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PRODUCCION DE BIOMASA DE Candida utilis
(HENNEBERG) A PARTIR DE MELAZA

BIOMASS PRODUCTION OF Candida ufilis (HENNEBERG) LODDER &
KREGER FROM MOLASSES

Maria Luisa Carrillo Inungaray, Mayra Aguilar Zarate, Jorge Enrique Wong Paz, Diana
Beatriz Muhiz Mdarquez.
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Se obtuvo y purificd biomasa de la cepa
comercial Candida utilis ATCC 9256 como
indculo para utilizarla en alimentos para
consumo humano, a partir de melaza como
sustrato, enriquecida con nitrégeno y vitami-
nas. Para determinar el mejor fratamiento y
lograr el mayor rendimiento, se usé un dise-
no factorial 2X2 (2 y 4° Brix de concentracion
de azucaresy 10y 15 ml de indculo) incuba-
do a 30° C durante 2 horas a 200 rom para
determinar el fratamiento con mejor rendi-
miento. El mayor rendimiento de biomasa lo
presentd el fratamiento de 15 ml de inéculo
y 2° Brix con 13.8 g I'! en base seca. A la bio-
masa se le determinaron proteinas, lipidos
y carbohidratos (métodos de Kjeldahl, Sox-
hlet y, Eynon y Lane, respectivamente), asi
como humedad por el método de calenta-
miento en estufa. Para reducir la canfidad
de dcidos nucleicos la biomasa obtenida
se purificd usando un tratamiento quimico
con HCIOy. Los resultados del andlisis bro-
matoldgico de la biomasa fueron: 57.2 % de
proteina, 7.0 % de lipidos y 10.9 % de car-
bohidratos, los cuales se compararon con
el contenido nutrimental de leche, carne y

Fecha de aceptacion 26 de Noviembre 2010

huevos, encontrando que la biomasa tiene
mds aporte proteico. También se evidencid
disminucién significativa (p < 0.05) del con-
tenido de dcidos nucleicos, lo que permite
considerar su uso en el enriguecimiento de
alimentos para consumo humano.

PALABRAS CLAVE: Proteina
unicelular, melaza, dcidos nucleicos.

Biomoss of the commercial strain of
Candida ufilis ATCC 9256 was obtained and
purified and used as inoculum fo elaborate
food for human consumption, from molasses
as substrate, enriched with nitrogen and
vitamins. To defermine the best freatment and
achieve a better performance, a factorial
design 2X2 was used (2 fo 4° Brix concentration
of sugars, 10 and 15 ml of inoculum) incubated
at 30° C for 2 hours at 200 rom to determine
the freatment with the best performance. The
highest biomass yield was obtained by the
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freatment of 15 ml of inoculum and 2° Brix fo
13.8 g1 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 tfreatment with HCIO,4. 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 consumpftion.

KEY WORDS: Single cell protein,

molasse, nucleic acids.

INTRODUCCIéN-

Debido al incremento de la poblacién
mundial es necesario aumentar la calidad
de los alimentos consumidos, por tal razén
existen estudios orientfados a enconfrar nue-
vas fuentes proteicas. Las proteinas para
consumo humano se obtienen principal-
menfe de animales y algunos vegetales
como los cereales (Diaz y Gualtieri, 2003).

Como alternativa de fuente protfeica se
considera a la proteina unicelular; que es
la biomasa microbiana obtenida de algas,
bacterias, levaduras y hongos flamentosos,

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, nitrégeno vy fésforo (Chacén,
2004).

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

Entre los sustratos para la produccién 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 reproduccién de C. utilis
obteniendo hasta un 88 % de proteina (Pa-
rajé 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 mds relevante en la
elaboracién de medios de cultivo a partir
de residuos agroindustriales para la produc-
cion de proteina 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 caracteristicas organolépticas y funcio-
nales de la biomasa microbiana no siempre
han sido afractivas para los consumidores y
por lo tanto tfampoco para la industria ali-
mentaria. Sin embargo, recientemente los
avances en las tecnologias de fermenta-
cion y la ingenieria genética han permitido
refomar su produccién (Garcia 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 dcidos nu-
cleicos (4-6 % en algas, 6-10 % en levadu-
ras, 2.5-6 % en hongos) cuya acumulacion
en el organismo es danina para la salud, la
presencia de sustancias téxicas adsorbidas
de los sustratos que se utilizan para la ob-
tencién de la biomasa, ademds la digestion
lenta de las células microbianas en el tracto
digestivo pueden causar indigestion y reac-
ciones alérgicas (Curiel y Gonzdlez, 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 purificacién para
disminuir la cantidad de dcidos nucleicos,
con el propdsito de obtener biomasa de
Candida utilis a partir de melaza y disminuir
su confenido de dcidos nucleicos, asi como
comparar su composicion quimica con la
de alimentos convencionales.

