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I ntroduccioén

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el aprovechamiento del agua de
cocimiento de maiz para la produccion de proteina unicelular; 1o que implicd establecer un

estudio cinético paraevaluar la eficacia del proceso.

Uno de los problemas principales que afronta nuestro pais, es la carencia de alimentos en
cantidad y calidad adecuadas, detal forma que es necesario desarrollar e implementar
tecnologias que tengan como objetivo la obtencion de productos que puedan ser utilizados en
la preparacion de alimentos con un alto valor nutricional. Por esto es necesario la busgueda
de nuevos sustratos para la propagacion de microorganismos. De éstos, la Candida utillis
constituye una de las levaduras mas importantes (desde e punto de vista técnico y

nutricional).

La propagacion industrial de microorganismos para su utilizacion posterior en la alimentacion
humana y animal es un proceso perfectamente establecido desde principios de siglo; es asi
como nace €l término “Proteina Unicelular”, con el cual se identifica alos alimentos derivados

de microorganismos utilizados con fines alimenticios por su ato contenido de proteinas.



En todo proceso de produccion de proteina unicelular se requiere la medicion de parametros
cinéticos del crecimiento microbiano y que, a final, determinan el grado de €ficiencia del
proceso de produccion. El conocimiento de la cinética de un cultivo permite la prediccion del
transcurso de la fermentacion, la evaluacion de velocidades de crecimiento microbiano, de
consumo de sustrato, de formacion de producto, rendimientos y productividades, ademas
proporciona informacion Util para establecer estrategias de produccion y optimizacion del

proceso de obtencidn de proteina unicelular.

La modalidad utilizada en este estudio es la denominada cultivo por lotes, la cua se define
como aquella que se realiza sin intercambio de materia con los arededores, salvo lo referente
a los gases (aireacion, produccion de dioxido de carbono). En esta modalidad de cultivo se

adicionan inicialmente |os nutrientes y luego se indcula con una cantidad de células viables.

En & capitulo | comenzamos con una investigacion bibliogréfica, en la cual se abordan
diferentes temas como son la importancia de la produccion de alimentos con elevada calidad
nutricional, la utilizacién de microorganismos como fuente de alimento, la utilizacion de
residuos agroindustriales como sustrato y el estudio cinético de poblaciones microbianos. En
el capitulo Il se establece el proceso experimental utilizado; en e capitulo 111 se detallan los
resultados obtenidos, mientrasque el analisis de los mismos se reportan en € capitulo IV €

ultimo capitulo contiene las conclusiones y recomendaciones de la investigacion desarrollada.



1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evauar e proceso de produccion de proteina unicelular, mediante la utilizacion de agua de
cocimiento de maiz como medio de cultivo, para obtener datos experimentales de la cinética

de crecimiento de Candida utillis.

1.2.0bjetivos Especificos
1.2.1 Identificar los factores fisicos, quimicos y biolégicos que influyen en e proceso de

produccion de proteina unicelular, a partir de Candida utillis.

1.2.2 Proponer mejoras en la produccion de proteina unicelular, mediante el andlisis de datos

cinéticos, obtenidos experimentalmente durante el proceso de produccion de esta proteina.

1.2.3 Elaborar curvas de crecimiento microbiano que permitan identificar y analizar las

diferentes etapas del ciclo de vida microbiano.

1.2.4 Determinar la velocidad de crecimiento microbiano durante el proceso de produccion.

1.2.5 Evaluar lavelocidad de consumo de nutrientes presentes en el medio de cultivo

utilizado en el proceso.



1.2.6 Cuantificar, a través de técnicas apropiadas, la proteina unicelular obtenida al final del

Proceso.

1.2.7 Establecer €l rendimiento global obtenido durante el proceso de produccion de Proteina

Unicelular.

1.2.8 Determinar, mediante € método de micro-Kjeldahl, el porcentaje de proteina presente en

una muestra determinada.



1. HAMBRE Y MALA NUTRICION

1.1 GENERALIDADES

Con una poblacion que alcanzé unos 6400 millones para € afio 2000, la busqueda mundial de
fuentes abundantes y econdmicas de proteina se hace urgente. La produccion de proteina
mediante el cultivo de microorganismos esta siendo usada en escala cada vez mayor. Los
microorganismos son una excelente fuente de aminoacidos y vitaminas solubles en agua. Su
cultivo en cantidades |o bastante grandes como para suplir una buena parte de los
requerimientos proteicos del mundo, sdlo se puede hacer usando sustratos que contengan

fuentes de carbono.

Figura N°1: El hambre, uno de los mayores
problemas a nivel mundial.



1.2 ALIMENTACION EN EL SALVADOR
El caso de El Salvador es muy particular; actualmente se estima que la poblacion ha a canzado
la cifra de 7,4 millones de habitantes, que vive en una extension de 21146 kilémetros

cuadrados, 0 sea, que hay una densidad demogréfica de 350 personas por kildmetro cuadrado.

FiguraN°2: La deficienciaenla
nutricion afecta el desarrollo de infantes.

Se estima que mas del 50 % de |a poblacion salvadoreia sufre deficiencia calrico — proteica,
la cual es especiadmente peligrosa en nifios, ya que s existen deficiencias proteicas en la
alimentacion durante lainfancia entre los 0 y 4 afios, es ha afectado el desarrollo normal de la

persona.

Entre los principales componentes del alimento (carbohidratos, grasas, proteinas, vitaminas y
minerales) son las proteinas el componente que mas escasea. La diferencia entre la produccion
y las necesidades de proteina del mundo se estima en unos 2,6 millones de toneladas de

proteina animal por afio.



El problema de la escasez de alimentos no significa Unicamente hambre. Junto a poblaciones
que carecen de alimentos, que padecen hambre, existen otras que, aln satisfaciendo sus
requerimentos cal 0ricos minimos, manifiestan una serie de enfermedades debido a la carencia
de algin componente esencial en su dieta; es decir, su alimentacion no esta balanceada. Para
que e hambre y la mala nutricion fueran eliminadas, la produccion mundial de proteinas

tendria que aumentar por o menos un 45 por ciento.

1.2 SOLUCIONESAL PROBLEMA DEL HAMBRE
Existen actualmente varios procedimientos para aumentar |0s recursos alimenticios. Los que
Se sugieren con mas frecuencia son |os siguientes:

* Aumento del rendimiento de la agricultura.

» Utilizacion de alimentos disponibles pero poco usados.

* Produccion de nuevos alimentos.

1.2.1Aumento del rendimiento de la agricultura. Elevar e rendimiento de las tierras
cultivadas es basicamente € objetivo de la agricultura moderna, para ello se idean mejores
sistemas de riegos y drengjes, se recurre a la fertilizacion, se hacen mejoras genéticas de
semillas y plantas, se controlan las plagas con productos cada vez més efectivos (insecticidas,
fungicidas, herbicidas), se mgjoran las préacticas de mangjo de los cultivos y hasta se emplean

programas de computacion, limitando la produccion por € érea de cultivo.



1.2.2 Utilizacién de alimentos poco usados. Esta segunda solucién a problema del hambre 'y
mala nutricion consiste en la utilizacion de recursos alimenticios disponibles. El cultivo de los
0ceanos por técnicas nuevas, recurriendo a productos “pocos usuales’, tales como algas y
peces de desecho, € cultivo de peces bajo condiciones de laboratorio en estuarios, lagos,
lagunas y rios; € uso de la proteina de pescado en la aimentacion de animales y de seres

humanos.

1.2.3 Produccién de nuevos alimentos. La tercera solucién a problema de la escasez de
recursos alimenticios es la fabricacion de aimentos nuevos. Aqui se incluye la produccion de
proteina unicelular, celulosay almidon. La produccién de proteinas a partir de hojas e incluso

la sintesis quimica completa de aminoécidos y polipéptidos.

Normalmente, las hojas de los vegetales no son utilizadas por € hombre como fuente de
proteina, debido a su elevado contenido en celulosa, que las hace indigeribles para € ser
humano. Las proteinas foliares tienen que ser trasladadas a otras partes de las plantas, tales
como raices, frutos o semillas, para poder servir de alimento humano. Las proteinas foliares
se extraen por maceracion de hojas y precipitacion, por procedimientos bioguimicos, de la
proteina del “jugo” de hojas asi preparado. El cultivo de células vegetales en fermentadores
continuos es una fuente promisoria de proteina, ya que €l producto es completamente

comestible y no contiene celulosa ni hemicelulosa, como las hojas.
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Se pueden obtener proteinas sintéticas cultivando hongos, por ejemplo: Penicillum notatum,

en almidon de desechos de productos de panaderia, papas, yuca u otros vegetal es.

Finalmente, se puede producir proteina cultivando microorganismos en desechos

[

agroindustriales como & agua de cocimiento de maiz.

2. MICROORGANISMOSCOMO FUENTE DE ALIMENTO

Los microorganismos Utiles para e hombre constituyen solamente una proporcion muy
pequeiia de una amplia variedad de especies que existe en la naturaleza. El papel que
desempefian algunos de ellos en la fabricacion de la cerveza, el pany € vino fue descubierto
en forma accidental hace mucho tiempo. Por g emplo, la transformacion que sufre el jugo de
la uva y la masa para hacer e pan. Hoy en dia se sabe que se debe a las levaduras.
Microorganismos bien conocidos también son las bacterias, que acidifican la leche o los

hongos microscopicos que le confieren su caracter tan particular alos quesos.

Es dificil clasificar los microorganismos en Utiles y no Utiles, o en buenos y malos, ya que
todos participan en €l reciclaje de las moléculas del mundo organico conservando la ecologia.

De ta forma que los microbios no solo son Utiles sino indispensables para la vida como la

* Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccion de Proteinas a partir del Petréleo”. Universidad del Zulia,
Maracaibo.Venezuela
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conocemos actualmente. Algunos son nocivos para los animales o plantas, pero en proporcion

SON MUy PocCos.

Existe un buen nimero de microorganismos gue esta siendo utilizado en la industria. Esto se
debe a que producen un compuesto de alto valor que no puede ser obtenido de una maneratan
sencilla o tan econdmica por las técnicas quimicas usuales. En algunos otros casos, los
microorganismos son cultivados por su valor intrinseco, como es €l caso de la levadura de

panaderia.

Las levaduras industriales son microorganismos facultativos que pueden respirar o fermentar
de acuerdo a las condiciones en que se les cultive. EI metabolismo anaerébico, como la
fermentacion, es menos eficiente que la respiracion, ya que la primera no aprovecha toda la
energia de las moléculas como los azucares. Algunos productos, como por ejemplo e alcohol
etilico, son excretados por la levadura como producto de desecho, ya que en ausencia de

oxigeno este producto no puede ser aprovechado en su totalidad.

Las vias bioguimicas de la fermentacion que conducen alaformacion de productos Utiles son
diversas. Estas vias son de dostipos. las homofermentarias, que son las que conducen aun
producto principal, y las heterofermentarias, que dan dos o més productos. Asi pues, algunos

bacilos |acticos heterofermentarios producen acido léctico a partir de azlcares.



Por otra parte, €l crecimiento aerdbico que llevan a cabo algunos microorganismos es mas
eficiente para la produccion de biomasa (nimero de organismos obtenidos a partir de una
cantidad dada de nutrientes), ya que estos organismos degradan completamente las moléculas
nutritivas y les extraen e maximo de energia. Esto quiere decir que s la meta de la
produccion industrial es mejorar los sistemas de obtencion de grandes cantidades de
organismos, como es el caso de la levadura Candida utillis para la produccion de proteina
unicelular, es ventgjoso trabajar con el organismo en condiciones aerdbicas ya que de esta
forma se utilizan los sustratos a méaximo por respiracion y, por o tanto, se obtendran muchas

;]

mas levaduras por cantidad de nutrientes.

Las levaduras fueron explotadas durante miles de afios para la elaboracion de bebidas
alcohdlicas y de pan. Estdé ocurrio antes de que se identificara a las levaduras como un
microorganismo y de que se conociera la verdadera naturaleza de la fermentacion de la
cerveza. Cas 200 afos después, en 1876, Louis Pasteur presentd sus ideas sobre la
fermentacion, en las cuales postula que los microorganismos viven en condiciones
anaerdhicas son capaces de crecer y vivir sustituyendo el proceso de respiracion por la
fermentacion. Este proceso convierte azucares en acohol y bioxido de carbono, €l proceso de
fermentacion se detiene y es sustituido por la respiracion o consumo de oxigeno, proceso que
si degrada el azUcar hasta bidxido de carbono y agua, y no produce acohol. La fermentacion

es muy importante socialmente, ya que mediante ella se producen las bebidas a cohdlicas que

® http://www.verema.com/opinamos/tribuna/articul o/l evadurasd2.htm
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han tenido un papel importante en la historia. Actualmente, las levaduras y las bacterias
metilotroficas son los principales organismos que se han utilizado para producir €l producto

microbiano como es la proteina unicelular.

Fotografia N°3:Luis
Pasteur es el creador dela
microbiologia, estudio las

fermentacions.

