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INTRODUCCION

En afios recientes se han logrado muchos avances para conocer a fon_
do la utilizacidn y degradacién de hidrocarburos por parte de microorganismos.
La capacidad de los microorganismos para degradar hidrocarburos como nica -
fuente de carbono y energia fué sefialado por Miyoshi a fines del siglo pasado
(46) . Estudios posteriores realizados por S8hngen (63) y Tausson (67) , con-

firmaron ampliamente las primeras observaciones .

A partir de la década de los cincuentas muchas publicaciones acerca
del tema han aparecido; Zobell (81) , Beestecher (5) , Davis (20) , Finnerty -
(24) , Thijsse (69) , Fuhs (26) , Foster (25) , Lukims (41) , Coty (16) , Miller
(44) , Hepple (34 ) , Wang (76) , Aiba (1 ) , Munk (49) , Yamada (79) , --
Klug (39) . Tambien durante la Gltima década los estudios microbiolégicos en

relacion al petrdleo y  sus derivados han tomado diversas orientaciones basa-
das en la potencialidad biosintetica de los microorganismos y en su capacidad -
de transformacién de moléculas complejas , ventaja que ha sido aprovechada -
y perfeccionada para procesos en la Microbiologia Industrial (80) .

El hombre moderno estd mirando ahora mas alla de la agricultura ,

ganaderia y pesca para satisfacer las demandas dlimenticias mundiales . Como



posibles fuentes que estan resultando satisfactorias, son las de gas natural (16),
(30) , (32) parafinas normales (79), fracciones de petréleo (13) asi como tam
bién alcoholes de bajo peso molecular como Gnica fuente de carbono y energia
para microorganismos que posean la propiedad de metabolizarlos produciendo —
compuestos orgdnicos Gtiles. A &ste respecto puede citarse, como de mayor --
importancia, la produccién microbiolégica de antibidticos (71), aminodcidos -
(70), carbohidratos (33 ), Gcidos grasos (58) y coenzimas (40)

La importancia de los procesos fermentativos quedd reflejada en el —
Segundo Congreso Internacional de Cultivo Continuo efectuado en Londres, In_
glaterra (36). Problemas en ingenieria de fermentaciones, nuevos procesos mi
crobiolégicos y genética microbiana, fué el tépico de discusiones en el Pri--
mer Simposium Internacional en Avances en Ingenieria microbiana desarrollada
en Checoeslovaquia (66). De ésta manera han surgido nuevos conocimientos-
que hacen posible el uso del petréleo y sus derivados en la produccidn de con—
centrados proteinicos y vitaminicos, dcidos nucleicos, |ipidos y enzimas. La-
produccién de concentrados de proteina y vitaminas, revisten una extraordina—
ria importancia en los problemas cada dia m&s agudos de la desnutricién en el -
hombre .

Actualmente la gran mayoria de la poblacién de los paises en vias —
de desarrollo carece, no solo de alimentos en cantidades adecuadas, sino que -

la calidad de éstos se encuentra muy por debajo de los requerimientos necesarios



para una salud y supervivencia normal. La F.A.O. (Food and Agriculture Or
ganization ) sefiala que el 50% de la poblacién infantil no recibe una adecuada
nutricién proteica. Ademés, el déficit de alimentos proteicos entre los afios —
1970 y 1985, se podria incrementar en un 40-50%. Explican que los requeri—
mientos de proteina para la India, aumentardn en dichos afios en un 90-100%, -
100-150% para Pakistén y que para Brasil el aumento serd de 90-100% (74). —
Informaciones similares proporcionada por el World Budget del departamento - -
Norteamericano de Agricultura, indican que habrd de requerirse ademds de pro
teinas de cereales, mds de 10 millonesde ton. de proteina desecada, 7 millones
de ton. de soya y 8 millones de ton. de protefna de pescado. Autret (2), --
Borgstrom (8), Brown (9), Blaxter (7), Carter (11), Gavan (29), Poleman --
(53), Sanderson (60), Walters (73), Woodham (78), Crosson (17) entre -=
otros, han enfatizado la magnitud del problema de la escasez mundial de vive—
res de alta calidad nutricional.

Independientemente de otras medidas que actualmente tienden a de—
sarrollarse para incrementar la produccién de concentrados proteinicos y vitami’
nicos tales como el mejoramiento de la tecnologia agricola (3 ), nuevas espe- -
cies y productos vegéfoles e incremento en la produccién animal, se afirma - -
(37) (74) que la produccién microbiolégica de proteinas constituye una gran —
ayuda, a largo plazo, para resolver el problema de la desnutricién humana. La

posible produccién de biomasa rica en aminogcidos, lipidos, carbohidratos y vi



taminas a partir de derivados de petréleo, estd basada en el mismo principio uti
lizado para la obtencién de proteina de levadura para uso en la industria de la.
panificacién.

Muchas son las razones que hacen de la produccién de petroprotei- -
nas (proteinas a partir del petréleo ) un esquema razonablemente atractivo (23)
(35)(43)(76). La produccién se realiza independientemente de muchos - -
factores, tales como la localizacién geogréfica y el clima, ademés la cantidad
de personal que se requiere para el cuidado de la planta, es minimo. El pro--
ceso requiere de mucho menor tiempo de duplicacién de la masa, en compara--
cién con el requerido en otras fuentes de proteina y vitaminas. ' ( Tabla Ndm. 1)

De todos los microorganismos que han sido estudiados en la utiliza- -
cién de hidrocarburos como fuente de carbono y que posean la propiedad de oxi
darlos, -las levaduras tienen probablemente las caracteristicas mds favorables pa
ra emplearse como fuente de alimentacidn.

Las necesidades de proteina alimenticia para los ejércitos alemanes -
entre los afios 1932 y 1945, dieron origen a la construccién de plantas de pro--
duccidn de alimentos de alta calidad nutricional, a partir de fermentaciones --
con levaduras, empleando licores sulfiticos u otras fuentes ricas en carbohidra—
tos como Gnica fuente de carbono y energia. La levadura empleada por los - -
alemanes fué una cepa de Candida utilis (56).

Las contribuciones més notables en el empleo de hidrocarburos gaseo



TABLA NUM. 1

Tiempo en que se duplica la biomasa en

diversos organismos

ORGANISMO

Bacterias y Levaduras
Algas microscépicas

Plantas superiores
(ej. alfalfa)

Aves (pollos)

Porcinos

Bovinos

............. 12.5 - 90 minutos

48 horas

.

N

o
1

..... & e a5 1.0 - 2 semanas

............. 2.0 - 4 semanas

............. 4,0 - 6.0 meses

............. 1.0 - 2 afos

Datos tomados de Vilenchich & Akhter (72).



sos y lfquidos en el desarrollo de procesos tecnoldgicos de biosintesis proteica,:
son los proporcionados por el consorcio Franco-Inglés (18) y por investigadores
soviéticos (19) y japoneses (68 ).

En todo el mundo han sido estudiadas las patentes de produccién de-
petroproteinas. (Tehnische Hocheschule, Suiza; Farbenfrabriken Bayer A.C.,
Alemania; Czachezlovakia Akad. Ved., Checoeslovaquia (57); Mobil Oil,-
Gulf Oil, Shell Oil en Estados Unidos ). Estudios muy intensos se vienen reali
zando por parte del Instituto Francés del Petréleo (21), British Petroleum Co.
(6), Regional Research Laboratory ( India), Kyowa Hakke (Japén), Chinesse -
Petroleum Corp. (Taiwan) y en centros de investigacién de la U.R.R.S., en —
donde se reporta la utilizacién de 15 ton. diarias de petroproteina por dia para -
llenar los requerimientos nutricionales en la produccién animal.

En México los estudios se han encaminado hacia el uso de levaduras_
(13), bacterias terméfilas (12) y hongos filamentosos (14 ).

Las levaduras en la produccidn de petroproteinas tienen la ventaja -
de que forman proteinas de alta calidad nutricional, lipides, carbohidratos y vi
taminas en cantidades abundantes, pues tan sélo la proteina constituyen el 45—
55% de su peso seco (59). La digestibilidad de la proteina de levadura se han
comprobado en estudios nutricionales efectuados en The Medical Research Coun
cil de la Gran Bretafia (Bunker, 1964). Dos organizaciones japonesas, han - -

realizado pruebas de seguridad de la petroproteinas, Cancer Research Section -



of The Medical Department of Osaka University y The Medical Department of -
Keio University. (43). De esta manera, la carencia de toxicidad en la com-
posicién de aminodcidos, vitaminas y demds compuestos orgdnicos, hace de las_
petroproteinas un complemento alimenticio crucial en la dieta humana y ani---
mal.

