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RESUMEN

Se efectud la optimizacion de parametros de produccion de biomasa de las levaduras Kluyveromyces
marxianus NRRL -Y-1109 y Candida pseudotropicalis BT-UNMSM_6 sobre Suero lacteo crudo
y desproteinizado suplementado con fuentes de nitrégeno y vitaminas. La optimizacion de parametros
se obtuvo aplicando un disefio estadistico factorial simplificada de Taguchi modificado. Se establecieron
como condiciones Optimas para lograr el maximo rendimiento de biomasa: una temperatura de 30 °C,
pH = 4,5; Agitacion 600 RPM, un flujo de aireacién de 1,475 volumenes de aire por volumen de medio
por minuto (VVM), Concentracion de Lactosa 5 g/L; (NH,),S0, 6 g/L; Extracto de levadura 1.5 g/L. Se
obtuvo un rendimiento promedio de: biomasa de 0,56 g/g lactosa, con K. marxianus NRRL-Y-1109 y
un rendimiento de biomasa Yx/s 0.54 g/g lactosa para Candida pseudotropicalis en suero lacteo
desproteinizado y diluido al 50% y un rendimiento de biomasa de 0,425 g/g , con K. marxianus NRRL-
Y-1109 y un rendimiento Yx/s 0.38 g/g para Candida pseudotropicalis en suero lacteo crudo, un
consumo de lactosa del 98.25% y 94.45%, una concentracion celular 12,75 y 12.52 g/L, respectivamente,
al final de la fermentacion.

Palabras clave: Suero lacteo, Kluyveromyces marxianus, Candida pseudotropicalis, SCP
concentrado proteico.

ABSTRACT

This work was carried out with the purpose to optimize physical chemical parameters obtain a microbial
biomass from Kluyveromyces marxianus NRRL -Y-1109 y Candida pseudotropicalis BT-UNMSM_6 . The
yeasts were grown on sweet whey crude and deproteinized, supplemented with nitrogen and vitamins
sources. The optimization of fermentation parameters was obtained applying a Taguchi’s factorial design.
It was established as optimal conditions: An pH 4.5; Temperature 30 °C and an aeration rate of 1.475
VWM; Agitation speed 600 RPM, Lactose concentration 5 g/L; (NH4)2S04 6 g/L; Yeast extract 1.5 g/L .
The average biomass yield obtained was 0.56 g/g lactose and 0.54 g/g Lactose for K. marxianus and C.
pseudotropicalis respectively grown on sweet whey deproteinized diluted 50%, and Cellular yield 0.405 g/g
with K. marxianus NRRL-Y-1109 and Yx/s 0.38 g/g with Candida pseudotropicalis grown on sweet whey
crude. A lactose consumption of 98.25 & 94.45% % and a cellular concentration of 12.75 g/L & 12.52 g/L
respectively at the end of the fermentation.

Keywords: Whey, Kluyveromyces marxianus, protein concentrate, SCP.

I. INTRODUCCION cimiento poblacional y la baja productividad
agricola generan problemas de escasez de
proteinas convencionales, acompanados de
hambre y desnutricion.

Los paises en vias de desarrollo como el
Peru, enfrentan serios problemas socioeco-
némicos, entre los cuales, la alta tasa de cre-
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La produccién de biomasa microbiana con
alto contenido proteico y vitaminico, se ha
presentado como una alternativa destinada a
cubrir las demandas alimenticias del hombre
y los animales. Este proceso esta siendo apli-
cado en paises industrializados, lograndose
altos rendimientos de biomasa de subpro-
ductos agroindustriales: Melaza de cafa
de azucar, licor sulfitico del procesamiento
del papel, suero lacteo, vinazas y residuos
lignoceluldsicos y amilaceos del agro.

El suero de leche considerado como subpro-
ducto de la industria lactea, es un fluido claro,
de color amarillo obtenido por la separacion
de coagulo de la leche total, crema o nata.
La composicién y el tipo de suero dependen
de los tipos de quesos fabricados y de los
procesos tecnolégicos empleados. El suero
lacteo dulce resulta del uso de enzimas tipo
Renina a un pH de 5.6; el suero lacteo acido
deriva de la acidificacién directa de la leche
a pH menores de 5.1.

La producciéon de queso &cidos (Ricotta o
Cottage) da lugar a la produccién de sueros
acidos de pH 5.0 -5.8. En muchos paises en
vias de desarrollo, el suero es descargado
en las fuentes de agua naturales provocan-
do un impacto ambiental negativo debido a
su elevado contenido de materia organica,
que alcanza una DBO5 de 30.000-50.000
mg/L #1528 En |a actualidad, la legislacion
prohibe el vertimiento directo del suero a los
cursos de agua sin un tratamiento previo,
que consiste principalmente en la remocion
de la lactosa y las proteinas. Sin embargo,
son justamente estos componentes los mas
valiosos en el momento de aprovechar el
suero lacteo como medio de cultivo para
fermentaciones industriales "1,

El proceso mas simple para la obtencion del
suero es el calentamiento para recuperar la
proteina del mismo como un concentrado
proteico insoluble, dando como resultado
un suero parcialmente desproteinizado. La
proteina lactea obtenida tiene muy variadas
aplicaciones, entre las cuales se citan la
fabricacién de sopas, condimentos para
ensaladas, pasta enriquecida con proteina,

helados, productos especiales dietéticos y
productos carnicos.

