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RESUMEN

Se obtuvo y purificó biomasa de la cepa 
comercial Candida utilis ATCC 9256 como 
inóculo para utilizarla en alimentos para 
consumo humano, a partir de melaza como 
sustrato, enriquecida con nitrógeno y vitami-
nas. Para determinar el mejor tratamiento y 
lograr el mayor rendimiento, se usó un dise-
ño factorial 2X2 (2 y 4° Brix de concentración 
de azúcares y 10 y 15 ml de inóculo) incuba-
do a 30º C durante 2 horas a 200 rpm para 
determinar el tratamiento con mejor rendi-
miento. El mayor rendimiento de biomasa lo 
presentó el tratamiento de 15 ml de inóculo 
y 2º Brix con 13.8 g l-1 en base seca. A la bio-
masa se le determinaron proteínas, lípidos 
y carbohidratos (métodos de Kjeldahl, Sox-
hlet y, Eynon y Lane, respectivamente), así 
como humedad por el método de calenta-
miento en estufa. Para reducir la cantidad 
de ácidos nucleicos la biomasa obtenida 
se purificó usando un tratamiento químico 
con hClO4. Los resultados del análisis bro-
matológico de la biomasa fueron: 57.2 % de 
proteína, 7.0 % de lípidos y 10.9 % de car-
bohidratos, los cuales se compararon con 
el contenido nutrimental de leche, carne y 
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huevos, encontrando que la biomasa tiene 
más aporte proteico. También se evidenció 
disminución significativa (p < 0.05) del con-
tenido de ácidos nucleicos, lo que permite 
considerar su uso en el enriquecimiento de 
alimentos para consumo humano. 

ABSTRACT

Biomass of the commercial strain of 
Candida utilis ATCC 9256 was obtained and 
purified and used as inoculum to elaborate 
food for human consumption, from molasses 
as substrate, enriched with nitrogen and 
vitamins. To determine the best treatment and 
achieve a better performance, a factorial 
design 2X2 was used (2 to 4° Brix concentration 
of sugars, 10 and 15 ml of inoculum) incubated 
at 30° C for 2 hours at 200 rpm to determine 
the treatment with the best performance. The 
highest biomass yield was obtained by the 
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treatment of 15 ml of inoculum and 2° Brix to 
13.8 g l-1 dry weight. The biomass was analyzed 
for protein, lipids and carbohydrates (Kjeldahl 
methods, Soxhlet and Eynon and Lane, 
respectively) and moisture by oven heating 
method. To reduce the amount of nucleic 
acids the obtained biomass was purified 
using a chemical treatment with HClO4.  The 
results of compositional analysis of biomass 
were: 57.2 % protein, 7.0 % lipids and 10.9 % 
carbohydrates, which were compared with 
the nutrient content of milk, meat and eggs, 
finding that the biomass has more protein 
intake. Also the nucleic acids content showed 
a significant decrease (p < 0.05), which allows 
us to consider its use in food enrichment for 
human consumption. 

KEY WORDS: Single cell protein, 
molasse, nucleic acids.

INTRODUCCIóN

Debido al incremento de la población 
mundial es necesario aumentar la calidad 
de los alimentos consumidos, por tal razón 
existen estudios orientados a encontrar nue-
vas fuentes proteicas. Las proteínas para 
consumo humano se obtienen principal-
mente de animales y algunos vegetales 
como los cereales (Díaz y Gualtieri, 2003).

Como alternativa de fuente proteica se 
considera a la proteína unicelular; que es 
la biomasa microbiana obtenida de algas, 
bacterias, levaduras y hongos filamentosos, 

cultivados en condiciones fermentativas 
apropiadas y controladas que garanticen 
una adecuada tasa de crecimiento, por 
medio del aprovechamiento de sustratos 
de bajo costo, compuestos o enriquecidos 
con carbono, nitrógeno y fósforo (Chacón, 
2004). 

