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ABSTRACT. Two different sirains of Candida utilis Y-900 and YE-11-10
were used the last one being a mutant richer in Methionine. Both were
cultivated in chemical prehydrolizates from sugar cane pith obtained
with 1% sulfuric acid, at 140°C in 2.5 hours, The fermentation was
carried out in a shaker. A factorial statistical design 2*-7 was used and
adapted to the maximal specific velocity growth through a lineal
equation with the independent variables: temperature, pH, concentra-
tion of yeast exiract and peptonc, and concentration of a solution of
metal salts. For the Y-900 strain it was convenient to disminish the
temperature, to work with a higher concentration of peptone and
yeast extract, but the pH, the solution of metal salts and the interac-
tion of the variables aren’t significatif. For the YE-11-10 strain we used
a 231 design, not considering the temperature, finding that neither the
pH nor the solution of metal traces are significatif. The best conditions
for the fermentation were obtained with the YE-11-10 strain at
pH = 5.55 without the solution of metal salts.

RESUMEN. Se utilizaron dos cepas de Candida utilis Y-900 v YE-11-10,
esta Ultima enriquecida en metionina, creciendo en prehidrolizados qui-
micos de meollo obtenidos a 140°C con 4cido sulfurico al 1% durante
2.5 horas. La fermentacion se llevd a cabo c¢n zaranda disefiando las
experiencias mediante un plan factorial 24! adaptade a la velocidad
maxima de crecimiento en forma de un polinomio lineal con las varia-
bles temperatura, pH, concentracién de extracto de levadura y pep-
tona y concentracién de solucién de trazas de sales dc metales. Del
analisis estadistico s¢c obtuvo para la cepa Y-900 que conviene dismi-
nuir la tempcratura v aumentar la concentracion de peptona v extracto
de levadura pero que ni el pH, ni la solucién de trazas de sales cjercen
influencia, ademas las interacciones de variables no dieron significa-
tivas. Para la cepa YE-11.10 se usé un diseiio 2%, no considerandosc
la temperatura, obteniéndosce gue ni el pH, ni la solucion de trazas
de sales ejercen un efccto significativo. Las mejores condiciones de
crecimiento sc¢ obtuvieron para la cepa YE-11-10 a pH =5-5.5, v sin
solucion de trazas de sales.
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INTRODUCCION

La fermentacion de los prehidrolizados quimicos de bagazo mediante
levaduras, permite obtener biomasa rica en proteinas, amincacidos v vi-
taminas con la cual enriquecer el pienso para la alimentacion animal,
pues la adicién de un 2 a un 5% de levadura convierte el forraje en un
alimento balanceado (Barkan, 1968)

El estudio de la fermentacion de los prehidrolizados es importante por
su alto contenido de furfural, el cual se ha comprobado que tiene un
fuerte efecto inhibitorio del crecimiento de las levaduras (Sdnchez y
Lopez, 1973) particularmente para concentraciones supcriorcs a 50-60
mg/100 ml (Sdnchez v Lopez, 1973; Gregr, 1972). El hidroximetil furfural,
otro posible inhibidor, no realiza un efecto inhibitorio apreciable en los
rangos en que usualmente se encuentra {Martin, 1975). Aunque existen
cepas de levadura que se adaptan a concentraciones de furfural relati-
vamente elevadas. (Radionova, 1965!, en los hidrolizados de madera se
ha observado que las levaduras capaces de asimilar arabinosa v xilosa
utilizan estos azucares con dificultad (Krirchkova, 1962).

Es conocido que la xilosa o la arabinousa pueden penetrar deniro de las
levaduras de los géneros Sacharomyces v Candida mediante un meca-
nismo de transporte biolégicamente active, distinto de la simple dilusién
osmotica (Heredia v Solo, 1968; Cirilo, 1968).