La cinética del crecimiento microbiano al utilizar sustratos insolu- -
bles, como medio de cultivo que contengan alcanos, es mucho més compleja --

que la desarrollada en medios de cultivo que posean fuente de carbono solubles.

Recientemente han aparecido publicaciones acerca del transporte de
los hidrocarburos en éste tipo de sistemas. Erickson y col (22), publicaron - -
una serie de andlisis tedricos de los posibles mecanismos de consumo de hidrocar
buros en un sistema disperso. Miller y col (45), estudiaron el crecimiento de

dos levaduras, Candida intermedia y Candida lipolytica, sobre una mezcla de pa

rafinas y en presencia de agentes que abaten la tensién superficial. Yamada -
y col. (79), tambien estudiaron la cinética de crecimiento de una bacteria y-

de una levadura (Corynebacterium hydrocarboblastus S-12-B2 y Candida tropi

calis 5-315-Y1, respectivamente ), sobre una mezcla de parafinas, obteniendo
una alta concentracidn celular, pero con una baja velocidad especifica de cre
cimiento en presencia de altas concentraciones de agentes modificadores de la-

tensidn superficial .

Wang y col (75), estudiaron el crecimiento de Candida intermediay




comprobaron que la velocidad especifica de crecimiento de la levadura, estd -
directamente relacionada con el drea de superficie interfacial del hidrocarburo.
En sus experiencias emplearon hexadecano como fuente de carbono y tween 80-
como agente emulsificante, el cudl ocasiond una mejor distribucién del hidro--
carburo dentro del caldo de fermentacién. Whitworth y col (77), publicaron-
un estudio acerca de los niveles de oxidacién de diversos alcanos por la levadu

ra Candida lipolytica ATCC-8661 empleando span 20, span 80, tween 80 y tri_

ton X-100 como agentes emulsificantes. Los resultados demostraron que la oxi
dacién de los alcanos empleados como fuente de carbono fué més satisfactoria -
cuando se adicionaron emulsificantes. La disociacién de los hidrocarburos se -
efectus con mayor efectividad en menor o mayor grado, cuando se encontraban
en presencia de agentes modificadores de la tensién superficial.

En base a todos los estudios realizados sobre hidrocarburos empleados
como fuente de carbono en la propagacidn de microorganismos, se ha podido ==
comprobar que el hidrocarburo se encuentra como una fase dispersa y que la can
tidad de nutrientes que la célula podria aprovechar, ya sea por contacto direc-
to o por transferencia de masa, depende en gran parte del Grea de superficie in
terfacial del hidrocarburo, lo que ocasionaria una mejor metabolizacién de la—
fuente de carbono. Por lo tanto, existe una estrecha relacién entre la cinéti—
ca del crecimiento celular y la superficie de érea interfacial del hidrocarburo,

dicha drea varia linealmente con la concentracidn de hidrocarburo y la concen



tracién microbiana (52)
Por ofro lado, en el crecimiento y propagacidn de levaduras se re- -
quiere en la mayoria de los casos, de una fuente de vitaminas que pueda ser uti

lizada para llevar a cabo su actividad enzimédtica.

Estas vitaminas son principalmente del complejo "B", como biotina,-
tiamina, niacina, inositol, dcido pantotéico, piridoxina, riboflavina etc., las
cuales se han administrado originalmente en la propagacién de la levadura --
Candida BE-L-1, tanto anivel de laboratorio como de planta piloto. Sin embargo,
se pensd en la posibilidad de sustituir dicha fuente de vitaminas por otra de - -
igual efectividad pero mas econdmica.

La fuente de vitaminas que se estudié en el presente trabajo, fué - -
agua de cocimiento de maiz en suspensién; concentrado que ha sido ampliamen
te utilizado en innumerables procesos microbiolégicos no sélo por ser una fuen—
te rica en vitaminas, aminodcidos y minerales, sino también por el bajo costo -
que representa su obtencién. La composicién del agua de cocimiento de maiz_
se ha estudiado desde la década de los cuarentas. Cardinal y col en 1948 -- -
(10) efectuaron un estudio microbiolégico para determinar el contenido de ami_
nodcidos en un concentrado de agua es cocimiento de maiz. Los aminodcidos
que identificaron fueron leucina, lisina, arginina, treonina, valina, ac. gluté
mico, histidina, metionina, cistina, alenina, tirosina y prolina. Myers y col

en 1948 (51) efectuaron un estudio acerca de los nutrientes del agua de coci--
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miento de maiz. Barret y col. (4) determinaron los sélidos totales de un con-
centrado de agua de cocimiento de maiz.

Muchas publicaciones desde entonces mencionan la inclusién de - -=
agua de cocimiento de maiz como factor de crecimiento. En la Tabla Ndm. 2,
se citan algunos procesos microbiolégicos para la obtencién de sustancia Gtiles-
y en los que se emplea agua de cocimiento de maiz como fuente de vitaminas.

Con éstos hechos en mente, una serie de experimentos efectuados - -
con diversas concentraciones de agua de cocimiento de maiz y agentes emulsifi_
cantes como tween 40, tween 60, tween 80 y tween 85, fueron estudiados sobre
la propagacién de una cepa de Candida BE-L-1 para de ésta manera, poder es-
tablecer el comportamiento de la levadura empleando como fuente de carbono -

petréleo incoloro en una concentracién de 5% (v/v).
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TABLA NUM. 2

Procesos de obtencién de sustancias Gtiles en los

que se incluye agua de cocimiento de maiz co-

mo fuente de vitaminas.

PROCESO MICROORGANISMO REFERENCIA
Obtencién de vitaminas del

complejo "B" Ashbya gossipi. (55)
Produccién de antibiéticos - (28)
Produccién de ac. tartdtico Acetobacter suboxidans (31)
Produccién de ac.-glutérico Pseudomonas fluorecens (64)
Produccién de ac. citrico Aspergillus wentii (38)
Produccién de ac. grasos Penicilium soppi (50)
Produccién de lisina Escherichia coli ATCC-12,408  (15)
Produccién de penicilina Penicilium notatum (48)

Datos tomados de Prescott & Dunn (54)
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MATERIALES Y METODOS

A).- MICROORGANISMO

En el presente trabajo, se empled una cepa de levadura del género -
Candida sp, aislada de muestras de suelos impregnados de hidrocarburos, a la-
Candida sp, preg y

cual se le asigné la clave de Candida BE-L-1, (13).

B).- CONSERVACION DE LA CEPA

La cepa de levadura Candida BE-L-1 se conservé en tubos de gelosa
Sabourand-dextrosa inclinado. Las resiembras se hicieron cada mes, modifican

dose ésta frecuencia de acuerdo a las necesidades experimentales.

C).- MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo empleado en todas las experiencias efectuadas —

fue :
KH2PO4 ................ 5.0 gN
MgSO4 « Z7HO 7 iisvesssseesaan 2.5 g/
CaClp . 2H0O i i 1 e B 0.8 g/N

NH,4C1 I RPINPTPTOPIIS - T ;|
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4+ Vitaminas variable
44 Petréleo incoloro S eloSlalars e ele She S eke 5% (v/v)
Agua de la llave . 1000 ml
pH I I Ik A i 4.6

4 La fuente de vitaminas que fueutilizada al estudiar los efectos
de agentes emulsificantes sobre la propagacién de Candida BE-L-1,
fué extracto de levadura (DIFCO), en una concentracién --
300 mg/1 (Medrano R.H.- Comunicacién Personal 1975). Asf
mismo, con el objeto de proporcionar una fuente de vitaminas =
de similar efectividad, se procedi6 al estudio de diferentes con
centraciones de agua de cocimiento de maiz en suspensién (Glu
cosa y Fécula de México S.A.) y los efectos que produce en la
propagacién de Candida BE-L-1; usando petréleo incoloro como
Unica fuente de carbono.

++ Las caracteristicas del petréleo incoloro usado, se encuentran -
resumidas en la tabla Num. 3.

D).- PREPARACION DE INOCULO.

A partir de un tubo que contiene a la cepa conservada, se preparé -
una suspensién celular empleando una pipeta y agua destilada estériles. La --
cantidad de agua fué de 4 ml aproximadamente, colocando la suspension en un_
matraz Erlenmeyer de 500 ml de capacidad conteniendo 100 ml de medio de cul
tivo.