Los azUcares mas comunmente utilizadas por las levaduras durante su crecimiento son la
glucosa y la fructosa, que contienen 6 &omos de carbono. Sin embargo, existen otros
compuestos con mayor 0 menor nimero de atomos de carbono y que son de interés en
algunas industrias. La levadura Sacharomyces lipolitica puede romper cadenas linedes de
hidrocarburos de 10 a 16 domos de carbono; existe una instalacion piloto que ha logrado
hacer crecer esta levadura con buenos resultados en presencia de una fraccion purificada de
petroleo, € cual, como se sabe, es un hidrocarburo. Esta levadura, a crecer, produce écido
citrico como producto de desecho, €l que a su vez es utilizado en otra serie de procesos

industriales. Assimismo, una variedad limitada de levaduras puede crecer en presencia de



metanol (un alcohol con un solo d&omo de carbono). Esto es posible ya que tales levaduras
Ilevan a cabo un proceso metabdlico novedoso que involucra unos organelos especializados
[lamados microcuerpos. Lo anterior se ha aprovechado, ya que € cultivo utilizando metanol
es muy barato y la produccion de biomasa de las levaduras es tan abundante que se utiliza

como complemento parala alimentacion de animales.

Otra levadura que ha sido muy Util desde tiempos remotos es la cepa denominada
Sacharomyces cerevisiae. Esta ha sido utilizada en la elaboracion de vino, cervezay, hoy en

dia, parala produccion de acohol.

Figura N°4:La fabricacion del vino esun Figura N°5: La produccion de
gjemplo de la importancia de los procesos gueso implica la utilizacion de
fermentativos. miCroor gani smos.

En cuanto a la Candida utillis, esta es utilizada en la industria alimenticia, puede crecer
metabolizando azlcares de cinco &omos de carbono (pentosas) y permite la formacion de un
producto rico en proteina, utilizado como suplemento en la alimentacion animal, e incluso

depurando e proceso de obtencion puede ser empleada en la alimentacion humana.
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En laaimentacion humanay animal han sido siempre las proteinas las mas dificiles de suplir.

En latabla 1 se observa la comparacion de las células microbianas con la de otras fuentes de

proteinay se observa gque la carne ha sido siempre la fuente de proteina animal preferida por

el hombre, contiene dos veces més nitrogeno y amindacidos esenciales que la harina de soya,

la fuente de proteina vegetal de mayor uso en € mundo. Las bacterias y levaduras son

similares en su composicion a la harina de soya. EI mayor contenido de nitrégeno en las

bacterias que en las levaduras es debido a su contenido relativamente alto de acidos nucleicos.

Los hongos son inferiores a las bacterias y levaduras en cuanto a su contenido en nitrégeno y

aminoacidos esenciales. Ademas, debido a los problemas reol 6gicos que su micelio ocasiona,

hacen dificil la aeracion, los hongos no son considerados como una fuente promisoria de

proteinas.

TABLA 1. Composiciéon de algunas fuentes de Proteinas

Fuentede Nitr6geno Aminoéacidos esenciales % Relacién
Proteina % delaproteina aminoacidos/N
Bacterias 11 26 24
Levaduras 8 28 35
Hongos 6 11 18
Harina de soya 8 22 2.8
Carne 15 438 3,2

Fuente: Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccion de Proteinas a partir del Petréleo”. Universidad
del Zulia, Maracaibo.Venezuela.




La tabla 2 muestra una comparacion del contenido en algunos aminoécidos esenciales de

algunas fuentes proteicas usadas en la fabricacion de alimentos concentrados para animales,

con el de levaduras cultivadas en desechos agroindustriales.

TABLA 2. Contenido de algunos aminoacidos en varias fuentes de proteina

Fuentede
Proteina Harina de Harina de Harina de
o L evaduras Carne
pescado soya ajonjoli
Aminoacido
% delaProteina
Arginina 3,38 3,75 4,85 5,00 -
Lisina 5,00 3,16 1,35 7.8 10,0
Metionina 1,90 0,73 1,42 1,6 3,2
Cistina 0,70 0,74 0,62 0,9 -
Triptofano 0,75 0,74 0,79 1,3 1,4

Fuente: Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccion de Proteinas a partir del Petréleo”. Universidad del
Zulia Maracaibo.Venezuela.

Puede observarse que las levaduras se comparan favorablemente con las harinas de pescado,

soyay gjonjoli.
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Ademas de su contenido en aminoéacidos, |os microorganismos son excelentes como fuente de
vitaminas solubles en agua. En latabla 3 se compara la composicién vitaminica de levaduras
cultivadas en fuentes de carbono con la de una levadura comercial, que es la fuente corriente
de vitaminas en los concentrados para animales.

TABLA 3. Composicién vitaminica de las levadur as cultivadas en fuentes de carbonoy la
levadura comer cial

Levadura | Levadura (Francia) | Levaduracomercial
Aminoéacido gas-oil
mg/kg
Tiamina 4.7 35
Riboflavina 142 20-90
Piridoxina 15 60
VitaminaB12 0,007 -
Acido nicotinico 275 190-500
Pantotenato de 100 100-190
Calcio
Acido félico 4 3-30
Inositol 780 3000
Cloruro de colina 1340 210

Fuente: Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccién de Proteinas a partir del Petrdleo”.
Universidad del Zulia Maracaibo.V enezuela.



Como € principal uso de las levaduras producidas por fermentacion es la fabricacion de
alimentos para animales, en la tabla 4 se presenta € andlisis proximal de varias levaduras
obtenidas por fermentacion.

TABLA 4. Andlisis proximal devariaslevaduras

Japon n- BP n-

Levadura . : BP gas-ail Torula comercial
. parafinas parafinas
Parametro
%
Humedad 4,5 4,2 50 50
Proteina 54,1 65,0 68,5 50,5
Grasa 2,8 8,1 1,6 7
Fibra 3,6 - - -
Ceniza 7,1 6,0 7,9 6

Fuente: Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccion de Proteinas a partir del Petréleo”. Universidad del
ZuliaMaracaibo.Venezuela.

Aunque por su composicion en aminoécidos y vitaminas |os microorganimos son un excelente
alimento, hay que considerar su posible toxicidad, es asi que con €l objeto de evitar la via
indirecta microorganismo-animal-hombre, en algunos paises se hacen intentos de purificar la
proteina de microorganismos, de modo que pueda ser incorporada a alimentos humanos. Con

esta purificacion se remueven en particular, los acidos nucleicos, los cuales ocasionan
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trastornos digestivos en los seres humanos, s su dieta contiene cantidades relativamente

elevadas de microorganismos. o]

3. PROTEINA UNICELULAR

Durante las Ultimas dos décadas, se han desarrollado varios procesos para la produccion de
microorganismos Uutiles como fuentes de proteina para alimentacion animal y humana. El
término de proteina unicelular (SCP) ha sido empleado durante las Ultimas tres décadas para
referirse a microorganismos tales como bacterias, levaduras, algas y hongos filamentosos, que

son empleados con fines alimenticios, principa mente por su alto contenido de proteinas.

El hombre ha consumido, desde hace muchos siglos, los microorganismos que se encuentran
presentes en alimentos fermentados. Por gemplo, quesos, yogurt y méas recientemente ha
empleado para alimentacion humana y anima microorganismos que se derivan de la

produccion de cervezasy destilerias de alcohol.

La fabricacion de (SCP) parala alimentacion humanay animal se ha llevado a cabo a partir
de la Segunda Guerrra Mundial, debido a la répida velocidad de propagacion de los
microorganimos, a la diversidad de sustratos que se pueden emplear y a que su produccién no
depende de las condiciones climaticas. No obstante estos atributos, e ato costo de

produccion de la (SCP) solo ha permitido a ésta competir con proteinas de origen vegetal, con

® http://lectura.il ce.edu.mx:3000/sites/ci encialvol umenl/ciencia2/43/htm/SEC_8.html



base a su contenido proteico, bajo circunstancias especiales, o bien debido a sus propiedades

funcionales y organol épticas.

Los microorganismos crecen rapidamente, una comparacion tradicional es que un toro de 500
kg. puede producir 0.5 kg. de proteina/dia, mientras que en e mismo tiempo, 500 kg de
levadura pueden producir 50 gramos de proteina. Esta es quiza una de las razones mas

importantes que determinan €l interés en su produccion industrial

Las bacterias, principamente de los géneros Methylomonas, Pseudomonas, Bacillus y
Aerobacter recibieron en los afos 60 un interés especial como fuentes potenciales de SCP
debido a que son capaces de duplicarse en un periodo de 20 a 30 minutos 'y a su alto contenido
de proteinas que puede llegar hasta un 85 % en base seca. No obstante estas cualidades, €
incremento en el costo durante las Ultimas dos décadas de algunos sustratos considerados para

Su propagacién como metano, metanol, etanol o hidrocarburos, ha limitado su aplicacion.

En contraste, ciertas especies de levaduras, como Candida utillis, Saccharomyces cerevisiae y
Kluyveromyces fragilis, han sido aceptadas durante largo tiempo tanto en alimentacién animal
como humana, y se han producido continuamente a partir de la Segunda Guerra Mundial. Los

hongos filamentosos y algas tienen la desventgja de crecer més lentamente que las bacterias y
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levaduras; sin embargo, en la actualidad se producen comercialmente hongos Gliocladium

deliquescens, Paecilomyces varioti y Fusarium graminearumy las algas Spirulina.

En e caso de las algas, su produccion es en algunos aspectos similar a la agricultura
convencional, en donde no se aplican caracteristicas de alta productividad, pocos
requerimientos de terrreno y a la no dependencia de condiciones climaticas que prevalecen

en procesos de produccion de (SCP) a partir de bacterias, levaduras y hongos.

Los diferentes microorganismos pueden ser propagados bagjo condiciones asépticas 0 no
asepticas, dependiendo del microorganismo y tecnologia empleada, en medios de cultivo que
contienen una fuente de carbono y energia; una fuente de nitrégeno (amoniaco o sales de
amonio), una fuente de fésforo (&cido fosférico o sales de fosforo) y minerales (hierro,

magnesio, manganeso, potasio, €tc).

En cuanto al sustrato principal, la atencion inicial se centro en hidrocarburos y otros derivados
del petréleo, (metanol y etanol. Mas recientemente €l interés se ha derivado hacia recursos
renovables como residuos agricolas y subproductos industriales. En particular, los residuos
agricolas, que constituyen el més grande suministro mundial de recursos renovables, asi como
los azUcares derivados de la cafa de azlcar y almidones provenientes de los desperdicios de

papas, granos 'y yuca son aguellos con mayores perspectivas en e futuro.



El empleo de procesos de produccion de proteina unicelular para disminuir la demanda
bioguimica de oxigeno de efluentes industridles como licores sulfiticos, licores de
procesamiento de maiz y efluentes del procesamiento de papas ha tenido cierta importancia
industrial. En estos procesos, €l objetivo principal es e tratamiento del efluente y la proteina

unicelular es un subproducto gue por su valor hace mas atractivo € sistema de tratamiento.

En muchos casos, |0s sustratos requieren de un pre-tratamiento fisico, quimico o enzimatico
previo a la fermentacion. Los residuos agricolas y forestales, por gemplo, deben ser
hidrolizados a azlicares simples o sometidos a una dedlignificacion parcia para que puedan ser
facilmente accesibles a los microorganismos. Otros sustratos como melazas y los licores
sulfiticos de la industria papelera, requieren de pretratamientos mas simples para eliminar

impurezas que puedan inhibir €l crecimiento de microorganismos.

Figura N°5: Fermentadores donde se
produce proteina unicelular.
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En sintesis, se puede afirmar que € interés por la produccion de proteina unicelular fue
estimulado por muchas publicaciones relacionadas con la salud, la aimentacion y la
agricultura acerca de una escasez de proteina a nivel mundial. En los paises subdesarrollados
los problemas de nutricion han originado una creciente demanda de proteinas de ata calidad
para alimentacion animal, estas son preparados para satisfacer 10s requerimientos nutricionales
totales del animal. La SCP podia ser una aternativa valida a algunas de estas fuentes
tradicionales, reduciendo el flujo de cereales hacia la alimentacién animal. El uso de SCP
podria hacer estos productos més accesibles para consumo humano. La produccion a gran

B

escala de SCP hariala produccion animal menos dependiente de proteinas importadas.

4. Levaduras

4.1 Generalidades

Levadura es e nombre genérico dado a un grupo de hongos Ascomicetes pertenecientes al
orden Endomicetales. Las levaduras son microhongos que se encuentran generalmente en
forma de células Unicas y que se reproducen mediante gemacion. Algunas levaduras estan
formadas Unicamente por células individuales y a veces cadenas cortas, mientras otras se
encuentran con un cierto rango de formas celulares, incluyendo diversos tipos de filamentos.

Una caracteristica de la poblacion en crecimiento de las células de las levaduras es la

" GARCIA GARIBAY, Mariano. QUINTERO RAMIREZ, Rodolfo. LOPEZ-MUNGUIA CANALES, Agustin.
“Biotecnologia Alimentaria’. 1. Edicién. México: Editorial Noriega, 1993.



presencia de yemas, producidas cuando la célula se divide. La célula hija comienza siendo una
pegueiia yema, que va creciendo hasta que acanza un tamafio similar a de la madre y

entonces se separa. Para la reproduccion sexual forman ascas.

Figura N°6:Una levadura en proceso de
division, vista al microscopio de barrido de electrones.

La membrana celular consta de polisacaridos y muy poca quitina. Tiene glucdégeno como
sustancia de reserva y contiene también numerosas vitaminas. Provocan la fermentacion
alcohdlica de las masas de harina y de los liquidos azucarados, y mucha de ellas se utilizan

para obtener bebidas y elaborar pan y otros productos.

La levadura es un anaerébico facultativo, transformando azlcar a la misma velocidad la
levadura aerdbica produce dioxido de carbono, agua 'y una produccion relativamente ata de

nueva levadura, mientras que la levadura crecida anaerébicamente tienen una velocidad
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relativamente lenta de crecimiento, que ahora se acopla a una ata conversion de azlicar en

alcohol y dioxido de carbono.