Se puede obtener lacté suero desprotei-
nizado a partir de leche y empleando el
sistema de ultra filtracion, obteniendo asi un
suero lacteo que se conoce con el nombre
del “permeado” B8l Los solidos totales del
suero lacteo estan formados, principalmen-
te, por lactosa, la cual representa un 4,8%
p/v, ademas de 0,9% p/v de proteina, 0,8%
p/v de minerales y menos de 0,05% p/v de
grasa 2% es por esto que el problema de la
utilizacion del suero lacteo es en esencia
el del uso de la lactosa, lo cual es también
cierto para el suero desproteinizado &', En
el Peru, se ha estimado la produccion de
suero para el ano 2006 en 25.258 toneladas
(Min. Agricultura).

El suero lacteo puede ser usado como ma-
teria prima apropiada para un amplio rango
de aplicaciones en la industria alimentaria,
farmacéutica y productora de biogas. Sin
embargo, la cantidad de suero lacteo pro-
cesado en el mundo es solo la mitad de la
produccién anual de suero en el mundo. Una
alternativa a los usos tradicionales del suero
es la produccion de proteinas monocelulares
(SCP) [3,4,5,6,8, 11, 24, 26, 32]_

Durante la fabricacion de SCP, el suero es
inoculado con levaduras seleccionadas de
los géneros Kluyveromyces y Candida. Los
contenidos de lactosa y lactato del suero
suministran nutrientes para que estos micro-
organismos puedan crecer apropiadamente
y producir proteinas. El producto final tiene
un alto contenido de proteinas, aproximada-
mente, 50%, el cual es de alto valor bioldgico
(85%). Luego de un pretratamiento puede ser
utilizado en nutricion humana y animal como
nutriente o suplemento alimenticio @ "1,

La factibilidad econémica de la produccién
comercial de levaduras forrajeras reside en
la disponibilidad de fuentes de Carbono de
bajo costo en volumenes significativos como
el suero lacteo de las cuencas lecheras de
Arequipa, Puno, Cusco, Huancayo y Caja-
marca y en el desarrollo optimizado de los
procesos fermentativos ['%,
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El objetivo del presente estudio fue establecer
y optimizar los parametros fermentativos para
la produccién de biomasa de Kluyveromyces
marxianus NRRL Y 1109 y una levadura na-
tiva Candida pseudotropicalis BT-UNMSM-6
en suero lacteo dulce crudo y desproteinizado
a nivel de planta piloto en reactores agitados,
basados en la medicion de El crecimiento:
Velocidad especifica de crecimiento (umax),y
el rendimiento celular Yx/s.

Il. MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Para la seleccion de levaduras a ser utili-
zadas en la fermentacion de suero lacteo
se trabajo con: Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1009, Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-2415 procedentes de la Northern
Regional Research Laboratories NRRL)
ARS-USDA; Kluyveromyces marxianus
BT-USM-54; Kluyveromyces lactis BT-
USM-81; ; Kluyveromyces thermotolerans
BT-USM-82; Candida curvata BT-USM-21;
C. curvata BT-USM-24; Candida pseudotro-
picalis BT-USM-6; Candida pseudotropicalis
BT-USM-9; Candida pseudotropicalis BT-
USM-84; Trichosporon beugelli BT-USM-
50; Trichosporon beugelli BT-USM-40 de
la coleccion de cultivos microbianos del
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia-UNMSM, mantenidos median-
te subcultivos periddicos, en agar nutricio
lactosado (YPL " y almacenado a 5 °C en
el agar inclinado.

Para los procesos de optimizacién de para-
metros de fermentacién sobre suero lacteo
total y suero desproteinizado, se utilizaron 2
cepas de levaduras forrajeras Kluyveromy-
ces marxianus NRRL-Y-1009, y Candida
pseudotropicalis BT UNMSM-6, selecciona-
dos en base a su rendimiento celular en los
experimentos preliminares.

Preparacion de inéculos para procesos
fermentativos

El indculo se prepard a través de dos ciclos
sucesivos de crecimiento de la levadura a
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30°C, utilizando el medio de Mawson %, En
el primer ciclo las levaduras se sembraron
con asa de platino en matraces Erlenmeyer
de 1000 mL con volumenes de trabajo de
100 mL y se incubaron durante 18 horas
utilizando un agitador rotario. Alicuotas de
20 mL de estos cultivos eran transferidas
a matraces erlenmeyer de 1 litro con volu-
menes de trabajo de 180 mL. Estas fueron
incubadas a 30 °C durante 18 horas, obte-
niéndose el indculo requerido para iniciar
la fermentacion.

El mosto de fermentacion se preparé me-
diante la suspensién de suero dulce en
polvo a razén de 45-50 g/L en agua desti-
lada (concentraciones correspondientes a
suero lacteo en su estado liquido natural) y
posterior desproteinizacion por precipitacion
acida siguiendo el método empleado por
Flores, A.!". Se ajusté el pH a 4,5 con acido
acético concentrado, seguido del tratamiento
térmico (96 °C/15 minutos).

La preparacion se mantuvo en reposo duran-
te 18 h, a temperatura ambiente y se filtrd
a través de papel Whatman N° 1. El filtrado
se diluy6 en agua destilada ¥, para ajustar
la concentracién de lactosa al 2,5% p/v y se
suplementd con sulfato de amonio y extracto
de levadura a las concentraciones de 0,2 y
0,1% p/v, respectivamente. El pH se reajusto
a 4,5 y luego se esterilizé en un autoclave
(121 °C/15 minutos).

Desarrollo del proceso de Fermentacion

Los cultivos se desarrollaron en tanques
agitados “CHEMAP” de 7 L operados con
volumenes de trabajo de 3 L a 30 °C. Los
procesos se iniciaron con un volumen de
indculo equivalente al 10% del volumen de
trabajo y con adicion de antiespumante Sig-
ma A-5633 estéril a una concentracién de 0,
40 mL/h. Durante el proceso se burbujeaba
aire estéril en forma continua con un flujo
de 1,475 volumenes de aire por volumen de
medio por minuto (VVM).