Esta operacién se realizé bajo las mejores condiciones de esterilidad,

para lo que se emplearon dos mecheros Bunsen. Una vez que se afiadié la sus—
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TABLA NUM. 3

Caracteristicas del petréleo incoloro empleado

(Reynosa F - 52)

Andlisis Fisico

Densidad a 20°C ......... 5508 458 4790618361 w08 oun e ot o o a2 it Rl 04 &
Peso especifico 60/60 °F . . vvevvrennnnnnn. 5 o ¥ B 6 &% 0@ @
Viscosidad cinemdtica 37.8 °C ...vveviinrnnennnnn. sews
Indice de refraccion cvveeeeeennennn. S S5 5k 508 o o o eb S O

Composicién quimica (% en volumen )

n-parafinas (decano, undecano, dodecano, tridecano, tetra-

decano, hexadecano, otros) «...veveen..
Iso-parafinas «..ovveennnns w6 afs & o W 8w we o h 0id 08 W% 940 58 9
Cicloalcanos no condensados +vv.e... D & 5 866 W5 0 6
Cicloalcanos condensados ...... OO OO SOOI . 5
Aldohilbencenos .......... OO D SO T T T
Indanos tetralinds .uoveeeeeeeeeeenneneennennnen § o 50t o .
Alcohilnaftalenos v.vveeeen... AGOoOCOnns e oo mes sy

benzotiofenos «....... o 50 e w15 9 o 50a 6 66 S8 66 86 508 8 6 O

0.7920
0.7952

1.63
1.4421

45.6
10.4
11.73
11.32
7.10
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pensién celular, el matraz fue colocado en un agitador rotatorio New Bruns
wich Sci. Co., modelo G-53, a una velocidad de 150 rpm (revoluciones por
minuto ); a una temperatura de 30°C. El crecimiento de la levadura apareci6_
en un lapso de 48-72 h. aproximadamente, después de lo cual, 10 ml de culti—
vo se transfirieron a otro matraz Erlenmeyer de 500 ml de capacidad con 100 —
ml de medio de cultivo. El crecimiento en ésta ocasién aparecié a las 30 h. -
Se realizé una resiembre mds en igualdad de condiciones para tener asi un me—

jor crecimiento a las 20 h. aproximadamente.

E).- ESTERILIZACION DE MATERIAL Y EQUIPO,

La presencia del hidrocarburo como Gnica fuente de carbono y ener—
gia determind el establecimiento de condiciones de esterilizacién propicias y —
no necesariamente drdsticas para el equipo de fermentacién. En las experien—
cias realizadas a nivel de matraz, éstos fueron esterilizados con el medio de --
cultivo a 1 kg/cm? durante 15 min. Los fermentadores de 14 |, se esteriliza
ron eventualmente a 1.5 Kg/cmz, durante 20-25 min. En ambos casos se em—
pled una autoclave ASMED, tipo APIVD,

Los resultados obtenidos a lo largo de todo el trabajo demostraron - -
que la contaminacién bacteriana que se presenté en algunas ocasiones fué préc_

ticamente despreciable.
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F).- MATRACES ERLENMEYER CON MAMPARAS.

Todos los matraces Erlenmeyer empleados en cada experimento, fue-
ron de 500 ml de capacidad conteniendo 100 ml de medio de cultivoy 5% (v/v)
de petréleo incoloro.  Asimismo los matraces tenian tres mamparas hechas a
base de hundir la parte inferior de su cuerpo a una profundidad de 1.5 cm apro_
ximadamente y a una altura de 3 cm, las cuales por la accidn rotatoria, ayuda-
ron a tener una mejor distribucién del hidrocarburo; durante ése tiempo se to—
maron muestras del cultivo mds o menos a intervalos de 2 a 5 h, con el fin de se

guir la cinética del crecimiento microbiano y se realizaron determinacién de la

biomasa seca (g/1) (65).

G).- ESTUDIOS A NIVEL DE PLANTA PILOTO.,

Se desarrollaron experimentos para conocer el efecto del agua de co
cimiento de maiz en suspension sobre la propagancién de Candida BE-L-1 a ni-
vel de planta piloto utilizando para ello un aparato de 14 |. de capacidad --
New Brunswick Sci. Co. modelo CFS-314. Esta planta estd constituida por un
sistema triple de fermentadores, el cudl consiste del siguiente equipo de instru-
mentacidn :

1.- aeracién - ésta se mide mediante unrotdmetro el cudl estd cali_
brado directamente en litros / minuto.

2.- agitacidn - se evalla mediante un tacSmetro en revoluciones —
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por minuto, logrdndose aplicar una agitacion de 0 a 100 rpm.

3.- Temperatura - la planta piloto cuenta con un bafio en el qué se-
encuentran colocados los tres fermentadores. El calentamiento se realiza me—
diante unas resistencias, las que seregulan por medio de un termostato; permitien
do de esta manera llevar a cabo experimentos a diversas temperaturas, que osci.
lan entre 0° y 40°C.

4.- Indicador de pH.- éste sistema de fermentacidn dispone de un_
indicador de pH, con una escala de 0 a 14 con el que es posible seguir el curso

de la propagacidn, tomando en cuenta los cambios de ésta variable.

5.- Espuma - ésta se regula mediante un sistema de sensores electrd
nicos de nivel, los cuales al entrar en contacto con ella, cierran un circuito —
que hace accionar unas bombas peristélticas para la adicién de antiespumante a

base de silicones FG-10 (Dow Corning de México S.A.).

H).- EFECTOS DE AGENTES MODIFICADORES DE LA TENSION SUPERFI- -

CIAL,

Una vez que la cepa se adapté al medio liquido, se procedi6 a estu_
diar su propagacidn bajo la accién de agentes que alteran la tensidn superficial,
tales como tween 40, tween 60, tween 80 y tween 85, que difieren cada uno -
de ellos en su férmula quimica. La estructura quimica y propiedades de éstos -

agentes, se encuentra resumidos en la tabla Ndm. 4.
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TABLA NUM. 4

Estructura quimica y propiedades de agentes

Emulsificantes ( TWEENS ),

TWEEN : Derivados polioxietilénicos de ésteres de dcidos grasos de sorbitan.

/ \ (OCHZ—CHZ) OH

CH CH - CHp - (OCH, - CHy), -

?
1
CH CH C-R
HO (CH2—CH20)p (OCH2 - CH, )q OH
endonde : p+4+q+r+s = m, ndmero de residuos polioxietilénicos /mol -
de éster.
m R HLB Peso
Molecular.

Tween 40 20 monopalmitato 6.7 1210
Tween 60 20 monoestearato 4.7
Tween 80 20 monooleato 4.3 1309

Tween 85 20 tri-oleato 1.8
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Dichos agentes emulsificantes fueron escogidos para la realizacién -
del presente estudio, en base a sus propiedades no téxicas y debido a que no
inhiben la actividad enzimdtica del microorganismo en estudio (77 ), ademds —
por la habilidad que presentan como modificadores de la tensién superficial, pro
piedad ya bien establecida y ampliamente aprovechada en procesos de la cosme
tologia y de la industria alimenticia, en donde se les emplea como aditamento-

alimenticio.

Este estudio se realizé en matraces con diversas concentraciones de -
los diferentes agentes modificadores de la tensién superficial. La concentracio
nes usadas oscilaron entre 16 mg/1 y 1000 mg/1. Los matraces contenfan 100-
ml de medio de cultivo, petréleo incoloro 5 % volumen a volumen, como fuen-
te de carbono y extracto de levadura 300 mg/1. Los matraces fueron agitados
a 150 rpm durante 70 h. a una temperatura de 30°C. Los muestreos se efectua

ron cada 2 a 4 h.

1).- PREPARACION DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ,

Con el fin de emplear ésta en la fermentacidn, se preparden la forma
siguiente: un volumen de un litro aproximadamente, se colocd en un matraz —
Erlenmeyer de 2 1 de capacidad. El matraz se colocd en el autoclave subien—
do la presidn a 1,5 Kg/cm?2, dejéndola bajar lentamente. Posteriormente se —

filtré con el objeto de eliminar los sélidos siendo el filtrado el que se empled en
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. .2 . . P o,
este estudio. La concentracién de sélidos en el filtrado represents el 13,8 %-
el cual fué descontado en las determinaciones de peso seco.

La composicién del agua de cocimiento de maiz en suspension se en_

cuentra en la tabla Ndm. 5.

J).- DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES EN EL FILTRADO DEL AGUA

DE COCIMIENTO DE MAIZ,

Para efectuar esta determinacidn, se colocd 1 ml de la suspensién en
un crisol puesto previamente a peso constante y calcinado por accidn directa de
un mechero. Posteriormente se llevé a una mufla a temperatura entre 500° y -
550° C durante 2 h; transcurrido este tiempo se retiré el crisol de la mufla ==

2 .
conservandose en un desecador hasta que alcanzara la temperatura ambiente. —
Finalmente se pesS.

