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SELECCION DE UNA LEVADURA PARA LA PRODUCCION DE
BIOMASA: CRECIMIENTO EN SUERO DE QUESO!

Wendy Zumbado-Rivera?, Patricia Esquivel-Rodriguez?, Eric Wong-Gonzdlez?

RESUMEN

Seleccion de una levadura para la produccion de
biomasa: crecimiento en suero de queso. El presente pro-
yecto se realiz6 con el objetivo de recomendar una especie
de levadura para la produccién de biomasa, utilizando como
sustrato el suero de leche del proceso de elaboracién de que-
so blanco tipo Turrialba. Se compararon las especies Kluy-
veromyces marxianus, Candida kefyr y Saccharomyces ce-
revisiae por medio de su crecimiento en un sistema de
fermentacion por lotes. Se determing el tiempo de fermenta-
cion, la productividad total y el contenido de proteina de la
biomasa. Al comparar la variacién en el tiempo segtn la le-
vadura utilizada, se obtuvo diferencias significativas (p <
0,05). Las levaduras K. marxianus'y C. kefyr presentaron un
tiempo de 19 y 18 horas, respectivamente y S. cerevisiae, un
tiempo de 24 horas. Con respecto a la productividad total de
biomasa, la especie K. marxianus presenté un valor de 0,22
g/Ixh, resultando significativamente diferente (p < 0,05) a
las especies C. kefyry S. cerevisiae, para las cuales se obtu-
vieron productividades de 0,14 y 0,13 g/Ixh. La variacion en
el contenido de proteina de acuerdo con la levadura utiliza-
da no resulté significativo (p = 0,05). Para la especie K.
marxianus se obtuvo un contenido de proteina de 32%, 34%
para C. kefyr y 35% para S. cerevisiae. Se selecciond la es-
pecie de levadura Kluyveromyces marxianus para la produc-
cion de proteina unicelular, por presentar un menor tiempo
de fermentacion, mayor productividad e igual contenido
proteico de la biomasa que las otras levaduras, ademds de
facilidades de utilizacion.

Palabras clave: Proteina unicelular, lactosa,
Saccharomyces cerevisiae, Candida kefyr, Kluyveromyces
marxianus.

ABSTRACT

Selection of yeast for biomass production based on
the cultivation results on whey. The objective of this
research was to recommend a yeast species useful for
biomass production in the form of single cell protein, using
whey obtained form Turrialba cheese manufacturers as
substrate.  Three yeasts (Kluyveromyces marxianus,
Candida kefyr and Saccharomyces cerevisiae) were grown
separately in a batch fermentation system, and the
fermentation time, total productivity and protein content of
the biomass were determined. Significant differences
(p<0.05) were found in the fermentation times required by
each yeast. K. marxianus'y C. kefyr respectively showed a
fermentation time of 19 and 18 h, while S. cerevisiae needed
24 h. K marxianus showed a productivity of 0.22 g/Lxh,
significantly different (p<0.05) from the productivities of C.
kefyr and S. cerevisiae, with values of 0.14 g/L.xh and 0.13
g/Lxh, respectively. The protein content of the biomass for
C. kefyr, S. cerevisiae, and K. marxianus were respectively
of 34%, 35% and 32%. Considering the lowest time
required for fermentation, the highest productivity and an
equal content of protein in the biomass when compared to
the other two yeasts, Kluyveromyces marxianus was chosen
as the recommended yeast to produce single cell protein
from cheese whey.

Key words: Single cell protein, lactose,
Saccharomyces cerevisiae, Candida kefyr, Kluyveromyces

marxianus.

I Recibido: 7 de setiembre, 2005. Aceptado: 17 de julio, 2006. Proyecto de graduacién para optar por el grado de Licenciatura en Tecnologia

de Alimentos. Universidad de Costa Rica.

2 Escuela de Tecnologia de Alimentos, Universidad de Costa Rica. San Pedro, San José, Costa Rica. Correo electrénico:

wzumbado@ gmail.com.



152 ZUMBADO et al.: SELECCION LEVADURA PRODUCCION PROTEINA UNICELULAR SUERO QUESO

INTRODUCCION

El suero de leche es el principal subproducto en la
fabricacion de quesos. Segtin datos reportados, en el
2001 se generaron aproximadamente 332 millones de
litros de suero de leche (CNP 2001). En Costa Rica, la
utilizacion del suero de leche no se ha industrializado,
su aprovechamiento estd limitado por la dificultad de
transporte y porque al igual que el resto de productos
lacteos, es perecedero, lo que hace imposible almace-
narlo, sin ningtin tratamiento, por mds de dos dias (Ba-
rroquio et al. 1981). Si el suero es desechado en los
rios se convierte en una grave contaminacion, pues
presenta una demanda bioldgica de oxigeno
(DBOs 5) muy alta, que se encuentra entre los 40.000
y los 50.000 mg O,/1 (Salazar 1999).