4.2 Historia delaslevaduras
Las levaduras han alimentado a los animales por més de 100 afios. En forma de levadura
fermentaron subproductos de la levadura de cervecerias o de destilerias, o productos

comerciales de lalevadura producidos especificamente para alimentacion animal (pienso).

Las levaduras son abundantes a través del ambiente. Pueden ser encontradas en los granos de
cereal, subproductos del grano, heno y estan incluso presentes en el suelo y el agua. Se les dan
nombres latinos gque representan su genero y especies, por gemplo Saccharomyces cerevisiae
o Candida utillis. Las especies se diferencian de su morfologia o forma celular, como
metabolizan diversos sustratos y como se reproducen. Mientras que hay casi 50 000 especies
de hongos, hay solamente 60 diversos géneros de levaduras que representan cerca de 500
diversas especies. La mayoria de las levaduras son saprofitas benignas y se ha probado que no

son daninas al hombre.

Muy pocas especies de la levadura se utilizan comercialmente. La saccharomyces cerevisiae,
también conocida como levadura del pan, es una de las especies mas extensamente

comercializadas. Es también la levadura usada por las cervecerias para hacer la cerveza, por



las destilerias para hacer alcoholes destilados y €l alcohol para hacer vinos. La Candida utillis,
conocida como levadura torula, es importante porque puede utilizar los azlcares de cinco
atomos de carbono. Una tercera levadura es la Kluyveromyces fragilis. Esta levadura es

[lamada del “suero”, ya que puede utilizar €l azlicar de leche o lactosa como substrato.

Anteriormente, las fermentaciones fueron realizadas sembrando |a pasta del pan, el mosto o el
puré del maiz con las porciones conservadas de una fermentacion anterior. En esta forma
siempre se conservaba una porcion de pasta del pan de la fermentacion para mezclarse con
pasta fresca €l dia siguiente. La levadura fue |levada de pasta en pasta en un ciclo perpetuo. Si
existia algun tipo de contaminacion bacteriana, una semilla nueva podia ser preparada

humedeciendo la harinay esperando una fermentacion espontanea.

Hoy, los cultivos puros de levaduras crecen especificamente para ser utilizados en cervecerias,

destilerias, panaderiasy para el uso casero. £l

4.3 Productos alimenticios de laslevaduras

Las céulas dela levadurahan contribuido a valor alimenticio de aimentos fermentados,
como los panes y las cervezas. En algunas sociedades, las cervezas “nubladas’ hacen una
contribucion importante a las necesidades alimenticias diarias. El sedimento nublado de las

células de la levadura proporcionan las vitaminas, los minerales y los aminoéacidos esenciales.

8 http://www.canal-h.net/webs/sgonzal e2002/Micol ogia/lL EV ADURAS.apt.htm
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Durante la Edad Media, a menudo se aimentd a los infantes con & sedimento de la cerveza

nublada para mantenerlos sanosy para evitar deficiencias alimenticias.

Las levaduras son una buena fuente de proteinas o aminoacidos. Aproximadamente e 40 %
del peso de la levadura seca consiste en proteina. La calidad de la proteina de la levadura es
equivalente a la proteina de la soya. Ambas son ricas en lisina'y por lo tanto son excelentes
suplementos para cereales bajos en lisina. La proteina de la levadura es baja en aminoacidos
gue contienen € i6n sulfuro, pero la adicion de 0,5 % de metionina a la levadura seca puede
incrementar su calidad como proteina. Sin embargo, hay un limite en cuanto ala utilizacion de
la levadura como fuente de alimento, ya que cerca del 20 % del nitrégeno de la proteina cruda
esta en forma de acidos nucleicos. Los acidos nucleicos pueden causar problemas dando lugar
a niveles altos de acido Urico en la sangre. Los altos niveles de écido Urico tienden a
cristalizarse en diversas articulaciones del  cuerpo como empa mes y hombros, causando gota,

artritis e incluso piedras renales.

Mientras que e vaor aimenticio de la levadura fue reconocido tempranamente, la
identificacion de los factores alimenticios que curaron ciertas enfermedades alimenticias no
ocurrio hasta el siglo veinte, cuando las vitaminas fueron descubiertas. Varias de estas

vitaminas primero fueron extraidas y caracterizadas de la levadura, incluyendo biotina,



niacina, acido pantoténico y tiamina. La levadura se ha reconocido como fuente rica en

vitaminas naturales®]

4.3.1 Levadurairradiada

Aungue la levadura no es una fuente de vitamina D, contiene un esterol, €l ergosterol, que se
convierte en la vitamina D2 (Ergocalciferol) cuando es irradiado con luz ultravioleta. En €l
pasado, la levadura seca irrradiada sirvio como fuente importante de la actividad de la

vitamina D, hasta que fue creada una forma sintética de esta vitamina (Col caciferol).

4.3.2 Levadura del selenio

La levadura es una buena fuente del selenio dietético. El selenio en la levadura esta
generamente en la forma de selenometionina, que es una molécula del aminoécido de la
metionina gque contiene selenio. El selenio se requiere para la activacion de un sistema
enzimético que produce efectos protectores en e higado y otros tejidos finos. El selenio
previene € dafio oxidativo de la membrana de la célula y del envgecimiento prematuro

subsecuente de la célula

El selenio de la levadura utilizada en los procesos de fabricacion de cerveza desempefid un
papel importante en la nutricién animal, especiadmente en la fabricacién de alimentacién

anima para consumo domeéstico. El hecho de que la levadura de los cerveceros contiene

® http://lectura.ilce.edu.mx:3000/sites/ 3milenio/biotec/html/sec_4.htm
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cantidades apreciables de vitaminas y de selenio, se consideré para la inclusién en muchas
formulaciones para alimentacion del ganado. Fue utilizada con frecuencia como una fuente

natural del selenio antes de que se utilizara extensamente €l selenito de sodio.

Las levaduras comerciales que contiene atas cantidades de selenio, que se conocen como
levaduras del “selenio alto”, son manufacturadas y vendidas a través de almacenes de alimento
natural y agregadas a veces a las tabletas de suplemento de vitaminas. Mientras que la
levadura de los panaderos pueden contener una o dos partes por millon de selenios, las
levaduras comerciales del “selenio alto” estan disponibles conteniendo selenio en cantidades

de dos partes por millén.

4.3.3 Levadura del Cromo

El cromo en la levadura esta presente en la forma orgénica llamada “ el factor de latolerancia
de la glucosa’ y es importante en la regulacion del metabolismo del azicar. Consiste en €l
cromo trivalente y parece actuar conjuntamente con la insulina para facilitar e metabolismo
eficiente de carbohidratos. Aunque no se sabe exatamente como trabaja, los estudios indican
gue los individuos que consumen e cromo en forma organica tienen una reduccion en la
dependencia de azlcar, de la insulina de la sangre, una reduccién en el colesterol y los
triglicéridos. Los ensayos recientes de la investigacion indican que €l cromo organico puede

reducir latensién en ganados.



4.3.4 Levadura seca activa

La levadura seca activa (materia seca a 95 %) es la levadura disponible para la industria de la
alimentacion .Aunque la levadura con un alto contenido de humedad (torta mojada), es
utilizada extensivamente por la industria de panaderia, la levadura seca activa es la forma de

levadura utilizada para alimentacion animal.

4.4 |dentificacion de Levadur as

Las pruebas de identificacion de levaduras pueden agruparse en dos categorias:

4.4.1 Pruebas morfoldgicas
Aspecto de las colonias. Las colonias de las levaduras suelen ser de color blanco crema, més
0 menos lisas, 0 de aspecto seco 0 plegadas, y de tamafio variable. Por ello, € aspecto

morfol 6gico de la colonia no representa habitualmente un caracter distintivo importante.

Lavaduras

Figura N°7:Levaduras; 1. Saccharomyces cerevisiae 2. Candida utillis 3.
Aureobasidium pullulans 4.  Trichosporon cutaneum 5. Saccharomycopsis
capsularis 6. Saccharomycopsis lipolytica 7. Hanseniaspora guilliermondii 8.
Hansenula capsulata 9. Saccharomyces carlsbergensis 10. Saccharomyces rouxii 11.
Rhodotorula rubra 12. Phaffia rhodozyma 13. Cryptococcus laurentii 14.
Metschnikowia pulcherrima 15. Rhodotorula pallida.
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4.4.2 Morfologia microscopica de levaduras

Esta préctica consiste basicamente en preparar un cultivo de levaduras sobre medios
adecuados para esporulacion y germinacion de estos hongos. Existen dos posibilidades segiin
se empleen portaobjetos cubiertos con medio de cultivo o placas de Petri convencionales. Los
medios de cultivos mas adecuados son medios a base de cereales, sin aporte extra de glucosa
ni otras sustancias nutritivas. La incorporacion de Tween 80 a este tipo de medios reduce la
tension superficial y favorece notablemente la germinacion, filamentizacion y esporulacion de

las levaduras.

Los cultivos van cubiertos con un cubreobjetos, lo cual facilita la observacién posterior a

mi croscopio.

Figura N°8: Morfologia microscopica
de Candida utillis.



4.4.3 Pruebas Fisiologicas de identificacion de levaduras

Las levaduras contienen sistemas enzimaticos especificos que determinan su capacidad para
utilizar un hidrato de carbono como anica fuente de carbono en un medio de cultivo adecuado.
En la préctica la capacidad de utilizacion de ciertos compuestos organicos como Unica fuente
de carbono en crecimiento aerobio, es una de las pruebas més utilizadas para la identificacion

de levaduras.

Los compuestos empleados son fundamentalmente azlcares, acidos organicos. Estas pruebas
se denominan pruebas de asimilacion y se usan para valorar la capacidad de cada levadura
para usar estos compuestos de crecimiento aerobio. En funcion del nimero de levaduras
testadas o cultivos de coleccion, esta prueba permite la diferenciacion entre un elevado
numero de especies. Parala diferenciacion entre las especies de levaduras de origen clinico, es

suficiente con un escaso numero de sustancias (normalmente 6-7 azucares).

Existen dos aternativas, segiin se realicen en medio liquido o en medio solido. Este ultimo
caso se conoce con € nombre de auxanograma y es € mas empleado. Las levaduras son
inoculadas (por incorporacion a medio fundido) en un medio que contiene todos los
requerimientos nutritivos excepto una fuente de carbono. Las sustancias que hay que probarse

disponen en la superfice del agar desde donde difunden a la zona adyacente. El crecimiento de
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una levadura en esta zona indica la capacidad de utilizacion de esta sustancia como Unica

fuente de carbono.

La utilizacién aerobia de los hidratos de carbono se pone de manifiesto por €l crecimiento de

lalevadura alrededor del disco correspondi ente.i‘)_—I

Figura N°9: La identificacion de levaduras
puede realizarse por la capacidad de utilizacion de azlicares.

5. Candida utillis

5.1 Generalidades
Si bien la levadura de cerveceria y destileria suele ser la Saccharomyces cerevisiae, la
levadura propagada especificamente para la aimentacion de los animales es, en generd, la

Candida utillis (Ilevadura de térula o levadura forrgjera). La levadura de térula se emplea

YR DIAZ.”Manual Préctico de Microbiologia’. 2da. Edicién. Espafia. Editorial Manson S.A., 1999.



porque crece rgpidamente y puede cultivarse sobre una gran diversidad de materiales. Entre
los materiales que se emplean como sustrato para la produccion de levadura forrgjera figuran
el licor de prensa, obtenido de la fabricacion de la pulpa de la naranja desecada; melaza, licor
residual de sulfito de laindustria papelera, madera sacarificada (tanto hexosas como pentosas),
y residuos de frutos (granos de café, manzanas, etc.). Lalevadura de torula crece meor con un
pH de 4. El nitrégeno y el fosforo tienen que afadirse al medio de cultivo: alrededor de 0.4 kg
de sulfato amoénico y 0.13 kg. de fosfato trisddico por cada kg. de levadura producida. Para
fomentar el rgpido crecimiento de la levadura y reducir a minimo la produccion de alcohal,
hay que proporcionar aire en abundancia. El aire se introduce en el fondo del fermentador y se

dispersa mediante un propul sor o mediante un disco de cerdmica porosa.

5.2 Clasificacion

Seguin Lodder J. (1970) y Frazier W.C. (1976).

Nombre Cientifico :  Candida utilis
Division : Hongos

Filum :  Eumicetos
Clase :  Deutoromicetos
Orden : Criptococales
Familia : Criptococaceas

Sub-familia : Criptococoideas



34

Género : Candida

Especie : utillis

Sinbnimos :

Torulautilis : Hennenber 1926

Torulopsis utilis . (Hennenberg) Lodder 1934

Crytococus utilis . (Hennenberg) Anmderson Lodder, 1942

Candidaguillermondi :  Langeran et GierraVar (Cast)

Torulopsis utilis . (Henenberg) Lodder Majar Thaysen et Morris, 1943.