MATERIALES Y METODOS-

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

El medio de cultivo se prepard con 30 g. de
melaza y se disolvieron en 1 L de agua po-
table hasta obtener una solucién de 2° Brix,
medidos con sacarimetro marca Robsan®.
Simultdneamente se prepard 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(NH,)o) marca Fermont®, 2 g de
fosfato dcido de potasio (KH,PO4) marca
Fermont®y 1.3 g de extracto de malta mar-
ca Difco®, todos los reactivos usados fueron
de grado analitico. Ambos medios enrique-
cidos (de 2 y 4° Brix), se esterilizaron a 121
°C durante 15 minutos en autoclave marca
Sterilizer SM2009.

Para la preparaciéon del inéculo, se utilizd
un cultivo de C. utilis de 5 dias para inocular
maftraces de 250 ml con 40 ml del sustrato
a 2y 4° Brix respectivamente. El inéculo se
mantuvo en fermentacién con agitaciéon
mecdnica a 200 rom durante 20 horas a 30°
C en una incubadora con agitacién marca
IKA KS 4000®. Transcurridas las 20 horas se
inocularon cuafro matraces de 1 L con 180
ml de sustrato (dos a 2° Brix y dos a 4 °Brix),
tomando 5 ml del indculo anterior con una
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concentracién de 3x108 UFC/mI, de acuer-
do al nefelbmetro de McFarland (Diaz et al.,
1999)., se incubaron con las mismas condi-
ciones del procedimiento anterior.

Una vez acondicionada la levadura y tfrans-
curridas las 20 horas de incubacion, para
obtener la fermentacién aerdbica, 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 inéculo, 10 y 15 ml de solucién del
maftraz con 180 ml, para cada uno de ellos,
considerando las mismas condiciones de in-
cubacion, agitacion mecdnica, durante 20
horas a 30° C, en el equipo IKA KS 4000®.

La curva de crecimiento celular de C. ufilis
se realizdé a partir de la medicién de la den-
sidad oOptica, del sustrato inoculado en es-
pectrofotémetro Genesis UV 10®, a 600 nm
cada hora durante 20 horas (Becker et al.,
1999).

Al concluir el tiempo de fermentacién de los
matraces inoculados con 200 ml, la mezcla
obtenida se centrifugd a 3000 rom durante
10 minutos a 30°C en una centrifuga marca
Thermo Scientific IEC® y finalmente se sepa-
ré y se obtuvo la biomasa del sustrato por
decantacion.

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

A la biomasa obtenida se le determind la
cantidad de proteinas, lipidos, carbohidra-

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

Para la reduccion de dcidos nucleicos, la
biomasa de C. utilis se sometid a un trata-
miento con HCIO,4 marca Fermont® en ca-
liente (Otero et al., 2000). Se llevd a cabo
una lisis celular utilizando el equipo Vortex
Thermolyne® durante tres minutos y centri-
fugando durante cinco minutos a 3000 rom
para cada lavado, separando y recopilan-
do el sobrenadante resultante. Para elimi-
nar el exceso de HCIO, de la biomasa se
realizaron 3 lavados con agua destilada,
cenfrifugando y eliminando el sobrenadan-
fe de la misma manera.