La determinacion de las variables opera-
cionales de fermentacion de suero lacteo
dulce desproteinizado, se efectud siguiendo
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un diseno estadistico factorial simplificado
de Taguchi ¥2 y el disefio de Chen " que
permitié evaluar la influencia de los niveles
de concentracion de lactosa en el suero
lacteo; Concentracion de (NH4)2S04, Con-
centracién de sales de Nitrégeno y Azufre; la
velocidad de agitacion (400-600-800 RPM)
y el flujo de aireacién (1.2 - 1.5 - 1.8 VVM)
sobre el rendimiento celular de las levadu-
ras seleccionadas desarrollados en cultivos
sumergidos en el fermentador “CHEMAP”,
AGCH-8604 de 7 L. De capacidad adaptados
con electrodos de Oxigeno, electrodos de pH
y sensores de pH, Temperatura, O? disuelto
a nivel de laboratorio, para su escalamiento
a reactores agitados.

Se fijaron como condiciones operativas un
volumen de trabajo de 5 L, Temperatura
30°C, pH 4.5; Presion de aire 1 Kg/cm?.
Los factores a evaluar fueron distribuidos
aleatoriamente [1020. 29, 301,

Posteriormente, se aplicé un disefio estadis-
tico ortogonal de la forma 3K con 3 niveles
de concentraciéon de Lactosa en suero (15-
25-35 g/L); Concentracion (NH,)2S0, (4-6-8
g/L) Concentracion de K,HPO, de (2-3-4 g/L);
Concentracion de extracto de levadura (0.5-
1.0 -1.5 g/L) en medio de Mawson 2'"'suple-
mentado con solucién de oligoelementos y
micronutrientes: CaCl,.2H,0 0.1 g/L; MgSo0,.
7 H,0; H,BO,; CuS0,.2 H,0 0.1 mg/L; FeCI3
.6 H,0 0.15 mg/L; ZnSO,. 7 H,0 0.15 mg/L.
Se aplico una presién de flujo de aire de 2
Kg/cm? y una sobre presion del reactor de
1 Kg/cm?2.

Evaluacion de la cinética de crecimiento
de las levaduras seleccionadas

La determinacién de los parametros cinéti-
cos y rendimiento celular de K. marxianus
NRRL-Y-1109y C. pseudotropicalis BT-UN-
MSM-6 fueron evaluadas por cultivo sumer-
gido en lote en un reactor agitado del 100 L
del laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia - UNMSM empleando los pa-
rametros operacionales optimizados sobre
suero lacteo desproteinizado y suero lacteo
total a nivel de matraces agitados.

Los indculos fueron preparados a partir de
cultivos desarrollados en Agar YPL y trans-
feridos a un matraz con 100 mL de suero
lacteo desproteinizado (medio de Moresi)
con una concentracion de Lactosa 20 g/L.,
(NH,),S0, 59/L K,HPO, 5 g/L; extracto de
levadura 2.5 g/i_), incubados a 30 °C con
agitacion constante (150 RPM) durante
8 horas y luego transferidos en alicuotas
de 10 mL a matraces Erlenmeyer con 100
mL del medio descrito o medio con suero
lacteo total, suplementado con solucién de
oligoelementos.

Los cultivos “semilleros” fueron incubados a
30 °C, con agitacién de 150 RPM, durante
8-9 h, hasta alcanzar una concentracion
celular de 1-2 x 107 células /mL en medio
de Mawson?® suplementado con solu-
cion de oligoelementos y micro nutrientes:
CaCl,.2H,0 0.1 g/L; MgS0,. 7 H,0; H,BO,;
CuS0,.2 H,0 0.1 mg/L; FeCl, .6 H,0 0.15
mg/L; ZnSO,. 7 H,0 0.15 mg/L.

Determinacion de la Biomasa de levadu-
ras forrajeras

Periédicamente, cada 2 horas, se tomaban
alicuotas (10 mL) por duplicado del cultivo
microbiano en crecimiento, las cuales se
centrifugaron (12.000 g/10 minutos). Los
sedimentos se lavaron 2 veces con agua
destilada; posteriormente, se secaron a
105°C hasta obtener peso constante.

Alternativamente, el peso seco (g/L) de la
biomasa de las levaduras en los procesos
fermentativos, fue determinado gravimétrica-
mente, filtrando 10 mL de cultivos a través
de filtros “Millipore” de 47 mm de diametro
y 0.43 micras (u) de porosidad, secados y
pesados en una balanza analitica. Los filtros
con las muestras secadas a 80°C por 6 horas
fueron pesados nuevamente para obtener el
peso seco por diferencia de pesos.

La velocidad especifica de crecimiento (ux)
fue determinada en el cultivo por lote du-
rante el crecimiento logaritmico aplicando

la formula: LnX , ~ LnX,

Mx_ TZ—T]
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Se determind el valor de la velocidad maxima
de crecimiento especifico (u, ) consideran-
do la grafica del logaritmo neperiano de la
concentracion celular con respecto al tiempo,
se determind la pendiente de la linea recta

correspondiente a la fase exponencial.

El rendimiento celular (Y ) fue determinado
considerando el peso seco de la biomasa
alcanzada al final de la fermentacién, de
acuerdo a la siguiente formula:

_ X2(g/L)—X1(g/L)
S, (g/)-S,(g/L)

X, _Peso seco al final de fermentacion.
X, = Peso seco al inicio de fermentacion.

S, = Concentracion inicial de substrato al
inicio de la fermentacion.

S, = Concentracion final de substrato al final
de la fermentacion.