Con anterioridad hemos utilizado cepas de Candida atilis, para la fer-
mentacion de prehidrolizados de bagazo, aunque también se han utili-
sado cepas de Candida sp. en la fermentacion de prehidrolizados acuo-
sos de Pino v Alerce. El prehidrolizado se “sopla’™ con aire a 80°C para
oxidar el furfural v disminuir su efecto inhibidor. Las veiocidades es-
pecificas obtenidas son del orden de 0.2 hora ' coensumiendo del 94 al
96% de los reductores iniciales, en concentraciones del 2.3-3.7% vy el
furfural entre 0.036-0.069°,. El rendimiento de biomasa fue de 50-63%
(Kalunianvz v Fisher, 1967).

También sc¢ han obtenido resultados intercsantes utilizando Candida
scotti; Candida sp. v Candida tropicalis en la fermentacion simultdnca
de soluciones de prehidrolizados, hidrolizados v é4cidos orgdnicos.
{Dudkin, 1969).
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La disminucién del furfural y el color de los prehidrolizados con ozono
o con aire ha resultado en aumentos del rendimiento de levadura en un
139 (Uzlov y Sharkov, 1967).

El tratamiento con carbén activado de los prehidrolizados de pino ha
sido utilizado también para eliminar materias colorantes e inhibidores
del crecimiento (Korolkov, 1967; Sapranov, 1966; Taraciuk, 1972).

En nuestros trabajos previos de la fermentaciéon de prehidrolizados qui-
micos de bagazo utilizamos cepas de levadura que fermentaban regular-
mente los prehidrolizados constituidos mayormente por pentosas por lo
que fue necesario buscar nuevas cepas y al efecto utilizamos una cepa
Candida utilis denominada Y-900 procedente de P.S. Dawson del Na-
tional Research Council of Canada v un mutante de esta cepa enrique-
cida en metionina mediante pases sucesivos en etionina con el fin de
aumentar su contenido en metionina, la cual tiene un efecto notable en
el crecimiento del ganado, estos mutantes, conocidos como YE-11-10,
fueron desarrollados en el departamento de Genética del CENIC {Alva-
rez v Herrera, 1975) a los cuales descamos agradecerle su cooperacion.
Como una parte de la temadtica general del trabajo se han aplicado
métodos modernos de analisis para la determinacién de metionina en
estas cepas (Sdnchez y cols., 1975).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé como sustrato para la fermentacién, prehidrolizado quimico
de meollo industrial, procedente del central FNTA, el cual fue prehidro-
lizado con acido sulfurico al 1% durante 2.3 a 3 horas en una autoclave
a 134°C, obteniéndose una solucién con 3% de reductores, una concen-
tracion de furfural de 60-75 mg/100 ml y un fuerte color oscuro que
se acentuaba después de la neutralizacién con sosa hasta pH entre 4.5
y 5.5 inclusive con notable presencia de turbidez.

Este hecho no se nos habia presentado en la fermentacién de prehi-
drolizados quimicos de bagazo y lo atribuimos a quc el meollo posee
un contenido de cenizas elevado, del crden del 8% del peso seco, de
las cuales una parte pasa a la soluciéon durante la prchidrdlisis (Lépez
Planes, 1974).
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Para eliminar estas dificultades se afadieron 2 g/l de carboén activado,
filtrandose en filtro de porosidad G-3 recubierto con una capa de tierra
de infusorios, disminuvéndose ¢l color notablemente y la densidad 6p-
tica hasta valores de 0.1.

Se ajusta el pH a los valores de interds, esterilizandose a media atmos-
fera para evitar descomposicion dec los azicares y posible nueva for-
macién de furfural. En este proceso de esterilizacion hemos observado
que ¢l contenido de furfural baja hasta de 45 a 50 mg/100 ml que cae
dentro del rango permisible.

La disminucién de reductores en todo este proceso es del orden del
4% de los iniciales, quedandonos una solucion con alrededor de 2.88%¢
de reductores.

Se utilizaron dos cepas de Candida atilis, la Y-900 v ¢l muiante enri-
quecido en metionina YE-11-10.

