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ABSTRACT. The growth of a Candida utilis strain (Y-900) in chemical
prehydrolizates from pith with 8% of reducing sugars has been studied .
The growth curves in a batch fermenter at different temperatures
and in the presence or absence of yeast extract, as well as the curves
of reducing sugar consumption are shown. The paper chromatogram
of the sugars before and after the fermentation is presented . The spe-
cific growth velocities and the duplication times were statistically
calculated. A sugar consumption of 24% of the initial sugar present
was obtained in 9 hours and 79% in 24 hours, showing the utilization
of xylose by the strain which gave a protein content of 43% .

RESUMEN. Se ha estudiado el crecimiento de cepas de Candida utilis
en prehidrolizados quémicos de meollo al 0,8% de azácares reductores .
Se muestran las curvas de crecimiento batch para distintas condicio-
nes de temperatura y presencia en el medio de extracto de levadura .
Ademós se presentan las curvas tépicas de consumo de azácares y la
cromatograféa de prehidrolizado antes de fermentar . Las velocidades
móximas de crecimiento y los tiempos de duplicaciín se determinaron
mediante regresiín lineal . Como resultados se obtuvo un consumo del
24% de los azácares iniciales en 9 horas y 79% de los azácares en 24
horas, se»alando la utilizaciín de la xilosa por esta cepa, cuya bio-
masa dio un 43% de proteéna .

INTRODUCCION

En la básqueda de alimentos el hombre se ha dirigido a fuentes no con-
vencionales . Estas fuentes no convencionales las constituyen principal-
mente los microorganismos tales como : bacterias, levaduras, hongos y
algas .
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A partir de los a»os de la II Guerra Mundial se incrementí el estudio
y la aplicaciín de la fermentaciín de los hidrolizados partiendo de resi-
duos celulísicos, para la alimentaciín (Harris y cols., 1948) .

En los procesos hidroléticos de los materiales celulísicos se aprovechan
distintos tipos de estos desperdicios como son: madera, tallos de maéz,
etc. La factibilidad del aprovechamiento del bagazo y el meollo en Cuba
ha sido estudiada en el CENIC (Lípez, 1975) y el ICIDCA (Ocampo, 1973) .

El meollo (tejido parenquimatoso que, constituye del 20 al 30% del ba-
gazo) es un residuo producido en las fóbricas de papel, por lo que la
obtenciín de prehidrolizados quémicos es factible y con perspectivas
econímicas para nuestro paés .

En el presente trabajo se realiza un estudio del comportamiento de la
cepa Y-900 Cóndida utilis en condiciones batch, hallando el mejor rango
de los parómetros : temperaturas y concentraciín de extracto de levadura .

Gróf. 1
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MATERIALES Y METODOS

La fermentaciín se realiza en un fermentador de vidrio de dos litros de
volumen efectivo, agitado por aire e introducido en un ba»o a tempera-
tura constante, como se muestra en el Grófico 1 . Se pone un frasco con
agua a la entrada del aire para reducir la vaporizaciín en el fermentador
y un condensador a la salida del aire . La frita porosa usada como difusor
del aire, fue del tipo G-3 .

Crecimiento directo con levaduras .

Las cepas para inocular se siembran con 48 horas de antelaciín en un
medio hidrolizado . Se tuvo cuidado de que el inículo sea lo mós uni-

forme posible 107	Cel
Mil . Las cepas corresponden a las levaduras Cóndida

átilis Y.900 .

	

m

Tñcnica de pretratamiento .

El prehidrolizado fue obtenido por la acciín del H2SO4 al 15,0 en condi-
ciones estóticas a 2 atmísferas de presiín y a temperatura de 134 ÍC du-
rante 230 minutos, correspondiendo este tratamiento a la hidrílisis de
las hemicelulosas (Lípez, 1974) .

Obtenida la miel hidrolética se lleva a pH 5 .8 aproximadamente con
NH4OH, posteriormente se centrifuga el precipitado formado y se este-
riliza. Luego se clarifica con carbín activado, se filtra por, tierra infuso-
ria y se esteriliza por filtro milipore .

La composiciín del prehidrolizado determinada mediante cromatogra-
féa de papel, eluciín de las manchas y anólisis de los reductores mediante
el mñtodo de Somogyi (1945) y Nelson (1944) fue :

Xilosa

	

,

	

Glucosa
Arabinosa } 90%

	

Galactosa

lo cual se muestra en la Fig . 1 .

