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RESUMEN

La tendencia mundial de usar menos suero de leche en la alimentacién animal y
la introduccién de leyes para evitar la contaminacion ambiental han conducido a la
busqueda de nuevos usos para el suero de leche. En el presente trabajo se hace un
estudio de la produccion de proteina unicelular a partir de suero de leche desprotei-
nizado usando las levaduras Kluyveromyces fragilis NRRL-1190 y K. fragilis CBS-
397.
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Al suero desproteinizado por acidulacién y calentamiento, se anhadieron sales
de amonio, potasio, magnesio, calcio, hierro, zinc y manganeso, se ajusté el pH a
4,5, se esterilizd y en un quimostato se inoculd con la levadura.

Los rendimientos obtenidos (basados en lactosa) en cuitivo continuo fueron de
36 a 45 por ciento para K. fragilis NRRL-Y1190 y de 28 a 32 por ciento para K.
fragilis CBS-397. La rata méaxima de crecimiento para Y-1190 fué de 0,17 hly
para CBS-397 de 0,27 h'l. La productividad (en soluciones conteniendo 0.4 por
ciento de lactosa) de Y-1190 fué de 0,16 g/fi/h v la de CBS-397 de 0,18 g/i/h. Ei
contenido de proteina (N Kjeidahl x 6,25) de Y-1190 fué de 44 por ciento, el de
CBS-397 de 59 por ciento.

Como ia productividad de ambas levaduras es similar y CBS-397 tiene mayor con-
tenido de proterna, ésta deberia ser la levadura a utilizar en la producciéon de pro-
tefna unicelular a partir de suero de leche.

ABSTRACT

Single cell protein production by continuous cuiture of yeasts on deproteinized
whey.

World trends to use less whey in animal feeding and new laws to control environ-
mental pollution are leading researchers to the search of new uses for whey. In this
work, single cell protein production by Kluyveromyces fragilis NRRL-Y-1190 and
K. fragilis CBS-397 growing continuously on whey is studied.
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Protein was removed from whey by acidification and heating. Ammonia, po-
tassium, magnesium, calcium, iron, zinc and manganese saits were added, pH adjus-
ted to 4,5, the solution sterilized in a chemostat and yeast inoculum added.

Yields (based on lactose) were 36 to 45 per cent for K. fragilis NRRL-Y-1190 and
28-32 per cent for K. fragilis CBS-397. Maximum growth rate was 0,19 h'! for
Y-1190 and 0,27 h'! for CBS-397. Productivity, in 0,4 per cent lactose soiutions,
was 0,16 g/i/h for Y-1190 and 0,18 g/i/h for CBS-397. Profein content (Kjeidahi
N x 6,25) was 44 per cent for Y-1190 and 59 per cent for CBS-397.

As the productivity of both yeasts is similar and protein content of CBS-397 is
greater than that of Y-1190, CBS-397 shouid be the preferred yeast to produce
single cell protein from whey.

INTRODUCCION

Ei suero de ia leche es el iiquido residual de la transformacién de la leche en
queso, en caseina o en derivados de la caseina. Es el subproducto mds abundante
en las industrias lacteas de todos los paises. La produccién mundial de suero en
1973 fué de 74 miliones de toneiadas, menos del 30 por ciento de esta produccidon
corresponde a ios paises en desarroilo, donde ia fabricacién y consumo de queso
son todavia escasos.

La produccidon venezolana de suero se puede estimar en mas 200.000 toneiadas
anuales, procedente de la elaboracion de queso blanco criolio y de otros tipos de
queso. En Venezuela, con la excepcidn de dos o tres fabricas de queso relativamente
grandes, la mayor parte del suero se produce en cantidades pequefias y en lugares
dispersos, io que hace dificil, por antiecondmico, la instalacién de plantas de apro-
vechamiento.

En Venezueia, donde no existen plantas para el tratamiento de los efluentes de
las ciudades, el suero, al igual que éstos, es arrojado a los rios. En el pais no existen
cifras sobre la cantidad de suero que es vertida a los rios, pero es probable que se
desperdicie una gran parte de la produccion de suero. Una pequefia cantidad, que
tampoco ha sido estimada, se emplea para suplementar la alimentacién de cerdos y
terneros.

En el pais ya existen algunas plantas para producir suero en polvo, por secado del
liquido. Aunque ésta parece ser una de las soluciones mds empleadas actualmente
para resolver el problema de la utilizacién del suero en gran escala, ia venta del suero
en polvo apenas si cubre los costos de procesamiento y transporte {(1). Ademds, en
muchos paises se estan presentando probiemas de excedentes. En Venezuela, la
planta de secado instalada en Caja Seca, Estado Zulia, no {rabaja continuamente,
ya que el producto no parece tener facil mercado.