Empleando la ecuacién siguiente, se calculd la cantidad de sélidos -

en la muestra.

- (A-B) x 100
M

% material sélido

en donde A = Peso del crisol + cenizas
B = Peso del crisol vacio
M = Cantidad de muestra
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TABLA NUM. 5

Descripcién de la composicién del agua de

cocimiento de maiz

Es un liquido espeso, amarillo rojizo, de sabor y olor caracteristicos.-

pH 3.9-4.2

Acidez (como ac. Léctico) 12.0 - 14.0 %

Sélidos totales 48.9 %

Proteina (N x 6.25) (B.S.) 45.0 - 50.0 %
Valores Analiticos Vitaminas

Humedad ———— 50.0 % Tiaming —————— 0.28 mg/%

- Proteina, min,—— 23.0 % Riboflavina =————  0.58
Cenizas, max, ———— 10.0 % Niacing —————  8.l6
Grasas, min, —— 0.00 % Piridoxina ——————— 0.88
Fibras, max ,—————— 0.00 % Ac. Pantotenico ———— 1.50

= Nitrégeno 16.0 % Ac. Félico ———— 0.3
pH 3.7 - 4.2 Biotina 0.02
Densidad ——  1.25 Inositol 753 .86

Cloruro 14 8.00
Aminoacidos Esenciales Minerales

Lisina 1.0 % Potasio 2.40 %
Triptéfano 0.1 % Magnesio 1.00 %
Isoleucina 1.3 % Sodio 0.10 %
Valina 1.5 % Fésforo 1.80 %
Arginina 1.0 % Sulfuros 0.40 %
Metionina 0.5 % Calcio 0.660 %
Cistina 0.3 % Cloro 0.40 %
Treonina 1.3 % Hierro 0.01 %
Leucina 2.2 % Cobre 0.005%
Fenilalanina 10.0 %

Histidina 1.5 %
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K).- OBTENCION DE BIOMASA,

Con el fin de obtener biomasa en volumenes suficientes para estudiar
su composicién quimica, la levadura Candida BE-L-1 obtenida en el estudio de
la influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacién de la misma; -
la biomasa fué centrifugada a 2 000 r.p.m. durante 5 min y lavados dos veces -

con agua caliente y tres veces con iso-propanol.

L).- EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE Candida BE-L-1

a).- Determinacién de peso seco.- Con el fin de evaluar la bioma

sa seca producida en los cultivos, tanto a nivel de matraz como de planta pilo-
to, se empled un sistema de filtracién triple con membranas Millipore de 0.45-
de poro y 47 mm de didmetro tipo HAWP-4740 a través de las cuales y previa--
mente puestas a peso constante, se filtré una muestra de 1 ml de cultivo, lavan
do posteriormente con agua destilada. Las membranas fueron llevadas a peso -
constante a una temperatura de 90-92° C en un horno-estufa (J.M. Ortiz) du_

rante 2-3 h.

b).- Determinacién de unidades Klett.- Otra forma de evaluar el -

crecimiento microbiano fué el empleo de un fotocolorimetro Klett-Summerson —
modelo 800-3, empleando filtro rojo para la determinacidn de unidades klett, -
debido al color que presenta el agua de cocimiento de mai'z, propiedad que au

menta con el incremento en la concentracién de dicha fuente de vitaminas en -
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estudio. A causa de ésto, se podrd observar que al graficar el crecimiento de_
Candida BE-L-1, el punto de partida (a las cero horas) no es el mismo. Sin —
embargo, el color del agua es cocimiento de maiz en el medio de propagacién
no intervino en la cinética de la levadura.

Debido a la presencia del hidrocarburo, el cual es insoluble en agua,
para la determinacién de unidades klett fué preciso afiadir dcido propidnico - -
(J. T. Baker Chemical Co. ) con el fin de romper la emulsién formada por aire
- agua - hidrocarburo (42).

Ambos datos, peso seco (g/1)y unidades klett, fueron graficados so
bre papel semi-logaritmico para dilucidar la cinética del crecimiento mediante

la determinacién de la velocidad especifica de crecimiento (}l h—.| ) asi como_

el tiempo de generacién (Tg,h-] ). (47)

M).- DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE LA BIOMASA,

Aunque no se efectuaron estudios nutricionales en el presente traba—
jo, la biomasa fué sometida a procedimientos analiticos con el fin de evaluar —

su composicién quimica.

a).- Determinacién de nitrégeno total .- La determinacion de nitré_

geno total se hizo siguiendo la técnica de Kjeldahl; para lo cual se pesaron --
0.5 g de muestra en papel glacine y se pasaron cuidadosamente a matraces diges

tores Kjeldahl de 800 m| de capacidad; se adicionaron a la muestra 8.5 g de -
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mezcla digestora compuesta de sulfato de cobre 20 g y 200 g de sulfato de pota
sio) y 25 ml de dcido sulfirico concentrado. En seguida la muestra se llevé a_
la parrilla de digestién, calenténdola durante 45 min hasta obtener totalmente-
la decoloracién. Efectuada la digestidn, se dejd enfriar; posteriormente se —
adicion 300 ml de agua destilada, una pisca de zinc en polvo y solucién de hi
dréxido de sodio. Una vez hecho ésto, se procedié a conectar el sistema de -
destilacién. La muestra fué agitada y puesta sobre la parrilla caliente, efec—
tudndose una destilacién por arrastre de vapor. El nitrégeno fué recibido en un
matraz Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo 100 ml de solucidn de dcido bérico-
al 2% y 2 gotas de indicador de rojo de metilo. La destilacién se dié por ter—
minada, cuando se hubieron recolectado 300 ml del destilado. El producto ob
tenido en la destilacidn fue valorado con una solucién de dcido sulfirico 0.1 -
N hasta producir el vire de amarillo a rojo. Finalmente, empleando la siguien

te ecuacidn se calculé la cantidad de nitrégeno total.

% N = (A-B) x NMx Meq. x 100

en donde A = Volumen en ml gastados de solucién valorada de - - -

HySOy4
B = Volumen en ml de Hy,SO 4 empleados para valorar el -
testigo.

N = Normalidad del HySO,4 empleado.
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Z
n

Cantidad de muestra en g.

Meq

Miliequivalente del nitrogeno cuyo valor corresponde a 0.014.

N).- DETERMINACION DE LIPIDOS CRUDOS.

Se hizo de la forma siguiente : se pesaron de 2 a 5 g. de muestra ==
dentro de cartuchos de papel filtro (Whatman de 20 x 90 mm ) previamente so--
metidos a peso constante. El cartucho se colocd en un aparato de extraccién =

Sexhlet. Se adicionaron al matraz (seco y bien lavado ) 40 ml de éter.

La muestra fué sometida a una exiraccién con éter en reflujo durante

8 h; al final de éste tiempo, el éter fué destilado, inclinando el matraz hasta-
g p “ . . %

eliminar el excedente de éter que adn estuviese presente. Realizado ésto, se-

enfrié en un desecador y el matraz se pesS.

Calculos :
Peso del Extracto Peso del - Peso de la
matraz. etéreo  ~ matraz. grasa.
Peso del cartucho Peso del cartucho  _  Peso de la
lleno. vacio muestra.
asi :

- Peso de la grasa en gramos
% de grasa = 3 2ram.
Peso de la muestra en gramos




27

0).- IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS.

La identificacién y cuantificacién de aminodcidos se efectué usando
un autoanalizador Perkin Elmer-Hitachi. La muestra fué preparada de manera
siguiente : en un matraz balén de 125 ml de capacidad se pusieron exactamen_
te 10 mg de biomasa ‘seca, se adicionaron 10 ml de dcido clorhidrido 6 N y se -
reflujé la muestra durante 24 h.; al cabo de éste tiempo la muestra hidrolizada
fué evaporada hasta sequedad, elimindndose el Gcido clorhidrico en un deseca_
dor al vacio conteniendo hidréxido de sodio.