A la biomasa purificada con HCIO, se le ex-
frajo el ADN (Sambrook y Russell, 2001), uti-
lizando 100 ul del reactivo PrepMan marca
Applied Biosystems®, para posteriormente
cuantificar la cantidad de dcidos nucleicos
obtenidos de la precipitacion 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 concentracion de ADN se
determind a partir de la absorbancia medi-
da en un espectrofotémetro marca Génesis
10UV®, a una longitud de onda de 260 nm
para obtener la cantidad en ug mi-' de ADN
en la muestra mediante la férmula: Concen-
tracién de ADN (ug ml-1)= 50 pg ml! x DOo¢q
x factor de dilucion. Donde: DO= Es la densi-
dad éptica a 260 nm. Constante 1 densidad
Optica a 260 nm = 50 ug ml-! de ADN.
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RESULTADOS Y DISCUSIéN.

Con las condiciones para la produccidn
de biomasa de C. ufilis, en el sustrato con 2°
Brix de concentraciéon inoculado con 15 ml
del pie de cuba, se obtuvieron 13.8 g I-! de
biomasa en base seca, mienfras que en el
sustrato con 4° Brix con 10 ml de indculo se
obtuvieron 5.92 g I en base seca (Cuadro
1). Por lo tanto, el fratamiento de 15 ml del
pie de cuba, inoculados a un susfrato con
2° Brix, fueron las condiciones que se usaron
para la produccién de biomasa.

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

Variable enel  Volumen del Rendimiento (g/I)

sustrato in6éculo (ml) Biomasa Biomasa seca

HOmeda

12
19.7
8

15.2

Se redlizé la cinética de crecimiento de la le-
vadura. La curva de crecimiento de C. utilis
se ajustd con el programa DMFit (Baranyi et
al., 1993). La fase de latencia es menor a
una hora, tiempo en que inicid el crecimien-
to exponencial y se alcanzd un crecimiento
mdximo a las nueve horas, tiempo en que
inicié la fase estacionaria (Figura 1). La du-
racién de la fase exponencial en la cinética
de crecimiento de C. utilis, es similar a trabao-
jos con un crecimiento méximo de C. utilis
de 8 horas (Gualtieri et al., 2007). De acuer-

do a estos resultados y en las condiciones
en el que se desarrollé este trabajo, se re-
comienda que para obtener biomasa de C.
utilis, son suficientes 9 horas de fermentacion
aerdbica. Ya que se obtuvieron 13.8 g I-1 en
base secay 19.78 g I en base humeda.

0 15
Tiempo (h)

Figura 1. Curva de crecimiento de cepas de
Candida utilis, para la elaboracién de sustrato
como complemento alimenticio

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

La biomasa seca y la biomasa hUmeda se tra-
taron con HCIO,4, cuantificando el ADN antes
y después del tfratamiento y se presentan las
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comparaciones con otros alimentos como hue-
Vo, leche y carme en cuanto a contenido de
proteinas, lipidos y carbohidratos (Cuadro 4).

En este frabajo se obtuvieron 13.8 glI-1 en base
seca de biomasa de C. ufilis. Esta cantfidad es
mayor que la reportada al ufilizar extracto de
café enriquecido con sales nutritivas, con el
cual se obtuvieron 10 g I'! de biomasa (Gual-
fieri et al., 2007) y al utilizar melaza como
sustrato, obteniendo 2.96 g I'' (Herndndez,
2009). Asimismo, se confirmé que las levadu-
ras contienen mds del 40% de proteinas (Gu-
tiérrez Ramirez y Gémez Rave, 2008), lo que
se considera adecuado para el consumo de
estos microorganismos (Nigan, 2000).

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

Rendimiento en Sustrato
Autores

base seca (g/L) utilizado

Gualtieri et al., 2007 10.00 Café

Herndndez, 2009 2.96 Melaza

Mupiz et al., 2010 13.8 Melaza

El andilisis bromatoldgico indicd un elevado
contenido de proteinas en relacién con los
otfros macronutrientes presentes en la bio-
masa de C. utilis, el cual se compard con las
cantidades presentes en algunos alimentos
convencionales (Forschungsanstalt y MUn-
chen, 1991), se encontré que el contenido
de proteina en la biomasa es mayor que el
de la leche, la carne y el huevo. Los lipidos
se encuentran en menor cantidad que enla
carne y el huevo, pero en mayor cantidad
que en la leche. El contenido de carbohi-

Cuadro 3. Andlisis bromatolégico de la
biomasa de Candida ufilis.