Al generarse elevados volimenes de suero de le-
che, y con niveles de contaminacién superiores a la
cantidad maxima permitida para el vertido de aguas re-
siduales en rios o alcantarillado publico (300 mg O,/1)
(Ministerio de Salud 1997), resulta necesario buscar
métodos para su aprovechamiento. Una alternativa es
utilizar el suero como medio para el crecimiento de mi-
croorganismos para la produccién de biomasa. La ma-
sa de microorganismos obtenida (levaduras, mohos,
bacterias, algas) posee un alto contenido proteico, por
lo que recibe el nombre de proteina unicelular. En di-
versas investigaciones se ha indicado la posibilidad de
obtener proteina unicelular mediante el crecimiento de
microorganismos que hacen uso de la lactosa presente
en el suero (Bu'Lock y Kristiansen 1991; Herndndez et
al. 1980; Grba et al. 2002). Especies de levadura como
Kluyveromyces marxiaus y Candida kefyr son capaces
de fermentar la lactosa, al ser productoras de la enzima
B-D-Galactosidasa (EC 3.2.1.23), la cual hidroliza la
lactosa en sus componentes bdsicos (Rajoka et al.
2003; Inchaurrondo et al. 1994). Ambas levaduras han
sido empleadas en investigaciones para la generacion
de biomasa, etanol y para la produccién de la enzima
(Belem et al. 1997).

Para la generacion de biomasa a partir de la lacto-
sa del suero también es posible el empleo de levaduras
de la especie Saccharomyces cerevisiae, cuyo creci-
miento se logra si la lactosa es hidrolizada previamen-
te en glucosa y galactosa, por medio de preparados en-
zimdticos (Mittal 1992). Esta especie de levadura
presenta una amplia utilizacién y aceptacion en la
industria para la alimentacion animal y humana, lo que
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podria resultar en una ventaja para su utilizacion (Liti
et al. 2001).

El proceso de produccion de proteina unicelular
es una via biotecnoldgica adecuada para el aprovecha-
miento de desechos industriales ricos en carbohidra-
tos. De hecho, el principal factor limitante en la gene-
racién de proteina unicelular es el alto costo de las
fuentes de carbono, por lo que el uso de subproductos
es ideal (Durdn 1989). El emplear el suero en este pro-
ceso permitirfa darle valor agregado, al obtenerse pro-
tefna de calidad para la alimentacion animal, y a la vez
disminuir su DBO para su posterior descarga (Ghaly y
Kamal 2004). Esta disminucidn, segtn datos reporta-
dos para levaduras, se encuentra entre 70-80% del
DBO inicial del suero, lo que convierte este proceso
en una opcién adecuada para su tratamiento (Capoor y
Singh 1985; Chinappi y Sanchez 2000).

El interés por producir proteina unicelular fue es-
timulado por agencias internacionales relacionadas
con la salud, alimentacién y agricultura ante la eviden-
cia de una escasez de proteina a nivel mundial (Bu-
‘Lock y Kristiansen 1991), es por esto que la busque-
da de fuentes proteicas es vital (Chacon 2004).

La biomasa de origen unicelular tiene aplicaciones
como suplemento proteico en alimentacion animal, ade-
mds, se ha investigado su utilizacion en la fabricacién
de ingredientes funcionales, suplementos proteicos, pa-
ra resaltar el sabor de alimentos procesados, entre otros
(Lee 1996). Para su aplicacion en la alimentacion hu-
mana, requiere el empleo de métodos para la reduccién
del nivel de 4cidos nucleicos, ya que si son consumidos
en altas proporciones podrian causar la formacién de
cédlculos renales u otras enfermedades. A diferencia de
los humanos, el ganado tolera altos niveles de dcidos
nucleicos, por lo que la proteina unicelular podria utili-
zarse inicialmente en alimentacion animal sin requerir
ningun tratamiento (Lee 1996).