El residuo obtenido fué disuelto en 5 ml de agua destilada, se toma—
ron de ésta solucidn 2 alicuotas de 1 ml y fueron llevadas a un volumen de 20 -
ml con una solucidn reguladora de citrato pH de 4.1 y 5.3 respectivamente., --
Estas soluciones resultantes son las que se introducen al autoanalizador para la_
identificacidn y cuantificacién de los aminodcidos. La composicién comparati
va de biomasa en Candida BE-L-1 y en otras levaduras, se encuentran reunidas

en la tabla Ndm. 6 y Nim. 7.
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TABLA NUM. 6

Composicién comparativa de biomasa en

Candida sp. (BEL-1) y en otras levaduras

BEL-1 BEL-1
(querosina) (Melazas) n-parafinas

Gal oil

.utilis

Proteina (%)

(N x6.25)
Lipidos (% )
Cenizas (%)
Humedad (%)
Aminodcidos (%)
Lisina

Valina
Leucina
Isoleucina
Treonina
Metionina
Fenilalanina
Triptofano
Cistina
Histidina
Tirosina

Arginina

32-40 45-48 65
5.5-26.7 1.8-2 8.1
3.5-19.4 8-8.5 .0

- = 4.2
9.0 9.8 7.0
5.7 5.5 5.4

10.2 7.9 7.0

7.2 4.8 4.5
5.5 6.5 4.9
1.6 1.8 1.2
7.7 3.9 4.4
2.0 0.5 1.4
0.5 0.4 1.1
— 1.4 2.0
2.4 2.9 3.5
s 5.9 4.8

70.5
0.5
7.9
5.0

7.8
5.8
7.8
5.3
5.4
1.1
4.8
1.3
0.9
2.1
4.0
5.0

51

10

10.7
5.7
8.1
7.3

4.8
1.4

4.1
0.5
0.3
2.8
1.4
4.7

Los aminodcidos estdn expresados en g/100 g de proteina.
ly2 Casas-Campillo - y col.
3y4 Levadura del Consorcio francés-inglés (Llewelyn, 1968)
5 Datos condensados por ( Peppler, 1970 ).



Composicién comparativa en aminodcidos en varios tipos de proteina

TABLA NUM.7

Fuente de
proteina Sustrato Cis lleu Leu Lis Met Fen Treo Trip Val
Bacteria Metano - - 9.5 5.3 3.4 6.2 4.5 - 8.5 *
Bacteria n-parafinas 0.6 3.6 5.6 6.5 2.0 2.9 4.0 0.9 3.5 *
Bacteria Gas oil 0.9 5.3 7.8 7.8 1.6 4.8 5.4 1.3 58 *
Levaduras n-parafinas - 3.6 5.9 7.0 1.2 2.7 2.7 0.5 40 *
Levadura Gas oil - 5.1 7.0 6.8 1.3 5.1 5.6 2.3 5.0 *
Soya comestible -- 1.2 5.8 7.6 6.6 1.1 4.8 3.9 1.2 52 *
Semilla de algodén
comestible -- -- 4.0 6.2 4.2 1.5 5.2 3.5 1.6 50 *
Candida sp. (BEL-1) Querosina 0.5 7.2 10.2 9.0 1.2 7.7 5.5 2.0 5.7 *
Candida sp. (BEL-1) Melazas

de cafia 0.4 4.8 7.9 9.8 1.1 3.9 6.5 0.5 5.5 **
F.A.O. - 2.0 4.2 4.8 4.2 2.2 2.8 2.8 1.4 4,2 *

La concentracién de aminodcidos estd dada en g/100 g de proteina.

*  Datos tomados de Wang (1968).

**  Casas - Campillo y col.
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PARTE EXPERIMENTAL

En una serie de experiencias se estudié la influencia de cuatro -
diferentes derivados polioxietilénicos de ésteres de Gcidos grasos de sorbitan
(tweens), sobre la propagacién de la levadura Candida BE-L-1, empleando pe
trélec incoloro como fuente de carbono. La segunda serie de experimentos la_
constituye el estudio del efecto de diversas concentraciones de agua de coci- -
miento de maiz en suspensién (50% de sélidos) en la propagacién de la misma-
levadura y bajo tres diferentes grados de aereacién. Al final de los estudios —
mencionados se consideré adecuado realizar una prueba empleando los mejores-
resultados obtenidos tanto con los agentes emulsificantes, como con los del - -
agua de cocimiento de maiz en suspensidn.

Los resultados que se obtuvieron en el estudio de agentes emulsifican
tes, fueron comparados con los proporcionados por tres testigos que se propaga—

ron en igualdad de condiciones pero en ausencia de tween.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TWEEN 40

Se observé una inhibicidn en el crecimiento de la levadura Candida
BE-L-1 en todas las concentraciones empleadas de tween 40. Los resultados -
de éste efecto se encuentran reunidos en la tabla Ndm. 8 y en las figs. 1 a 6,-
las cuales nos muestran que una inhibicién parcial fué provocada por el efecto
de 16.6 mg/1 y 33 mg/1; un incremento en la produccién de biomasa se obser
vé en el empleo de 50.0 mg/1 66.6mg/l y 83.3 mg/1. La produccién éptima
bajo la accién de este tween, se presenté con 100 mg/1 con una produccién de
biomasa de 15.4 g/1. Se presents una inhibicién total en el crecimiento celu
lar bajo los efectos de concentraciones que oscilaron entre 200 mg/1 y 1000 - -
mg/1.

Las observaciones microscépicas realizadas con regularidad, revela—
ron que no sélo el crecimiento celular se inhibié sino también la morfologia de

levadura se alterd, pues su tamafio fue menor en los casosen los que hubo creci

miento.
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TABLA NUM. 8

Influencia de la Concentracion de tween 60 en la Propaga_

cién de Candida BE-L-l en matraces Erlenmeyer de 500 ml

de capacidad con mamparas .

TWEEN 40 VELOCIDAD ESPECIFICA TIEMPO DE PESO
DE CRECIMIENTO GENERACION SECO
(mg/1) %, b (Tg,h71) (¢/1)
16.6 0.099 7.0 8.25
33.3 0.110 6.8 9.80
50.0 0.1 6.2 13.30
66.6 0.113 6.1 14.00
83.3 0.115 6.0 14,70
100.0 0.130 5.3 15.40
200.0 0.090 7.1 6.4
400.0 - - negativo
600.0 - - negativo
800.0 - - negativo
1000.0 - - negativo
Condiciones de operacién : Medio mineral ....... ceses 100 ml
Petréleo incoloro 4. vuuu... 5% (v/v)
Temperatura v.veevecsnasas 30°C

AGHOCION v wia w6 566 w15 6s w08 150 rpm
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TWEEN 60

El estudio de diferentes concentraciones de tween 60, se muestra en_
la tabla Nom. 9, 'y figuras 6 a 12 las cuales nos muestran que la influencia de
éste agente sobre la propagacién de Candida BE-L-1 no causé un aumento consi
derable en la produccién de biomasa al compararse con el determinado en los -
testigos, cuyo promedio de biomasa fué de 16.5 g/1. Si bien el crecimiento-
se puede considerar como normal en las concentraciones de 50.0 mg/1, 83.3 —
mg/1 y 100 mg/1 (con 17 g/1 de biomasa ) en las observaciones microscépicas la

levadura mostré la misma alteracién que la observada con el tween 40.
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TABLA NUM. 9

Influencia de la Concentracién de tween 60 en la Propaga

cién de Candida BE-L-1 en matraces Erlenmeyer de 500 ml -

de capacidad con mamparas.

60

(mg/1)

16
33

50.
66.

83
100
200
400
600
800

]

.3
0
6

.3

.0

.0

.0

.0

.0

.0

Velocidad especifica

de crecimiento.

(/u,h‘l)

0.015
0.119
0.126
0.121

0.123
0.126

Condiciones. de operacién :

Tiempo de
generacidn.

(Tg, b™1)
6.0
5.8
5.5
5.7
5.6
5.5

Medio mineral .....covven..
Petréleo incoloro ..........
Temperatura ....evveenn... .
Agitacion «aisisinesisaines

pH

-----------------------

100

Peso
Seco.

(g/1)
14.77
15.80
17.00
17.50
17.10
17.00
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

ml

5% (v/v)

30°

C
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TWEEN 80

Bajo la influencia de 83.3 mg/1, y de 100 mg/1 de este tween, la-
produccidn de biomasa se incrementd en 2 a 3 g/1, con respecto a los testigos.
El crecimiento de la levadura se inhibié por 16.6 mg/1, 33.3 mg/1 y50.0 mg/|
de tween 80; el empleo de 66.6 mg/1 no tuvo un efecto como para tomarse -
en cventa. Las concentraciones por arriba de los 200 mg/1 inhibieron totalmen
te el crecimiento. El tiempo d’e generacién (Tg,h-] ) de la produccién éptima

de biomasa, varié de 5.1 a 5.7 ht. (Tabla Nom. 10 y figuras 13 a la 19).

Se observé la levadura en el transcurso de la propagacién y su tama-
fio y forma fué siempre normal en todas las concentraciones empleadas de - - -

tween 80.