5.3 Usos

La levadura seca es valiosa como fuente de proteina de gran calidad y no tiene el sabor
amargo de lalevadura de la cerveceria que, sin embargo, suele tener mayor valor biolégico. La
levadura forrgjera tiene abundantes minerales y vitaminas B y, S se irradia, aporta también
vitamina D. La levadura seca puede incluirse en piensos mixtos para toda clase de ganado.
Normalmente, la levadura es rica en purinas (8 %) y en piridinas (4 %). Estas sustancias no
tienen practicamente ningun valor nutritivo y se incluyen en la fraccion de proteina bruta en el
andlisis cuantitativo. Cuando €l costo de la levadura es bagjo, puede suministrarse a los
bovinos, como fuente de proteina, en cantidades de 1-2 kg. diarios. Se ha informado que las
vacas de gran produccion lechera rinden mas ain cuando se alimentan con levadura, 1o que

puede deberse a que la propia produccion de vitaminas B del animal no basta para un elevado



rendimiento lechero. Para los terneros, las vitaminas B de la levadura tiene valor y, por
consiguiente, algunas veces se incluyen a razon de 3-5 % en las raciones de partida para
terneros, asi como los piensos para |os terneros en crecimiento. Los cerdos toleran bien hasta
un 5 % de levadura en la racion total. Algunas veces, cuando se cuenta con otras fuentes mas
baratas de vitaminas y de proteinas, se afladen pequefias cantidades de levadura para aportar
factores de crecimiento no identificados. Se ha informado que, cuando se suministra levadura
a las cerdas durante la gestacion y lactacion (100-400 gramos a dia), mejora el crecimiento de
lechones, y hay una menor mortalidad. La levadura puede sustituir €l aceite de soja, en
igualdad de peso, en las raciones de las aves de corral hasta un total del 9 % de la racion para
pollos, y, por lo menos, un 23 % para las hembras. Para obtener resultados Optimos, se deben
emplear cantidades mucho menores, alrededor de 3 gramos diarios por ave. Hay que hacer una
distincion entre la levadura seca corriente y la extraida en la produccion de extracto de
levadura, ya que esta Ultima solo contiene la mitad de proteina que la primera, y es pobre en

vitaminas. T

6. Sustratos utilizados por |os microor ganismos
Para que los microorganismos sean una fuente de proteina que contribuya a aliviar los
problemas de hambre y mala nutricién en e mundo, su produccion debe ser abundante y

barata

™ http:/www.fao.org/ag/agalagaplfrg/afris/espanol /document/tfeed8/Data/ 493.HTM
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TABLA 5. Rendimientos aer 6bicos de algunos micr oor ganismos cultivados en glucosa

Rendimiento
Organismo Gramosde células por gramo de
sustrato
Candida utillis 051
Escherichia coli 0,505
Aerobacter clocae 0,51
Pseudomonas fluorescens 0,38

Fuente: Revista de la Facultad de Agronomia, “Produccién de Proteinas a partir del Petréleo”.
Universidad del Zulia Maracaibo.Venezuela.

Aungue las levaduras y bacterias pueden cultivarse con rendimientos altos en varios sustratos,
la eleccion del sustrato es una cuestion de naturaleza econdmica. El sustrato debe ser
abundante y barato, de modo que la proteina microbiana pueda competir con otras fuentes de
proteina usadas en la aimentacion de animales domésticos, principalmente de no-rumiantes.
La proteina no requerida en escala mundial para este prop0dsito es una cantidad muy superior a
la requerida para la nutricion humana. Se fija la atencion en la produccién mundial de
proteinas en relacion con los requerimientos humanos. La produccion de proteina estéa muy por
arriba de las necesidades mundiales. Pero una gran parte de esta proteina es consumida por

animales y, ademas, la cantidad de proteina usada por el hombre es muy grande en algunos



paises y muy pequefia en otros. Para que una fuente de proteina contribuya apreciablemente a
los recursos mundiales, su produccion deberia ser, por lo menos, de unas 5 a 10 millones de
toneladas. De ahi que los residuos que contienen azucares (melaza, agua de maiz, etc.) son

fuentes suficientes para la produccion de proteina microbiana.

6.1 Utilizacion de Residuos Agroindustriales

Los residuos derivados de la normal actividad del hombre, son uno de los principales
problemas en la actualidad. Estos provocan una progresiva degradacion de nuestro entorno
que puede llegar a ser, en algunos casos, irreversible. Por ello se hace necesario la busqueda
de procesos que permitan la eliminacion controlada de los mismos y su utilizacion, no solo su
eliminacion efectiva e inocua, debido a que esta posibilidad ademas de evitar trastornos
mediocambientales, crean nuevas fuentes de riqueza que aportan una mayor rentabilidad al

proceso industrial.

Sin embargo, es un hecho evidente que, a pesar de todas estas ventgjas de tipo econdmico,
social, medioambiental, etc., que ocasionaria €l aprovechamiento industrial de los residuos,
estas no se corresponden con € nivel de investigacion y desarrollo existente en este campo a

nivel mundial .
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Aungue los residuos pueden provenir de cualquier actividad, desde e punto de vista de su
utilizacion industrial, los méas importantes son 10s que poseen un origen animal o vegetal y que

se agrupan bajo €l término de biomasaresidual.

La biomasa no es mas que materia organica no fosil, en que la radiacion solar ha reducido el
hidrégeno y el carbono mediante el proceso basico de la fotosintesis, permitiendo que pueda

tener un aprovechamiento de tipo quimico-industrial y, sobre todo, energético.

Esta biomasa, debido a los procesos de conversion a los que se ve sometida, origina una serie
de materiales a los que se consideran residuos debido a que en € contexto en e que son

generados no poseen valor econdmico alguno.

Los productos que integran esta biomasa residual pueden clasificarse en varios grupos que

Son:

6.1.1 Residuos agrarios
Estéan formados por aquellos residuos que tienen su origen en las actividades agricolas y

ganaderas, asi como por |os generados en |os procesos de aprovechamiento forestal.



6.1.2 Residuos Industriales
Se consideran como tales a los procedentes de sectores de la industria que generan una gran
cantidad de desechos de naturaleza organicay cuya eliminacion de estos residuos resulta muy

dificil y su costo muy elevado, debido a la alta demanda bioquimica que implica este proceso.

6.1.3 Residuos urbanos
Proceden de la actividad humana en los nucleos de poblacion. Su tratamiento y eliminacion
son un problema cada vez mayor, debido a su continuo crecimiento. Se pueden dividir en dos

tipos: residuos urbanos solidos y aguas residual es.

Existen dos estrategias para el aprovechamiento de la biomasa residual. La primera consiste
en desarrollar, a partir de ella, derivados que se puedan insertar en las cadenas de produccion
y mercados ya existentes. La segunda implica el desarrollo de nuevas tecnologias de

aprovechamiento del propio residuo como tal.

Basandose en estas dos estrategias pueden considerarse cinco directrices basicas:
a) Obtencién de energia.

b) Obtencion de productos quimicos.

c¢) Devolucion ala produccion agraria.

d) Utilizacién en la aimentacion ganadera.
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e) Utilizacion en la alimentacion humana.

El agua residual derivada del proceso de nixtamalizacion del grano de maiz puede ser
aprovechada en la alimentacién ganadera, tomando en cuenta factores como digestibilidad,
composicion de la proteina obtenida, presencia de sustancias contaminantes y los problemas
que implica su conservacion. En la alimentacion humana la proteina unicelular puede

utilizarse como aditivo en laindustria alimentaria.

Todo lo anteriormente expuesto, junto al encarecimiento de alimentos que experimenta
nuestro pais, exige que se dedique un considerable esfuerzo hacia la busgueda de nuevas
fuentes de aimentacion, y que parte de dicho esfuerzo esté encaminado hacia € mejor
aprovechamiento de los subproductos derivados de la industria de la alimentacion. Paraello es
necesario e conocimiento de todos aquellos parametros fisicos y quimicos que afecten el valor

nutritivo del producto.lTi—I

6.2 Generacion del Agua de Cocimiento de Maiz

Diversos investigadores han descrito el modo en que se cocina el maiz en las zonas rurales de
los paises consumidores de tortillas. Illescas ( 1943) fue el primero en describir € proceso tal

como se lleva a cabo en México. Consiste en mezclar una parte de maiz integral con dos

12 http:/iwwwz2.uca.es/dept/quimica_organica/byprodlinea.htm



partes de una solucion de cal a aproximadamente el 1 por ciento. La mezcla se calienta a
80°C durante un lapso de 20 a 45 minutos y luego se deja reposar toda la noche. Al dia
siguiente, se decanta €l liquido cocido y el maiz, denominado entonces nixtamal; se lava dos
0 tres veces con agua para eliminar las cubiertas seminales, las pilorrizas, la cal sobrantey las
impurezas del grano. La afadidura de cal en las fases de coccion y de remojo contribuye a
eliminar las cubiertas seminales; los subproductos se desechan o bien sirven para alimentar

ganado porcino.

La generacion de agua de cocimiento de maiz a nivel industrial es un proceso que puede
derivarse de dos maneras. En las zonas urbanas hay dos variantes. la primera consiste en
pequefias industrias caseras de propiedad familiar que siguen € procedimiento descrito
anteriormente. Esta pequefia industria puede utilizar harina industrial para tortillas 0 maiz
integral, en cuyo caso la masa se cuece en receptéculos de grandes dimensiones. La otra
variante es la transformacion industrial a gran escala del maiz en harina instantanea precocida
para tortillas. El procedimiento, que ha sido descrito por diversos investigadores (p. g.
Deschamps, 1985), se basa en e método utilizado tradicionalmente en las zonas rurales. El
maiz se selecciona segun su contenido de humedad, se eliminan todas las impurezas, como
suciedad, y hojas. Una vez limpio, € maiz se envia a los silos y depdsitos para su
almacenamiento De ahi se transporta a las instalaciones de elaboracién para su coccion en
agua de cal, convirtiéndolo en nixtamal, ya sea en tandas 0 mediante un procedimiento de

elaboracion continua. Tras su coccion y macerado, €l maiz tratado en agua de cal se lava con
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agua a presion o pulverizacion y se tritura hasta que forme una masa que se lleva a un secador

y se convierte en harina basta.

FiguraN°11: Piedra donde se muele

al nixtamal (mai7 cocidn)

6.3 Valor nutricional del agua de maiz

Lareutilizacién de las aguas residual es derivadas del proceso de nixtamalizacién, se basa por
una parte en que estas aguas residual es contienen sobrantes propios del maiz, asi como restos
de ca que fue usada durante la coccion. Esta materia organica e inorganica es una fuente de
contaminacion desde el punto de vista ambiental. Por otra parte, la utilizacion del agua de
cocimiento de maiz tiene por objeto aprovechar una buena cantidad de sustancias organicas

incluyendo las proteinas, carbohidratos y lipidos liberados del grano de maiz, durante €l



proceso de coccion y que dan por resultado un medio organico rico. La aplicacion del estudio
cinético de crecimiento microbiano permitira evaluar si este medio favorece €l desarrollo de

laCandida utillis.t*
7. Cinética de crecimiento microbiano

La microbiologia comprende e estudio de una amplia variedad de sistemas vivientes
“inferiores’ que incluyen virus, bacterias, algas, hongos ssimples como las levaduras y los
mohos, asi como los hongos superiores altamente diferenciados més grandes como las

“setas’.

En un medio de apoyo para e crecimiento adecuado, los microorganismos unicelulares
aumentan de tamafio y, por ultimo, se dividen en dos por un proceso de fision binaria o
gemacion. De hecho, una célula microbiana no viable se define como aquella que incubada
en medio de apoyo para el crecimiento por un periodo suficientemente largo, es incapaz de
aumentar su tamafno o de multiplicarse, una célula que aparentemente no crece, alin puede ser
viable, pero € medio es incapaz de apoyar € crecimiento debido a la disminucion de un
nutriente esencial, la presencia o produccion de materiales toxicos o un cambio en € medio
fisico, como la disminucion de oxigeno, pH o temperatura. A menudo las células pueden
vivir en este estado sin crecimiento, particularmente como esporas 0 quistes, por periodos

largos.

13 http://www.fa0.0rg/docrep/ T0395S/ T0395S02. htm#A plicaci ones%20del %620mai z



Las células microbianas requieren un alto grado de adaptabilidad para responder a cambios
tanto en & medio fisico como en & quimico. A diferenciade las formas de vida diferenciadas,
multicelulares, los organismos unicelulares responden a cambios en €l medio a exhibir un
conjunto diferente de actividades metabdlicas. Los organismos unicelulares son capaces de
existir en una variedad de estados fisiologicos y pueden cambiar rapidamente de un estado a

otro.

El crecimiento se puede considerar como e aumento ordenado de todos los constituyentes
guimicos de un organismo, lo cual, para los organismos unicelulares, conduce a un aumento
en & numero de individuos en la poblacion. Se puede considerar € crecimiento a nivel de
individuos dentro de una poblacién (ciclo celular) o e crecimiento de poblaciones celulares
(ciclo de crecimiento). El crecimiento de las poblaciones celulares se puede subdividir en
sistemas cerrados, como € cultivo intermitente, y en sistemas abiertos, como € cultivo

alimentado por lotesy e cultivo continuo.

7.1. Mediciéon del Crecimiento Microbiano

Existen varios métodos para medir € crecimiento de células microbianas, entre los cuales
tenemos:. Peso seco celular, absorcion, peso humedo, volumen de células empacadas, nimero

de células, masa de un componente celular, etc.