If
10%

El furfural final fue de 55 mg/ 100ml por el mñtodo de Jones .

El furfural tiene una acciín inhibidora del crecimiento de la levadura
y su concentraciín no debe pasar de 50 mg/100 ml . (Gregr, 1972)
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rig . 1 . Cron atogr. , fia del Hidrolizado.

Determinaciín del crecimiento .

La concentraciín celular fue seguida tu rhidomñtricani ente en un fíto-
colorémetro a 660 nm y por conteo dir ~cto al microscopio mediante
cómara de Thomas.

El consumo de azácares se mide por el mñtodo de Schoorl (Bates, 1942)
y pentosas por el de Jones, (1961).

El medio se constituye con la adiciín de distintos nutrientes .

En estudios anteriores se ha visto que el medio posee gran cantidad de
sales minerales que no son necesarias a»adirlas (Sónchez y Lípez, 1973) .

Composiciín de los nutrientes : Urea 0,3 g/litro Po4H2Na 2,042 g/litro
y extracto de levadura 0,5 g/litro .

El resultado del anólisis de proteéna se da como N X 6,25, determinado
por el mñtodo de Kjedahll .

D
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Para determinar el flujo de aire íptico se aplicí el mñtodo del sulfito
(Cooper y cols., 1944) el cual dio 400 1/h .

Tratamiento matemótico .

Para esta cepa se desarrollí el plan factorial 2 2 manteniendo constantes :
flujo de aire 400 1/h, concentraciín inicial de reductores 0,8 g/100 ml
y pH 5,5-6 .

Las variables fueron : Temperatura y adiciín o no de extracto de leva-
dura. Las experiencias se representan en la matriz experimental D .

T

	

Ext.

X,

	

X2

- 1 (30ÍC)

	

- 1
- 1 (33ÍC)

	

- 1 (no)
D

- 1

	

1 (si)
1

	

1

	

J

Se ajustí un modelo matemótico del tipo :

y = bo + b1Xi -I- b2X2 + bi2Xi2

donde : y: valor de los resultados que serón las velocidades especéficas
móximas de crecimiento (ú max) .

Los valores de ú max se hallaron ajustando los puntos de la fase "log"
de la curva de crecimiento por regresiín lineal, obteniñndose de la pen-
diente de dicha recta el valor buscado, la varianza y el coeficiente de
correlaciín lineal . Con los cuatro valores de ti max correspondientes
a las experiencias del plan factorial se procede a calcular los coeficientes
del modelo mediante el sistema matricial usual para este plan (Bacon
y Honson 1971 ; Kíllner, 1971) .

RESULTADOS Y DISCUSION

En materiales y mñtodos se hizo referencia a la formaciín de un pre-
zipitado oscuro en la neutralizaciín del prehidrolizado logróndose su
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parcial eliminaciín por centrifugaciín . Durante la fermentaciín volvéa
a aparecer el precipitado, lo que se muestra en algunas de las curvas
de crecimiento seguidas por densidad íptica en la primera y segunda
horas de fermentaciín . La presencia de este precipitado se se»ala
en la literatura (Grondal, 1945) . Este interfiere el crecimiento cuando
se presenta grandes cantidades lo que hace que destruya las cepas . Ade-
mós falseaba los anólisis por masa seca y las lecturas por D .O ., que nos
lleví a seguir la fermentaciín por conteo directo en cómara de Thomós,
teniendo en cuenta los errores de este mñtodo .

Se proyecta hacer un estudio del precipitado para conocer su naturaleza
asé como su influencia en la fermentaciín y su posible eliminaciín .

Para tratar de eliminar cualquier fenímeno de coloraciín en el pre-
hidrolizado se le da un tratamiento con carbín activado y tñrmico que
en todos los casos fue el mismo . No obstante se observan distintos
valores de densidad íptica del prehidrolizado en el momento de la
inoculaciín .

En la Fig . 2 se muestra una curva de crecimiento siguiendo por conteo
en el microscopio y densidad íptica, se observa ademós el consumo de
azácares reductores. Curvas anólogas fueron obtenidas para cada expe-
rimento, las cuales fueron crecidas durante 10 horas, o sea la primera
etapa del crecimiento .