Determinaciones analiticas

Determinacion del consumo de lactosa

Para la determinacién del consumo de lac-
tosa, los sobrenadantes fueron procesados
mediante el método calorimétrico de Miller 2!
utilizando Acido 3,5 Dinitrosalicilico. Y leidas
espectrofotométricamente a 570 nM.

Recuperacion de la biomasa

Alcanzada la fase estacionaria de crecimien-
to, todo el caldo de cultivo fue centrifugado
(12.000 g/15 minutos). El sedimento se lavd
dos veces con agua destilada y deshidraté
(55 °C/18 h) en una estufa “Memmert”. El
residuo seco se deposité en frascos cerrados
herméticamente y se almacend a 4°C.

Obtencion de los concentrados protei-
cos

Se prepararon dos tipos de concentrados
proteicos: C,) mediante extraccion alcalina
y subsiguiente precipitacion isoeléctrica © 7
%1, C,) por extraccion alcalina, fosforilacion
con trimetafosfato de sodio y precipitacion
isoeléctrical® 34,
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Analisis quimico de la biomasa y de los
concentrados protéicos

Se siguid la metodologia de Official Methods
of Analysis A.O.A.C. Internacional®¥ para
las determinaciones de humedad, proteina
cruda, cenizas, nitrégeno no proteico. La
proteina verdadera se determiné mediante
la diferencia entre el nitrégeno total y el ni-
trdgeno no proteico, la grasa por el método
de Soxhlet, carbohidratos por diferencia y los
acidos nucleicos segun el método empleado
por Michel et al. 4.

Analisis estadistico

Los datos experimentales de la cinética de
crecimiento de las levaduras fueron evalua-
dos estadisticamente ajustandose los valo-
res experimentales de la fase logaritmica de
crecimiento, aplicando una regresion lineal
por el método de los minimos cuadrados.

Para determinacion de las variables de la
fermentacion de suero lacteo desproteini-
zado y suero lacteo total, Se siguieron las
recomendaciones de Schroder, K.D, 19748,
Se aplico un disefo estadistico factorial sim-
plificadol'® 19 20. 31. 321 considerandose como
variables: Temperatura; pH, Concentracion
de sales de Nitrégeno y fosforo; Concentra-
cion de extracto de levadura; Concentracion
de Lactosa; velocidad de agitacion y flujo de
aireacion.

La optimizacioén de las variables del proceso
fue determinada usando la metodologia de
superficie de respuesta, aplicando un disefio
factorial simplificado. Se examinaron como
variables: Concentracion de Lactosa; Con-
centracion de sales de Nitrégeno y fosforo;
Concentracion de extracto de levadura; ve-
locidad de agitacion y flujo de aireacion.

La variable respuesta analizada fue el ren-
dimiento celular Y _de las levaduras selec-
cionadas; esta variable se analiz6 siguiendo
los pasos de la Metodologia de Superficie
de Respuesta (Nelofer, N, 2008) en los que
se incluye:

— Anadlisis de varianza. Se utilizd para
establecer si existen diferencias o no
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entre los tratamientos y también para
determinar la variabilidad debida al error
experimental.

— Anadlisis de la regresion. Para los efectos
lineales, cuadraticos y cruzados de los
factores que tuvieron influencia sobre la
variable respuesta.

— Establecimiento del modelo de regresion.
Para establecer el modelo de regresion
de la variable respuesta, se consideraron
los coeficientes de regresion estimados
en el andlisis de regresion.

— Analisis candnico de la superficie de res-
puesta. Para caracterizar la superficie en la
vecindad inmediata del punto estacionario,
determinar si este es un punto de respues-
ta maxima, minima o punto de silla.

— Analisis de Riegue. En caso tal que el
punto estacionario resultdé ser un punto
de silla, este analisis permitio estimar los
niveles de cada factor para obtener la
respuesta optima.

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de Kluyveromyces marxi-
anus en suero lacteo

La Tabla N.° 1, y la Figura N.° 1 muestran
un andlisis comparativo del crecimiento de
levaduras seleccionadas desarrolladas en
matraces agitados sobre caldo YPL. Se ob-
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Figura N2 1. Evaluacion y rendimiento celular
de la levadura seleccionada sobre suero lacteo
total y suero lacteo desproteinizado, en matra-
ces agitados. (T°=30 °C; pH=4.5; Vol=200 mL;

Agitacion=150RPM)

serva que las cepas de K. marxianus NRRL-
Y-1109 y K. marxianus -NRRL-Y-2415, pre-
sentan los mayores rendimientos celulares
Yx/s de 0.408 y 0.387 respectivamente, con
velocidades especificas de crecimiento px
de 0.36 hrs —1 y tiempos generacionales de
1.95 horas.

Las Figuras N.° 2 y 3 muestran una repre-
sentacion del rendimiento celular de K. mar-
xianus NRRL-Y-1109 en suero lacteo total
y suero lacteo desproteinizado en matraces
agitados; de acuerdo al método de superficie
de respuesta, en la superficie de respues-
ta, puede observarse que los parametros
6ptimos para un maximo rendimiento de
biomasa corresponden a Temperatura 30°C;
pH= 4.5; Concentracion de lactosa 20g/L;
(NH4)2S04 y K2HPO4 5 g/L; extracto de
levadura 5 g/L. Y una relacion de volumen
de medio/ volumen matraz Erlenmeyer de
50/1000 mL, alcanzando Yx/s= 0.365

[@0-0.05 @0.05-0.1 [0.1-0.15 [0.15-0.2 W0.2-0.25 [§0.25:0.3 @0.3-0.35 |

Figura N2 2. Evaluacion y rendimiento celular
de la levadura seleccionada sobre suero lacteo

total en matraces agitados. (T°=30 °C; pH=4.5;
Vol=200 mL; Agitacion=150RPM)