Los componentes del suero que tienen mayor im-
portancia para ser utilizados como sustrato son lactosa,
proteina y minerales (Quintero et al. 2001). Con el fin
de lograr una utilizacién eficiente de estas sustancias,
es importante elegir una levadura con adecuadas carac-
teristicas fisioldgicas (Grba et al. 2002). Por lo ante-
rior, considerando la evidencia cientifica de las carac-
teristicas de las levaduras Kluyveromyces marxianus,
Candida kefyr y Saccharomyces cerevisiae para su
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desarrollo en el suero de queso, asi como su utilizacién
en procesos biotecnoldgicos (Inchaurrondo et al. 1994;
Quintero et al. 2001; Rose 1979; Moo-Young et al.
1985), el objetivo de este proyecto es evaluar el creci-
miento de tres especies de levaduras en el proceso de
produccién de proteina unicelular, con el fin de selec-
cionar y recomendar una de ellas para ser utilizada en
el suero de queso. Uno de los criterios de seleccion del
microorganismo a emplear en el proceso es la produc-
tividad de biomasa, unido a otros resultados como son
el tiempo de fermentacion, el contenido de proteina de
la biomasa y aspectos econémicos, los cuales se deri-
varfan de caracteristicas propias de la utilizacion de ca-
da levadura, como pretratamientos del sustrato.

El producto obtenido se podria destinar a la ali-
mentacion animal y en el futuro continuar las investi-
gaciones para utilizarlo en la alimentacién humana.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo de abril
del 2004 a marzo del 2005 en las instalaciones de la
Universidad de Costa Rica, en San Pedro de Montes
de Oca, San José, Costa Rica.

Suero de queso utilizado

Se utilizé el suero residual de la elaboracion de
queso blanco tipo Turrialba de una empresa producto-
ra de Cartago. Este tipo de queso corresponde la cate-
goria de quesos frescos que se elaboran de cuajada sin
maduracion. La tradicion latinoamericana se basa en
quesos blancos elaborados a partir de leche de vaca. El
proceso de elaboracion parte de leche parcialmente
descremada o leche entera. Se procede a su
coagulacion utilizando cultivo, cuajo y dcido, y el pro-
ducto obtenido luego del desuerado es salado, moldea-
do, posteriormente prensado y es consumido en su es-
tado fresco (Revilla 1985).

El queso blanco tipo Turrialba es de color blanco
amarillento, de sabor simple, no dcido, de textura sua-
ve y de corte limpio y no grasoso. Presenta un eleva-
do contenido de humedad, mayor del 50%, un conte-
nido de grasa que varia entre 10-26% y un contenido
de sal que varfa entre 1-3% (CNP 1999).

ISSN: 1021-7444

Las muestras se tomaron directamente de la tina
de desuerado y fueron transportados en recipientes hi-
gienizados de aluminio con tapa, los cuales fueron
previamente lavados y desinfectados.

Levaduras y condiciones de mantenimiento

a. Kluyveromyces marxianus sp. marxianus
LAF-4, liofilizado. Almacenado a una temperatura de
-40 °C. Casa comercial Chr. Hansen. Levadura lactosa
positivo.

b. Candida kefyr ATCC (2004) 66028, liofiliza-
do, lactosa positivo. Esta fue mantenida en el medio
Saborou glucosado (Difco, Becton, Dickinson and
Company) a temperatura ambiente.

c.  Saccharomyces cerevisiae, levadura seca ins-
tantinea de la casa comercial Fleishmann.
Almacenado a una temperatura de 4°C. Levadura lac-
tosa negativo y glucosa positivo.

Equipo de fermentacion

Se utiliz6 un fermentador disefiado para el estudio
(Figura 1), consta de un frasco de fermentacidon
(capacidad de 2 1), unidades de toma de muestra, ino-
culacion y salida de gases. El mantenimiento de la tem-
peratura se realizé empleando una incubadora que se
ajustd a la temperatura del proceso. Para la aireacion se
utilizé una bomba pequefia de 2,5 I/min de capacidad,
conectada a un rotdmetro, por medio del cual se regulé
el flujo de aire. El aire fue esterilizado haciéndolo pa-
sar previamente a través de un filtro de 0,22 ym.

Para la agitacion del medio se utilizé una pastilla
de agitacion magnética colocada dentro del frasco de
fermentacion.

Proceso de fermentacion
a. Preparacion del suero de leche
Se llevé a cabo la preparacion de la totalidad del

suero de queso a emplearse para el crecimiento de las
tres levaduras.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(2): 151-160. 2006
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Salida de gases

Frasco de
fermentacion

Unidad de
inoculacion

Toma de muestra

Aireacion

Figura 1. Esquema del equipo de fermentacidn utilizado para la seleccion del microorganismo a
utilizar en la produccion de proteina unicelular. Costa Rica, abril 2004-marzo 2005.