Cuando las fermentaciones se mantenéan durante 24 horas, aparecéa
alrededor de las 10 horas un escalín, o sea, la velocidad de crecimiento
comenzaba a disminuir para luego volver a aumentar y permanecer
constante de nuevo, dando una segunda velocidad de crecimiento . Este
comportamiento puede estar relacionado con el consumo de los distintos
azácares que constituyen el prehidrolizado .

El consumo de azácares reductores para la primera etapa (10 horas) pro-
media 24%, el consumo para la fermentaciín a las 24 horas promedia
75</(_ llegando a consumir 81 1/c en 30 horas siendo estos valores buenos
para el consumo de reductores .

Desarrollo del plan experimental 2_ 9

En las Figs . 3-6 se muestran la primera etapa de crecimiento de la leva-
dura. Cada curva corresponde a un punto del plan experimental con
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su repeticiín. Se muestran los valores de conteo y densidad íptica .
La determinaciín del polinomio se haró por los pendientes del conteo
al microscopio. Los valores vienen resumidos en la Tabla I .

Fig. 2 . Fermentaciín de prehidrolizados quémicos Candida utilis Y-900, sin extracto,
33ÍC .

TABLA I

a Conteo microscopio
. U.D .0. (660 rim)
o % Az . red/ 100m1

N

Condiciones Corrida I Corrida II Promedio

xl x2 Yit S r Y ; 2 S r Yi

-1 -1 0.3466 0.001 0.998 0.2569 0.0103 0 .9985 0.3017

1 -1 0.5560 0.0847 0.9609 0 .3621 0.0382 0.9944 0.4590

-1 1 0.5945 0 .0915 0.9698 0.3719 0.0175 0.9988 0.4832

1 1 0.2434 0.010 0.9984 0.3725 0.030 0.9886 0.3079
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o Conteo(microscopio)-I-
•

	

Conteo(microscopio)-2-
o U. D.0 . (660nm)-I-
•

	

U0.0. (660 nm) - 2-

Fig . 3 . Fermentaciín de prehidrolizados quémicos Candida utilis Y-900, 30ÍC, sin
extracto.

Haciendo uso de las repeticiones se calculí la desviaciín standard de
las ocho corridas dando : Sb; = 0,06 .

El error experimental es del orden de la segunda cifra por lo tanto los
valores de "y" con mós de dos cifras no son significativos, por lo que
se tomarón los valores redondeados hasta la segunda cifra, ademós los
coeficientes bt, b 2 son menores que su error llegando a la conclusiín que
ni la temperatura, ni la presencia de extracto de levadura en el medio
son significativos . El valor de b, 2 es ligeramente mayor al error aunque
no es distinto con un 95 de confianza, es evidente que el aumento de
la concentraciín de extracto provoca un ligero aumento en la velocidad
especéfica de crecimiento .

El valor promedio de ú max para la cepa en el rango ele 30-33ÍC y 0-5 g/1
de extracto de levadura es de : 0.38 h_1 para un tiempo de duplicaciín de .
2,57 h .
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Fig. 4 . Fermentaciín de prehidrolizados quémicos Candida utilis Y-900, 33ÍC, sin
extracto .
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Fig. 5 . Fermentaciín de prehidrolizados quémicos Gandida utilis Y-900, 33ÍC, con
extracto .
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Fig. 6 . Fermentaciín de prehidrolizados quémicos Candida utilis Y-900, 33'C, con
extracto .

CONCLUSIONES

La cepa crece en prehidrolizados quémicos de meollo consumiendo los
azácares presentes en un 75%, en 24 horas y dando la biomasa 42,7%
proteéna .

Se presentí en el crecimiento un escalín que se proyecta estudiar en
otro trabajo .

La cepa Y-900 dio un valor de velocidad móxima de crecimiento de
D,38 h-1 con un tiempo de duplicaciín de 2,57 h .

El plan experimental desarrollado demostrí que ni la temperatura, ni
la concentraciín de extracto de levadura son significativos con un 95%
de confianza .

o Conteo (microscopio)-I-
•

	

Conteo (microscopio)-2-
o U .D.O . (660nm)-I-
' U .D .O.(660nm)-2-
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Se recomienda ampliar el rango de temperatura y tratar de no considerar
la presencia de extracto de levadura por razones econímicas, asé como
trabajar a pH menores para mejor esterilidad .

Se debe estudiar el precipitado formado y su forma de eliminaciín para
obtener mejores valores de rendimiento .
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