Ux, Yxis

Yx/s (glg)st

Ux (Hr-1)st

[mo-0.05 m0.05-0.1 0.1-0.15 [ 0.15-0.2 W0.2-0.25 [0.25-0.3 [ 0.3-0.35 |

Figura N2 3. Evaluacion y rendimiento celular
de la levadura seleccionada sobre suero lacteo

desproteinizado, en matraces agitados. (T°=30
°C; pH=4.5; Vol=200 mL; Agitacion=150RPM)
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Las Tabla N.° 2 y 3, muestran la evaluacion
de factores que influyen en el rendimiento
celular de k. marxianus NRRL-Y-1109 y C.
Pseudotropicalis BT-USM-6, en matraces
agitados con suero lacteo desproteinizado
(diseno factorial compuesto) observandose
en el experimento 13, Que los valores 6p-
timos corresponde a: una temperatura de
25°C; pH= 5.0- 5.5; Concentracién de sales
de Ny P 0.5%; extracto de levadura 0.10%;
Lactosa 20 g/L; con el cual se alcanza un
Yx/s 0.485 para C pseudotropicalis.

Las Tabla N.° 4 y 5, muestran la evaluacion
de factores que influyen en el rendimiento
celular de K. marxianus NRRL-Y-1109 en
tanques agitados con suero lacteo des-
proteinizado (disefno factorial compuesto);
observandose en el experimento 3 que
la concentracion de lactosa 15 g/L; Con-
centracion de Sales de Sulfato, Nitrégeno
de 7.5 g/L; Agitacién 600 RPM; Aireacion:
1.825 VVM, nos da una velocidad especi-
fica de crecimiento pX = 0.35 hrs =1 y un
rendimiento celular Yx/s = 0.425 vy para
y C. pseudotropicalis BT-USM-6, en el
experimento 10 Concentracidon de lactosa
15 g/L; Concentracién de Sales de Sulfato,
Nitrégeno de 7.5 g/L; Agitacion 600 RPM;
Aireacion : 1.825 VVM, nos da una velocidad
especifica de crecimiento uyX=0.35hrs -1y
un rendimiento celular Yx/s = 0.4275

La Tabla N.° 6, muestra el rendimiento de
biomasa, de acuerdo al disefio factorial
simplificado para la optimizacion de para-
metros de fermentacion de suero lacteo por
C. pseudotropicalis BT-USM-6 en tanques
agitados, alcanzando su mejor rendimiento
celular Yx/s = 0.48 con 25 g /L de Lactosa;
6 g/ L de sales de Nitrégeno y Azufre; Agi-
tacion de 600 RPM y un flujo de aireacion
de 1.52 VVM.

La Tabla N.° 7, nos permite observar la
evaluacion de parametros cinéticos de
crecimiento de K. marxianus NRRL-Y-1109
sobre suero lacteo desproteinizado en reac-
tor agitado con agitacion fijada en 600 RPM
y un flujo de aireacion de 1.52 VVM alcan-
zando su mejor rendimiento celular Yx/s =
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0.57 con 25 g/L de Lactosa; 6 g/L de sales
de Nitrégeno y Azufre; 2.5 g/L de extracto
de levadura.

La Tabla N.° 8, muestra la evaluacién de
parametros cinéticos de crecimiento de C.
Pseudotropicalis BT-USM-6 sobre suero
lacteo desproteinizado en reactor agitado
con agitacion fijada en 600 RPM y un flujo de
aireacion de 1.52 VVM alcanzando su mejor
rendimiento celular Yx/s = 0.54 con 25 g /L
de Lactosa; 6 g/L de sales de Nitrégeno y
Azufre; 1.5 g/L de extracto de levadura. El
grafico 4 representa la Cinética de creci-
miento de K. marxianus NRRL-Y-1109, de-
sarrollado en condiciones optimizadas sobre
suero lacteo desproteinizado. Obteniéndose
una velocidad especifica de crecimiento pX
= 0.305 -0.36 hrs—1; tiempo generacional
2.02-2.27 hrs y un rendimiento celular YX/s
=0.572

Los valores de rendimiento de biomasa vy
reduccion de los niveles de DQO y DBO
obtenidos sobre suero lacteo fueron con
comparativamente cercanos a los obtenidos
por; Ben-Hassan, R. M.; Ghaly, A. E.;1994;
quienes reportan rendimientos de biomasa
Yx/s de 0.40-0.45 (g/g) , utilizando levaduras
seleccionadas de Kluyveromyces marxianus,
Candida tropicales y Candida pseudotropi-
calis y una reduccion de los niveles de DQO
y DBO e 85-94% (por Beausejour, D. et al.;
1981; Ben-Hassan, R. M.; Ghaly, A. E. 1994;
Moeini M, 2004; Flores P. y col. 2008.

Los rendimientos en biomasa en relacién
con la lactosa consumida, oscilaron entre
0,38y 0,56 g/g. Es importante destacar que
los valores de los distintos parametros de
cultivo determinados en el presente estudio
guardan cierta similitud con los reportados
por otros autores, a pesar de que en algunos
casos las condiciones de operacién fueron
marcadamente diferentes. Vananuvat y Kin-
sella 4, utilizando tanques agitados reportan
valores agitacion de 300 RPM y 700 RPM
de pymax en el rango de 0,35 h—-1 y 0,44
h—1 para velocidades de respectivamente;
Castillo y Sanchez 1, empleando matraces
agitadas obtuvieron valores de pmax de 0,41
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h—1 a 35 °C, y determinaciones de pmax
entre 0,34y 0,62 h—1, al

C(1) Concentrado proteico por extraccion
Alcalina y precipitacion isoeléctrica.