Se separaron las proteinas coagulables del suero de
leche por medio de un tratamiento termodcido, en el que
se ajustd el pH a 4,5 (HCI IN) seguido de un calenta-
miento a 115 °C por 20 minutos en autoclave (Yamato,
Scientific America Inc, Orangeburg). El suero se enfrio
y se separaron las proteinas por decantacion y filtrado
con papel Whatman N°41. El contenido de proteina final
del suero empleado en las fermentaciones fue de 0,38 %.

Para la preparacion del suero de queso para el cre-
cimiento de Saccharomyces cerevisiae se tomo el suero
desproteinizado y posteriormente se llevé a cabo la hi-
drdlisis de la lactosa empleando un preparado enzimati-
co de lactasa Maxilact 2000®, con lo que se obtuvo sue-
ro hidrolizado con un contenido de glucosa de 20 g/1.

b. Preparacion del inoculo

Cada una de las levaduras estudiadas se inoculd
en un Erlenmeyer con 100 ml de caldo Saborou gluco-
sado (Difco, Becton, Dickinson and Company) y se
incubé a una temperatura de 30°C. Kluyveromyces
marxianus 'y Candida kefyr, se incubaron durante 24
horas y Saccharomyces cerevisiae durante cinco
horas, previas a la fermentacion. La concentracion ce-
lular se midié por medio de una cdmara de Neubauer
(Counting Chamber, Hausser Scientific Company) y
se establecié en 107 células/ml para las tres levaduras.
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c. Esterilizacion del equipo e inoculacion

Se esterilizo un volumen de 900 ml de suero de
leche en el frasco de fermentacion, junto con las man-
gueras y filtros acoplados. Se aplic6 una temperatura
de 115 °C durante 20 minutos, empleando una autocla-
ve (Yamato Scientific America Inc, Orangeburg). El
equipo se enfrid a la temperatura de fermentacion y se
realizo la inoculacién de la levadura.

Los pardmetros que se mantuvieron constantes
durante el proceso de fermentacion con las tres leva-
duras, fueron temperatura de 30 °C, flujo de aireacion
0,6 VVM vy agitacion 300 rpm.

Determinacién de la composicion del suero

Se analizaron muestras de suero de queso de 10
lotes distintos escogidos aleatoriamente. A cada mues-
tra se le determind la cantidad de lactosa, proteina, y
humedad utilizando el equipo Milkoscan (Foss Instru-
ments). Ademds, se realiz6 la medicién del pH por el
método 981.12 de la AOAC (1999) y la determinacién
del contenido de cenizas, por el método 930.30 de la
AOAC (1999). Para cada uno de los componentes se
reportd el promedio y su correspondiente intervalo de
confianza al 95%.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(2): 151-160. 2006
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Determinacion del tiempo de fermentaciéon

Para cada levadura se llevaron a cabo tres repeti-
ciones del proceso de fermentacidn descrito anterior-
mente, para cada repeticion se construyd una curva de
crecimiento, en la que se representd la variacion de ab-
sorbancia en el tiempo (Scragg 2000). La medicién de
la absorbancia se realiz6 en un espectrofotémetro a 620
nm, a muestras de 10 ml del medio que fueron extraidas
del biorreactor durante periodos de tiempo establecidos.

El tiempo de fermentacidn se obtuvo graficamen-
te en la curva de crecimiento, mediante el trazo de una
curva de mejor ajuste del tipo media mdvil utilizando
el programa Microsoft Excel™. En el primer punto en
el que la curva de mejor ajuste se volvia constante se
realizé la interpolacion del tiempo de fermentacién
correspondiente.

Determinacion de la productividad de biomasa de
las levaduras

Para cada una de las levaduras se realizaron tres
repeticiones del proceso de fermentacion. Una vez al-
canzada la fase estacionaria se tomaron muestras de
25 ml de la biomasa para la determinacion del peso se-
co. La muestra se centrifugé a una velocidad de 3000
rpm por 30 min, se resuspendié en agua y se sometié
a secado a 100°C en placas de Petri prepesadas hasta
llegar a peso constante. Posteriormente, se calculd la
productividad expresada como la relacion entre el pe-
so seco de biomasa y el tiempo de fermentacion.

Determinacion del contenido de proteina de la bio-
masa obtenida

La biomasa seca se sometié a un andlisis de la
cantidad de proteina por el método de Kjeldahl 930.29
de la AOAC (2000). La medicién se llevo a cabo para
cada una de las repeticiones del experimento y con ca-
da una de las levaduras.