Las fuentes proteicas no convencionales 
se pueden obtener de una gran variedad 
de microorganismos  que contienen una 
elevada concentración de proteínas en su 
composición y son capaces de reproducir-
se en medios muy variados (Pedraza, 2000).  
La producción de proteína unicelular tiene 
importantes ventajas sobre otros recursos 
proteicos, tales como el corto tiempo de 
producción y que no altera las condiciones 
del ambiente (Chacón, 2004). 

Entre los sustratos para la producción de 
biomasa en que pueden reproducirse los 
microorganismos se encuentran algunos 
desechos agroindustriales ricos en carbohi-
dratos  (Ferrer et al., 2004), tales como  los 
extractos obtenidos de desechos de hojas 
de col o repollo (Brassica oleracea L.), que 
mostraron ser excelentes para el desarrollo 
de Candida utilis, Kluyveromyces marxianus 
y Saccharomices cerevisiae (Choi and Park, 
2003). También los hidrolizados de residuos 
de madera de Eucalyptus globulus Labill. 
han permitido la reproducción de C. utilis 
obteniendo hasta un 88 % de proteína (Pa-
rajó et al., 2000).  Por otra parte la cachaza, 
el bagazo y la melaza, se han usado como 
sustratos para el crecimiento de microor-
ganismos (Ferrer et al., 2004). La melaza, es 
considerada el sustrato más relevante en la 
elaboración de medios de cultivo a partir 
de residuos agroindustriales para la produc-
ción de proteína unicelular debido a que es 
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un residuo de bajo costo que se genera en 
gran cantidad (Ramos et al., 2000).

Las características organolépticas y funcio-
nales de la biomasa microbiana no siempre 
han sido atractivas para los consumidores y 
por lo tanto tampoco para la industria ali-
mentaria.  Sin embargo, recientemente los 
avances en las tecnologías de fermenta-
ción y la ingeniería genética han permitido 
retomar su producción (García et al., 2004) 
y aunque desde hace décadas se propuso 
su uso, se encontraron inconvenientes rela-
cionados con la seguridad de su consumo, 
tales como el alto contenido de ácidos nu-
cleicos (4-6 % en algas, 6-10 % en levadu-
ras, 2.5-6 % en hongos) cuya acumulación 
en el organismo es dañina para la salud, la 
presencia de sustancias tóxicas adsorbidas 
de los sustratos que se utilizan para la ob-
tención de la biomasa, además la digestión 
lenta de las células microbianas en el tracto 
digestivo pueden causar indigestión y reac-
ciones alérgicas (Curiel y González, 2008). 
Sin embargo, en este trabajo se plantea el 
potencial de la biomasa microbiana como 
un aditivo proteico, una vez que se ha so-
metido a un proceso de purificación para 
disminuir la cantidad de ácidos nucleicos, 
con el propósito de obtener biomasa de 
Candida utilis a partir de melaza y disminuir 
su contenido de ácidos nucleicos, así como 
comparar su composición química con la 
de alimentos convencionales.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó la revitalización de la cepa 
comercial de Candida utilis ATCC 5296, de 
acuerdo a las técnicas tradicionales en mi-
crobiología para el aislamiento de microor-
ganismos (Koneman et al., 1983). Se inoculó 
en tubos con 10 ml de caldo extracto de 
malta, los cuales se incubaron a 27° C duran-
te 24 horas. Posteriormente, la levadura se 
resembró en tubos con Papa Dextrosa Agar 
y se incubaron durante 24 horas a 27° C.