7.1.1 Peso seco celular

El método més usado para medir el crecimiento microbiano es secar volimenes conocidos de
cultivo celular lentamente hasta obtener un peso constante. Cuando se trata de células que
sedimentan rpidamente, como levaduras, esto usualmente implica centrifugacion (4,6 x 10°
rpm). Luego las células concentradas se colocan en una estufa a 90°C o a 105 °C hasta

obtener un peso constante. El peso de las células secas usual mente se expresa en términos de

g/l

En las determinaciones de peso seco celular existen fuentes de error importantes debido a la
absorcién de humedad atmosférica por las células secas y los tubos de centrifuga o las
membranas durante el enfriamiento. Esto se puede evitar a enfriar en un desecador o
mediante |a determinacion de la cantidad de agua absorbida por las membranas o tubos 'y con

la correccién adecuada del peso medido.
7.1.2 Absorcion

A menudo se obtiene ventgja del hecho de que en una celda espectrofotométrica, las células
microbianas desvian la luz, de modo que la cantidad de ésta que llega al detector del
espectrofotdmetro esta relacionada directamente con e ndimero de células presentes en la
muestra del cultivo de acuerdo a la Ley de Beer. Por 1o general, se emplean longitudes de

onda alrededor de 600 nm. Es importante entender que como la absorbancia es af ectada por €l
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tamano y la forma de las células, la relacion entre la absorbancia y € nimero de células

cambias € tamano o laforma de éstas cambia durante el crecimiento del cultivo.

Figura N°12: Dos diferentes equipos, a la izquierda, €
Espectrofotometro y a la derecha el nefel dmetro. Son
utilizados para la medicion del crecimiento de
mi Cr oor gani sSmos.

7.1.3 Peso hiimedo

Este quiere decir simplemente la centrifugacion o filtracidn del cultivo seguida por el pesado
directo. Aunque es un método extremadamente rapido, es importante estandarizar
correctamente el procedimiento, ya que se mide € agua tanto intracelular como extracelular,

lo cual puede causar errores considerables.

7.1.4 Volumen de células empacadas

Mediante la centrifugacion de muestras del cultivo en tubos de centrifuga graduados se puede
determinar rgpidamente e volumen de células empacadas. Este método es muy inexacto,

especia mente cuando se miden pequefios cambios en la poblacion celular.



7.1.5 Numero de células

El crecimiento se puede determinar también en términos de nimero de células por litro. El
nimero total de células se puede medir colocando muestras de cultivo adecuadamente
diluidas sobre portaobjetos de microscopios graduados como los de Herber o los

hematocitometros y contando el nimero de células con la ayuda de un microscopio.

Aungue este método es relativamente rapido y exacto no distingue entre células viables y no
viables, también muy agotador; sin embargo, se cuenta con contadores de células

automati cos.

7.1.6 Masa de un componente celular

En los casos donde se dificulte € uso de otros métodos, la cantidad de un componente
celular, la cua es una cantidad constante del peso seco total, se puede usar para estimar la
concentracion de células o de biomasa. Se han usado componentes como €l nitrégeno,
proteina, RNA, DNA y ATP celulares. Pueden surgir dificultades, ya que variala cantidad de
estos componentes en la célula, a menudo considerablemente, durante el crecimiento de las

células, especialmente cuando las condiciones de éste son diferentes.

7.1.7 Mediciones Fisicas

El crecimiento de las células microbianas va acompafiado siempre de generacion de calor.

Recientemente se demostro que hay una relacion directa entre la cantidad de calor producido
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y la concentracion de biomasa. Este método es directo, no requiere de muestreo y es
instantaneo, pero es mas adecuado para biorreactores a gran escala, puesto que la cantidad de

calor generado en escala pequefia puede ser demasiado pequefia para ser adecuada.

Para cultivos aerdbicos es posible medir la rapidez de captacion de oxigeno, ya que se ha
demostrado que esta directamente relacionada con la concentracion de biomasa. Es obvio que

este método no es adecuado para cultivos anaerdbicos.

7.2 Cinética de Crecimiento Microbiano de un Cultivo por Lotes

El conocimiento de la cinética 'y produccion de metabolitos es fundamental en el tratamiento
cuantitativo de los procesos de fermentacion. El conocimiento de la cinética de un cultivo
permite la prediccion del transcurso de la fermentacion, la evaluacion de velocidades,
rendimientos y productividades y entrega informacion Util para establecer las estrategias de

produccion y optimizacién del proceso.

El comportamiento cinético de una poblacion estd determinado por un conjunto de factores
géneticos y ambientales. Entre estos Ultimos destacan las condiciones de operacion
(composicion del medio, temperatura, pH y otras) y la modalidad de cultivo entre las que

distinguimos el cultivo por lotesy € cultivo por |otes alimentados o semicontinuo.

El cultivo por lotes se define como aquel que se realiza sin intercambio de materia con los

alrededores, salvo lo referente a los gases (aireacion, produccion de dioxido de carbono y



Biomasa

(g/L)

otros) que se suministran y retiran del sistema en forma continua. En esta modalidad de
cultivo se adicionan inicialmente los nutrientes y luego se inocula con una determinada
cantidad de células viables, que produce una serie de eventos caracteristicos denominada
Curva de Crecimiento, la cual se representa por una gréfica del peso seco celular o biomasa

(X), (g/L) contrael tiempo de incubacion en horas (h), tal como se muestra en lafigura

A
1 2 3 4
1) Fasedelatencia
2) Fase Exponencial
3) FaseEstacionaria
4) FasedeMuerte
>
GraficoN°1. Curvade Crecimiento en un cultivo por lotes t(horas)

1) Fase de latencia: Se produce inmediatamente después de la inoculacién. En ella no hay
iniciacion de replicacion de ADN ni separacion de nuevas células. Se produce € reacomodo
de la composiciéon macromolecular a nuevo ambiente en que se encuentran las células

inocul adas.



50

2) Fase de crecimiento exponencial o logaritmico: Las células se reproducen a una
velocidad que es la maxima de todas las fases de crecimiento, por no existir limitacion de

nutrientes.

3) Fase estacionaria: Se alcanza cuando se agota un nutriente, razon por la cual se detiene €

crecimiento.

4) Fase de muerte: Esta fase se presenta en aquellos cultivos en los que se inducen enzimas

b

autoliticas en condiciones de inanicion.

7.3 Evaluacion dela Cinética de Crecimiento Microbiano

La evaluacién de la cinética de crecimiento microbiano de un cultivo por lotes implica la
medicion del crecimiento de los microorganismos, consumo de nutrientes y formaciéon de

productos.

4 CRUEGER, Wulf. CRUEGER, Anneliese. Biotecnologia: Manual de Microbiologia Industrial. 1ra. Edicién.
Espania: Editorial AcribiaS.A., 1989.



7.3.1 Crecimiento de Microor ganismos

Velocidad Volumétrica de generacién de células microbianas

p= InX,_InX; - d Inx/dt
tr -11

Donde:
X=Densidad celular en gramog/litro
t= tiempo en minutos

Velocidad Especifica de generacion de células microbianas.
pu= 1. dx
X dt
Donde:

X=Densidad celular en gramog/litro
t= tiempo en minutos

7.3.2 Consumo de nutrientes (Utilizacién de sustrato)

Velocidad volumétrica de consumo de sustrato

Qs= $-S -=-ds
-1 dt
Donde:

S = Concentracion de azUcares totales en gramog/litro o microgramos/mililitro
t =tiempo en horas

Las unidades son:

gramos de sustrato consumidos
litro x hora




Velocidad especifica de consumo de sustrato

gs = -1.ds
X dt

Donde;

S= Concentracion de azlcares totales en gramog/litro 0 microgramos/mililitros

t=tiempo en horas
X= Densidad celular en g/L

Las unidades son:

gramos de sustrato consumidos
gramos de biomasa x hora

7.3.3 Formacion de productos

Velocidad volumétrica de formacion de productos

Qp =  P,—P; -dp/dt
—11
Donde:
P = gramos de producto formado
t = tiempo en horas
Las unidades son:

gramos de producto formado
Litro x hora
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Velocidad especifica de formacion de productos

ap =

><I!—‘
28

Donde:

X = Densidad celular en gramog/litro
P = gramos de producto formado

t = tiempo en horas

Las unidades son:

gramos de producto formado
gramos de biomasa x hora

7.3.4 Rendimientos en €l cultivo

Rendimientos de biomasa (Y ys)

Yxls = dX / dS
Las unidades son :

gramos de biomasa
-gramos de sustrato consumido

7.3.5 Rendimiento de producto (Y p/s)
L as unidades son:

gramos de producto
gramos de sustrato consumi do'E—]

5 SCRAGG. Alan. Biotecnologia para Ingenieros. Sistemas bioldgicos en procesos tecnoldgicos. 1. Edicion.
México, Editorial Noriega, 1996.



8.1 Obtencion del Sustrato
El sustrato que se obtiene es € agua residua que se deriva del cocimiento de maiz, s
previamente ha sido eliminada la cal afiadida durante el proceso de coccion. Este tipo de agua

fue proporcionada por tortillerias artesanales del municipio de Ayutuxtepeque.

8.2 Preparacion del inéculo

8.2.1 El microorganismo a utilizar serdla Candida utillis Y 900. Antes de iniciar €l proceso de
produccion, es necesario asegurar €l estado puro de la cepa, para ello se redlizara una
preparacion fresca para ser vista a microscopio a una magnitud de 100X. El objetivo de esta
preparacion es observar la morfologia de las colonias de Candida Utillis Y 900, las cuales se

presentan como colonias de forma circular de color café.

8.2.2 Después de asegurar € estado puro de la levadura, se sembraran sobre 5 tubos que
contienen agar inclinado Saboraud y se incubaran a temperatura ambiente por un periodo de

24 horas.

8.2.3 Se sembrara la levadura desarrollada en e agar inclinado Saboraud en 100 mL de agua
de cocimiento de maiz estéril, contenidos en un matraz de 250 mL también estéril; este se

incubara con agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas.*®



8.24 Con €l objetivo de obtener mayor cantidad de inéculo, se tomaran 30 mL de la
suspension de microorganismos y se sembrard sobre otro matraz de 250 mL estéril. Este
proceso se realizara dos veces mas, de tal forma que a final se obtengan tres fuentes de

inoculo, es decir, tres matraces con suspension de Candida utillis'Y 900.

8.3 Preparacion del Bioreactor

8.3.1 Lavar con aguay jabon el bioreactor de 7 litros de capacidad.

8.3.2 Enjuagarlo con agua hirviendo.

8.3.3 Limpiar su interior con acohol isopropilico; dejar evaporar el alcohol.

8.3.4 Agregar agua destilada estéril para eliminar los restos de al cohol isopropilico.

8.3.5 Degjarlo escurrir hasta que este completamente seco.

8.4 Preparacion dela Fuente de Oxigeno

8.4.1 Lavar con aguay jabon la bomba de oxigeno.

8.4.2 Enjuagarlo con agua hirviendo.
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8.4.3 Limpiar con acohol isopropilico y dejar evaporar el alcohol.

8.4.4 Agregar agua destilada estéril para eliminar los restos de al cohol isopropilico.

8.4.5 Dejarlo escurrir hasta que este compl etamente seco.

8.5 Preparacion del Medio de Cultivo

8.5.1 Incorporar a 5 litros de agua de cocimiento de maiz las sales inorganicas de nitrégeno y

fosforo.

8.5.2 Ajustar el pH del medio de cultivo a un valor entre 4 6 5 utilizando acido clorhidrico

IN.

8.5.3 Edterilizar en autoclave los 5 litros de agua de cocimiento de maiz con las saes
inorganicas ya disueltas y con un pH de 4 0 5, La esterilizacion se realizard a una temperatura

de 115 °C por un tiempo de 15 minutos.

8.6 Produccion

8.6.1 Colocar en el bioreactor estéril 5 litros de agua de cocimiento de maiz ya preparados.



8.6.2 Incorporar las suspensiones de levadura contenidos en los tres matraces de 250 mL,

preparados.

8.6.3 Mantener las condiciones a temperatura ambiente y con oxigenacion permanente.

8.6.4 Cuando e medio de cultivo esté suficientemente homogéneo; con una pipeta
volumeétrica estéril de 25 mL tomar una muestra por duplicado; esta muestra se utilizara para

determinar los parametros de biomasa, azlcares totalesy pH al inicio del proceso.

8.6.7 Tomar dos muestras por duplicado de 25 mL diariamente durante 5 dias, utilizando una
pipeta volumétrica de 25 mL y almacenarlas en refrigeracion a una temperatura de 10 °C

para su posterior analisis.

8.7 Tratamiento de Muestras
8.7.1 Deter minacion de Biomasa por el M étodo de Peso Seco
8.7.1.1 Secar una porcion de papel filtro a una temperatura de 75 °C por 2 horas 'y enfriar en

un desecador por un tiempo de 30 minutos.

8.7.1.2 Pesar €l papel filtro que ha sido previamente secado.
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8.7.1.3 Filtrar los 25 mL de la muestra recol ectada durante el proceso de produccion vy recibir

el filtrado en un matraz estéril de 125 mL.

8.7.1.4 Lavar € papel filtro con tres porciones de 5 mL de agua destilada estéril y recibir los

lavados en un vaso de precipitado de 100 mL.

8.7.1.5 Colocar € papel filtro ya pesado sobre un vidrio de reloj y someterlo a una temperatura

de 75 °C durante dos horas; enfriar en un desecador por un periodo de 30 minutos.

8.7.1.6 Pesar & papel filtro en balanza analitica y, por diferencia de peso, determinar la

biomasa, la cual representara en cada muestra el crecimiento o decrecimiento microbiano.