Diseiio experimental y analisis estadistico

Para el andlisis del tiempo de fermentacion, la
productividad y el contenido de proteina obtenido con
cada una de las levaduras se utilizé un disefio
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irrestricto al azar con tres tratamientos, representados
por las tres levaduras. Este se llevé a cabo para las tres
variables por separado.

Se realiz6 un andlisis de varianza para evaluar las
diferencias en los resultados de cada una de uno de los
pardmetros segin la levadura utilizada. En los casos
que se obtuvo diferencia significativa entre los trata-
mientos (p < 0,05), se llevé a cabo una prueba de Tu-
key, de comparacién multiple de promedios, para deter-
minar con cudl levadura se obtuvo un efecto distinto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion del suero de queso

En el Cuadro 1 se presenta la caracterizacion del
suero empleado en la investigacidn.

Cuadro 1. Composicién promedio del suero de queso utilizado
para la produccion de proteina unicelular. Costa
Rica, abril 2004-marzo 2005.

Componente Contenido Intervalo de
(% m/m) confianza (x)
Lactosa 4,77% 0,08
Proteina 0,96* 0,02
Cenizas 0,52* 0,01
Humedad 93,10%* 0,20
pH 6,54 0,03

* Existieron diferencias significativas entre datos que origi-
naron los valores promedio (p < 0,05).

El suero utilizado presentd diferencias significati-
vas entre lotes en cuanto al contenido de sus compo-
nentes mds importantes. Esto podria generar resulta-
dos de fermentacion distintos y el requerir la
estandarizacion del sustrato para la aplicacién del pro-
ceso a nivel industrial.

Con el fin de reducir el efecto del sustrato, se reali-
z0 la preparacion de la totalidad del suero de queso a em-
plearse para el crecimiento de las levaduras en estudio.

El suero analizado presenté como componente

mayoritario el agua, seguido por la lactosa, proteina y
cenizas. Un contenido de 4,77% de lactosa representa

AGRONOMIA MESOAMERICANA 17(2): 151-160. 2006
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una concentracidn adecuada para el crecimiento de le-
vaduras, segtn resultados de diversas investigaciones
en las que se han utilizado concentraciones similares
(Chinappi y Sdnchez 2000; Quintero et al. 2001;
Ghaly y Kamal 2004). El nivel de azicar presente es
una de las razones que convierte al suero en un sustra-
to 6ptimo para la generacion de biomasa (BuLock y
Kristiansen 1991; Lee 1996; Ward 1991).

El porcentaje de proteina en el suero es similar al
presentado en investigaciones realizadas con distintos
tipos de suero (Chinappi y Sdnchez 2000; Quintero et
al. 2001). Se ha observado que el utilizar suero sin la
adicion de otras fuentes de nitrégeno permite obtener
biomasa microbiana con contenidos de proteina mayo-
res al 40% (Rose 1979). En el presente estudio se uti-
liz6 el suero sin suplementar con el fin de evaluar el
crecimiento de las levaduras en un medio simple.

El contenido de cenizas concuerda con la compo-
sicion promedio reportada para el suero de leche
(Alais 1996). Segin Chinnapi y Sdnchez (2000) y
Moo-Young et al. (1985), el contenido de minerales
del suero permite el crecimiento adecuado de levadu-
ras (Rose 1979).

De acuerdo con el pH del suero, éste se clasifica
como suero dulce, al presentar un valor mayor a 5,9,
que es el esperado a partir de elaboracién de quesos
blancos (Revilla 1985). Dado que su pH es alto y que
presenta un alto contenido de humedad, el pH del sue-
ro se debe ajustar a un valor de 4,5 al inicio de la fer-
mentacion, con el fin de reducir la posibilidad de con-
taminacion con bacterias (Moo-Young et al. 1985).

Comparacion del tiempo de fermentacion

En la Figura 2, donde se presentan las curvas de
crecimiento promedio de las levaduras, se puede dis-
tinguir la fase lag o de adaptacion de los microorganis-
mos al medio. También se observa el momento en el
que se llega a la fase estacionaria, donde no se obser-
van cambios aparentes en la absorbancia con respecto
al tiempo, lo que indica que no se estd generando mds
masa celular (Chan 2001).