C(2) Concentrado proteico por extraccion
alcalina, fosforilacion con trimetafosfato de
sodio y precipitacion isoeléctrica.

El analisis estadistico lleva a la optimizacion
del proceso con respecto al rendimiento
celular. Los niveles de los factores en los
cuales se obtiene un mayor rendimiento
celularY = 0.56 son: temperatura 30,0 °C,
pH 4,5, velocidad de agitacion 600 RPM y
tiempo de fermentacion 16 h.

Los valores de Concentraciéon de lactosa
(22.5 g/ L); Concentracion de sales de Fos-
fato y Nitrogeno (3-6 g/L) y Sulfatos (3.0
g/L), encontrados a través de este andlisis
coinciden con los sefialados en la literatura
en la produccién de levaduras alimenticias
(Bainotti y col;®; Beausejour, et al.;!*; Bers-
tein, et al.;(&); Mansour, et al. 2", Moeini
et al. ®¥ Moresi et al. 28; Vanavanut #2; sin
embargo, no hay concordancia entre la
velocidad de agitacion (300-400 RPM) y el
tiempo de fermentacion (16-20 hrs) indicado
entre estos autores.

Diversos investigadores [6 212428 34] han
sefialado con las mismas levaduras bajo
estudio, el uso de 300 RPM por un tiempo
de 20 a 24 hrs [521:24 hasta 400 RPM. x 10
hrs. Otros autores han indicado la utilizacion
de 120 RPM. x 24 hrs B4 hasta 175 RPM
x 18 hrs € con la levadura K. fragilis. Con
K. marxianus algunos autores reportan 400
RPM, sin considerar el tiempo de agitacién
utilizado "4y otros &7 - 1% sefialan 600
RPM x 14 hrs. Es de hacer notar que esta
variabilidad entre la velocidad de agitaciony
el tiempo de fermentacion utilizado depende
de la geometria del equipo empleado y del
coeficiente volumétrico de transferencia de
OXI’geno [4, 6, 26, 28, 34].

Cabe resaltar que en nuestra experiencia,
utilizando un diseno factorial simplificado, y
la metodologia de superficie de respuesta

metodologia de superficie de repuesta, he-
mos establecido como parametros éptimos
de produccion de biomasa de K. marxianus
NRRL-Y-1109 y C. Pseudotropicalis BT-
USM: temperatura 30 °C, pH 4,5, velocidad
de agitacion 600 RPM y tiempo de fermen-
tacion 16 hrs, concentracién de lactosa (22.5
g/L); concentracion de sales de Fosfato y
Nitrégeno (3-6 g/L) y Sulfatos (3.0 g/L); Flujo
de aireacién de 1.52 VVM

Se obtuvo un rendimiento promedio de: bio-
masa de 0,56 g/g lactosa, con K. marxianus
NRRL-Y-1109 y un rendimiento de biomasa
Yx/s 0.54 para Candida pseudotropicalis en
suero lacteo desproteinizado y diluido al 50%
y un rendimiento de biomasa de 0,425 g/g con
K. marxianus NRRL-Y-1109 y un rendimiento
Yx/s 0.38 para Candida pseudotropicalis en
suero lacteo crudo, un consumo de lactosa
del 98.25% y 94.45%, una concentracion
celular 12,75y 12.52 g/L, respectivamente,
al final de la fermentacién.

Preparacion y caracterizacion de los
concentrados proteicos

Para evitar la coprecipitacion de acidos nu-
cleicos a bajos valores de pH [, y debido a
que no se observaron grandes diferencias
en los valores de pH de minima solubilidad
de las proteinas, los concentrados precipita-
cion a pH 4. La composicion quimica de los
mismos se muestra en la Tabla N.° 10 para
ambos tratamientos.

Todos los parametros, a excepcion de la
humedady la proteina verdadera mostraron
diferencias significativas entre los tratamien-
tos estudiados (C,y C,). El contenido de ce-
nizas en C,resulto estadisticamente mayor
que en C,, como era de esperarse ya que
parte de la sal utilizada en la fosforilacion
proteica durante la elaboracién del concen-
trado C, queda remanente formando parte
del producto final. En cuanto al contenido de
grasa, este resultd significativamente mayor
en C1que en C,. Los valores obtenidos para
ambos concentrados se aproximan a 3,58%
y 4,1% (Berstein, 1977; Vanavanut, 1976;
Michel, 1989).
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IV. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demues-
tran que se puede obtener un concentrado
proteico a partir de biomasa microbiana
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109 y
C. pseudotropicalis BT-UNMSM-6 cultivadas
en suero lacteo desproteinizado. Los valores
de rendimiento y la concentracién celular
obtenidos fueron satisfactorios para estos
microorganismos.

celular Temperatura y el pH no influyen en
el rendimiento Yx/s.