8.7.2 Determinacion de biomasa por el Método Turbidimétrico

8.7.2.1 Tarar un tubo de ensayo a 10 mL.

8.7.2.2 Tomar una alicuota de 10 mL dos veces al dia por un periodo de cinco dias del medio
fermentado en el bioreactor y colocarla en € tubo de ensayo que ha sido previamente tarado a

10 mL.



8.7.2.3 Centrifugar €l tubo de ensayo que contiene la alicuota de 10 mL del medio fermentado

por un periodo de 15 minutos.

8.7.2.4 Colocar el sobrenadante en un vaso de precipitado de 50 mL y guardarlo para €l

posterior andlisis de pH.

8.7.2.5 Resuspender € paquete celular con 10 mL de agua destilada y centrifugar nuevamente

durante quince minutos; repetir esta operacion dos veces més.

8.7.2.6 Adicionar al centrifugado final 5 mL de agua estéril, resuspenderlo y aforar a10 mL.

8.7.2.7 Leer la solucion aforada en un espectrofotometro a unalongitud de onda de 610 nm; s

laturbidez es muy alta se realizaran diluciones.

8.7.3 Determinacion de azlcares por € Método de Fenol-Sulfurico
La determinacion de azlcares totales se redizara en d filtrado obtenido en la determinacion de

biomasa por peso seco.
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8.7.3.1 Tomar 5 mL del filtrado utilizando una pipeta volumétrica de 5 mL, colocarlos en un
tubo de ensayo, adicionar 0,5 mL de una solucion de sulfato de zinc a 10 % y 0,5 mL de

hidroxido de sodio 0,5 N, utilizando para ello pipetas mohr de 1 mL.

8.7.3.2 Mantener en reposo e tubo de ensayo del paso anterior durante 15 minutos a

temperatura ambiente.

8.7.3.3 Centrifugar durante 15 minutos y utilizar €l sobrenadante obtenido para la

cuantificacion de azlcares.

8.7.3.4 Tomar unaalicuota de 0,5 mL del sobrenadante del paso anterior.

8.7.3.5 Adicionar 1,5 mL de agua destilada a tubo que contiene 0,5 mL del sobrenadante
utilizando una pipeta mohr de 5 mL, luego, utilizando una pipeta mohr de 1 mL, adicionar 0.1
mL de fenol al 80 %, sumergir los tubos en bafio de agua friay adicionar lentamente 5 mL de

acido sulfurico concentrado utilizando una pipeta volumétricade 5 mL.

8.7.3.6 Agitar y mantener en reposo los tubos durante 30 minutos exactos, manteniéndolos a

temperatura ambiente.



8.7.3.7 Leer las muestras tratadas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nn.

8.7.3.8 Los valores encontrados interpolarlos en una curva estandar de sacarosa.

8.7.3.9 Elaboracion dela curva estandar de sacar osa

8.7.3.9.1 Pesar 10 mg. de sacarosa grado reactivo, en una balanza analitica.

8.7.3.9.2 Colocar lasacarosa pesada en un balon volumétrico de 10 mL.

8.7.3.9.3 Adicionar a balon de 100 mL, 30 mL de agua destilada y agitar hasta

su completa disolucion.

8.7.3.9.4 Aforar con agua destilada la solucion de sacarosa en € balon volumétrico de 100

mL., obteniéndose una concentracion final de 100 pg/ml.

8.7.3.9.5 Preparar a partir de la solucién que posee una concentracion de 100 ug/ml de

sacarosa, las soluciones que se detallan en el siguiente cuadro:



TablaN° 6. CONCENTRACION DE SACAROSA: 100 ug/mL
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Tubo Solucion de AguaDestilada | Fenol 80% (mL) | Acido Sulfarico
sacarosa (mL) (mL) concentrado

(mL)
1 0,0 2,0 0,1 50
2 0,1 1,9 0,1 5,0
3 0,2 1,8 0,1 50
4 0,4 1,6 0,1 5,0
5 0,6 1,4 0,1 50
6 0,8 1,2 0,1 5,0
7 1,0 1,0 0,1 50

8.7.4 Determinacion de pH

8.7.4.1 Utilizar € sobrenadante obtenido en la determinacion de biomasa por € método

turbidimétrico y establecer el valor de pH utilizando un potenciometro.

8.7.5 Determinacion de Nitrogeno y Proteina cruda

8.7.5.1 Pesar 30-40 mg de muestra de la proteina unicelular previamente secada en un frasco

de digestion, agregar 1.0 g. de lamezcla cataliticay 30 mL de &cido sulfurico.

8.7.5.2 Digerir la muestra durante 40 minutos o hasta que aclare; enfriar y agregar una minima

cantidad de agua destilada para disolver los solidos remanentes.




8.7.5.3 Transferir esta digestion al aparato de destilacion, lavar 1os residuos con una alicuota

de agua destilada de 10 mL.

8.7.5.4 En un matraz de 125 mL colocar 8 mL de solucion de acido borico y de 3-4 gotas de
solucion indicadora de rojo de metilo en verde de bromocresol, tener cuidado en poner €l
matraz, que €l extremo del condensador quede bajo la superficie de la solucion de &acido

barico.

8.7.5.5 Agregar en & menor tiempo posible al baldén de destilacion, 10 mL de solucion de

hidroxido de sodio a 45% y destilar inmediatamente hasta obtener unos 50 mL de destilado.

8.7.5.6 Titular con &cido sulfurico 0,02 N hasta la primera aparicién de un color verde violeta.

8.7.5.7 Llevar un blanco usando los mismos reactivos, e mismo tiempo de digestion y €l
mismo volumen de destilacion que en la mu%tra,EI
8.7.5.8 Se procedera a calcular € porcentgje de proteinas segun la formula que se detalan a

continuacion.

" CABELLO VELASCO, A. Microbiologia Industrial: Manual de Laboratorio. 1. Edicién. México: Elaborado
en e Departamento de Microbiologia de la Escuela Naciona de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico
Nacional, 19809.



% de Proteina en muestra (base himeda):
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FORMULA:

(mL de H2S04 gastados en la muestra—mL de H2S04 gastados en €l blanco) x 0.014 x N H2S504 x 6.25

Peso de muestra




9. Resultados de la Evaluacion del Crecimiento Microbiano en e Proceso de
Producciéon de Proteina Unicelular.

TABLA N°7. Resultadosde la Curva Estandar de Patrones M cfarland

Escalade BaCl al 1% H,SO, al 1% Valor de UFC/mL
M cfarland (mL) (mL) Absorbancia (x10°)
1 0,1 9,9 0,2711 3
2 0,2 9,8 0,5636 6
3 0,3 9,7 0,9312 9
4 0,4 9,6 0,9623 12
5 0,5 9,5 1,2319 15
6 0,6 9,4 1,4981 18
7 0,7 9,3 1,6689 21
8 0,8 9,2 1,7967 24
9 0,9 9,1 1,9810 27
10 1,0 9,0 2,0658 30
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TABLA N°8. Resultados del Andlisis de Muestras por € Método Turbidimétrico
durante & Proceso de Produccion de Proteina Unicelular.

N° de Muestra -{r:grrnaps? Valor de Absorbancia
1 0 0,7905
2 7,45 0,8032
3 16,10 1,5647
4 23,40 1,6906
5 39,60 1,9602
6 45,80 1,9807
7 59,80 2,0100
8 67,70 1,9755
9 82,0 1,9243

10 85,0 1,8958




TABLA N°9. Resultados del Andlisis de Muestras por € Método de Peso Seco durante
el Proceso de Produccion de Proteina Unicelular.

N° de Mx Seca Mx Seca (mg/mL) Ln Mx seca
Muestra (g/25mL)
2 0,0418 0,37 -0,99
3 0,0653 1,31 0,27
4 0,0698 1,49 0,40
5 0,0742 1,67 0,51
6 0,0702 151 0,41
7 0,0732 1,53 0,42
8 0,0740 1,66 0,51
9 0,0735 1,64 0,49
10 0,0723 1,59 0,46
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10. Resultados dela Aplicacién del M étodo de Fenol Sulfarico parala Cuantificacién de
Azlcares Totales durante €l Proceso de Produccion de Proteina Unicelular.

TABLA N°10. Curva Estandar de Sacar osa

N° de ML de mL de mL de mL de Valor de Concentracion
Estandar Solucion Agua Fenol H,SO,
de Destilada al Absorbancia (mg/mL)
Sacar osa 80%

1 0,0 2,0 0,1 50 0 0
2 0,1 19 0,1 50 0,1502 0,0053
3 0,2 18 0,1 50 0,1551 0,0106
4 0,4 1,6 0,1 50 0,3209 0,0212
5 0,5 15 0,1 50 0,4218 0,0265
6 0,6 14 0,1 50 0,4822 0,0318
7 0,8 1,2 0,1 50 0,6729 0,0424
8 1,0 1,0 0,1 50 0,8038 0,053
9 15 0,5 0,1 50 1,2504 0,0754
10 2,0 0,0 0,1 50 1,5817 0,106




TABLA N°11. Resultados del Analisis de Muestras por el Método de Fenol Sulfarico,
para la Cuantificacion de Azlcares Totales durante € Proceso de Produccion de
Proteina Unicelular.

Ml\ll: egtfa It:g:]a%? Valor de Absorbancia
1 0 3,2119
2 7,45 2,6157
3 16,10 2,5955
4 23,40 2,5796
5 39,60 2,56115
6 45,80 2,4870
7 59,80 2,4176
8 67,70 2,2600
9 82,0 1,9600
10 85.0 1,9203
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TABLA N°12. Porcentaje de Producto(Proteina) obtenida durante € Proceso de
Produccién de Proteina Unicelular.

34.04 mg de Proteina en 100 mg de Biomasa (Segun certificado de andlisis del anexo 8)

MI\IIJ"egSa It:g;na%? Por centaje de Proteina
1 0 0,44
2 7,45 0,57
3 16,10 0,89
4 23,40 0,95
5 39,60 1,01
6 45,80 0,96
7 59,80 1,00
8 67,70 1,01
9 82,0 1,0
10 85,0 0,98




TABLA N°13. Resultados del Andlisis de pH en Muestras durante e Proceso de
Produccién de Proteina Unicelular.

Tiempo

Ml\llj;gt(raa (horas) Valor depH
1 0 4,79
2 7,45 4,50
3 16,10 4,77
4 23,40 4,76
5 39,60 4,42
6 45,80 4,25
7 59,80 4,28
8 67,70 4,52
9 82,0 4,20
10 85,0 4,23
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11. Andlisis de Resultados

Para el andlisis de los resultados obtenidos durante € proceso de produccion de proteina
unicelular, se hizo uso del programa Equation Grapher Versién 3.2 1996-1998 (MFSost

International).

Este es un paguete de dos programas integrados. analizador de laregresion y graficador de la

ecuacion.

El analizador de laregresion es un programa que analizay graficala mejor curva para datos
experimentales. El programa manegja los modelos generalmente de la regresiéon tales como
linear, logaritmica, exponencial. También proporciona modelos polinémicos y regresiones

multiples.

El programa graficador de la ecuacion traza y andliza las curvas obtenidas en € programa
analizador de la regresion, encuentra automaticamente tangentes, raices, maximos/minimos,
las intersecciones, etc. Puede también calcular y obtener areas de la integracion. Para €
andlisis de los resultados obtenidos experimentalmente, € programa es Util porque gréfica
rectas tangentes que representan velocidades o rendimientos en diferentes tiempos, sin
embargo, € grosor de la recta tangente hace notar aparentemente que € gréfico es cortado.

No obstante, todo lo anterior es propio del programa Equation Grapher.



TABLA N°14. Aplicacién de Regresion Lineal ala Curva Estandar de Patrones

M cfarland
Ecuacion Linealizada: Y= 0.0662X+ 0.204

Escalade BaCl al H»SO, al 1% Valor de UFC/mL

Mcfarland 1% (mL) (mL) Absorbancia (x10°)
1 01 9,9 0,4026 3
2 0,2 9,8 0,6012 6
3 0,3 9,7 0,7998 9
4 04 9,6 0,9984 12
5 0,5 9,5 1,197 15
6 0,6 94 1,3956 18
7 0,7 9,3 1,5942 21
8 0,8 9,2 1,7928 24
9 0,9 91 1,9914 27
10 1,0 9,0 2,1900 30
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Grafico N° 2. Curva Estandar de Patrones M cfarland

Absorbancia

AY

X UFCx10%mL

5 10 15 20 25 30

LaCurva N° 1 se obtiene graficando |os resultados obtenidos experimental mente.

La Curva N° 2 se obtiene aplicando €l método de regresion lineal a los resultados
obtenidos experimental mente.

Ecuacion: Y=0.0662X+ 0.204 es el resultado
dela aplicacion del método deregresion lineal
alos estandar es de patrones mcfarland
obtenidos experimentalmente




TABLA N°15. Resultados del Analisis de Muestras por e Método Turbidimétrico
durante e Proceso de Produccion de Proteina Unicelular.

Nde  Tlempe | vaode | xurcidim)
1 0 0,7905 8,73 2,17
2 7,45 0,8032 9,05 2,20
3 16,10 1,5647 20,55 3,02
4 23,40 1,6906 22,46 3,11
5 39,60 1,9602 26,53 3,28
6 45,80 1,9807 26,84 3,29
7 59,80 2,01 27,28 3,31
8 67,70 1,9755 26,76 3,29
9 82,0 1,9243 25,99 3,26
10 85,0 1,8958 25,56 3,24

*Los valores de concentracion fueron determinados en la ecuacion de laregresion lineal de la
Curva Estandar de patrones mcfarland.
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Grafico N° 3. Curva de Turbidimetria (Muestras)
Concentracion vrs. Tiempo
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LaCurva N° 1 se obtiene calculando la concentracion CUFCx10%/mL) de las muestras
en la ecuacion lineal de la curva estandar de patrones mcfarland.

