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Resumen

Esta investigacién tuvo como objetivo determinar la influencia de la concentraciéon de aztcares
reductores totales (ART) de las bracteas de Cynara scolymus L. var. lorca (Asteraceae) “alcachofa” en
la produccién de biomasa de Candida utilis var. major. Para ello se construyeron cuatro biorreactores
tipo tanque agitado y aireado de 1L de capacidad. Las bracteas de “alcachofa” se cortaron, pesaron,
secaron, molieron, y tamizaron a un tamafio de 0,5 mm. Posteriormente se extrajeron los “ART”
con soluciones de NaOH y H,SO, al 1,25% y agua en un sistema en caliente por 30 minutos en
autoclave. El caldo fermentativo se suplement6 con sulfato de amonio. El cultivo se reactivé en Agar
Sabouraud y el inéculo se dispuso en caldo Sabouraud estandarizandose a una concentracion de
3,3x107 cel/mL. A cada biorreactor se adicion6 630 mL del caldo fermentativo a las concentraciones
de1,2y3g/Lde ART y 70 mL de in6culo; ademads se dispuso un biorreactor testigo con caldo
Saboraud e inéculo. El proceso se realizé a un pH de 5,0-5,5 durante 36 horas a 25 + 1 °C. Finalizado
el proceso se determiné el peso seco de la biomasa y los aztcares reductores totales residuales.
Obteniéndose que la produccion de biomasa de Candida utilis var. major C.E.C.T. 1430 aumento
progresivamente tal como se incrementa las concentraciones de azicares reductores totales de
Cynara scolymus var. lorca

Palabras clave: Aztcares reductores totales, Cynara scolymus, Candida utilis.

Abstract

This research aimed to determine the influence of the concentration of total reducing sugars
(ART) of the bracts of Cynara scolymus L. var. lorca (Asteraceae) “artichoke” biomass production
in Candida utilis var. major. For this purpose built four stirred tank bioreactors and capacity 1L
aerated. The bracts of artichoke were cut, weighed, dried, ground, and sieved to a size of 0.5 mm.
Subsequently extracted “ART” with solutions of NaOH and 1.25% H2504 and water in a hot
system in autoclave for 30 minutes. The fermentation broth was supplemented with ammonium
sulfate. The cultivation was reactivated in Sabouraud Agar and inoculum broth was placed in
standardizing Sabouraud at a concentration of 3.3 x 107 cells / mL. Each bioreactor was added 630
mL of fermentation broth at concentrations of 1,2 and 3 g / L and 70 mL of ART inoculum addition
was provided a bioreactor witnessed with Sabouraud broth and inoculum. The process was carried
out at pH 5.0-5.5 for 36 hours at 25 + 1 © C. Once the process is to determine dry weight biomass
and residual total reducing sugars. Obtaining the biomass production of Candida utilis var. major
C.E.C.T. 1430 gradually increased as increasing the concentration of total reducing sugars var. globe
“artichoke” lorca
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Introduccion

Actualmente las fuentes convenciona-
les como la agricultura, ganaderia y pesca,
no satisfacen la demanda de alimentos, esta
situacion se ve agravada por el incremento
alarmante de la poblacion mundial (Paez
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et al., 2008). El problema no sélo involu-
cra a seres humanos, sino en especial a sus
animales domésticos, por lo que la protei-
na de origen animal puede presentar una
marcada escasez en el futuro, dado que se
necesitara mas ganado para suplir la abru-
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madora demanda (Giraldo & Lopez, 2008).

La masa de microorganismos o bioma-
sa obtenida de levaduras, mohos, bacterias
y algas posee un alto contenido proteico
aproximadamente de 30 a 50%, por lo que
recibe el nombre de proteina unicelular.
(Zumbado et al., 2006; Gutiérrez & Gomez,
2008). Estos se han convertido en fuentes
no convencionales de mucha importancia
en la alimentacién animal (Lanes et al.,
2009), en especial de animales de granja ta-
les como “cerdos”, “pollos” y “pavos” (Péz
et al., 2008). Por tal motivo, se ha estudiado
la posibilidad de incorporarlos también en
la dieta humana, siendo una gran alternati-
va para reemplazar algunas de las fuentes
tradicionales de proteina (“soya”, harina
de “pescado”, suero descremado de leche)
en piensos para el consumo humano (Cha-
co6n, 2004).