Las condiciones operativas optimizadas para
fermentacion de suero lacteo crudo y des-
proteinizado por K. marxianus NRRL-Y-1109
y C. pseudotropicalis —-BT-UNMSM-6 son:
Temperatura de fermentacion 30 oC; pH: 4.5;
Concentracion de lactosa: 25 g/L, Extracto de
levadura: 1.5 g/L; K2HPO4: 6 g/L; (NH4)2SO4:
6 g/L; aireacion: 1.52 VVM; Agitacion: 600

] » RPM; Tiempo fermentacion: 14 hrs.
Los parametros de fermentacion de K.

marxianus NRRL-Y-1109 y C. pseudotro-
picalis BT-UNMSM-6 sobre suero lacteo:
Concentracion de lactosa, Concentracion
de sales de fosfato y Nitrogeno; extracto de
levadura; la agitaciéon (600-800 RPM) y el
flujo de aireacion (1.5 -1.8 VVM), tienen una
influencia significativa sobre el rendimiento
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TABLA N.21: EVALL,JACIO'N Y RENDIMIENTO CELULAR DE LA LEVADURA SELECCIONADAS
SOBRE SUERO LACTEO TOTAL Y SUERO LACTEO DESPROTEINIZADO, EN MATRACES
AGITADOS

(T°= 30 C; pH= 4.5; Vol= 200 mL; Agitacién= 150 RPM)

SUERO LACTEO

SUERO LACTEO TOTAL DESPROTEINIZADO

Microorganismo

Y
Ux (h Td (h Xs Ux (h Td (h Y /
(h7) (h) (/9 (h) (h) s (9/9)
Kuyveromyces marxianus
NRRL-Y-1109 0.32 2.16 0.345 0.315 2.2 0.33
Kuyveromyces fragilis NRRL-Y-2415 0.286 2.42 0.285 0.275 2.52 0.265
Kuyveromyces marxianus
BT-USM-54 0.252 2.75 0.26 0.258 2.68 0.248
Kuyveromyces lactis BT-USM-81 0.245 2.83 0.265 0.252 2.75 0.26
Kuyveromyces thermotolerans
BT-USM-82 0.215 3.22 0.22 0.224 3.09 0.23
Candida curvata BT-USM-21 0.263 2.64 0.224 0.272 2.45 0.241
Candida curvata BT-USM-24 0.168 4.13 0.115 0.126 5.74 0.108
Candida pseudotropicalis BT-USM-6 0.265 2.62 0.278 0.249 2.78 0.268
Candida pseudotropicalis BT-USM-84 0.244 2.84 0.255 0.192 3.61 0.225
Candida pseudotropicalis BT-USM-9 0.148 4.69 0.21 0.157 4.42 0.204
Trichosporum cutaneum
Beigelii BT-USM-50 0.229 3.03 0.268 0.243 2.85 0.256
Trichosporum cutaneum 0195 356 0195 0207  3.45 0.185

Beigelii BT-USM-50

44



Rev. Per. Quim. Ing. Quim. Vol. 11 N.° 1, 2008. Pags. 36-49

TABLA N.2 2: EVALUACION DE FACTORES QUE INFLUYEN EN EL RENDIMIENTO CELULAR
DE K. MARXIANUS NRRL-Y- 1109 EN MATRACES AGITADOS CON SUERO LACTEO
DESPROTEINIZADO (DISENO FACTORIAL COMPUESTO)

NIVEL DE FACTORES DE EVALUACION

EXPERIMENTO T (°C) pH SALES

NP GBI Lactosa gy "ENDMENTOCELULARX
1 30 5.0 0.50 0.05 20 46.0
2 35 5.0 0.50 0.05 30 37.0
3 25 55 0.25 0.05 30 30.0
4 35 55 0.25 0.05 20 39.0
5 25 5.0 0.50 0.05 30 315
6 35 5.0 0.50 0.05 20 46.5
7 25 55 0.50 0.05 20 485
8 35 55 0.50 0.05 30 38.0
9 25 5.0 0.25 0.10 30 33.0
10 35 5.0 0.25 0.10 20 425
1 25 55 0.25 0.10 20 48.0
12 35 55 0.25 0.10 30 41.0
13 25 5.0 0.50 0.10 20 485
14 35 5.0 0.50 0.10 30 42.0
15 25 55 0.50 0.10 30 33.0
16 35 55 0.50 0.10 20 452
17 30 5.25 0.375 0.075 25 415
18 20 5.25 0.375 0.075 25 425
19 40 5.25 0.375 0.075 25 30.5
20 30 5.0 0.375 0.075 25 38.0
21 30 55 0.25 0.075 25 315
22 30 55 0.75 0.075 25 456
23 30 55 0.375 0.10 25 325
24 30 55 0.375 0.15 25 425
25 30 55 0.375 0.075 15 46.5
26 30 55 0.375 0.075 35 32.0
11.5
" —y
10.5
T -
EI /
3 .. /
e:* ° //
R -
:
6.5
:

0 3 6 9 12 14 24
TIEMPO EN HORAS

Figura N2 4. Cinetica de crecimiento de K. marxianus NRRL-Y-
1109 en Suero Lacteo desproteinizado: Parametros optimizados.
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TABLA N.2 3: EVALUACION DE FACTORES QUE INFLUYEN EN EL RENDIMIENTO CELULAR
DE C. Pseudotropicalis EN MATRACES AGITADOS CON SUERO LACTEO DESPROTEINIZADO
(DISENO FACTORIAL COMPUESTO)

NIVEL DE FACTORES DE EVALUACION

EXPERIMENTO T(®C) pH SALES ., .y RENDIMIENTO CELULAR X
N.:/.V% v pry  LACTOSA (glL) 100Y . (g/g)
1 30 50 0.50 0.05 20 455
2 35 5.0 0.50 0.05 30 365
3 25 55 0.25 0.05 30 295
4 35 55 0.25 0.05 20 385
5 25 50 0.50 0.05 30 300
6 35 5.0 0.50 0.05 20 46.0
7 25 55 0.50 0.05 20 48.0
8 35 55 0.50 0.05 30 375
9 25 5.0 0.25 0.10 30 325
10 35 5.0 0.25 0.10 20 420
11 25 55 0.25 0.10 20 475
12 35 55 0.25 0.10 30 405
13 25 50 0.50 0.10 20 48.0
14 35 5.0 0.50 0.10 30 415
15 25 55 0.50 0.10 30 325
16 35 55 0.50 0.10 20 447
17 30 525 0375 0075 25 410
18 20 525 0375 0075 25 420
19 40 525 0375 0075 25 300
20 30 5.0 0375 0075 2 370
21 30 55 0.25 0.075 25 310
22 30 55 0.75 0.075 25 45.1
23 30 55 0375 040 25 320
24 30 55 0375 045 25 420
25 30 55 0375 0075 15 46.0
26 30 55  0.375 0.075 35 315