A partir de las curvas de crecimiento, es posible

observar que la fase de adaptacion fue mds extensa pa-
ra las levaduras K. marxianus y C. kefyr, que a
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Figura 2. Curva de crecimiento de Kluyveromyces marxia-
nus, Saccharomyces. cerevisiae y Candida kefyr en
suero de queso, utilizada en la determinacién del
tiempo en que se alcanza la fase estacionaria. Costa
Rica, abril 2004-marzo 2005.

diferencia de S. cerevisiae, debian producir la enzima
lactasa para hacer uso de la lactosa del medio (Liti et
al. 2001). La modificacion del sistema enzimdtico pa-
ra iniciar la sintesis de enzimas (Shuler y Kargi 1992)
pudo causar que se observara mds prolongada.

En el Cuadro 2 se observa que S. cerevisiae pre-
sentd un tiempo mds prolongado para alcanzar la fase
estacionaria (p < 0,05) que el de K. marxianus 'y C.
kefyr, las cuales requirieron cinco y seis horas menos,
respectivamente.

En el caso de S. cerevisiae, el requerir un tiempo de
fermentaciéon mayor puede deberse a caracteristicas
propias de este microorganismo y/o a que su crecimien-
to en el suero se dio de forma mds lenta. En un sistema
de produccion por lote, un tiempo de fermentacion mads

Cuadro 2. Tiempo para alcanzar la fase estacionaria en la cur-
va de crecimiento en suero de queso, para Kluyve-
romyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae y
Candida Kefyr. Costa Rica, abril 2004-marzo 2005.

Levadura Tiempo Intervalo de
(horas) confianza al
95% (+)
Kluyveromyces marxianus 19a 0
Saccharomyces cerevisiae 24 b 2
Candida Kefyr 18 a 1

a.b Letras iguales indican que no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p < 0,05).
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prolongado implica un proceso de produccion mds ex-
tenso y como consecuencia, con mayores costos de ope-
racion que las otras dos levaduras (Stanbury y Whitaker
1987).

K. marxianus 'y C. kefyr no presentaron diferencias
significativas (p = 0,05) en cuanto al tiempo de fermen-
tacion. El presentar un ciclo de crecimiento de igual
duracién, implica que los costos de proceso serian muy
similares para ambas levaduras, considerando unica-
mente el tiempo que tardaria cada ciclo de produccion,
sin embargo, se deben tomar en cuenta otros pardme-
tros como la utilizacion de lactosa del medio, el conte-
nido de proteina y productividad de cada una de las le-
vaduras, para obtener conclusiones al respecto.

Al comparar el consumo de lactosa al final del
proceso, tal como se presenta en el Cuadro 3, se obser-
va que no hubo diferencias significativas en la canti-
dad de lactosa empleada por cada una de las levaduras
hasta alcanzar la fase estacionaria, lo que indica que la
hidrdlisis de este azicar, posiblemente ocurrié a una
misma velocidad con cada una ellas.

Cuadro 3. Utilizacién de lactosa para el crecimiento de Kluy-
veromyces marxianus y Candida Kefyr en suero de
queso. Costa Rica, abril 2004-marzo 2005.

Levadura Lactosa Intervalo de
utilizada (%)* confianza al
95% ()
Kluyveromyces marxianus 79 0,7
Candida Kefyr 75 1,0

* No hubo diferencias significativas al 95% de confianza.

El tiempo de fermentacion y la reduccién de lac-
tosa obtenidos para K. marxianus coinciden con los re-
sultados de investigaciones en las que se utilizé esta
misma especie. Segiin Belem et al. (1997), la levadu-
ra utilizada alcanzd la fase estacionaria a las 20h de
crecimiento y logré una reduccion de la lactosa de un
80%, durante su crecimiento en suero de queso suple-
mentado. Respecto a lo anterior, es importante consi-
derar que en el caso del presente estudio no se suple-
ment6 el suero y se obtuvo un resultado muy similar a
estudios en los que sf se llevé a cabo. Esta situacion da
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la posibilidad de evaluar el efecto de la suplementa-
cion sobre el tiempo y cantidad de biomasa generada,
lo que podria mejorar el proceso. La adicién de nu-
trientes al medio, como sales de amonio y extracto de
levadura, puede tener un efecto beneficioso en la pro-
duccidn y actividad de la enzima B-galactosidasa (De
Bales y Castillo 1979).

Un aspecto que podria evaluarse para disminuir el
tiempo de fermentacién con K. marxianus'y C. kefyr es
el utilizar para la propagacion de los cultivos, un medio
que contenga lactosa, o el mismo suero a utilizar en la
fermentacion. Con lo anterior, se estaria realizando la
activacion del microorganismo sobre un medio con el
mismo azucar del que dispondrd en el medio de fermen-
tacion, con lo que se podria acortar la fase de adapta-
cion (Fase Lag) del microorganismo (Chinappi y Sdn-
chez 2000), y con ello el tiempo de la fermentacion.