LaCurva N° 2 se obtiene aplicando el método de regresion polinomia alos resultados
de las muestras obtenidas en la ecuacion lineal de patrones mcfarland.



TABLA N°16. Aplicacién de regresion Polinomial a los resultados del Analisis de
Muestras por € Método Turbidimétrico, durante el Proceso de Produccion de Proteina
Unicelular.

Ecuacion: Y= 2.05 + 0.0652x - 0.00107x> + 5.94E —6x>

Tiempo (horas) Valor deLnX
0 2,05
10 2,60
20 2,97
30 3,20
40 3,33
50 3,38
60 3,39
70 341
80 3,46
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Grafico N° 4. Calculo dela Velocidad Especifica de Crecimiento
(Método Turbidimetrico)
Concentracion vrs Tiempo
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M = LaVelocidad especifica de crecimiento puede calcularse en e gréfico N° 4, trazando
rectas tangentes en diferentes tiempos, € valor de la pendiente de cada recta tangente
representa esta velocidad ( UFCx10%/mL) en un tiempo especifico.

Tiempo (horas) Valor dela Pendiente u(hh
de las Rectas Tangentes
2,5 0,05995 0,05995
5,0 0,05491 0,05491
7,5 0,05008 0,05008
10,0 0,04545 0,04545
12,5 0,04102 0,04102
15,0 0,03681 0,03681
50,0 -0,00062




11.1 Célculo dela Velocidad Especifica por e Método Turbidimétrico

En e grafico N° 4 puede observarse la tendencia de una curva de un cultivo por lotes en la
cual pueden determinarse tres fases de crecimiento: exponencial, estacionaria y muerte. La
maxima velocidad de crecimiento se alcanza a las 2.5 horas y se mantiene aproximadamente
constante hasta las 10 horas; a partir de este tiempo comienza a disminuir, atal punto que a

Ilegar alas 70 horas el proceso de crecimiento microbiano ha entrado alafase de muerte .

11.2 Caélculo del Tiempo de Duplicacion (M étodo Turbidimétrico)

Formula: Td = In2

u

Donde:
Td = Es el tiempo entre dos duplicaciones sucesivas de una poblacion microbiana.

M = Velocidad especifica de crecimiento durante la fase exponencial (Velocidad alas 2.5
horas en la curvadel célculo de lavel ocidad especifica de crecimiento del gréfico N° 4).

Td= In2 = 11.56horas
0,05995
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TABLA N°17. Aplicacién de regresion Polinomial a los resultados del Analisis de
Muestras por & Método de Peso seco, durante e Proceso de Produccion de Proteina

Unicelular.

Ecuacion: Y=-1.79 + 0.154x - 0.0031x° + 1.9E -5x°

Tiempo (horas)

Valor de LnX (mg/mL)

10 -0,541
20 0,202
30 0,553
40 0,626
50 0,535
60 0,394
70 0,317
80 0,418




Grafico N°5. Curvade Peso Seco (Muestras)
Concentracion vrs. Tiempo
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» LaCurvaN° 1 seobtiene graficando los resultados obtenidos experimentalmente.

e La Curva N° 2 se obtiene aplicando e méodo de Regresion polinomia a los
resultados obtenidos experimentalmente.
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TABLA N°18. Aplicacion de regresion Polinomial a los resultados del Andlisis de
Muestras por € Método de Peso seco, durante € Proceso de Produccion de Proteina

Unicelular.

Ecuacion: Y= -0.0639 + 0.103x - 0.00197x> + 1.17E -5x°

Tiempo (horas)

Valor de X (mg/mL)

0 0,00
10 0,781
20 1,30
30 1,57
40 1,65
50 1,62
60 1,55
70 151
80 1,56
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Grafico N° 6. Curva de Peso Seco (Muestras)
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» LaCurvaN°1 seobtiene graficando |os resultados obtenidos experimental mente.

» LaCurvaN°2 se obtiene aplicando el método de regresion polinomial alos resultados
obtenidos experimental mente.



TABLA N°19. Aplicacién de Regresion Lineal ala Curva Estandar de Sacar osa

Ecuacion: Y= 15.2X + 0.0188

N° de mL de mL de mL de mL de Valor de Concentracion
Estandar Solucién Agua Fenol H,SO,
de Destilada al Absorbancia (mg/mL)
Sacar osa 80%

1 0,0 2,0 0,1 50 0,0188 0
2 0,1 19 0,1 50 0,0994 0,0053
3 0,2 18 0,1 50 0,1799 0,0106
4 04 1,6 0,1 50 0,3410 0,0212
5 0,5 15 0,1 50 0,4216 0,0265
6 0,6 14 0,1 50 0,5022 0,0318
7 0,8 1,2 0,1 50 0,6633 0,0424
8 1,0 1,0 0,1 50 0,8244 0,0530
9 15 0,5 0,1 50 1,1656 0,07545
10 2,0 0,0 0,1 50 1,6300 0,1060




Grafico N° 7. Curva Estandar de Sacar osa (M étodo de Fenol-Sulfurico)
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La Curva N° 1 se obtiene graficando los resultados de los estandares de sacarosa
obtenidos experimental mente.

LaCurva N° 2 se obtiene aplicando € método de regresion lineal alos resultados
de los estandares de sacarosa obtenidos experimental mente.

Ecuacién: Y=15.2X+ 0.0188 es €l resultado de
la aplicacion del método deregresion lineal a
los estandar es de sacarosa obtenidos
experimentalmente
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TABLA N°20. Resultados del Analisis de Muestras por el Método de Fenol Sulfarico,
para la Cuantificacion de Azlcares Totales durante € Proceso de Produccion de
Proteina Unicelular.

N° de Tiempo Valor de Absorbancia *Concentraciéon (mg/mL)
Muestra (horas)
1 0 3,2119 0,210
2 7,45 2,6157 0,171
3 16,10 2,5955 0,170
4 23,40 2,5796 0,168
5 39,60 2,5115 0,164
6 45,80 2,4870 0,162
7 59,80 2,4176 0,158
8 67,70 2,2600 0,147
9 82,0 1,9600 0,128
10 85.0 1,9203 0,125

*Los valores de concentracion fueron determinados en la ecuacion de laregresion lineal de la
Curva Estandar de Sacarosa




Grafico N° 8. Curva de consumo de sustrato (M étodo de Fenol-Sulfurico)
Concentracion de sustrato vrs. Tiempo

Concentracion (mg/mL)

0.21

0.2
0.191
0.181
0.171
0.16 1
0.151
0.141

0.131
<

» LaCurvaN° 1 se obtiene graficando |os resultados obtenidos experimental mente.

 LaCurvaN° 2 se obtiene aplicando el método de regresion polinomial alos resultados
obtenidos experimental mente.
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TABLA N°21. Aplicacion de regresion Polinomial a los resultados del Andlisis de
Muestras por el Método de Fenol Sulfurico, para la Cuantificacion de Azucares Totales
durante el Proceso de Produccién de Proteina Unicelular.

Ecuacion: Y= 0.208 -0.00662x + 0.000372x - 9.29E -6x° + 1.04E -7x* - 4.35E -10x°

Ml\lljc;gt?a Ir']g':]agg) Concentracion(mg/mL)
1 0 0,208
2 10 0,171
3 20 0,165
4 30 0,167
5 40 0,166
6 50 0,160
7 60 0,153
8 70 0,147
9 80 0,137




Grafico N° 9 Calculo dela Velocidad Especifica de Consumo de sustrato
Concentracion de sustrato vrs Tiempo

A Concentracion (mg/mL)

N
N
0.15¢ \
~
01+
0.05¢
Tiemo (horas)
+ + + + + + + 1 >
10 20 30 40 50 60 70 80

S = LaVeocidad especifica de consumo de sustrato puede calcularse en la graficaN° 9,
trazando rectas tangentes en diferentes tiempos, € valor de la pendiente de cada recta
tangente multiplicada por e valor inverso de peso seco en este tiempo, representa esta
velocidad ( mg de sustrato consumidos/mg de biomasa que se forman en un litro de medio de
cultivo).

(gé?i:sg)o ;gg'se.?;g;:?ess Valor de /X (mg/mL) | gs(mg de sustrato/mg
biomasax L )
5 -0,0035 2,48 -0,00868
7.5 -0,0024 1,66 -0,00398
10 -0,0016 1,28 -0,00205
15 -0,0004 0,93 -0,00037
60 -0,0006 0,65 -0,00039
80 -0.0015 0,64 -0,00096
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11.3 Célculo dela Velocidad Especifica de consumo de sustrato

En & grafico N° 9 puede determinarse el comportamiento que experimenta el consumo de
sustrato durante el proceso de produccién de proteina unicelular. La méxima velocidad de
consumo de sustrato se obtiene a las cinco horas de haber iniciado el proceso y se mantiene
aproximadamente constante hasta las diez horas. Debido a que e crecimiento microbiano
entra en la fase estacionaria, la velocidad de consumo de sustrato dismininuye de una manera
mucho mas lenta. Este fendmeno se desarrolla entre las diez y sesenta horas. Finalmente, en
la fase de muerte, se observa que la disminucién del consumo de sustrato es mucho mas

rapida que en la fase estacionaria.



Grafico N° 10. Curva de Formacion de Producto (% de Proteina)
Por centaje de Proteina vrs. Tiempo

A Porcentaje de Proteina

0.81

0.71

0.6 T

0.51

Tiempo (horas)

>

10 20 30 40 50 60 70

LaCurva N° 1 se obtiene graficando |os resultados obtenidos experimental mente.

LaCurva N° 2 se obtiene aplicando el método de regresion polinomia alos
resultados obtenidos experimental mente.
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TABLA N° 22. Aplicacion de regresion Polinomial a los resultados del Porcentaje de
Proteina de muestr as, durante e Proceso de Produccién de Proteina Unicelular.

Ecuacion: Y= 0.421 + 0.0345x -0.00063x° + 3.63E -6x°

Tiempo (horas) Por centaje de Proteina
0 0,421
10 0,706
20 0,886
30 0,983
40 1,02
50 1,01
60 0,993
70 0,974
80 0,982




Grafico N° 11. Célculo dela Velocidad Especifica de For macion de Producto
Por centaje de Proteina vrs. Tiempo

A Lnx
1.1+

0.9+

0.8+

0.7+

>
gp = La Veocidad especifica de formacidn de producto puede calcularse sobre e gréfico

N°11, trazando rectas tangentes en diferentes tiempos, el valor de la pendiente de cada recta
tangente multiplicada por € inverso del valor de peso seco en ese tiempo, representa esta
velocidad (mg de Proteina/mg de biomasa).

Tiempo Pendiente delas Valor de 1/X gp (mg de Proteina/mg
(hor as) Rectas Tangentes (mg/mL) biomasax L)

2,5 0,03140 5,52 0,1733

5,0 0,02843 2,48 0,0705

7,5 0,02560 1,66 0,0425

10,0 0,02291 1,28 0,0293

12,5 0,02035 1,06 0,0216

15,0 0,01793 0,93 0,0167

50,0 0,62 -0,0010
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11.4 Célculo dela Velocidad Especifica de Formacion de Producto

En € grafico N° 11 puede determinarse € comportamiento que experimenta la formacién de
producto durante el proceso de produccion de proteina unicelular. La tendencia del gréfico
establece que la produccién de proteina estd asociada al crecimiento de Candida utillis. La
maxima velocidad especifica de formacién de producto se produce durante la fase
exponencial, fase desarrollada durante las primeras diez horas de haber iniciado el proceso de
produccion. En la fase estacionaria practicamente no existe formacién de proteina, de ahi que
la velocidad en esta fase sea aproximadamente cero. En |la fase de muerte la velocidad sigue
disminuyendo debido a que la capacidad de reproduccion de las células microbianas es menor

en relacion alacantidad de células que estan en lisis celular.



Gréfico N° 12. Curva de Rendimiento de Producto sobre Sustrato
Concentracion de Sustrato vrs. Porcentaje de Proteina

A % de Proteina
1.1+

<>/1 Concentracién de sustra /mL)
OVM 0.15 0.16 0.17 0.18 0.19 0.2

La Curva N° 1 se obtiene mediante la aplicacion de regresion polinomial a los
resultados de porcentaje de proteina formada y consumo de sustrato (mg/mL).

LaCurva N° 2 corresponde alatendenciaidealizada de la relacion del porcentaje de
proteina formaday consumo de sustrato (mg/mL).
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Grafico N° 13. Célculo de Rendimiento especifico de Producto sobre sustrato(Y p/s)
Por centaje de Proteina vrs. Concentracién de sustrato

A

% de Proteina

b RN >

<Concentracion de sustrato(mg/mL)

Y p/s= El rendimiento especifico de formacién de producto suure curisuiiu ue sustaw pueue
calcularse en € gréfico N° 13, trazando rectas tangentes en diferentes tiempos, €l valor de la
pendiente de cada recta tangente representa este rendimiento (mg de proteina formada por mg
de sustrato consumido) en un tiempo especifico.