El medio de cultivo se preparó con 30 g. de 
melaza y se disolvieron en 1 L de agua po-
table hasta obtener una solución de 2° Brix, 
medidos con sacarímetro marca Robsan®. 
Simultáneamente se preparó un medio de 
cultivo con 4° Brix utilizando 60 g. de melaza 
disuelta en 1 L de agua potable. A las solu-
ciones anteriores se les agregaron 3 g. de 
urea (CO(Nh2)2) marca Fermont®, 2 g de 
fosfato ácido de potasio (Kh2PO4) marca 
Fermont® y 1.3 g de extracto de malta mar-
ca Difco®, todos los reactivos usados fueron 
de grado analítico. Ambos medios enrique-
cidos (de 2 y 4º Brix), se esterilizaron a 121 
°C durante 15 minutos en autoclave marca 
Sterilizer SM200®.

Para la preparación del inóculo, se utilizó 
un cultivo de C. utilis de 5 días para inocular 
matraces de 250 ml con 40 ml del sustrato 
a 2 y 4° Brix respectivamente. El inóculo se 
mantuvo en fermentación con agitación 
mecánica a 200 rpm durante 20 horas a 30° 
C en una incubadora con agitación marca 
IKA KS 4000®. Transcurridas las 20 horas se 
inocularon cuatro matraces de 1 L con 180 
ml de sustrato (dos a 2° Brix y dos a 4 °Brix), 
tomando 5 ml del inóculo anterior con una 
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concentración de 3x108 UFC/ml, de acuer-
do al nefelómetro de McFarland (Díaz et al., 
1999), se incubaron con las mismas condi-
ciones del procedimiento anterior. 

Una vez acondicionada la levadura y trans-
curridas las 20 horas de incubación, para 
obtener la fermentación aeróbica, se ino-
cularon 5 matraces con 200 ml del sustra-
to de melaza a 2 y 4° Brix respectivamente, 
tomando en cuenta dos variables del volu-
men de inóculo, 10 y 15 ml de solución del 
matraz con 180 ml, para cada uno de ellos, 
considerando las mismas condiciones de in-
cubación, agitación mecánica, durante 20 
horas a 30° C, en el equipo IKA KS 4000®.

La curva de crecimiento celular de C. utilis 
se realizó a partir de la medición de la den-
sidad óptica, del sustrato inoculado en es-
pectrofotómetro Genesis UV 10®, a 600 nm 
cada hora durante 20 horas (Becker et al., 
1999). 

Al concluir el tiempo de fermentación de los 
matraces inoculados con 200 ml, la mezcla 
obtenida se centrifugó a 3000 rpm durante 
10 minutos a 30°C en una centrífuga marca 
Thermo Scientific IEC® y finalmente se sepa-
ró y se obtuvo  la biomasa del sustrato por 
decantación. 

El rendimiento en base húmeda se obtuvo 
por diferencia de pesos. Se procedió de la 
misma manera para obtener el rendimiento 
en base seca, con un previo secado a 44° C 
en estufa de convección marca Lindberg/
blue modelo UT150® hasta obtener un peso 
constante. 

A la biomasa obtenida se le determinó la 
cantidad de proteínas, lípidos, carbohidra-

tos y humedad por los métodos de Kjeldahl, 
Soxhlet, Eynon y Lane y calentamiento en 
estufa de aire  respectivamente (AOAC, 
1990).

Para la reducción de ácidos nucleicos, la 
biomasa de C. utilis se sometió a un trata-
miento con hClO4 marca Fermont® en ca-
liente (Otero et al., 2000). Se llevó a cabo 
una lisis celular utilizando el equipo Vortex 
Thermolyne® durante tres minutos y centri-
fugando durante cinco minutos a 3000 rpm 
para cada lavado, separando y recopilan-
do el sobrenadante resultante. Para elimi-
nar el exceso de hClO4 de la biomasa se 
realizaron 3 lavados con agua destilada, 
centrifugando y eliminando el sobrenadan-
te de la misma manera.