Comparacion de la productividad obtenida con las
tres especies de levadura

De las levaduras estudiadas, K. marxianus presen-
té una productividad significativamente mayor
(p=0,05), tal como se observa en el Cuadro 4. Esto in-
dica que la velocidad de formacién de biomasa y con
ello el crecimiento de esta levadura fue mayor, lo cual
es deseable y necesario para un proceso de produccion
de proteina unicelular (Chacén 2004).

La menor productividad de biomasa de C. kefyr,
respecto a la de K. marxianus, concuerda con lo

Cuadro 4. Productividad de las levaduras Kluyveromyces mar-
xianus, Saccharomyces cerevisiae y Candida kefyr
en la formacion de biomasa microbiana en suero de
queso. Costa Rica, abril 2004-marzo 2005.

Levadura Productividad Intervalo de
(g/l h) confianza
al 95% (x)
Kluyveromyces marxianus 0,22 a 0,02
Saccharomyces cerevisiae 0,14 b 0,03
Candida kefyr 0,13b 0,01

a.b Letras iguales indican que no se encontraron diferencias sig-
nificativas (p < 0,05).
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reportado por Barroquio et al. (1981) y por Capoor y
Singh (1985), quienes obtuvieron productividades me-
nores utilizando una levadura Candida pseudotropica-
lis, en condiciones de crecimiento similares y utilizan-
do suero de leche de composicion similar a la del
presente estudio. De acuerdo con la productividad ob-
tenida con C. kefyr en comparacion con la K. marxia-
nus, se observa que €sta no se desarrollé de forma ade-
cuada en el medio, ya que a pesar de que no presentd
diferencia en el tiempo de fermentacion respecto a K.
marxianus, y la cantidad de lactosa utilizada fue muy
similar (Cuadro 3), su velocidad de formacién de bio-
masa fue menor, lo que implicarfa costos mds altos de
produccién por la extension del tiempo del proceso.

Enel caso de S. cerevisiae, el obtener una produc-
tividad de biomasa baja, puede relacionarse con la
concentracion inicial de azicares en el medio de cre-
cimiento. Una vez realizada la hidrolisis, la cantidad
de azicar presente en el medio era de 20 g/l de gluco-
sa, este nivel de azicar, ain en condiciones aerdbicas,
puede causar que las levaduras de la especie S. cerevi-
siae se desarrollen por la via de la fermentacién mds
que la de la respiracion, por causa del efecto Crabtree
(Shuler y Kargi 1992). El nivel de azicar critico, a
partir del cual se produce este efecto, va a depender de
la especie y cepa de levadura con la que se trabaje,
segin Moo-Young et al. (1985), puede ocurrir a nive-
les de glucosa mayores a tres o hasta 30 g/l. El efecto
Crabtree causa la disminucion drédstica de la genera-
cion de biomasa, debido a que la utilizacion del sustra-
to (lactosa) se desvia hacia la produccion de etanol, lo
que hace que la formacién de biomasa se vea dismi-
nuida de forma considerable (Postma et al. 1989).

La generacion etanol por parte de esta especie de
levadura ha llevado a investigadores a evaluar la pro-
duccion de etanol con cepas genéticamente modifica-
das en la bisqueda de rendimientos rentables (Domin-
gues et al. 2001).

Comparacion del contenido proteico de la biomasa
de las levaduras estudiadas

Las levaduras evaluadas no presentaron diferencias
significativas (p = 0,0665) en cuanto al contenido de
proteina de la biomasa. Tal como se presenta en el Cua-
dro 5, los porcentajes de protefna variaron entre un 32%
y un 35%. Estos resultados son similares a los reporta-
dos por Barroquio e al. (1981), quienes obtuvieron
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Cuadro 5. Contenido de proteina de la biomasa microbiana
obtenida a partir del crecimiento en suero de queso
de las levaduras Kluyveromyces marxianus, Sac-
charomyces cerevisiae y Candida Kefyr. Costa
Rica, abril 2004-marzo 2005.

Levadura Contenido de Intervalo de
proteina (% m/m)* confianza al
95% (%)
Kluyveromyces marxianus 32 2
Saccharomyces cerevisiae 35 2
Candida Kefyr 34 1

* No hay diferencias significativas al 0,05%.

porcentajes de 31% y 38%, durante el crecimiento en
suero de leche de las levaduras Kluyveromyces fragilis y
Candida pseudotropicalis, respectivamente.