Para tener un inéculo fresco, se sembrd al microorganismo en placa
con el medio de mantenimiento anteriormente desarrollado por noso-
tros v a las 48 horas de inoculacién a la temperatura de 28°C s le
afladen 5 ml de agua estéril, se raspa cuidando de tomar todas las
colonias y se afiade a un crlenmeyer que contenga 20 ml de agua cstéril,
se homogeniza bien y de ahi se inocula 1 ml en cada erlenmever de
500 m! con tubo lateral soldado, donde previamente so habian afadido
50 ml de prehidrolizados quimicos con el pH v la concentracion de
nutrientes adecuada.

Estos erlenmeyer se colocaron en una zaranda a 100 golpes por mi-
nuto en un cuarto de temperatura constante. Siguiéndose ¢l crecimiento
por lecturas de D.O., (densidad dptica), a 660 nm c¢n un espectrocolo-
rimetro Spekol de la Carl Zeiss. Determinandose la velocidad especifica
maxima de crecimiento “pu” por la pendiente del diagrama semiloga-
ritmico de D.O. contra el tiempo.

Las expericncias rcalizadas se disefiaron estadisticamente mediante un
plan factoriai 2*', (Bacon v Henson, 1971} considerande como varia-
bles la temperatura, ¢l pH, presencia de peptona v extracto de levadura
v presencia dc soluciéon de trazas de salcs, para la cepa Y-900.

La maltriz D indica las experiencias realizadas.
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X, X, X, X,
(Peptona y ex- {(Solucion de
(pH) (Temperatura) tracto de levadura) irazas de sales)
r —1 (5.0) —1 (30°C) —1 (NO) —1 (NO) |
1 (5.5) —1 (30°C) —I1 1 (8D
1 1 (33°C) —1 1
1 1 (33°C) —1 —1
D=y -1 1 (ST) 1
1 —1 1 —1
—1 1 1 —1
1 1 1 1
L— -

Los resultados de estas 8 expericncias permitiran calcular los cocfi-

cientes delpolinomio.

wy = ao + a) [pH] + a. [Temp.] -+ a; [Peptona + Extracto de levadura]

-+ a4 [solucion de trazas de sales] + a:: [pH] [temp.] + ...

aunque siempre se codifican las variables mediante la expresién:

Valor alto de | Valor bajo de

: la variable la variable
) Variable —
_ Variable __ 2
" codificada ~ Valor alto de  Valor bajo de
la variable la variable
2

quedando el polinomio como:

uy = by + 1 Xy + b Xo b Xy by Xy b X X - L
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Estos coeficientes se calculan mediante la regresion lineal matricial:

1
t

= [XX]'"X'Y=CX'Y

iy

T TFo oo

donde: X = matriz de las variabl:s independientes
X’ = transpuesta de X

Y — vector de los resultados experimentales
C = matriz de precisidn

En nuestro caso particular:
B=(/8XY

Para la cepa YE-11-10 se hizo uso de un disefio estadistico 2°-! eliminan-
dose la temperatura como variable, trabajandose solo a 33°C.

En este caso la matriz D sera:

Xy X, X,
(Peptona -} extracto  (Solucion de trazas
(pH) de levadura) de sales)
(—1 (5.0) —1 (NO) 1 (SI)
D ~ 1 {5.3) —1 —1 (NO)

—1 1 (S1) —I1
L 1 1 13 J

la cual corresponde a solo 4 experiencias.

En este caso:

" b

b
B = = {1/ XY
b.

by
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para el polinomio:

Y bn -+ b] X| +- bg X-; - - b:a' j’{:;

Como se van a calcular tantos coeficientes como puntos experimentales
haya, no quedaran grados de libertad para determinar un estimado in-
terno de la varianza por lo que en cada plan factorial hemos realizado
repeticiones y de esta forma tcner un mejor estimado de la varianza
del error puro gue denotaremos por S$* p.e. v se calcula por las expre-
siones usuales, (Bacon v Henson, 1971; Kéllner, 1971; Lopez Planes, 1974)
y finalmente haciendo uso de los elementos de la diagonal de la matriz
de precision C se pueden calcular las varianzas de cada coeficiente del
polinomioc mediante:

Para el plan 2'°

.

Para el plan 27

QI A Jp— E— o B
St = SL = Si =S = (1/4) & pe.
Se consideraran como coeficientes significativos aquellos cuyo valor sca
mayor que dos veces su desviacion standard, para el intervalo de 95%
de confianza.