A la biomasa purificada con HClO4 se le ex-
trajo el ADN (Sambrook y Russell, 2001), uti-
lizando 100 µl del reactivo PrepMan marca 
Applied Biosystems®, para posteriormente 
cuantificar la cantidad de ácidos nucleicos 
obtenidos de la precipitación de ADN. En el 
protocolo se utilizaron los siguientes reacti-
vos: buffer TAE 1X marca Ambion®, acetato 
de sodio 3 M marca Sigma®, e isopropanol 
marca Sigma®. La concentración de ADN se 
determinó a partir de la absorbancia medi-
da en un espectrofotómetro marca Génesis 
10UV®, a una longitud de onda de 260 nm 
para obtener la cantidad en μg ml-1 de ADN 
en la muestra mediante la fórmula: Concen-
tración de ADN (µg ml-1)= 50 µg ml-1 x DO260 
x factor de dilución.  Donde: DO= Es la densi-
dad óptica a 260 nm. Constante 1 densidad 
óptica a 260 nm = 50 µg ml-1 de ADN.
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RESULTADOS Y DISCUSIóN

Con las condiciones para la producción 
de biomasa de C. utilis, en el sustrato con 2° 
Brix de concentración inoculado con 15 ml 
del pie de cuba, se obtuvieron 13.8 g l-1 de 
biomasa en base seca, mientras que en el 
sustrato con 4° Brix con 10 ml de inóculo se 
obtuvieron 5.92 g l-1 en base seca (Cuadro 
1). Por lo tanto, el tratamiento de 15 ml del 
pie de cuba, inoculados a un sustrato con 
2° Brix, fueron las condiciones que se usaron 
para la producción de biomasa.

Se realizó la cinética de crecimiento de la le-
vadura. La curva de crecimiento de C. utilis 
se ajustó con el programa DMFit (Baranyi et 
al., 1993). La fase de latencia es  menor a 
una hora, tiempo en que inició el crecimien-
to exponencial y se alcanzó un crecimiento 
máximo a las nueve horas, tiempo en que 
inició la fase estacionaria (Figura  1). La du-
ración de la fase exponencial en la cinética 
de crecimiento de C. utilis, es similar a traba-
jos con un crecimiento máximo de C. utilis 
de 8 horas (Gualtieri et al., 2007). De acuer-

Cuadro 1. Comparación del rendimiento 
de biomasa obtenido a 2 y 4° Brix.

do a estos resultados y en las condiciones 
en el que se desarrolló este trabajo, se re-
comienda que para obtener biomasa de C. 
utilis, son suficientes 9 horas de fermentación 
aeróbica. Ya que se obtuvieron 13.8 g l-1 en 
base seca y 19.78 g l-1 en base húmeda.

Figura 1. Curva de crecimiento de cepas de 
Candida utilis, para la elaboración de sustrato 

como complemento alimenticio

Los resultados indican diferencia en el rendi-
miento en base seca de los análisis broma-
tológicos de la biomasa obtenida,  compa-
rados con reportes previos utilizando como 
sustrato café así como la melaza (Cuadro 
2). La cantidad de nutrientes en la biomasa 
indican que con la utilización de melaza en 
el presente trabajo se obtienen mejores ren-
dimientos que los reportados con otros tra-
bajos al hacer la comparaciones con otros 
alimentos convencionales (Cuadro 3). 

La biomasa seca y la biomasa húmeda se tra-
taron con hClO4, cuantificando el ADN antes 
y después del tratamiento y se presentan las 
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comparaciones con otros alimentos como hue-
vo, leche y carne en cuanto a contenido de 
proteínas, lípidos y carbohidratos (Cuadro 4). 

En este trabajo se obtuvieron 13.8 g l-1 en base 
seca de biomasa de C. utilis. Esta cantidad es 
mayor que la reportada al utilizar extracto de 
café enriquecido con sales nutritivas, con el 
cual se obtuvieron 10 g l-1 de biomasa (Gual-
tieri et al., 2007) y al utilizar melaza como 
sustrato, obteniendo 2.96 g l-1 (hernández, 
2009). Asimismo, se confirmó que las levadu-
ras contienen más del 40%  de proteínas (Gu-
tiérrez Ramírez y Gómez Rave, 2008), lo que 
se considera adecuado para el consumo de 
estos microorganismos (Nigan, 2000).