La capacidad que presentan estos mi-
croorganismos de reproducirse en medios
muy variados hace posible pensar en la
produccién de organismos unicelulares a
partir de deshechos agroindustriales (Diaz
et al., 2003), constituyendo una alternativa
recurrente para convertir estas fuentes de
contaminacién en materiales ttiles desde
el punto de vista econémico, nutricional
e industrial (Giraldo & Loépez, 2008), con
lo que se aprovecharia el uso de substra-
tos baratos o de desecho industrial que se
utilizan como fuente energética para que
microorganismos seleccionados sinteticen
nuevos compuestos
(Chacon, 2004).

de valor comercial

Estos residuos son también llamados
“residuos lignoceluldsicos” y represen-
tan el mayor componente de los residuos
agricolas, desechos agroindustriales y una
fuente abundante y segura de recursos
renovables (Urbaneja et al., 1997), pero, a
pesar de que son potencialmente buenos

para ser utilizados como materia prima en
la produccion de aztcares, alimento para
animales, biomasa microbiana, produccién
de acidos organicos, entre otros; pueden
causar serios problemas de contaminacién
ambiental (Mejia et al., 2009).

La lignocelulosa producida por la foto-
sintesis y como principal componente de
la pared celular de las plantas, es la fuente
de carbono renovable mas prometedora
para solucionar los problemas actuales de
energia (Cueva et al., 2009), siendo el ma-
terial mds abundante de nuestro planeta.
En cuanto a su composicion presenta celu-
losa, hemicelulosa y lignina cuyas propor-
ciones en las plantas varian de la siguiente
manera: 20-55% de celulosa, 16-85% de
hemicelulosa y 15-40% de lignina. Sin em-
bargo, ambas fracciones, la hemicelulosa
y la celulosa, son una fuente potencial de
azlcares y estan protegidos por la lignina
(Gonzéles et al., 2005).

Para poder liberar los aztdcares pre-
sentes en los materiales lignocelulésicos,
se han establecido diferentes métodos de
pre-tratamientos. Estos incluyen métodos
fisicos, fisico-quimicos, quimicos y biol6gi-
cos, los cuales presentan eficiencia variada
de acuerdo a la composicion de la materia
prima. Sin embargo, se han establecido
diferentes variables que facilitan los pro-
cesos de hidrélisis, como cortar y moler el
material lignoceluldsico hasta obtener par-
ticulas muy pequerias de 0,5 mm, facilitan-
do de este modo su degradacion (Bardales
et al., 2009).

Uno de los vegetales mas utilizados
por las industrias tanto para produccion
nacional o para exportacion son las “al-
cachofas” quienes muestran rendimientos
de 5 hasta 7 toneladas por hectdrea y que
generalmente se desarrollan bien en todo
tipo de suelos, excepto aquellos muy ar-
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cillosos, todo el contenido de material de
reserva de las “alcachofas” se encuentran
no en forma de almidoén si no en forma de
inulina cuyo principal componente es la
fructosa, los contenidos de inulina son va-
riables segtn la region y la modalidad de
cultivo (Chacoén, 2006).

Teniendo en cuenta la produccion y el
porcentaje de residuos producidos en la
elaboracion de conservas de “alcachofa”,
que oscila entre el 65y 70%, asi como, la
extension de superficie dedicada a los co-
rrespondientes cultivos, se ha considerado
de interés el estudio del aprovechamiento
de los residuos de “alcachofa” (Lazaro &
Arauzo, 1994). a fin de evitar la contami-
nacién que generarian en el ambiente con
una mala disposicién final.