Determinacién  Contenido Contenido

(%) (%)

Proteinas 49.95 45-56

Carbohidratos 10.88 30-45

Lipidos 7.00 2-6
Humedad 77.83

Fibra cruda 0.55 -

*Reportado por Chacdn, 2004; Fajardo y Sarmiento, 2007.

Cuadro 4. Contenido de macronutrientes

enbiomasa de nutrimental de la biomasa

de Candida utilis y algunos alimentos
convencionales.

Resultados (%)
Determinacién  Biomasa

Huevo Leche Carne

C. utilis

Proteina 49.95 12.5 33 152
Lipidos 7.00 1.1 3.6 20.5

Carbohidratos 10.88 0.40 50 0.0

Fuente: Forschungsanstalt y MUnchen, 1991.

dratos es mayor que el del huevo, la leche
y la carne. El consumo de esta proteina es
adecuado para la poblacién en general, sin
embargo, las personas con problemas para
la utilizacién de la glucosa, deberdn con-
siderar el aporte de carbohidratos en este
producto. Estos resultados sugieren que la
biomasa de C. utilis podria emplearse para
enriquecer el aporte nutricional de alimen-
tos para consumo humano, después de un
proceso de purificacién de la biomasa.
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Cuadro 5. Contenido de DNA en las muestras de biomasa de Candida utilis.

Muestra de Biomasa

[DNA] (gml-'/g de

PRAN

biomasal)

Seca sin purificar

Seca purificada

HUmeda sin purificar

HUmeda purificada

0.45

0.16

0.093

0.072

PRAN: Porcentdje de reduccién de dcidos nucleicos; PPR: Porcentaje de proteina

recuperada.

Al cuantificarlos dcidos nucleicos se observd
que lareduccion de ADN de la biomasa fue
mayor en la muestra seca (78.97 %) que en
la muestra hUumeda (61.69 %). Sin embargo,
a pesar de haber un mayor porcentaje de
reduccion de dcidos nucleicos (PRAN) y en
el porcentaje de proteina recuperada (PPR)
(90.66 %) en la biomasa seca, después del
fratamiento, cabe resaltar que la cantidad
de ADN final es menor en la biomasa hume-
da purificada (0.072 g mli-! g1 de biomasa)
conun alto grado de recuperacion (1.9 %).
El contenido final de dcidos nucleicos, hace
comparable a la biomasa obtenida con
ofros alimentos (Forschungsanstalt y MUn-
chen, 1991). La estimacion de la cantidad
de dcidos nucleicos presentes en la bio-
masa obtenida se llevé a cabo a partir del
porcentaje de purinas considerando el por-
centaje de proteinarecuperada (Cuadro 5),
debido a que se les atribuye un efecto no-
Civo cuando se consumen en exceso en los
alimentos, ocasionando la acumulacién de
dcido Urico (Mathews et al., 2002).

Tomando como base a la cantidad de
ADN reportado en esta investigaciéon para
la biomasa de C. utfilis purificada, la FAO
recomienda una ingesta de 2 g por dia de
dcidos nucleicos (FAO/UNICEF, 1970), in-
cluyendo el aporte de dcidos nucleicos de
ofros alimentos convencionales. Por lo an-
terior, se sugiere que el uso de la biomasa
en la elaboracién de alimentos para consu-
mo humano sea menor de 28 g diarios, que
equivale a 13.9 g de proteina verdadera.

Lo melaza constituye un sustrato adecua-
do para el crecimiento celular de C. utilis. La
disminucién en la concentracién de dcidos
nucleicos, por medio de la purificacion rea-
lizada a la biomasa producida, el alto ren-
dimiento en un periodo corto de tiempo y
el valor nufritivo de la misma, permiten re-
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Cuadro 6. Contenido de dcidos nucleicos en alimentos convencionales
y en la biomasa de C.uftilis.

Alimento % de dcidos nucleicos (purinas)

Higado vacuno 0.90 de purinas

Sesos de cerdo 2.00 de purinas
Sardinas en aceite 0.48 de purinas

Biomasa purificada 4.66 de purinas*

*Dato calculado segun lo reportado por FAO, 1968.

comendar su utilizacion como complemen-
to proteico en la alimentacion humana.
Ademds, constituye una alternativa para
el aprovechamiento de residuos agroindus-
friales.
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