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Resumen.

End trabgo seredizaun estudio sobrelaaplicacion
de bacterias lécticas como via de acidificacion
biolégicaen e desarrollo del proceso fermentativo
paralaproduccion de proteinaunicelular. Con el
objetivo deevauar e crecimiento delasbacterias
l&cticas en e tiempo, se realiz6 un estudio del
comportamientodel pH ylaacidez utilizandolamid
final de caflacomo fuentede carbono, adiferentes
concentraciones de sdlidos solublesen e sustrato.
Se pudo comprobar que ocurre un descenso del
pH y unincremento delaacidez en el tiempo, lo
gue demuestra la posibilidad de obtener miel
acidificada en un tiempo relativamente corto. A
través delos estudiosrealizados se demostré que
esfactible conducir € cultivo deformatal quese
diminetota mented consumo deécido sulfarico por
concepto de gjuste del pH en el proceso de
propagacion de lalevadura de fermentacion. La
variante de cultivo mixto entre las especies de
levadurasy bacterias &cido | &cticasresultd lamejor
alternativa por las ventajas que aporta en el
desarrollo del cultivo de ambas especies sin la
adicion denutrientesadicionades. Seadcanzaunvaor
de pH adecuado para€l proceso, y un contenido
de biomasa de 8,52 g/L en un tiempo de
fermentacion de 8 horas, muy favorableal proceso
de fermentacion. Losresultados obtenidosresultan
deinterés en €l estudio de cultivo mixto parasu
aplicacion en e desarrollo delafermentacion para
laproduccion de proteinaunicelular.
Palabrasclave: Acidificacion biol 6gica, bacterias
Acidolé&cticas, levaduras, proteinaunicelular.

Abstract

In the present work is carried out a study of the
application of lactic bacteriaasaway of biological

acidification in the development of fermentation
processfor theproduction of unicdlular protein. With
the objective of evaluating the growth of thelactic
bacteriainthetime, it was carried out astudy of the
behavior of pH and acidity using thefina molassesof
cane of sugar as a source of carbon, in different
concentrations of solublesolidsin the substratum. It
could be proventhat adescent of pH and anincrement
of acidity in the time were observed. This
demonstrated the possibility to obtain acidified
molasses at a relatively short time. It was also
demonstrated that it is feasible to perform the
cultivationinasuchway that isdiminated totally the
consumption of sulfuric acid by concept of adjustment
of pH inthe process of propagation of the yeast of
fermentation . The variant of mixed cultivation
between the species of yeastsand lactic acid bacteria
wasthebest alternative dueto the advantagesthat it
contributesinthe development of the cultivation of
both species without the addition of additional

nutrients. A value of appropriate pH for the process
isreached, and acontent of biomassof 8.52g/L in8
hoursof fermentationisvery favorablefor the process
of fermentation. The obtained resultsareof interest
in the study of mixed cultivation due to their

application in the development of the fermentation
for the production of unicellular protein.

Key words: Biological acidification, lactic acid
bacteria, yeasts, unicdlular protein.
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Introducion

Ladiversificacién enlaproduccién deazlcar de
cafia constituye para nuestra economia una
necesidad imperiosa, pues nos permite
desarrollarnosenladificil coyunturainternacional
enquevivimos, a no depender delasazasy bgas
de un solo producto.®

Entre los microorganismos utilizados en la
produccion de proteinaunicel ular seencuentranlas
levaduras. El genero Saccharomyces incluye
NuUMerosas especi es, entrelas cual es se encuentra
la S cerevisiae, utilizada en las industrias de
produccién de biomasaproteicay acohal etilico.
Laobtencion delacantidad de células necesarias
para degradar el volumen de materia prima
contenidaen un fermentador selogra medianted
proceso de propagacién de la levadura de
fermentacion en condicionesdepH y temperatura
controlados. Laacidificacion del sustrato, para
lograr el pH adecuado selograconlaadicion de
&cido sulfarico. La alternativa de utilizar la
acidificacion lactica con este proposito resulta
ventg osadesde d punto devistaecol 6gico dada
la importancia del desarrollo de producciones
limpias que no produzcan af ectacionesa medio
ambiente.
Loscultivosmixtosdemicroorganismosseemplean
enlosultimosafioscomo dternaivasmuy efectivas
en la obtencion de diferentes productos y en
especial de proteina unicelular en diferentes
sustratos.2°8,

En nuestro trabajo se estudia la acidificacion
bioldgicadel sustrato fermentativo mediante el
empleo de un cultivo de bacterias &cido | &cticas
quepermitad control del pH end desarrollodela
fermentacion aun sin la adicion de nutrientes
adiciondes.
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Desarrollo