En la naturaleza el deterioro de mate-
riales celulésicos es causado por la activi-
dad metabélica de un ntiimero limitado de
Ascomycetos y hongos imperfectos que
degradan simultdneamente una reducida
fracciéon de lignina, se han citado diver-
sos hongos celuloliticos, como Aspergillus,
Cyathus, Fusarium, Hypoxylon, Trichoderma,
Candida, Candida utilis (Delfin & Durén,
2003; Gualtieri et al., 2007).

Candida utilis es una levadura que tie-
ne una alta tasa de crecimiento, que nin-
guna especie ha logrado superar, que re-
quiere de un sustrato rico en aztcares o
fuentes de carbono, para su crecimiento
o cultivo (Gualtieri & Sanchez, 2003). Pre-
senta un mayor rendimiento, debido en
gran parte a su gran capacidad de asimi-
lacién de nutrientes. (Serguera et al., 2000).
Por poseer grandes cualidades, y no sélo
asimilar hexosas y pentosas, sino también
algunos compuestos organicos no azuca-
rados; se utiliza la levadura C. utilis para
la obtencién de proteina celular (Chacén et
al., 1999).
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Debido a que en nuestra localidad exis-
te gran cantidad de residuos agricolas y
deshechos agroindustriales que contribu-
yen en gran manera a la contaminacion
ambiental, es necesario el aprovechamien-
to de éstos para convertirlos en fuentes uti-
lizables. Ademas, al considerar que C.
utilis es una levadura que degrada estos
compuestos hidrolizados para producir
biomasa; se presenta este trabajo de inves-
tigacion, el cual esta orientado a estudiar
la influencia de las concentraciones de azu-
cares reductores totales de Cynara scolymus
L. var. lorca (Asteraceae) en la produccion
biomasa de Candida utilis var. major CECT
1430; se espera que incremente de forma
proporcional al aumento de las concentra-
ciones de azucares reductores totales.

Material y métodos
1. Material
1.1. Material Biolégico

Se utiliz6 una cepa liofilizada de
Candida utilis var. major. Proveniente de
la Coleccién Esparfiola de Cultivos Tipo
(CECT) 1430.

Residuos  agroindustriales  de
Cynara scolymus L. var lorca (Asteraceae)
“alcachofa” proveniente de la Empresa
Agroindustrial ~ JOSYMAR  SAC.
Provincia de Trujillo. Departamento de

La Libertad, Pera
2. Métodos y técnicas

2.1 Acondicionamiento de los bio-
rreactores.

Se construyeron cuatro biorreactores
tipo tanque agitado de 1L de capacidad;
cada biorreactor fue equipado con un sis-
tema de agitacion previamente desinfecta-
do en la cdmara UV durante tres tiempos
de 1 hora con un descanso de 5 minutos
entre ellos.
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El aire insuflado a los biorreactores fue
esterilizado a través de una solucién de bi-
sulfito de sodio al 20% y suministrado a 20
mL/seg. Los biorreactores fueron coloca-
dos en un ambiente cerrado a una tempe-
ratura de 25-30°C.

2.2. Tratamiento del sustrato.

Las bracteas de alcachofa se fragmen-
taron en pequefos trozos, se pesaron y
se secaron 300 g a 60°C durante 4 horas
y finalmente se procedié a moler y tami-
zar a un tamano de 0,5 mm. Se hidrolizé el
tamizado obtenido con NaOH 1,25% como
solvente en una relacién alcachofa-solven-
te de 1:10 en un sistema de decoccién por
30 minutos y posteriormente en autoclave
a 120 °C,1 atm por 30 minutos.

2.3. Preparacion del caldo fermenta-
tivo.

Se prepararon las concentraciones si-
guientes: 1, 2, 3(g/L de ART), las mismas
que constituyeron el caldo fermentativo. A
éste caldo fermentativo se le adiciond 0,70
g de sulfato de amonio q.p. (Bailén, 2001),
posteriormente, este fue esterilizado en au-
toclave a 121°C durante 15 minutos.