Tiempo (horas) Valor de Pendientede | Yp/s(mg de proteina/mg
las Rectas Tangentes sustrato)
10 -14,6 -14,6
30 -13,3 -13,3
50 -9,7 -9,7
80 13,0 13,0




11.5 Célculo de Rendimiento de Producto sobre Sustrato Y p/s

En e grafico N° 13 puede observarse € comportamiento que existe entre la cantidad de
proteina que se estd formando en relacion con la cantidad de sustrato que se consume. La
tendencia del grafico permite establecer cémo, a medida que €l sustrato disminuye, la
cantidad de proteina producida aumenta. EI maximo rendimiento especifico se produce
durante |a fase exponencial. Los rendimientos poseen valores negativos hasta antes de las 80
horas, ya que es mayor la cantidad de sustrato que se esta consumiendo en relacion con la
cantidad de proteina que se forma. Esta relacion cambia cuando e proceso de produccién
alcanza las 80 horas, ya que en este tiempo es mayor la cantidad de proteina que se ha
producido en relacién con la cantidad de sustrato que se consume, de ahi que a este tiempo €l

valor del rendimiento sea positivo.



Grafico N° 14. Curva de Rendimiento de Biomasa sobr e Sustr ato
Biomasa vrs. Consumo de sustr ato

A Biomasa (mg/mL)

Concentracion de sustrato mL)

0.l{L4 0.15 0.16 0.17 0.18 0.19 0.2

LaCurva N° 1 seobtiene mediante la aplicacién de regresion  polinomial alos
resultados de biomasa formaday consumo de sustrato (mg/mL).

LaCurva N° 2 corresponde alatendenciaidealizadade la relacion de biomasa
formaday consumo de sustrato (mg/mL).



Grafico N° 15. Célculo de Rendimiento especifico de biomasa sobr e sustrato(X/S)
Por centaje de Proteina vrs. Concentracion de sustrato(mg/mL)

Biomasa

|

Conccntracion de sustato(mg/mL)

Y x/s= El rendimiento especifico de formacion de biomasa sobre consumo de sustrato puede
calcularse en @ grafco N° 15, trazando rectas tangentes en diferentes tiempos, €l valor de la
pendiente de cada recta tangente representa este rendimiento (mg. de biomasa formada por
mg. de sustrato consumido) en un tiempo especifico.

Tiempo (horas) Valor dePendientede | Y x/s(mg biomasa/mg
las Rectas Tangentes sustrato consumido)
10 -42,3 -42,3
30 -38,7 -38,7
50 -29,4 -29,4
80 27,2 27,2
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11.6 Célculo de Rendimiento Especifico de Biomasa sobre Sustrato Yx/s

En e grafico N° 15 puede observarse € comportamiento que existe entre la cantidad de
biomasa que se estd formando en relacién con la cantidad de sustrato se consume. La
tendencia de este gréfico es similar a rendimiento de Producto sobre sustrato. El grafico
entrega informacion Util, ya que permite observar como la cantidad de sustrato disminuye a
medida que la cantidad de biomasa aumenta. Los rendimientos poseen valores negativos
hasta antes de las 80 horas, puesto que es mayor la cantidad de sustrato que se esta
consumiendo en relacion con la cantidad de biomasa que se forma. Esta relacién cambia
cuando €l proceso de produccion alcanza las 80 horas, ya que en este tiempo es mayor la
cantidad de biomasa que se ha formado en relacion a la cantidad de sustrato que se consume,

de ahi que a este tiempo el valor del rendimiento sea positivo.



TABLA N° 23. Aplicacion de la regresion lineal a los Resultados del Andlisis de pH en
Muestras durante el Proceso de Produccién de Proteina Unicelular.

Ecuacion: Y= -0.0061214X + 4.737634

Ml\lljoe(sjt?a It:g;na%? Valor de pH
1 0 4.,73
2 7,45 4,69
3 16,10 4,63
4 23,40 4,59
5 39,60 4,49
6 45,80 4,45
7 59,80 4,37
8 67,70 4,32
9 82,0 4,23
10 85,0 4,21
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Grafico N°16 Curva de pH
Valor depH vrs Tiempo

\ Valor de pH

Tiempo(horas)

=

10 20 30 40 50 60 70 80

LaCurva N° 1 se obtiene utilizando |os resultados obtenidos experimental mente.

La Curva N° 2 se obtiene aplicando el método de regresion lineal a los resultados
obtenidos experimental mente.
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Conclusiones

-La utilizacién de agua de maiz como sustrato, hace més atractiva la produccion de proteina
unicelular, tomando en cuenta que esta ofrece ventgjas tales como abundancia, bajo costo,
alto contenido de sustancias organicas y, a la vez, su uso evita la contaminacion del medio
ambiente, considerando que este tipo de agua se caracteriza por presentar una alta demanda

bioquimica de oxigeno.

-La evaluacion del crecimiento microbiano puede realizarse a través de diferentes métodos,
siendo los mas utilizados, € método turbidimétrico y €l de peso seco, de estos, €l primero
proporciond resultados mas representativos.La representatividad de estos resultados, se vio
reflgjada en la tendencia de la curva de crecimiento microbiano, en la cua pudo identificarse

las diferentes etapas del desarrollo de Candida utillis en un cultivo por lotes.

- El método de fenol-sulfarico, para la cuantificacion de azUcares totales, permite evaluar
claramente el aprovechamiento de los nutrientes disueltos en e sustrato, por parte de la

Candida utillis.



104

- La facilidad de propagacion de la Candida utillis en € agua de cocimiento de maiz, esta
influenciado por la adicion de fuentes de nitrogeno (Fostato de Amonio), fuentes de fésforo

(Fostato de amonio) , mineralesy por lariqueza de fuente de carbono propia de este sustrato.

-La levadura Candida utillis, es uno de los microorganismos que ofrece mayores ventgjas
durante el desarrollo de los procesos de produccion de proteina unicelular, estas ventgjas
incluyen su facilidad de aislamiento, identificacion y propagacion en sustratos con un alto

contenido de azUcares y su elevado valor nutricional .

-La evaluacion de parametros cinéticos como son las vel ocidades de crecimiento, consumo de
sustrato y formacion de producto; asi como los rendimientos especificos de biomasa sobre
sustrato y producto sobre sustrato determinaron que el proceso de produccion de proteina
unicelular es eficaz durante las diez primeras horas, ya que durante este tiempo se producen

las mayores velocidades y rendimientos.

- El control de los parametros fisico-quimicos y la adecuada manipulacion durante latoma de
muestras a lo largo del proceso de produccion de proteina unicelular constituyen factores
criticos que aseguran la calidad de la proteina producida, con esto se evita la posible

inhibicion del crecimiento de lalevadura asi como la contaminacion del medio de cultivo.



Recomendaciones

-La produccion de proteina unicelular a partir de Candida utillis, es una aternativa que
permitiria la elaboracion de suplementos proteicos, que podrian ser incluidos en la dieta
basica de la alimentacién de los infantes, contrarrestando de esta forma, los problemas de

desnutricion que actualmente experimenta el pais.

-Desarrollar procesos de produccion de proteina unicelular utilizando residuos
agroindustriales que se produzcan en cantidades suficientemente grandes, para hacer préctico
este proceso desde € punto de vista técnico y econdmico. Un g emplo de este tipo de residuos

podriaser lapulpadel café o lamelaza de cafia.

-Para obtener mejores rendimientos de proteina unicelular, es necesario eliminar |os restos de
cal afadidos durante la coccidén del maiz, con esto se facilita la regulacion del pH del medio

y evita posibles interferencias con la biomasa obtenida al final del proceso de produccion.

- El desarrollo de procesos de produccién de proteina unicelular deben ir acompafiados de
un estudio cinético de crecimiento microbiano, ya que este estudio permite la evaluaciéon de
velocidades de crecimiento, de consumo de sustrato, de formacién de productos asi como €l
establecimiento de rendimientos. La evaluacion de estos parametros es una herramienta Util a

momento de implementar procesos de produccién anivel industrial.
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-El aumento de la eficiencia, en e desarrollo de los procesos biotecnoldgicos, como es la
produccion de proteina unicelular, no solo se alcanza considerando aspectos referentes a la
calidad del medio de cultivo y a la cepa microbiana a utilizar, sino también implica la
evaluacion de factores fisicos, quimicos, microbiologicos, como son € pH, aireacion del
medio, agitacion, adicion de sustancias nutritivas, condiciones asépticas que evitan la

contaminacion del medio de cultivo con microorganismos no deseados.
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ANEXO 1

ESQUEMA DE LA PREPARACION DEL INOCULO DE Candida utillis

ooo

——10 > 000

(CI°To) Cepa Pura de Candida utillis

| en Agar Saboraud

Morfologia de
célulasde
Candida
utillis

Inoculacién en Agar inclinado Saboraud,
t=24h. T°= Ambiente

100 ml Agua de cocimiento de
maiz estéril
t=48 h. T°=ambiente

|
Fermentador

Agitado
t= 5 dias T°= ambiente

\—\—‘I_U
TIT0000T111



ANEXO 2

FLUJOGRAMA DEL PROCESO DE PRODUCCION DE PROTEINA UNICELULAR

¢ —r1
>
Esterilizador Fosfato de amonio y
115°C por 15 minutos Fosfato de Potasio
Aguade
cocimiento de
maiz
E
AjusedepH ]
5.5-6.0 con
HCL 1N I
ooooooroine
Fer mentador
Aqitado
In6culo de
Candida utillis

Andlisisde

resultados
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ANEXO 3

DETERMINACION DE BIOMASA POR EL METODO DE PESO SECO

O —> Q —> Filtrar 25 ml de muestra

Papel filtro recolectada
Secado previamente —
75°C por 2 horas Balanza
analitica

Guardar €l filtrado

@ < azlicares totales

paraandisis de
Secar a 75 °C por 2 horas, y
enfriar

Determinar por diferencia de peso la
biomasa



ANEXO 4

DETERMINACION DE BIOMASA POR EL METODO TURBIDIMETRICO

=

000002 00008
Centrifugar
T

> > alicuota, por 15
minutos, 1000
rpm
Alicuotade 10 ml.
Guardar sobrenadante —

Resuspender a10 ml, €l
paguete celular

Leer en espectrofotémetro a
610 nm
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ANEXO 5

DETERMINACION DE AZUCARESPOR EL METODO DE FENOL-SULFURICO

Adicionar:
0.5ml de ZnSO, a 10%
+

0.5ml deNaOH 0.5N

5 ml defiltrado guardado ¢

Reposar 15 minutos a
T° ambiente.

Centrifugar 15
minutos, 1000 rpm

<

Tomar 0.5 ml de sobrenadante
+

0.1 ml de Fenol al 80% ( Adicionar 5.0 ml de H,SO,[ ],

agitar y reposar 30 min. exactos

Leer a490 nm.




ANEXO 6

DETERMINACION DE NITROGENO Y PROTEINA CRUDA

Agregar 1 gramo de
mezcla catalitica
+

30ml de H,SO, [ ]

Pesar 30-40 mg de PUC

previamente secada

Digestion dela
Agregar una muestra durante 40
minima cantidad d minutos
de agua >

Preparar un equipo de destilacion y un
= meatraz que contenga:
- 8 ml de solucion de &cido bérico
- +
- 3-4 gotas de solucion indicadora
-

Adicionar 10 ml de NaOH al Pararecibir e destilado

45% y destilar,hasta obtener 50 ml de
destilado

Llevar un blanco con los
< mismos reactivos, €l

Titular con H,S0,0.02 N hastala mismo tiempo de digestion

"y . €l mismo volumen de
aparicion de un color verde violeta y & mis
destilacion de muestra




ANEXO 7

Material, equipoy reactivos
Material y equipo

3 Matraces de 250 mililitros

1 Autoclave

1 Incubadora

1 Microscopio

Portaobjetos

1 Bioreactor

20 Pipetas volumétricas de 25 mililitros

1 Refrigeradora

1 Fuente de oxigeno para peceras

10 Porciones de papel filtro

10 Embudos de vidrio

10 Vasos de precipitado de 100 mililitros

10 Vidrios dereloj

1 Desecador

2 Balanzas analiticas

25 Tubos con tapon de rosca

1 Centrifugadora
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10 Vasos de precipitado de 50 mililitros

12 Pipetas volumétricas de 5 mililitros

5 Pipetas mohr de 1 mililitro

2 Pipetas mohr de 5 mililitros

1 Espectrofotometro (Spectronic)

1 Espatula

1 Balon volumeétrico de 100 mililitros
5 Matraces de 1000 mililitros

3 Pipeteadoras

3.2 Reactivos:

M edios de Cultivo:
Agar Sabouraud

Agua de cocimiento de maiz
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ANEXO 8

Certificado de Andlisis del Porcentgje de Proteina Cruda obtenida en el Proceso de Produccion

de Proteina Unicelular.

MINISTERIC DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL
DIVISION BE SERVECHOS DE LABODRATORID

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

e L
ESTABLECIMIENTO: FARTICULAR (JUAN MANUEL CHUCAS)
TIPO: DESCONOCIDD
FECHA DE MUESTREQ: 030420032
FECHA DE ANALISIS: 04/09/2002
PROCEDENCLA: DESCONUCTINA
ANTECEDENTES: MUESTRA ENVIADA POR JUAN MANUEL CHICAS
TIFO DE MUESTRA Ne FRUEBA RESULTADO
EFECTUADA
MUESTRA DESCOROCIDA SN PREFTEIMNA % Ji0a
OBSERYACIONES:

JEFE DE LABORATORIO 7?5‘4/




ANEXO 9

PROTEINA UNICELULAR OBTENIDA

Proteina Unicelular obtenida durante e Proceso de Produccién de
Proteina Unicelular