Existen otras aiternativas que en condiciones como las venezoianas, podrian ser
mas viables. Tanto el suero fresco, como el suero desproteinizado pueden ser usados
como medio de cultivo de microorganismos. Por fermentacion de la iactosa dei suero
se pueden obtener productos tales como acido iactico, etanol, vinagre, riboflavina,
bebidas alcohdlicas, enzimas y proteina uniceiular. Segiin Reesen y Arnoid (2), la
fermentacion dei suero ofrece la mejor solucidn al problema del suero, ya que se
produce una biomasa de alto contenido protéico y un efluente con un aceptable
BODy.

En el presente trabajo se hace un estudio de ia fermentacién continua de suero de
leche, desproteinizado por dos levaduras diferentes.
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MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Los microorganismos empleados en este trabajo fueron las siguientes levaduras:
Kluyveromyces fragilis NRRL-Y-1190 y Kluyveromyces fragilis CBS-397. Ambas
levaduras fueron conservadas en papa-dextrosa-agar nutritivo.

Medio de Cultivo (Tabia 1)

EEI mediq de cultivo utilizado fué suero de queso desproteinizado tal como se indi-
cara posteriormente. El suero desproteinizado se diluyo 1:10 y por cada litro de

suero diluido se agregaron 4,52 g de suifato de amonio, 1,13 g de sulfato dcido de
potasio y 10 ml de una solucion de sales preparadas del modo siguiente:

g/l
MESOLTHRO o oo e 0,232
CaCly ZHp O . oo oo 0,011
FeSO, TH2O. o oo oo 0,007
ZnSO,.THaO Lo 0,002
MnSO4 .?Hgo ......................................... 0,002

El pH se ajustd a 4,5 con hidréxido de sodio. El medio se coloco en un baldon de
seis litros, se tapd con aigoddn y con una cubierta de papel de aluminio y se intro-
dujo en una estufa a 80°C. En esta forma el medio de cuitivo esta listo para ser
utiiizado. Se preparé en cantidades de seis litros.

TABLA |._ Composicion del suero desproteinizado usodo
en este trabajo. *

Componente 9/

Lactosa 42,00
Proteino \ 2,84
Nitrogeno 0,82
Fosforo 0,25

® Este suero se diluyd {10 para ser fermentodo

3
Desproteinizacion del Suero

A cada 100 ml de suero crudo se agregaron 7 ml de acido tricloroacético al 30
por ciento con el objeto de precipitar la proteina; para ayudar ia precipitacion se
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calent6 el suero hasta hervir, usando un agitador magnético con plancha calenta-
dora; se enfri6, se decantd y luego se filtré a través de papel toaliin y papel de
filtro N° 42, hasta obtener un suero clarificado.

Inéculo

En un Erienmeyer de 500 ml se colocaron 100 m! de medio de cuitivo. Del cul-
tivo en papa-dextrosa-agar inclinado se extrajo un asa con levadura y se sembro6 en
el medio contenido en el Erienmeyer. El Erlenmeyer con el cultivo, se colocé en un
agitador de piso New Brunswick Co. Giratory Shaker, Modelo ‘“V” girando aproxi-
madamente a 300 r.p.m. Después de 72 horas de crecimiento, el contenido dei
Erienmeyer constituye ei inoculo a usar en el proceso de fermentacion.

Fermentador

El fermentador utilizado se construyé con un baién de vidrio Pyrex de un litro
de capacidad, al cual se le conectd, por el fondo, un tubo de rebose y por la boca
se le adapté un talén con orificios para toma de muestra, suministro de aire, adicion
de antiespumante, adicion de hidroxido de sodio (para el control de pH), adicidon
de nutrientes y el eje de un motor eléctrico para mover el agitador. El sistema com-
pieto es un “guimostato”. El tubo de rebose se conecté por medio de una manguera
a un balén recolector.

Aireaciéon
Con un volumen de trabajo de 810 ml y una velocidad de agitaciéon de 800 r.p.m.

se usd un flujo de aire de 4,8 I/min. En estas condiciones no se observd limitacion
del crecimiento por oxigeno.

Fermentacion

El proceso de fermentaciéon se llevh a cabo en la forma siguiente. Se colocé el
indculo en el fermentador, se agregaron 710 ml de medio nutriente para completar
el volumen de trabajo (810 ml) y se puso el fermentador en el bafio termostatado.
Se cerrd la salida del fermentador y con un flujo de aire de 4,8 I/min, una agitacion
de 800 r.p.m., una temperatura de 30°C y pH 4,5 se realiz6 la fermentacion por
cargas, durante 16 horas. Una vez transcurrido este tiempo se inicié la fermentacion
continua. Una botella de seis litros de medio nutritivo, se introdujo en un recipiente
con hielo (la baja temperatura evita el crecimiento de microbios contaminantes) y
se conect6 a través de una bomba peristaltica con la entrada de nutrientes al fermen-
tador. Se abri6 la salida del fermentador, se fij6 un flujo en la bomba y se puso en
marcha el proceso. Después de haber pasado cinco veces 0 mas el volumen de trabajo
del fermentador (suficiente para que el sistema alcance un estado de flujo estacio-
nario), se tomdéuna muestra para efectuar los analisis y se cambié el flujo a un valor
superior. Se esperd nuevamente hasta obtener un estado de flujo estacionario, se
tomé una segunda muestra y asi se siguié repitiendo el proceso para cada rata de
dilucién,

Durante el proceso se agregaron 2 ml de antiespumante cada 3 horas. El liquido
fermentado, conteniendo la proteina microbiana, se decanté y se centrifugo, dese-
chando el liguido sobrenadante. En el precipitado, lavado, secado y molido, se deter-
miné proteina por el método de Kjeldahl.