Es conveniente aclarar, con respecto a las variables que indican pre-
sencia de extracto de levadura y peptona v presencia de solucion de
trazas de sales, que esta presencia se refiere a la concentracion de
estos compuestos, utilizada en el medio anteriormente desarrollado por
nosctros, mediante una modificacion dzl de Reese cuvas caracteristicas
se rauestran en la Tabla T y todos los demas compuesios permanceen
invariables usandose las concentracicnes sefialadas.

Composicion de la solucién de trazas de sales.

SOFe . 7TH.O 0.5 2/l de agua destilada
Ci-Mn . 4H.O 04 g/l de agua destilada
SC:Zn . TH.O .25 g/l de agua destilada

Cl.Co . oHLO 023 g/t de agua dostlada
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TABLA I

Composicion del medio Reese modificado

SO,(NH,), 1.4 gramos/litro de prehidrolizado quimico
PO H,K 2,042 " o ) )
Urea 0.3 " v ” .
Cl,Ca 0.3 " wooom " ”
SO,Mg TH,O 0.3 . - " ”
Peptona 0.5 " oo " -
Extracto de levadura 05 "

Solucién de trazas de sales 50 ml o " "

RESULTADOS

Las Figs. 1-4 muestran el crecimiento de la levadura Y-900 en las dis-
tintas condiciones del plan 2% graficando la D.0. en un diagrama semi-
logaritmico contra el tiempo.

La Tabla 1I indica las condiciones experimentales de cada punto del
plan, los resultados de ¢x y el valor Ap% = (uar, — ar,)® para las dos
experiencias de cada punto, lo cual nos permitira calcular la varianza
experimental $° p.e. mediante:

r
Au?

5 = El Py

pe = 31

donde I =8 = condiciones experimentales distintas.
Y con estos valores

S*p.e. =10.84 x 10

S pe.=0.033
de igual forma

S =S, =S ... =S =...=(1/8) S%p.e. =136 X 10*

b,
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de donde:
S, =S, = ... S, =00116

y resolviendo la ecuacién de regresion del plan factorial se obtuvo:

by = 0.3596 by = 0.01188

b, = — 0.00688 bia + by = — 001713
b, = — 0.0226 b + bu = 0

by = + 0.0376 b -~ by = 0.01763

donde se ha sefialado el hecho de que por tratarse de un plan 2*! frac-
cionario, deben aparecen confundidos los coeficientes: bi. + bui; bz -

bas; ba: + bis.

Considerando como significativos aquellos coeficientes mayores que
2Sbu — 28]31 = ... = 2Sb1: —= ... —= 00232

El polinomio quedara finalmente:

wa = 0.356 - 0.023 X. - 0.0376 X,

Se observa que conviene disminuir la temperatura y aiiadir peptona y
extracto de levadura, pero que el pH no ejerce efecto notable en ese
rango, no es necesario afladir trazas de sales pues el medio debe poseer
los suficientes, lo cual es légico por tratarse de un prehidrolizado de
meollo que como ya sefialamos debe poseer suficiente concentracién
de sales en solucién debido a que el meollo tiene una alta concentra-
cién de cenizas.

Si se desea volver a las variables oxiginales sdlo es necesario sustituir
las definiciones de X. v X,.

Si se comparan estos valores de pu de la cepa Y-900 en la fermentacién
de prehidrolizados de meoilo con los obtenidos ¢n nuestros trabajos an-
teriores con cepas salvajes fermentando prehidrolizados de bagazo en
las mejores condiciones experimentales {zx = 0.282), por ejemplo, se
ve que la cepa Y-900 presenta una velocidad especifica de crecimiento
mucho mayor,
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TABLA 11
Fermentacion de prehidrolizados de meollo con Y-900
Peptona + Trazas Mt Apa®
Muestra pH Temp. Extracto de sales Wt promedio x 104 t,