El análisis bromatológico indicó un elevado 
contenido de proteínas en relación con los 
otros macronutrientes presentes en la bio-
masa de C. utilis, el cual se comparó con las 
cantidades presentes en algunos alimentos 
convencionales (Forschungsanstalt y Mün-
chen, 1991), se encontró que el contenido 
de proteína en la biomasa es mayor que el 
de la leche, la carne y el huevo. Los lípidos 
se encuentran en menor cantidad que en la 
carne y el huevo, pero en mayor cantidad 
que en la leche. El contenido de carbohi-

dratos es mayor que el del huevo, la leche 
y la carne. El consumo de esta proteína es 
adecuado para la población en general, sin 
embargo, las personas con problemas para 
la utilización de la glucosa, deberán con-
siderar el aporte de carbohidratos en este 
producto. Estos resultados sugieren que la 
biomasa de C. utilis podría emplearse para 
enriquecer el aporte nutricional de alimen-
tos para consumo humano, después de un 
proceso de purificación de la biomasa.

Cuadro 2. Cantidad de biomasa en peso 
seco reportada por diferentes autores. 

Cuadro 4. Contenido de macronutrientes 
en biomasa de  nutrimental de la biomasa 
de Candida utilis y algunos alimentos 

convencionales.

Cuadro 3. Análisis bromatológico de la 
biomasa de Candida utilis.
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Cuadro 5. Contenido de DNA en las muestras de biomasa de Candida utilis.

Al cuantificar los ácidos nucleicos se observó 
que la reducción de ADN de la biomasa fue 
mayor en la muestra seca (78.97 %) que en 
la muestra húmeda (61.69 %). Sin embargo, 
a pesar de haber un mayor porcentaje de 
reducción de ácidos nucleicos (PRAN) y en 
el porcentaje de proteína recuperada (PPR) 
(90.66 %) en la biomasa seca, después del 
tratamiento, cabe resaltar que la cantidad 
de ADN final es menor en la biomasa húme-
da purificada (0.072 g ml-1 g-1 de biomasa) 
con un alto grado de recuperación (91.9 %). 
El contenido final de ácidos nucleicos, hace 
comparable a la biomasa obtenida con 
otros alimentos (Forschungsanstalt y Mün-
chen, 1991). La estimación de la cantidad 
de ácidos nucleicos presentes en la bio-
masa obtenida se llevó a cabo a partir del 
porcentaje de purinas considerando el por-
centaje de proteína recuperada (Cuadro 5), 
debido a que se les atribuye un efecto no-
civo cuando se consumen en exceso en los 
alimentos, ocasionando la acumulación de 
ácido úrico (Mathews et al., 2002). 

Tomando como base a la cantidad de 
ADN reportado en esta investigación para 
la biomasa de C. utilis purificada, la FAO 
recomienda una ingesta de 2 g por día de 
ácidos nucleicos (FAO/UNICEF, 1970), in-
cluyendo el aporte de ácidos nucleicos de 
otros alimentos convencionales. Por lo an-
terior, se sugiere que el uso de la biomasa 
en la elaboración de alimentos para consu-
mo humano sea menor de 28 g diarios, que 
equivale a 13.9 g de proteína verdadera.

CONCLUSIóN 

La melaza constituye un sustrato adecua-
do para el crecimiento celular de C. utilis. La 
disminución en la concentración de ácidos 
nucleicos, por medio de la purificación rea-
lizada a la biomasa producida, el alto ren-
dimiento en un periodo corto de tiempo y 
el valor nutritivo de la misma, permiten  re-
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comendar su utilización como complemen-
to proteico en la alimentación humana. 
Además, constituye una alternativa para 
el aprovechamiento de residuos agroindus-
triales.
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