Al comparar el contenido proteico de la biomasa
de las levaduras evaluadas, con el valor indicado en la
composicion general de las levaduras éste fue bajo, ya
que en promedio el porcentaje de proteina es de alre-
dedor de 45-55% (Reed y Pepler 1983). Un menor
contenido proteico se puede relacionar con caracteris-
ticas propias de las levaduras bajo estudio, asf como el
efecto de pardmetros operativos y de la composicion
del medio de cultivo, como en el caso del presente
estudio que no fue suplementado (Chinappi y Sdnchez
2000). Diversos estudios demuestran que en medios
de cultivo en los cuales se ha limitado la adicién de ni-
trégeno, las levaduras presentan un contenido de pro-
tefna menor que las crecidas en un medio suplementa-
do con este compuesto (Aiba et al. 1973). En el
presente estudio, las levaduras fueron evaluadas utili-
zando un medio de crecimiento simple, con el fin de
determinar la produccién de proteina bajo las mismas
condiciones y empleando un sustrato menos costoso.

Seleccion del microorganismo para produccion de
proteina unicelular a partir de suero de queso

Para la eleccion de un microorganismo a utilizarse
en la produccién de proteina unicelular, se tomaron en
cuenta aspectos de indole econdmico y practico, que po-
drfan dar ventajas a utilizar un microorganismo u otro.

En un proceso por lotes o batch, el ciclo de creci-
miento debe ser tan corto como sea posible, para
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obtener el mayor rendimiento y utilizacién del equipo
(Stanbury y Whitaker 1987), esto implica una reduc-
cion de los costos de operacion, que incluyen la energfa,
gastos generales, costos de mano de obra y la capacidad
del sistema (Rojas 1995). Las levaduras K. marxianus y
C. kefyr presentan esta ventaja respecto a S. cerevisiae
al presentar un menor tiempo de fermentacion.

A pesar de que las levaduras K. marxianus 'y C.
kefyr presentaron un tiempo similar, es importante
considerar que la productividad de biomasa de K. mar-
xianus fue superior, tanto a la obtenida para C. kefyr
como a la de S. cerevisiae. Una mayor velocidad de
formacién de biomasa da ventajas a su utilizacién en
la obtencidn del producto.

Las levaduras K. marxianus y S. cerevisiae, son
consideradas como organismos GRAS (Generalmente
reconocida como segura) seglin la FDA (Liti et al.
2001). La cepa de C. kefyr empleada en esta
investigacion, a pesar de que es utilizada en diversas in-
vestigaciones y que no se ha encontrado que sea patdge-
na (ATCC 2004), no ha sido aceptada como segura para
ser utilizada en alimentacién animal ni humana, por lo
que serfa necesario realizar un proceso de investigacion
previo a la utilizacién de su biomasa a nivel industrial.

El utilizar la levadura S. cerevisiae, implica un
tiempo de fermentacién mds prolongado y una menor
productividad. La hidrdlisis enzimadtica de la lactosa del
suero requiere la utilizacién de enzima libre, lo cual im-
plica mayores costos econdmicos, tanto por la compra
de los preparados enzimdticos, como por el tiempo y
funcionamiento de equipos durante la hidrdlisis.

Considerando los aspectos analizados anterior-
mente, la especie K. marxianus presentd mayores ven-
tajas para ser utilizada en la produccién de proteina
unicelular en suero de leche, que las levaduras C. kefyr
y S. cerevisiae. El comparar las tres levaduras bajo las
mismas condiciones ambientales y sin la suplementa-
cién del suero, permitié determinar como K. marxiua-
nus se desarrollé de forma mds eficiente en el medio.
En caso de utilizarse esta levadura para el tratamiento
del suero de queso en un sistema por lotes, presentaria
un tiempo de fermentacién menor, que resultaria en
una ventaja econémica y prdctica, y una mayor pro-
ductividad, que aseguraria una mayor velocidad en la
generacion del producto de interés.

Para la aplicacion de esta levadura en la industria
nacional, seria recomendable simplificar las condiciones
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del proceso. Para esto seria necesario, en siguientes in-
vestigaciones, optimizar el proceso a escala industrial
realizando ciertas modificaciones, una de ellas seria el
empleo de tanques de fermentacion a temperatura am-
biente. Ademds, serfa necesario incorporar el proceso de
forma paralela a la linea de produccion de la planta, de
manera que se utilice el producto final (biomasa) para la
alimentacion del ganado, ddndole valor agregado a un
desecho que generan las industrias ldcteas.
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