2.4. Reactivacion del cultivo de Can-
dida utilis

El cultivo de C. utilis se reactivd en
Agar Sabouraud.

2.5. Preparacion del inéculo.

El cultivo de la cepa de Candida utilis
var. major fue sembrado en el medio de
mantenimiento (agar Sabouraud) y se incu-
bé durante 24 horas a 37°C. Del desarrollo
de este cultivo se hizo un traspaso al medio
de propagacion compuesto por 290 mL de
caldo Sabouraud el cual se incub6 a 35°C
12 durante 24 horas. La pureza del cultivo
se verific6 por observacién microscépica
con coloracién Gram. El inéculo tuvo una

concentracion celular de 3,3x107cel/ mL.

2.6. Proceso de produccion de bioma-
sa (fermentacion).

En cada biorreactor se adicion6 630 mL
del caldo fermentativo a las concentracio-
nes de estudio (1, 2, 3 g/L ART), la fuente
nitrogenada (sulfato de amonio al 1%) y 70
mL del in6culo previamente preparado.
El proceso se realizé a un pH de 5,0-5,5.
Se ferment6 por un periodo de 36 horas
a temperatura de 25°C + 2°C. Ademas, se
realizé un ensayo testigo (630 mL de caldo
Sabouraud y 70 mL de in6culo).

2.7. Determinacién de la influencia de
la concentracion de aztcares reduc-
tores totales de Cynara scolymus var.
lorca en la produccion de biomasa de
Candida utilis var. Major

2.7.1. Determinacion del peso seco de
la biomasa

La produccién de biomasa de Candida
utilis var. major se realizé durante 36 ho-
ras. Transcurrido dicho tiempo, se cen-
trifugd los medios fermentativos a 3000
rpm durante 5 minutos, eliminandose el
sobrenadante, el sedimento se lavoé 2 veces
con agua destilada estéril. Los sedimentos
fueron colocados en placas Petri de peso
conocido y llevados a la estufa a 60°C has-
ta peso constante, las cuales luego fueron
pesadas con la finalidad de obtener el peso
seco de la biomasa.

2.7.2. Cuantificacion de los aztiicares
reductores totales residuales

Finalizado el proceso de fermentacion,
se centrifugd 5 mL del caldo fermentativo
a 3500 rpm por 20 minutos, y en el sobre-
nadante se determiné la concentracion de
azucares reductores totales residuales me-
diante el método de Folin-Wu.
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Fig. 1. Produccion de biomasa neta de Candida utilis var. major CECT 1430 con respecto a
la concentracion de azucares reductores totales suministrados evaluado en un lapso de
36 horas. (a=P<0.05 b=P>0.05)
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Fig. 2. Relacion entre la concentracion de azticares reductores totales (ART) suministrados
de Cynara scolymus var. lorca “alcachofa” y la productividad de Candida utilis var. major
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Fig. 3. Relacion entre la concentracion de azticares reductores totales (ART) suministrados
de Cynara scolymus var. lorca “alcachofa” y el rendimiento de Candida utilis var. major
CECT 1430.

ART iniciales (g/L)
N° Biorreactor R1 R2 R3 Promedio
2 (1g/L) 3 2,9 3 3
3 (2g/L) 3 2,9 3 3
4 (3g/L) 3 2,9 3 3

Fig. 4. Concentracién de Azucares Reductores Totales extraidos de bracteas de Cynara
scolymus var. lorca mediante hidrélisis quimica, fisica y quimico-fisico.