Tween

(mg/1)
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TABLA NUM. 10

Influencia de la concentracién de tween 80 en la propaga
cién de Candida BE-L-1 en matraces Erlenmeyer de 500 ml
de capacidad con mamparas.

Velocidad especifica de Tiempo de Peso
crecimiento generacién seco.

()x, h1) (Tg, h71) (o/1)

16.6 0.1 6.2 - 10.00
33.3 0.111 6.0 10.20
50.0 0.115 6.0 14.70
66.6 0.121 57 16.15
83.3 0.199 5.2 18.00
100.0 0.135 5.1 18.30
200.0 0.099 : 7.0 8.3
400.0 - - -
600.0 = - -
800.0 - - -
1000.0 - = -
Condiciones de operacién : Medio mineral .. ..iievnneenans 100 ml
Petréleo incoloro ..... siva v wen 9% (VWV)
Temperatura ....... - i o
Agitacion o s sie sie s aies o 50 im0z 150 rpm
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TWEEN 85

En la serie de estudios que se efectuaron con los niveles de concen—
tracién del tween 85 y bajo las condiciones empleadas, (Tablas 11 y figuras -
20 a la 25, fué posible observar que la levadura crecié en forma moderada, - -
cuando se adicionaron 16.6 y 33.3 mg/1 al medio de propagacién, incrementdn
dose la produccién de biomasa en 2 a 3 g/1 con respecto al de los testigos. El
Tg (tiempo de generacién en h~1) para cada concentracién anterior fué muy si

milar, fluctuando entre 5.5y 5.6 hl.

Una influencia positiva fué observada en concentraciones de 66.6 -=
mg/1 a 100 mg/1, pues con un Tg de 5.1 h™1 el aumento en la produccién de -
biomasa fué de 21 g/1 a 25 g/1, incremento de 6 a 9 g/1 con el producido en_
ausencia de tween., Sin embargo, la morfologia de la levadura se alteré en --
cuanto a tamafio y ancho, observéndose microscdpicamente dimensiones mayores

que las habituales.



Tween 85

(mg/1
16.6
33.3
50.0
66.6
83.

100.

200.

400

600.
800.

©O © o o o o w

1000.
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TABLA NUM. 11

Influencia de la Concentracién de Tween 85 en la Propaga—

cién de Candida BE-L-1 en matraces Erlenmeyer de 500 ml -

de capacidad con mamparas.

Velocidad especifica Tiempo de Peso
de crecimiento generacién seco.
) ( 0N (Tg, b7 (o/1)
0.126 5.5 18.5
0.123 5.6 19.0
0.126 5.5 19.70
0.136 5.1 2] .20
0.135 5.1 21.60
0.135 5.1 25.00
= - negativo
= - negativo
- = negativo
- - negativo
= - negativo
Condiciones de operacién :  Medio mineral ............. .. 100 ml
Petréleo incoloro v . vevevennn. 5% (v/v)
Temperaturt’ s vie s sis sis a1 sieie ois » 30°C
Agitacion ceeeeeeiesococcevans 150 rpm



EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AGUA DE COCIMIENTO -

DE MAIZ EMPLEANDO TRES DIFERENTES VOLUMENES DE AEREACION, EN_
LA PROPAGACION DE Candida BE-L-1

La levadura Candida BE-L-1 fué propagada a nivel de planta piloto -
en una de 14 1 de capacidad, empleando agua de cocimiento de maiz en suspen
sién como fuente de vitaminas. Las concentraciones oscilaron entre los 4 g/1_
y 40 g/1. Los tres volomenes de aeracién fueron 0,5, 1,0y 1.5 vwm (volu--

men de aire / volumen de medio de cultivo x minuto).
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EFECTO DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ EN SUSPENSION EMPLEAN

DO 0.5 VOL. de aire / vol. de medio x min.

Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla Nom. 12 y en las
figuras 26 a la 35. En la figura Ndm. 57 , se observa que la velocidad espe
cifica de crecimiento ( , b1 ) aumenta moderadamente con el efecto de 4g/|_
y 12 g/l incrementdndose considerablemente desde 0.046 h™1 hasta un punto_
méximo de 0,081 h™! con 24 g/1. El crecimiento disminuyé desde una veloci_
dad de 0.075 h'], hasta 0.034 h™! usando mayores concentraciones de dicha —
fuente de vitaminas. El crecimiento celular fué inhibido totalmente con valo-
res mayores de 40 g/1.

La produccién de biomasa también se vié incrementada, ya que se —
obtuvieron valores de 16-19 g/1 3 a 6 g/1 més que los obtenidos con extracto -

de levadura.
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TABLA NUM. 12

Influencia del agua de cocimiento de maiz en suspension en_
la propagacién de Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm. - -

(vol. de aire/vol. de medio por min.)

Concentracién de agua Velocidad especifica Tiempo de
de cocimiento de maiz de crecimiento generacion
(o/1) (. w7 (Tg , h71)

4 0.040 173

8 0.041 16.9

12 0.046 15.0

16 0.063 11.0

20 0.075 9.2

24 0.081 8.5

28 0.069 10.0

32 0.043 16.1

36 0.038 18.2

40 0.034 20.3

Condiciones de operacién :  Medio mineral ..ovvvunnnennn. 6 1

Petréleo incoloro v v veveneenee 5% (v/v

Temperatura «veeeeeeeeceacesns 30° C
AGITICTON! o510 570050 510005 010 wia's 750 rpm



43

EFECTO DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ EN SUSPENSION EMPLEAN_

DO 1.0 vvm. ( Vol. de aire / vol. de medio por min).

Los resultados se encuentran en las tablas Nom. 13 y en las figuras -
36 a la 45, las cuales nos muestran que el efecto de 1.0 vvm no ejercié una in_
fluencia satisfactoria en el crecimiento de Candida BE-L-1, en virtud de que -
los valores de la velocidad especifica de crecimiento fueron muy bajos con res_
pecto a los obtenidos con el empleo de 0.5 vvm. El crecimiento fué moderado
desde un valor de 0.025  h~! hasta un valor méximo de 0.046 h~! con 32-
g/1. Al usar concentraciones mayores de 40 g/1, se inhibié el crecimiento ce
lular.

En las observaciones microscépicas realizadas periédicamente en ca-
da concentracidn de dicha fuente de vitaminas, se observé que el aumento en -
la concentracidn provocaba una inhibicién en el tamafio de la levadura. Asi—
mismo durante las primeras horas de propagacién (entre 12 y 24 h), se presents
mucha espuma, problema que disminuyé al subir los agitadores del sistema de —

agitacién.
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TABLA NUM. 13

Influencia del agua de cocimiento de maiz en suspensién en_
la propagacién de Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm. --

(vol. de aire/vol. de medio por min. )

Concentracién de agua Velocidad especifica Tiempo de
de cocimiento de maiz de crecimiento generacion
(9/1) (o, bl (Tg , K1)
4 0.022 31.5
8 0.021 33.0
12 0.026 26.6
16 0.030 23.1
20 0.032 21.6
24 0.036 19.2
28 0.041 16.9
32 0.046 15.0
36 0.040 16.8
40 0.031 22.3
Condiciones de operacién :  Medio mineral .....ceveevcoeeee 6.1
Petréleo incoloro v..evvvueeenss 5% (v/v)
Temperatura c.ovuvese ssenesesss 7250 TpM
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EFECTO DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ EN SUSPENSION EMPLEAN_

DO 1.5 vvm (Vol. de aire / vol. de medio por min. ).

La influencia de 1.5 vvm fué adn menos significativa. La veloci--
dad especifica de crecimiento tuvo valores muy bajos en todas las concentracio
nes de la fuente de vitaminas en estudio. La velocidad minima fué de 0.024 -
h™! con 4 g/1 y la méxima de 0.040 h~1 con 36 g/1 ; ademés los problemas -
presentados por la espuma duraron hasta 49 h, haciéndose dificil controlarla - -
hasta que se adicionaron volGmenes mayores de antiespumante. Los resultados_

se muestran en la Tabla Ndm. 14y Figuras Nom. ; 46 al 55 y 57
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TABLA NUM. 14

Influencia del agua de Cocimiento de maiz en suspensién en
la propagacién de Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm, --

(vol. de aire / vol. de medio por min.)