Materialesy métodos. Parte experimental
Lamateriaprimaempleadaen |os experimentos
es la miel fina de cafa, esta requiere de un
tratamiento previo de clarificacion, operacion
necesariaparaliberar lade unaseriede sustancias
guefomentan € peligro deinfeccion.
Caracterizacion delamateriaprima

Con €l objetivo de conocer la calidad fisico-
guimicadel sustrato seredlizalacaracterizacion
de la miel final utilizada en los diferentes
experimentos empleando lastécnicas analiticas
tradicionales*

con un dispositivo distribuidor de aire de forma
continua, durante un tiempo de 8 horas.

El control del proceso sellevé acabo mediantela
determinacién de pH, Brix, AzlUcares Reductores
Totales, acidez y biomasa peso seco.®#

Estudio delacinéticade crecimiento delalevadura
en sustrato con miel acidificadaaexpensasdelas
bacteriasacido |&cticas.

El sustrato consiste en miel diluidacon aguahasta
alcanzar 6° Brix, esterilizado y con la adicion de
extracto delevaduracomo fuente denitrogeno. Para
laobtencion delamid acidificadase propaganlas

Micr oor ganismos empleados:

Cepa

Procedencia

Saccharomyces cerevisiae

Lewvadura seca activa

Lactobacilos acidofilo

Cultivo puro

Estudio del comportamiento del pH y la acidez en un sustrato con miel final
y cultivo de bacterias acidéfilas en proceso estatico

En lagecucion de este experimento lamiel es
diluidacon aguahagta5, 10, y 13° Brix, teniendo
en cuenta que el proceso de produccion de
proteina unicelular se desarrolla por etapas a
diferentes concentraciones de solidos solubl es,
segun correspondealapropagacionde cultivoy
posterior desarrollo del proceso. Como fuente
denitrégeno end sustrato seutilizael extracto
delevadura. El sustrato esterilizado esinoculado
con lasbacterias &cido | &cticas alatemperatura
de38°C, duranteuntiempo de8 horas. El control

del pH ylaacidez como criterio del crecimiento
del microorganismo sellevé acabo cada2 horas,
hastaal canzar € pH requerido®“.

Estudio del proceso de propagacion de la
levadura. Proceso convenciona

Este serealizaen un medio compuesto demidl

final decanadiluidacon aguahasta6°Brix yla
adicion de sales de amonio como fuente de
fésforoy nitrégeno. El pH del sustrato esgjustado
con H,S0, concentrado hastaal canzar el valor
reguerido en & proceso. El sustrato esterilizado
esinoculado conlalevaduradefermentacionala
temperaturade 34 °C. Laaireacion se garantizo

bacterias acido lacticas en € medio en proceso
estético alatemperaturade 38 °C hastaqueel pH
descienda a valor requerido. Posteriormente se
inocula la miel acidificada con la levadura de
fermentaci dny en condicionesaerdbicassedesarrolla
el cultivo alatemperaturade 34 °C, determindndose
cada 2 horas los pardmetros pH, Brix, AzUcares
Reductores Totales y biomasapeso seco.>*
Desarrollodel cultivo mixto entrelasbacteriascido
l&cticasy lalevaduradefermentacion

Propagacion delasbacterias&cido | écticas

La propagacién de las bacterias acido lacticas
requieredelautilizacion de unafuente de nitrogeno.
El extracto delevaduraesun producto deato costo
y de dificil adquisicion, por lo cual se evalUala
aternativadedesarrollar |asbacterias&cido | &cticas
en cultivo mixto conlalevaduradefermentacion.
El proceso estético se desarrollaenincubadoraala
temperatura de 38 °C mediante un inoculo de
bacterias|acti cas-levaduras en un sustrato con miel
fina diluidaa6° Brix hastaqued pH desciendea
valor deseado.
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Propagacion delalevaduradefermentacion
El cultivo obtenido anteriormente se utilizacomo
indculo en la propagacion de la levadura de
fermentacion en sustrato de miel final diluidaa6°
Brix en condiciones aerébicasalatemperaturade
34 °C sinlaadicion de nutrientes adicionales. Se
realizaron determinacionesdepH, Brix, AzUcares
Reductores Totaes, acidez y biomasapeso seco.4
Resultados
Caracterizacion delamateriaprima
EnlaTablal se muestralacaracterizacion dela
mid final de cafiaque se empled como sustrato en
losestudiosredlizados.