TABLA N.2 4: EVALUACION DE PARAMETRQS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE Kluyveromyces
marxianus NRRL y-1199 SOBRE SUERO LACTEO DULCE DESPROTEINIZADO EN REACTOR
AGITADO “CHEMAP”- DISENO DE TAGUCHI SIMPLIFICADO (Vol= 5 L; pH 4.5; T2 30 °C)

CONDICION
N.2 LngN:S' A E)E:ngrxllf:l\.n" AGITACION AEREACION !E;gg.’?.@ﬂ GENE:E:\\";gN AL RENDIMIENTO
EXPERIM @) SALES Y RPM V.V.M CRECIMI!ENTO (h BIOMASAY
LEVADURA Ux (h")
(g/L)
1 15 25 400 1.1436 0.305 2.27 0.305
2 15 5 600 1475 0.345 2.09 0.35
3 15 7.5 600 1.823 0.35 1.98 0.425
4 25 25 600 1.823 0.35 1.98 0.42
5 25 5 800 1.143 0.33 2.1 0.36
6 25 75 400 1.143 0.3 2.31 0.31
7 35 25 800 1475 0.35 1.98 0.36
8 35 5 600 1.143 0.295 2.35 0.31
9 35 7.5 400 1.823 0.285 2.45 0.3
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TABLA N.25: RENDIMIENTO DE BIOMASA, DISENO FACTORIAL SIMPLIFICADO PARA LA
OPTIMIZACION DE PARAMETROS DE FERMENTACION DE SUERO LACTEO con Candida
pseudotropicalis BT-USM-6 EN TANQUES (DISENO EXPERIMENTAL DE CHEN Y COL.)

LACTOSA CONSALES AEREACION AGITACION RESPUESTA

o
N.2EXPERIM. ™ 1) (glL) V.V.M RPM CELULAR (Y )

1 15 4 12 400 0.305
2 25 4 12 400 03

3 15 6 15 600 035
4 25 6 12 400 0.31

5 15 4 15 600 0.34
6 25 6 15 400 0.36
7 15 4 12 600 0.38
8 25 6 15 600 0.41

9 3 6 15 600 032
10 25 6 18 600 0475
11 3 8 15 600 035
12 25 6 18 800 046
13 3 8 18 600 0.365
14 2 6 15 800 048
15 3 8 18 800 0.38

TABLA N.2 6: EVALUACION DE PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE K. marxianus
NRRL-Y-1109 SOBRE SUERO LACTEO DULCE DESPROTEINIZADO EN REACTOR AGITADO
“CHEMAP” (Vol.= 5L; Agit.= 800 RPM; 1.52 V.V.M.)

LACTOSA  (NH,)SO, K,HPO, E.LEV. RENDIMIENTOY

N.¢ EXPERIM. (/L) (glL) {alL) (/L) L. X100
1 15 (12.8) 4 2 05 0.51
2 15 (12.75) 6 3 15 0.488
3 15(1.7) 8 4 25 0474
4 15(15.8) 4 3 25 048
5 25 (208) 4 3 25 0512
6 25 (20.45) 6 4 05 0541
7 25 (1) 8 2 15 0.57
8 25 (21.17) 6 3 15 0.56
9 35 (28.7) 4 4 15 0347
10 35 (128) 6 2 25 0.39
1 35 (31.25) 8 3 05 0.385
12 35 (34.48) 8 4 25 0.38
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TABLA N.2 7: EVALUACION DE PARAMETROS (;INETICOS DE CRECIMIENTO DE C.
pseudotropicalis BT-USM -6 1109 SOBRE SUERO LACTEO DULCE DESPROTEINIZADO EN
REACTOR AGITADO “CHEMAP” (Vol.= 5L; Agit.= 800 RPM; 1.52 V.V.M.)

N.2 EXPERIM. "Ag'I'SSA (N'("é}LS)°4 KHPO,(g/L)  E.LEV. (g/L) RE:\:ZI)'\(" :%';To

1 15 (128) 4 2 05 051

2 15 (12.75) 6 3 15 0485
3 15(15.7) 8 4 25 0475
4 15 (15.8) 4 3 25 0482
5 25 (20.8) 4 3 25 051

6 25 (20.45) 6 4 05 0.54
7 25 (1) 8 2 15 052
8 25 (21.17) 6 3 15 05

9 35 (28.7) 4 4 15 0347
10 35 (12.8) 6 2 25 0372
1 35 (31.25) 8 3 05 0.38
12 35 (34.48) 8 4 25 0378

TABLA N.2 8: COMPOSICION QUIMICA DE LOS CONCENTRADOS PROTEICOS DE K. mrxianus
NRRL -Y-1109 DE LA BIOCONVERSION DE LACTOSUERO

COMPONENTES
C, (% p/p) C,(% p/p)
Proteina Kjeldhal 72.35 71.10
Nitrégeno no Proteico (NNP) 0.95 0.65
Humedad 6.75 6.12
Proteina verdadera 65.75 61.45
Cenizas 4.50 12.78
Grasa 5.45 3.65
Carbohidratos 8.15 4.35
ARN 4.65 3.15
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