Concentracién de agua Velocidad especifica Tiempo de
de cocimiento de maiz. de crecimiento. generacién
(o) (w7 h (Tg , b1
4 0.024 28.8
8 0.024 28.8
12 0.025 27.7
16 0.026 26.6
20 0.030 23.1
24 0.032 21.6
28 0.033 21.0
32 0.038 18.3
36 0.040 17.3
40 0.038 18.2
Condiciones de operacién : Medio mineral ....covevnnnns. 6 1
Petréleo incoloro ........ wevnn 9% (W)
Temperatura c..eeeeecescscans 30°C
Aghtacidn < eicieeesesenessesee 750 rpm

PH ¢ as s e o wie wie e wem e siees @ Aed
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EFECTO DE 100 mg/1 DE TWEEN 85y 24 g/1 DE AGUA DE COCIMIENTO -
DE MAIZ EN LA PROPAGACION DE Candida BE-L-1 EMPLEANDO 0.5 vvm-
(Vol. de aire / vol. de medio por min. ).

Una vez concluidos los estudios de diversas concentraciones de los —
agentes modificadores de la tensién superficial y del agua de cocimiento de - -
maiz, se considerd también conveniente el propagar la levadura en presencia —
de 100 mg/1 de tween 85 y 24 g/1 de agua de cocimiento de maiz a nivel de -
planta piloto y utilizando 0.5 vvm de aereacién, siendo dichas condiciones - -
con las que se obtuvo mejor crecimiento celular cuando se estudiaron tanto a -
nivel de matraz como de planta piloto. Los resultados de esta experiencia se_
encuentran en la figura Nom. 56, la cuél nos muestra que la velocidad especi’
fica de crecimiento celular, aumenté hasta 0.091 h-1. Su tiempo de genera

cién fué de 10.5 h™1. La produccién biomasa fué de 19.8 g/1.



DISCUSION

Los resultados mostrados en esta serie de figuras, tablas y resultados-
han podido comprobar lo demostrado por Ochoa (52), Wong (75), Aiba (1), -
Whitwoth (77), Furukawa (27) Miller (45), entre otros, que el empleo de - -
agentes que modifican la tensién superficial ( Tweens ) puede ejercer una accién
inhibitoria o bien influir satisfactoriamente sobre la cinética del crecimiento de
levaduras que posean la propiedad de oxidar hidrocarburos.  Se ha estudiado -
también, que la presencia sola de dichos agentes, provoca la oxidacién, en ==
cierto grado, de los hidrocarburos de cadena corta. Muchos son los autores --
que han logrado establecer las condiciones adecuadas de propagacién de levadu
ras en éste tipo de sistemas y empleando diversos modificadores de la tension su
perficial. En la tabla 15, hacemos referencia a algunos de estos estudios.

Aunque existen muchas publicaciones acerca del tema, pocas men-—
cionan los posibles mecanismos de accién de los tweens. Whitworth y col (77),
mencionan dos posibles mecanismos, los cuales estdn de acuerdo con lo observa.
do en la préctica. Explican que en su estructura éste tipo de emulsificantes —
posee dos propiedades; una porcién con naturaleza hidréfoba la cual se inserta

dentro de la gota del hidrocarburo, permitiendo asi que la porcién hidréfila es



TABLA NUM. 15

Datos recopilados sobre los efectos de agentes modificadores de tensidn superficial
sobre la asimilacién de n-alcanos por levaduras.

Agentes de tensidn Substrato Crecimiento  Efecto del tensoactivo en el
superficial . Levadura oxidado Celular crecimiento celular Referencia
Tween 20 C. lipolytica si si estimulado
Tween 80 C. lipolytica si si estimulado
Span 20 C. lipolytica si si estimulado Whitworth (77)
Span 80 C. lipolytica si si estimulado
Triton X-100 C. lipolytica no no inhibido
Tween 20 C. guillermondii N.D. N.D. reducido Aiba (1)
Tween 80 C. intermedia si si estimulado Ochoa (52)
Tween 20 C. hydrocarbon-

fumérica si si estimulado

Furuk 27

Span 80 C. hydrocarbon- urokewa 427

fumérica. N.D. si estimulado
Plisurf A-210G C. tropicalis si si estimulado Yamada (79)
Tween 40 C. BE-L-1 si si inhibido
Tween 60 C. BE-L-1 si si reducido Macjoreez B,

(el presente

Tween 80 C. BE-L-1 si si estimulado trabajo )
Tween 85 C. BE-L-1 si si estimulado

N.D. No determinado.
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té& en contacto con la levadura, facilitando que ésta se adhiera con mayor efec
tividad a la fuente de carbono, la cual es insoluble en el medio de propaga- -~
cién, provocando una mayor metabolizacién, lo que ocasiona una mayor produc
cién de biomasa, efecto que se observé con el empleo de tween 80 y tween 85.

El segundo mecanismo explicado por Whitworth, indica que una ele-
vada concentracién de tween, puede provocar que la seccién hidréfoba se inser
te tanto en la gota del hidrocarburo como en la membrana de la levadura a cau
sa del elevado porcentaje de proteina y lipidos de la pared celular (59), provo
cando la formacién de un sistema homogéneo de una emulsién estable; conse--
cuentemente provoca la no degradacién del hidrocarburo y la inhibicién total o
parcial del crecimiento celular, aspectos que fueron observados al adicionar al
tas concentraciones de los cuatro tweens. Consideramos que posiblemente la -
inhibicién del crecimiento de la levadura fuese debido a éste mecanismo. (es_
quema Nidm. 1)

De esta manera se ponen de mani fiesto las conclusiones de Ochoa —
en las cudles explica que la cinética del crecimiento microbiano guarda una es
trecha relacién con el rea de superficie interfacial del hidrocarburo. Cabe -
hacer notar que estas observaciones son relativas pues en este trabajo no se rea_
lizaron pruebas para conocer la estructura molecular del sistema. Un estudio -

profundo y que consideramos interesante, es el realizado por Aiba (1) y Ochoa

(52).



a).-

b).-

ESQUEMA NUM. 1

Mecanismo propuesto del efecto de emulsificantes

en el crecimiento de levaduras propagadas en hi-

drocarburos.

S

Célula
de

Emulsificante
Levadura

Unién de la levadura con la fuente de carbono.

Crecimiento.

No contacto de la célula con el hidrocarburo.
Inhibicién en el crecimiento.

Gota de
Hidrocarburo

Emulsidn Estable.
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Es interesante mencionar que en las observaciones microscépicas apa
recié un microorganismo cuya morfologia corresponde a la de un coco, el cual
y segin observaciones realizadas por Casas-Campillo y col (13), guarda una es

en todos -

trecha relacidn de simbiosis con la levadura Candida BE-L-1.  Asf,

los niveles de concentracién empleados de los cuatro diferentes tweens en estu_
dio, el crecimiento de dicho microorganismo se presenté en forma inversa con -
respecto a la levadura. De ésta manera mientras la levadura fué inhibida to--
talmente, el coco fué el Gnico microorganismo que se presentd en el medio de-
propagacién. El coco aparecié en forma abundante con el empleo de tween —
60, en concentraciones que oscilaron entre 400 mg.1 y 800 mg/1, creci endo —
en forma moderada en todas aquellas concentraciones de los tweens en que --
Candida BE-L-1 era parcialmente inhibida.

Con el fin de obtener una mayor propagacién de levadura, ésto des-
de el punto de vista de productividad la formulacién del medio de cultivo debe
contener nutrientes orgdnicos e inorgdnicos en cantidades adecuadas. ~ Asimis_
mo, los requerimientos nutricionales de la levadura no involucran sustancias - -
complejas puesto que las fuentes de carbono, nitrégeno y vitaminas, pueden ser
suplidas por otras de mayor o igual efectividad. Por ésta razén se considerd -
que debido a la concentracién de aminodcidos y vitaminas contenidos en el - -
agua de cocimiento de mai’z, &sta fuese una fuente adicional no sélo de vitami

nas sino también de nitrégeno. Este tipo de asimilacion ha sido comprobado —
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en levaduras de la industria de la panificacién (54). Sin embargo y de acuer_
do a los resultados obtenidos en la serie de experiencias, se considerd que la —
levadura no utiliza el agua de cocimiento de maiz y como fuente de nitrégeno-
que de usarla seria en cantidades muy pequefias.

Asimismo se pensé que el agua de cocimiento de maiz fuese tambien_
una fuente de carbono para la levadura. Para comprobar lo anterior, la leva—
dura Candida BE-L-1 se propagé en igualdad de condiciones y con 24 g/1 de --
cocimiento de maiz empleando 0.5 vvm, pero en ausencia de petréleo incoloro,
el cual funje como fuente de carbono. Los resultados obtenidos en ésta expe—
riencia demuestran que la levadura no utiliza el concentrado de maiz como - -
fuente de carbono ya que los valores de pH variaron de 4.6 (pH inicial ) a 5.7
y hasta 7.5, en un lapso de 24-32 h; esta variacién de pH demuestra también -
que la levadura se lisé cuando la fuente de carbono ( petréleo incoloro) no estu
vo presente en el medio.

