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RESUMEN

Las proteinas para consumo se obtienen
principalmente de productos derivados animales y
algunos vegetales como los cereales. Debido al
crecimiento de la poblacién mundial es necesario
aumentar lacalidad delosalimentos consumidosy los
ultimos estudios estén orientados aencontrar nuevas
fuentes proteicas. Por lo que se decidi6 estudiar la
produccion de proteinaunicel ular, especificamente de
Candida utilis, apartir de un desecho agroindustrial;
la vinaza. Para ello se realizaron una serie de
fermentaciones con vinazarecol ectadaen lalagunade
homogenizacion de una Planta de Tratamiento de una
industria alcohdlica, previamente esterilizada, e
inoculada con Candida utilis, para encontrar las
condiciones de crecimiento més apropiadas de esta
levaduraen lavinaza. El estudio se basd en agregar
diferentes concentracionesde unamezclade nutrientes
conformada por sulfato de amonio, Ureay extracto de
malta, para enriquecer lavinaza. Se experiment6 con
cuatro concentraciones de la mezcla de nutrientes: O,
0.5, 1y 1,5 ¢g/L, resultando seleccionada la
concentracién de 1 g/L al presentar una alta
concentracién celular 2,2 x 108 células/ml, en untiempo
de fermentacion de 5 h. La vinaza recolectada en la
laguna, la proteina unicelular produciday el desecho
liquido resultante delafermentacion fueron sometidos
a una caracterizacién que incluy6 los siguientes
andlisis: materia seca, proteina cruda, fibra cruda,
extracto etéreo, cenizay extracto libre de nitrégeno;
encontrandose que la proteina unicelular obtenida
present6 un 37 £ 4 % de proteinacruda, conlo cual se
demostré que se obtiene un producto de alto
contenido proteico.

PALABRAS CLAVE

Proteina unicelular, Fermentacion, Candidan utilis,
vinaza.

ABSTRACT

The proteins are molecules of crucial importance
for life, because they interveneinimportant metabolic
processes for the normal development of living
organisms. Proteins are obtained principally from
animal productsand somevegetableslikecereals. Due
tothe growing world population, improving the quality
of food has become an important necessity, and the
|atest studiesare oriented towardsfinding new protein
sources. Therefore, it has been decided to study the
production of unicellular proteins, specifically, the
Candida utilis protein, based on an agricultural
industrial waste: TheVinaza. A seriesof fermentations
of collected Vinazafrom the homogenization lagoon of
an alcohol treatment industrial plant has been made.
The protein was previously sterilized and inoculated
with Candida utilis, in order to find the most
appropriate growing conditions of that yeast in the
Vinaza. Thisstudy isbased inthe addition of different
concentrations of a nutrients mixture, consisting of
ammonium sulfate, urea, and malt extract in order to
enrich theVinaza. Four concentrations of the nutrients
mixture were experienced: 0, 0.5, 1 and 1.5 g/L, being
selected the 1 g/L concentration by presenting ahigh
cellular concentration, 2.2 x 108 Cellgml, in a5 hours
fermentation time. The lagoon collected Vinaza, the
produced unicellular protein and the fermentation
liquid waste, were submitted to characterization that
included the following analysis: dried material, raw
protein, raw fiber, ethereal extract, and nitrogen free
extract. Finding that the obtained unicellular protein
showed a 37 + 4% of raw protein, which demonstrates
that a product with a highly protein content was
obtained.

INTRODUCCION

Las proteinas son compuestos organicos
complejos, cuya estructura bésica es una cadena de
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aminoacidos que contienen carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno. La presencia del nitrégeno
diferenciaalaproteinadeloscarbohidratosy lasgrasas.
Laproteinaesel principal componentedelosmusculos,
los 6rganosy lasglandulas. Cadacélulavivay todos
los fluidos corporales, excepto la bilis y la orina,
contienen proteinas. Lascélulasdelosmusculos, los
tendones y los ligamentos se mantienen con las
proteinas, siendo necesarias para su crecimiento y
desarrollo. Son compuestos de importancia crucial
paralavida, ellasayudan en | os procesos metabdlicos
eintervienen en el crecimiento de los organismos, asi
como en larenovacion celular. Por ello esimportante
gueenladietadiariaseincluyaunaporcionimportante
de proteina, para asi cubrir las necesidades de cada
organismo en particular (Webb, 1966).

La produccién de proteina de alto valor siempre
serdun proyecto dealtointerésen cualquier pais, como
fuente de alimento tanto para humanos como para
animales de granja, y por €llo reviste trascendental
importanciadesde el punto de vista ecol égico yaque
puede contribuir a la utilizacién de subproductos de
las agroindustrias para la produccién de alimentos
(Trujillo, 1985). La proteina unicelular (Single Cell
Protein), es la proteina constituida por la biomasa de
células). Esunnombregenérico quesedaalasharinas
proteicas obtenidas por fermentacién aer6bica,
derivadas de una serie de microorganismos
unicelulares como levaduras, bacterias, hongosy algas
(CIEPE, 1980).