Resultadosdel estudio del comportamiento del pH
y laacidez usando diferentes concentracionesde
solidossolublesen d sustrato

En las Figuras 1 y 2 se ofrecen los resultados
utilizando concentracion de solidos solublesde 5
Brix en el sustrato. Se observa que ocurre un
descensodel pH y unincrementodelaacidezené
tiempo, alcanzandose un valor de pH de 4.27 y
acidez de 0.22 alas 6 horas de incubacion, en
proceso estético.

Tablal. Caracterizacion dela miel final de cana

Parametros Walores promedio
pH (unidades) .64
"Brx 87.6
Cenizas (“o) 11.607
Amicares reductores totales (%) 4538
Amicares reductores fermentables (%) 43,38
Amicares reductores infermentables (%0} 2.00
Nitrogeno Base humeda (%o} 0.317
Base seca (%o) 0.535
Magnesio (%) 0,438
Calcio (%0) 1,386
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El comportamiento del pH y la acidez a la
concentracion de solidos solubles de 10° Brix
(Figuras 3y 4), essimilar, aunque el valor depH
final alas6 horas deincubacion esalgo superior a
alcanzado a menor concentracion de Brix en el
sustrato. Estevaor depH de 4,52 resultaadecuado
para€ desarrollo del proceso depropagaciondela
levadura
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El comportamiento del pH y laacidez ddl sustrato a
13*Brix (Figuras5y 6) muestraque alas6 horas
deincubacion el pH alcanzaunvalor de4,83yla
acidez 0,27, mientrasalas 24 horas, € pH exhibe
unvalor de4,20y laacidez de 0,55, lo queindica
quee tiempo paraacanzar € pH requerido parae

proceso es superior alas 6 horas, hastaun tiempo
maximo de 24 horas, o querequierede un estudio
posterior con € objetivo dedefinir este pardmetroAl

incrementar laconcentraci on de solidossolublesen
el sustrato (azlicares) se requiere de un tiempo
mayor para alcanzar el pH adecuado para el

desarrollo del proceso de propagacion

Los valores de acidez a canzados no inhiben €
crecimiento delasbacterias &cido | &cticas. Segin
sereportaen laliteraturalasbacterias|écticas cesan
susfundonesvitaescuandolaconcentracionacanza
el 2,5 % de é&cido lé&ctico. Estos resultados son
favorablesal desarrollo deunamie acidificadaa
expensasdelasbacterias|écticasy deimportancia
précticapuesdemuestralasposibilidades de obtener

miel acidificadaen untiempo relativamente corto.
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Enlatabla2 seofrecen losresultados del estudio
depropagaciondelalevadurautilizando un sustrato
de miel final diluida suplementado con sales de
amonioy control del pH con &cido sulfurico ala
temperaturade 34 °C.

L osresultados obtenidos se corresponden conlas
caracteristicas de un proceso que sedesarrollaen
condiciones convencionales. Constituyen labase
paral osestudios posteriorescon miel acidificadaa
expensasdelasbacterias écido | acticas.

Tabla 2. Estudio del proceso de propagacion de la levadura. Proceso

convencional.
Parametros
Tiempoih) 0 2 4 & 8
“Brix 6.5 5.5 4.7 43 43
pH 4.1 _ : : 33
Biomasa (g L) Valor 1.5 - - - 7.48
Incremento 598
Acidez (%) 0,45 - 0.54 - 0.64
ART Valor(gL) 30 - - - 2.4
Consumo (%) 82
Productividad (g Lh) 0,748
Fendimiento (%) 21.67

En la Tabla 3 se muestra el estudio sobre €l
crecimiento delalevadura S. cerevisiae en miel
acidificadacon bacterias|acticasutilizando las sdes
deamonio paragarantizar lafuentede nitrégenoy
fosforo end sustrato.

El proceso transcurre en un tiempo de 6 horas. Se
logré unaestabilizacion dd pH favorabled proceso
de fermentacion, un incremento de biomasahasta
un valor de 8,52 g/L, un consumo de azlcares
reductoresde 91,3 %. Laproductividad acanzé un
vaordel,14g/Lhyd rendimiento biomasasustrato
fuede 24,89 %. Ocurre un incremento delaacidez
hastalas 4 horas con unatendenciaadisminuir enla
etapa final del proceso, comportamiento que se
justificapor lave ocidad deformacion delosécidos
organicos durante | as primeras horas que es muy
superior alavel ocidad de degradacion, cuando la
levadurahalogrado asimilar lamayor partedelos
nutrientes presentesen € sustrato.
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Tabla 3. Propagacion de levaduras
en miel acidificada a expensas de
bacterias lacticas