Es bien sabido también que las levaduras, como todo microorganismo,
requieren de ciertos factores fisicos, quimicos y biolégicos para su propagacién
en Sptimas condiciones. Un elemento base en éste proceso es la demanda de -
oxigeno por parte de Candida BE-L-1.

El oxigeno, para que pueda ser aprovechado por las células, debe —
estar disuelto en el caldo de fermentacidén. Por otro lado, la agitacién es un-

factor fisico que interviene en la disolucidn del oxigeno. En el presente traba
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jo, la agitacidn fué siempre de 750 rpm, ya que estudio anteriores (13), demos
traron que esta era la Sptima agitacién en la propagacién de Candida BE-L-1 a
nivel de planta piloto.

De los resultados obtenidos en la serie de tabla y figuras para el -- -
agua de cocimiento de maiz se considera que la demanda de oxigeno para la le
vadura en estudio es minima, ya que los valores méximos de velocidad especifi_
ca de crecimiento fueron obtenidos con el empleo de 0.5 vvm. Los niveles de
aeracién de 1.0 vvm y 1.5 vvm, ocasionaron valores bajos de velocidad de cre
cimiento, a causa de la baja demanda de oxigeno.

Es interesante mencionar que las exigencias de la fuente de vitami--
nas aumentaron cuando los volimenes de oxigeno eran muy elevados. Esta afir
macién puede verse en la gréfica Nim.57 , puesto que el maximo valor en la
tasa de crecimiento se presenté al emplearse 0.5 vvm y 24 g/1, de agua de co-
cimiento de maiz, mientras que para 1.0 vvm y 1.5 vvm de aeracién, las exi--
gencias en vitaminas aumentaron hasta 32 g/1 y 36 g/1 respectivamente.

Se considera también que éste comportamiento de la levadura - -
Candida BE-L-1 se deba a que un exceso de oxigeno pueda inhibir la accién de

una enzima especifica dentro del metabolismo del microorganismo.



RESUMEN

Se estudiaron los efectos de cuatro diferentes emulsificantes. Los -
agentes modificadores de la tensién superficial fueron tween 40, tween 60, - -
tween 80 y tween 85. La presencia de los dos primeros en el medio de propa—
gacién de la levadura Candida BE-L-1, provocé la inibicién celular, incremen
téndose con tween 80; un aumento de 6~9 g/1 en la tasa de produccién de bio_
masa, se presentd con el empleo de tween 85. De acuerdo a éstos resultados -
se afirma que el empleo de ciertos emulsificantes, en éste caso tween 80y - -
tween 85 pueden favorecer la oxidacién de la fuente de carbono insoluble, con
lo cual el crecimiento celular se incrementa.

La propagacién de Candida BE-L-1 en presencia de agua de cocimien
to de maiz, se llevé a cabo a nivel de planta piloto, empleando concentracio—
nes que variaron entre 4 g/1 y 40 g/1, cada una de ellas con tres volimenes de
aeracién (0.5 vwm, 1.0 vvm y 1.5 vwm). Los resultados obtenidos indican - -
que la levadura en estudio utiliza bajos volimenes de aire, ya que su velocidad
especifica de crecimiento fué de 0.081 h! , bajo los efectos de 0.5 vvm., —
La velocidad de crecimiento aument hasta 0.091 h~! cuando la levadura fue

propagada con 100 mg/1 de tween 85 y 24 g/1 de agua de cocimiento de maiz.
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De esta manera se puede afirmar que el agua de cocimiento de maiz y la ac- -
cidn de tween 80 y tween 85, influyen satisfactoriamente en la propagacién de

la levadura. Candida BE-L-1.



59

Fig. | .- Influencia de la concentracion de Tween 40 en la propagacion de

Candida BE-L-| en matraces Erlenmeyer de 500 ml . con mamparas .
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Fig. 3.- Influencia de la concentracion de Tween 40 en la propagacion de -

Candida BE-L-1
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Fig. 4.- |Influencia de la concentracion de Tween 40

Candida BE-L-1

25.0
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BIOMASA
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en la propagacion de

en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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Condiciones de Operacion :

10 20 30 40 50
TIEMPO (HORAS)
Volumen de Medio -------=---mmuuu 100 ml.
Concentracion de Tween 40 -------- 66.6 mg/|
Agitacion -------mmmmmmeo 150 rpm
Temperatura ——=—==m=————mm e 30°C
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Fig. 5.- Influencia de la concentracion de Tween 40 en la propagacion de
Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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pH - 4




Fig. 6.- Influencia de la concentracion de Tween 40 en la propagacion de

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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Fig. 7.- Influencia de la

Candida BE-L-1
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concentracion de Tween 60 en la propagacion de -

en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 8.- Influencia de la concentracion de Tween 40 en la propagacion de -

Candida BE-L-1

en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 9.- Influencia de la concentracion de Tween 60 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 10.- Influencia de la concentracion de Tween 60 en la propagacion de

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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Fig. 11 .- Influencia de la concentracion de Tween 60 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 12.- Influencia de la concentracion de Tween 60 en la propagacion de -

Candida

25.0
20.0
10.0
BIOMASA
()
1.0
0.2

Condiciones de Operacion:

en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.

Volumen de Medio

Concentracion de Tween 60

Agitacién - - - -=-=--=- - - - - - --150
_____________ _300

PH — o m oo o i i imm a pm om ten =

Temperatura - -

ml

mg/|

rpm

@



Fig. 13.- Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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Fig. 14.- Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 15.- Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 mi con mamparas.
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Fig. 16.- Influencia de la concentracién de Tween 80 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 17.- Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 18.- Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.

25.0 |

20.0 .

100 b 2

BIOMASA ./

)

021 —e—

10 20 30 40 50

TIEMPO  (HORAS)

Condiciones de Operacion: Volumen de Medio - - - = = = = = = = = = - - - 100 ml
Concentracion de Tween 80 - - - - - - - - - - 100.0 mg/I
Agitacion - - - - - - - - - - - - - 150 rpm
Temperatura - - - - = = = = = - - - - - - -~ - 30°C

pPH - - - - - - - s e e e e e e e e e - - - 4.6



Influencia de la concentracion de Tween 80 en la propagacion de

en matraces Erlenemeyer de 500 ml. con mamparas.
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Fig. 20.- Influencia de la concentracion de Tween 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 21.- Influencia de la concentracion de Tween 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 22.- Influencia de la concentracion de Tween 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 23.- Influencia de la concentracion de Tweea 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 24.- Influencia de la concentracion de Tween 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 25.- Influencia de la concentracion de Tween 85 en la propagacion de -

Candida BE-L-1 en matraces Erlenemeyer de 500 ml con mamparas.
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Fig. 26 .- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 0.5 vvm
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Fig. 27 .- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 0.5 vvm
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Fig. 28.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 0.5 vvm
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Fig. 29.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 0.5 vvm
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Fig. 30.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm
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Fig. 31.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm

= 50 | « ——»

< /

hV4

wvy °

w

4300 f

<

(=]

4

2 200 | .

oz /

3 100

=)

—

w

(O]

Z

o 5 |

<

oL

—_

z 30 L

|©)

Z

(@] 20 =

Q
i L 1 1 1
10 20 30 40 50

TIEMPO (HORAS)

Condiciones de Operacion: Volumen de Medio ---------==---= 6 litros
Agua de Cocimiento de Maiz ----- 24 g/|
Agitacion --------mmmmmmmmmee 750 rpm
Temperatura  ———--=======——m—em e 30°C



20

Fig. 32 .- |Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm
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Fig. 33.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm
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Fig. 34.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm
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Fig. 35.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 0.5 vvm
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Fig. 36.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 37.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 38.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 39.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 40.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 41.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 42.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 43.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm '
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Fig. 44.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 1.0 vvm
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Fig. 45.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.0 vvm
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Fig. 46.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 47.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 48.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 49.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacién de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 50.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 52.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-1

empleando 1.5 vvm
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Fig. 53.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig. 54.- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de
Candida BE-L-1 empleando 1.5 vvm
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Fig.55 .- Influencia del agua de cocimiento de maiz en la propagacion de

Candida BE-L-| empleando 1.5 vvm
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Fig. 56.- Influencia de 100 mg/| de Tween 85, 24 g/l de agua de coci-
miento de maiz empleando 0.5 vvm sobre la propagacion de la -
levadura Candida BE-L-1.
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