Espor ello que, debido a alto contenido de proteina
gue contienen |os microorgani smos mencionados, se
haestudiado laposibilidad deincorporarlosenladieta
animal y hastaen lahumana. Estos microorganismos
contienen de un 30 a 50% de proteina en su
composicion, y lacapacidad quetienen dereproducirse
en medios muy variados hace posible pensar en la
produccion de organismos unicelulares a partir de
desechos agroindustrial es, que muchas veces pueden
ser contaminantes, como una alternativa valida y
ecolégica(Moalina, 1976). En el proceso deladestileria
paraproducir alcohal etilico, resultaunresiduo liquido
final llamado vinaza, el cual se hareconocido comoun
compuesto rico en sales mineralesy materiaorganica,
gue hasido usado principal mente como fertilizante en
los campos de los cultivos. La vinaza constituye €l
desecho de mayor importancia en las destilerias de
alcohol, debido al gran volumen de produccién. La
vinazarepresentaaproximadamente el 90% del volumen
defermentacion original, esunliquido decolor decafé
con bajo pH, olor dulce y alto contenido de materia
organicadisueltay en suspension (Trujillo, 1985). En
€l caso de las industrias licoreras, la vinaza ha sido
normalmente vertida a las corrientes de agua sin

tratamiento alguno, causando unagran contaminacién
ambiental (la demanda biol6gica de oxigeno oscila
entre 7000 y 20000 mg/litro). Por poseer altosvalores
de DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) y DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigeno), un bajo valor de
pH, taninos y otras sustancias podria provocar
disminucion en el oxigeno disuelto en el medio
ambiente, favoreciendo laproliferacién de organismos
patégenos y la muerte de animales benignos para €l
ecosistema (CIEPE, 1980).

Debido a lo antes expuesto, €l objetivo de este
trabajo es el aprovechamiento del desecho de vinaza
recolectadaenlalagunade homogenizaciéndelaPlanta
de Tratamiento de unaindustria alcohdlica del estado
Lara, paralaproduccién de proteinaunicelular mediante
fermentacién aerdbica con Candida utilis,
determinando la concentraci 6n més apropiada de una
mezcla de nutrientes conformada por sulfato de
amonio, Ureay extracto de malta, que se agrego6 al
desecho liquido de vinaza, para obtener el maximo
crecimiento en el menor tiempo posible.
Adicionalmente se determiné la concentracion de
proteina que posee la biomasa de levadura cultivada,
con el fin de conocer si esposible su produccién como
suplemento en formulas para alimentacion animal.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo: Se emplearon cepas de
levaduras Candida utilispertenecientesal Laboratorio
de Microbiologia de la Carrera de Ingenieria
Agroindustrial, Decanato de Agronomia de la
Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”;
crecidas en cufias de agar de papa dextrosa. La
incubacion serealiz6 a30°C. Lostubosdeensayo con
las levaduras se guardaron en frio (4-6 °C) por un
periodo maximo de un mes. Al cabo de este tiempo
fueron repicadas.

Muestreo del desecho liquido: Lavinaza utilizada
parael cultivo de Candida utilis setomé delalaguna
de homogenizacion de la Planta de Tratamiento de
desechos liquidos perteneciente a una Industria
Alcohdlica, especificamente de latuberia de descarga
devinaza.

Ensayo de preadaptacion y crecimiento: Este
ensayo se realizé para adaptar lalevadura al sustrato
vinaza. Para ello se tom6 una asada de cepas de
Céandida utilis crecida en agar papa dextrosa 'y se
inoculé en un tubo de ensayo que contenia 10 ml de
vinaza esterilizada, al cua se le gjusté el pH a 4,5
previamente. Este indculo se dejé en agitacion
mecanica por 24 horas a temperatura ambiente. Este
procedimiento se repitid por dos periodos més de 24
horas para luego sembrar la cepa adaptada en agar
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extracto de levadura glucosa-cloranfenicol (Gualtieri,
2001).

Preparacién del medio de cultivo: Se prepararon 4
medios de cultivo diferentes, tomando como base 1
litro devinazay sin esterilizar, con concentracionesde
0,0.5,1.0y 1.5 g/L de cada uno de los nutrientes por
separado. Se gjusto €l pH a4.5; luego serepartié en
proporcionesde 10, 100y 390 ml enfiolasde 125, 500y
1000 ml respectivamente, haciéndose por duplicado.
Posteriormente se esteriliz6 lavinaza contenidaen las
fiolas con tapon de gasay algoddn en un autoclave a
15 Ibs durante 15 minutos.

1 asade Candidautilis
10 ml de medio de cultivo, pH 4.5, incubacion: 30°C, agitacion mecénica, 24 h

100 ml de medio de cultivo, pH 4.5, incubacién: 30°C, agitacion
¥ mecénica, 24 h.
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Recuento decélulas: Paradeterminar el crecimiento
de la levadura en el medio con vinaza se empled la
técnica de conteo de células en Cdmara de Neubauer
(Anido, 1943)..