ART residuales (g/L)
N° Biorreactor R1 R2 R3 Promedio
2 (1g/L) 0,08 0,06 0,09 0,076
3 (2g/L) 0,24 0,22 0,24 0,233
4 (3g/L) 0,54 0,58 0,52 0,546

Fig. 5. Concentracién de aztcares reductores totales residuales al concluir el proceso de
produccién de biomasa de C. utilis var. major

Discusién otra fuente de nitrégeno (Chacén, 2004),
por este motivo en el presente trabajo de
investigacién se us6 sulfato de amonio al
1%%; asi mismo, la cantidad de aztcares
presentes en el medio es un factor
influyente en el rendimiento de biomasa

En la produccion de biomasa de
Candida utilis var. major es necesaria la
adicién de sustancias nitrogenadas debido
a que algunas fuentes utilizadas para este
fin pueden ser pobres en nitrégeno y en g, ¢ 445 var. major (Estevez & Almazan,
minerales por lo cual es necesaria una 1998).

suplementaciéon con sales de amonio u
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En la fig. 1 es posible observar que la
biomasa neta producida de C. utilis var.
major proporcionalmente al
incremento de la concentracién de azticares
reductores totales de bracteas de C.
scolymus var. lorca. Similar comportamiento
ocurre con la productividad, debido a
que existe una buena homogenizacién y
disponibilidad del sustrato en el medio
(Estevez & Almazan, 1998).

aumenta

Sin embargo, la fig. 1 también muestra
que no existe diferencia significativa entre
los tratamientos problema, pero si hay
diferencia significativa entre la muestra
testigo y cada uno de los tratamientos
problema; es decir, que la levadura
incremento su biomasa en mayor cantidad
en el tratamiento testigo debido a que éste
presenta mayor cantidad de aztcares,
esta relaciéon de produccién de biomasa
y cantidad de azicares es corroborado
por (Cajo et al., 2011), quien obtuvo 7,667
g/L de biomasa de C. utilis usando 30g/L
de aztcares de melaza de cafia; Ademas,
existe dependencia entre la biomasa neta
producida y la productividad asi como,
dependencia entre el rendimiento de C.
utilis var. major y la concentracion de
azlcares reductores totales de bracteas
de C. scolymus var. lorca (fig. 2 y 3).
Trabajos realizados han demostrado que
la produccién de proteina unicelular de
C. utilis esta en funcion de la composicion
del medio de cultivo, de las condiciones
ambientales y del tipo de microorganismo.
(Estevez & Almazan, 1998), sin embargo
en la presente investigacion los parametros
utilizados, condiciones ambientales y tipo
de microorganismo, fueron mantenidos
constantes durante el proceso; por lo que
la produccién de proteina unicelular de C.
utilis var. major dependié tnicamente del
medio de cultivo; por tal motivo, el obtener
una produccion baja de biomasa, depende
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unicamente de la concentracion inicial
de azucares en el medio de crecimiento
(Zumbado et al., 2006).

Esto se justifica, pues C. utilis es
una levadura que tiene una alta tasa de
crecimiento, que ninguna especie ha
logrado superar, como lo demuestra
(Ferrer et al, 2004), en su trabajo de
hidrolizado de bagacillo de “cafia de
azucar”, que en la misma concentracion
de aztcares C. utilis supera a Saccharomyces
cerevisize en la producciéon de biomasa
en un 48%. Ademds, en la presente
investigacion se obtuvo baja cantidad de
azucares reductores totales de C. scolymus
var. lorca en el hidrolizado previo al
tratamiento (Fig. 4 y 5), comparandose a
trabajos realizados en diferentes sustratos;
tal como. (Bardales et al., 2009), que obtuvo
como maxima concentracién 7,00 g/L de
ART de “peladilla” de Asparagus officinalis;
y en pulpa de “café” se obtuvo 21,81 g/L
de ART (Urbaneja et al., 1997).

Si bien es cierto, la concentracion de
azdcares reductores totales de bracteas
de C. scolymus
aumentando la produccién de biomasa de
C. utilis var. major, sin embargo, la cantidad
de biomasa obtenida es insuficiente para
ser producida a escala industrial, porque
conllevarfa a pérdidas econémicas.

var. lorca influencio

Conclusiones

La produccién de biomasa de Candida
utilis var. major CECT 1430 aumenta
progresivamente tal como se incrementa
las concentraciones de aztcares reductores
totales de Cynara scolymus var. lorca.
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