Cosecha de Levadura

Para cada rata de dilucion, D = F/V, se tomé una muestra, se midio su densidad
optica a 540 nm en un Spectronic 20 y la cantidad de lactosa para determinar la
lactosa consumida por la levadura.
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De la densidad 6ptica de ia muestra se obtuvo, mediante curva de calibracién, la
concentracion de células en mg de peso seco por mi.

Métodos Analiticos

La lactosa se determind por el método de Dubois (3), la proteina por el método
de biuret, el contenido de nitrogeno se midié por el método de micro Kjeidahi, el
fosforo se determiné segin Fiske-SuBarow.

Tiempo de duplicaciéon de las levaduras

El tiempo de duplicacién se obtuvo midiendo la densidad optica del cultivo a
540 nm, a intervalos.

Velocidad mdxima de crecimiento (umax)

La velocidad mdxima de crecimiento en el quimostato se determind mediante ia
técnica de lavado (4).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 2 y 3 se presenta el proceso de fermentacion continua de las leva-
duras Kluyveromyces fragilis NRRL-Y-1109 y Kluyveromyces fragilis CBS-397,
respectivamente. Las curvas de utilizacion de la lactosa por estas levaduras no se
-asemejan a las curvas teodricas de utilizacién de sustratos de bajo peso molecular (5).
Con moléculas pequefias la concentracion de sustrato desciende bruscamente al
alcanzarse ratas de dilucién cercanas a la rata critica de diluciéon. En ia fermenta-
cién del suero de leche, la concentracién de lactosa decrece gradualmente, de un
modo anaiogo a cuando el sustrato es un polimero. El fendbmeno no se estudidé con
mas detalle.
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FIGURA 2 .. Efecto de la rata de dilucidn (D,h-! ) sobre lo concentracion

de biomass { @)y concentrocidn de lo loctosa {0) durante el crecimientio de
Kluyveromyces fragilis NRRL -Y - 1109 en suero de queso desproteinizado. Lo
concentracion de la loctosa en el suero fué 4,2 mg /mi
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FIGURA 3 ._ Efecto de larata de dilucicn ( D,h!) sobre ta concen-
tracidn de biomaso { ) yconcentracidn de lactosa (o) durante el cre -
cimiento de Kluyveromyces fragilis CBS-397 en sueroc de quesa des-
proteinizodo. La concentracion de laciosa fue de 4,2 mg /mi.
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Los rendimientos variaron con la rata de dilucién. Para la ievadura K. fragilis
NRRL-Y-1109, el rendimiento fué de 36 a 45 por ciento, para ratas de diiucién de
0,06 a 0,18 h'!. Para K. fragilis CBS-397, el rendimiento fué de 28 a 32 por ciento,
para ratas de dilucién de 0,102 0,24 h'!,

La rata 6ptima de dilucién para K. fragilis NRRL-Y-1109 fué 0,17 h™'. La produc-
tividad cuando se trabajd a esta rata de dilucién, fué 0,16 g células/i/h (Figura 4).
La rata 6ptima de dilucién para K. fragilis CBS-397 fué 0,21 h'!, con una produc-
tividad de 0,18 g céiulas/i/h (Figura 5). Aunque los rendimientos de las dos levaduras
son distintos, cuando ambas se cultivan a sus ratas 6ptimas de dilucién, la produc-
tividad es similar. '

El contenido de proteina fué de 44 por ciento en K. fragilis NRRL-Y-1109 y de
59 por ciento en K. fragilis CBS-397.

Aunque el rendimiento de K. fragilis NRRL-Y-1109 es superior al de K. fragilis
CBS-397, su productividad es similar, por lo que teniendo en cuenta el mas alto
contenido de proteina de ia ultima, ésta deberia ser ia levadura a utilizar en la pro-
duccidén de proteina unicelular para alimentacion animai o humana.
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TABLA 2. Rendimiento de K. fragilis NRRL-Y-1109 a diferentes ratas de dilucion.

Rata de dilucion Rendimiento, Y.
D. (h'!) Porcentaje
0,06 36
0,10 38
0,14 41
0,17 45
0,18 45

TABLA 3. Rendimiento de K. fragilis CBS-397 a diferentes ratas de dilucién.

Rata de dilucioén Rendimiento
D. (h'1) Porcentaje
0,10 28
0,14 27
0,17 28
0,21 29
0,24 32
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