Fermentacion aer 6bica: Luego depreparadoel pie
de cuba para cada medio, se procedié a montar la
fermentacidn aerdbica. Paraello semezcl6 el contenido
delasfiolas de 1000 ml, llegandose asi a un volumen
dellitro,y secolocd enunafiolade2 litrospreviamente
lavaday esterilizada, tapandolacon untapén aforado,
el cual contenia 2 tubos. Por uno de ellos estaba
conectada la entrada de aire proveniente de un filtro
de aire utilizado para peceras, la salida de aire estaba
casi a fondo delafiola, paraasi garantizar unabuena
distribucién deaireenlamezcla. El otro tubo erapara
ladescargadegases. Seencendid el filtrodeairey se
dej6 burbujear por espacio de 24 horas, tomando
muestras para conteo celular cada hora, durante las
primeras 9 horas (Goncalvez, 1984).

Separacion de levadura del sobrenadante: Luego
de finalizada la fermentacién aerébica se separd la
levadura del sobrenadante mediante centrifugacién a
1500 rpm.

Caracterizacién deproductosdelafermentacion:
Los analisis quimicos se realizaron por triplicado
empleando métodos COVENIN. Ladeterminacion del
extracto libre de nitrégeno (Brenmer, 1965)-

390 ml de medio de cultivo, pH 4.5, incubacion: 30°C, agitacion mecénica, 24 h.

1L demedio de cultivo, pH 4.5, incubacion: 30°C, aireacion, 24 h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Luego derealizar lasfermentaciones con cadauno
delosmedios preparados se obtuvieronlosresultados
quesemuestran enlafiguraN°l. Lasconcentraciones
celularesmésaltas se obtuvieron en lafermentaciones
con concentraciones de 0.5 g/L, a las 24 horas de
fermentacion, 1.0 g/L, alas 5 horas de fermentacion y
1.5¢g/L, alas24 horasdefermentacién. Lafermentacion
de concentracion 1.0 g/L alcanzd los mismos valores
de concentracion que la fermentacion de 0.5 g/l en
menor tiempo, por lo que se descartd la tltima.
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Figura N°1 Fermentacion aerdbica de vinaza con Candida
utilis suplementada con 0, 0.5, 1 y 1.5 g/L de sulfato de
amonio, urea y extracto de malta

Condiciones de crecimiento: Temperatura ambiente, pH 4.5, aireacion,
1000 ml de medio de cultivo, Fiolas.

Se repitieron las fermentaciones con las
concentraciones de nutrientes 1.0 g/l y 1.5¢g/L. Enla
figura N° 2 se observa el mismo comportamiento
evidenciado anteriormente paralafermentacion de 1.0
g/l, obteniéndose unaaltaconcentracion celular (2,2 x
13 Células/ml), las 5 horas; mientras que para la
fermentacion de 1.5 g/l no se reprodujo el resultado.
Por esto fue seleccionada 1.0 g/l como laconcentracion
mas apropiadade nutrientes parael crecimiento celular
de Candida utilis.
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Figura N° 2. Fermentacion aerébica de vinaza con Candida
utilis suplementada con 1.0 y 1.5 g/L de sulfato de amonio,
ureay extracto de malta

Condiciones de crecimiento: Temperatura ambiente, pH 4.5, aireacion,
1000 ml de medio de cultivo, Fiolas.
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Lacaracterizacion del sedimentoy el sobrenadante
de lafermentacién de lavinaza con Candida utilis, al
agregar 1.0 g/l, de sulfato de amonio, ureay extracto
de malta, de la laguna de homogenizacion; se puede
observar enlaTablal.

Tabla 1. Caracterizacion quimica de la fermentacion de la
vinaza suplementada con 1.0 g/L de nutrientes.

%MS %PC %EE %FC %Cn %ELN

MUESTRA
Vinaza 382 764 013 0,20 32,84 51,56
Sedimento de la
fermentacion 75 37,78
Sobrenadante de
la fermentacion 2,77 19,98 0,08 0,36 36,60 45,98

%MS: Materia seca, %PC: Proteina cruda, %EE: Extracto etéreo,
%Cn: Cenizas, %ELN: Extracto libre de nitrégeno.

CONCLUSIONES

- LalevaduraCandida utiliscrece, sereproducey
seadaptaen el desecho devinazatomado delalaguna
de homogenizacion de la Planta de Tratamiento de
desechos liquidos de una industria alcohdlica,
obteniéndose un producto con alto contenido de
proteina.

- La formulacién maés apropiada del medio de
cultivo, teniendo como ingrediente principal lavinaza,
es 1g/L de sulfato de amonio, 1g/L de Greay 1g/L por
litro deextracto demalta. Enestemedio seobtuvouna
alta concentracién celular en menor tiempo (2,2 x 108
Cédulas/mi).

- Esnecesario que antesdelafermentacion aerébica
se realice un Pie de Cuba para adaptar la levadura al
medio.
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