En € trabajo, cuyo propodsito es desarrollar un
cultivo debacterias &cido | acticas paraobtener una
miel &cida que garantice € control del pH en €l
proceso fermentativo, serequieredeun sistemade
propagaciondd cultivo. Lautilizacion dd extracto
delevadurapor €l costo del producto encarecee
proceso productivo por lo que se evalud la
posibilidad dedesarrollar |asbacterias acido | &cticas
en cultivo mixto con la especie de levadura,
resultados que aparecen en latabla4.
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Paramefros

Tiempo(h) ] 2 4 &

“Brix 8,2 3.5 4.3 4.3

pH 4,10 4,08 4.03 4.08

Biomasa (gL) Valor 1.4 5,30 6,78 8,22
Incremento - 3.90 5,38 6.82

Acidez (%) 0,34 0,67 0,72 0,62

ART WValor(gL) 30 15.6 3.6 2.6
Consumo (%a) 51.3

Productividad (g Lh) 1,14

Fendimiento (%) 24 89

Tabla 4: Propagacion del cultivo mixto bacterias acido lacticas-levadura

h,
WVolumen (mL) 100 |__V) 200(%*)
Tiempo (h) 0 24 0 24
pH 5.12 157 152 1,15
(Células mL*107 lactobacilos 10 33 11 75
(Células'm[)* 107 levaduras 175 370 104 325

TablaV: Evaluacion dd cultivo mixto bacterias acido | acticas-levaduras.

66



Centro Azucar 37(4): 60-68.0ct-Dic. 2010

Parametros

Tiempo(h) 0 2 4 &

“Brix 6,2 6.2 4.5 4.8

rH 4,52 4.9 4 838 4.71

Biomasa (gL) “alor 1.5 4.9 7.0 B.52
Incremento - 34 5.5 7.02

Acidez (%) 0,20 (0,20 | 0,22 | 0,23

ART alor(g 1) 30 - 10 7.2

Consumo (%) 76
Productividad (g Lh) 1.17
Eendimiento (%s) 30,79

Como se aprecia en la etapa de propagacion se
lograunadisminuciondel Brix aunvalor de4,7 en
un tiempo de 6 horas. El incremento de biomasa
alcanzaunvaor fina de8,52 g/L. Laproductividad
alcanzo6 un valor de 1,17 g/Lh y € rendimiento
biomasa sustrato fue de 30,79 %. El consumo de
azucares reductores es de 76 % con respecto a
valor inicid deeste parametro en €l sustrato.
Como se puede observar en los resultados
obtenidos lavariantecongtituidapor € cultivo mixto
entre las bacterias y la especie de levadura
representaunaalternativaacons derar en estudios
posteriores por las ventgjas que aporta en el
desarrollo ddl cultivo sinlaadicion de nutrientes
adicionales como fuente de nitrégeno en la
propagaci 6n delas bacterias|écticas.

Las diferentes alternativas de cultivo estudiadas
reflgjan quelavariante deinocul acion del sustrato
con bacteriaslacticassustituyealaadicion deacido
sulfurico parael control del pH en el proceso. Se
observa ademés que mediante el desarrollo y
crecimiento de las bacterias lacticas e proceso
transcurrecon unamayor eficienciaen productividad
y rendimiento en & proceso fermentativo aunen
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condiciones donde no se afladen salesdeamonio
d sustrato fermentativo.

Por otra parte, la no utilizacién de productos
guimicos, é&cido sulfdrico y sales inorganicas,
constituye un aspecto de vital importanciaen la
preservaciony cuidado del medio ambiente.
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Concluciones

1. Lautilizacion delasbacteriasacidolacticasend
proceso de obtencion deproteinaunicelular dimina
totalmente el consumo de é&cido sulfdrico por
concepto degustedd pH end sudtrato fermentativo.
2. El cultivo mixto entrelasbacteriasacido | acticas
y laespeciedelevaduraconstituye unaalternativa
deinterés por lasventgasquegportaen e desarrollo
del cultivosinlaadicion denutrientesadicionaes.
3. El proceso se desarrolla en condiciones
ambientales favorables a la no utilizacion de
productos quimi cos que pueden resultar toxicaspara
el hombre y ala vez la reduccion de desechos
contaminantes, o que constituye un elemento
importante en el desarrollo de tecnologias mas
limpias, estrategia actual como una manera de
disminuir el impacto ambiental de los procesos
productivos.
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