1-1 5 neC no no 0.319 0.305 7.84 217
1-2 0.291 2.38
21 55 30 no si 0.333 0.345 9.61 2.08
2-2 0.364 1.09
3-1 5 33 no si 0.330 0.353 20.25 21
3-2 0.375 1.85
4-1 5.5 33 no no 0.273 2.53
42 0.241 0.281 24.01 2.88
43 0.309 2.24
44 0.302 2.29
5-1 5 30 si si 0465 0.439 28.1 149
5.2 0.412 1.68
6-1 5.5 30 si no 0.396 0436 62.4 1.75
6-2 0.475 1.46
7-1 5 33 si no 0.346 0.369 20.25 2.00
7-2 0.391 1.77
8-1 5.5 33 si si 0.35 0.345 1.0 1.98
§-2 0.34 2.02

Eas Figs. 4 v 5 muestran el crecimiento de la cepa YE-11-10. En la Ta-
bla TIT s¢ muestran los resultados,

par = 042 - 0.0175 X, — 0.04 X + 0.005 X

para este caso:

S5* pe. = 875 X 10+

S pe. = 003

£%by = S°by = 5%b, = 8%b,; = (1/4) (875 X 10_4) =219 x 10
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de donde todos los coeficientes mayores de 2Sb, — 2Sb, — ... — 0.03
seran significativos v el polinomio quedara.

pa = 042 — 0.04 X.

Fig. 3. Fermentacién de prchidrolizados quimicos de meollo industrial con cepas
de Candida utilis Y-900,

Se observa que ¢l pH no ejerce un efecto significativo, por lo que indus-
trialmente serda recomendable trabajar a pH bajo para eliminar conta-
minaciones. La solucién de trazas de sales no es necesaria y ademas el
efecto negativo de X. estd en favor de no afiadir la peptona v extracto
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de levadura. Este hecho es interesante pues nos sefala claramente que
¢l nuevo mutante YE-11-10 no requiere la adicion de peptona y extracto
de levadura mientras que la cepa Y-900 si la requeria, por otra parte
esta cepa YE-11-10 resiste mejor las altas temmperaturas pues manifiesta un
valor de pu promedio a 33°C de 0,42 mientras que la Y-900 de vy = 0,337
considerando solo las experiencias a 33°C y de gy promedio = 0.382 a 30°C.

O sea que existe una diferencia significativa con mas de un 95% de con-
fianza entre el v de la cepa YE-11-10 y la Y-900.

No ¢s necesario hacer los cdlculos para determinar que la cepa YE-11-10
presenta, ademas, mejor velocidad de crecimiento que la Candida utilis
salvaje usada por nosotros ecn nuestro primer trabajo (pu = 0.282) y
que la Candida sp. usada por Kalunianyz (s — 0.20).

Finalmenle queremos sehalar que el contenido de metionina de esta
cepa YE-11-10 oscila entre 0.8 y 0.9 mg/100 mg de peso de biomasa seca,
contra 0.5-0.6 para la Y-900 segun habiamos determinado anteriormente
{Sdnchez v cols., 1975).

TABLA III

Fermentacion de prehidrolizados de meollo con cepa YE-11-10,
a 33 en zaranda

Solucion
Peptona + de trazas g
Muestra pH extracto de sales Ui T, promedio

1-1 5 no si 0.45 1.54 0.45
1-2 0.45
2-1 5.5 no no 0.428 1.62 0.47
2-2 0.511 1.36
31 5 i no 0.356 207 0.355
32 0.353 2.11
4-1 5.5 si si 0412 1.68 0.405

4-2 0.399 1.74
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CONCLUSIONES

Se ha realizado un estudio de la fermentacion de prehidrolizados quimi-
cos de meolle mediante cepas de Candida utilis enriquecidas v sin enri-
quecer en metionina,

Se ha visto la necesidad de tratar el prehidrolizado con carbon activado
a fin de disminuir su color v el contenido de furfural. Mediante disefio
estadistico factorial se ha logrado adaptar polinomios que sefialan como

cambia la welogidad esnacifica maxima de cvecimiensn en funcide de

y extracto de levadura y la presencia de solucién de trazas de salss,
llegandose a la conclusién que para la cepa Y-900 sin enriquecer en
metionina conviene trabajar a temperatura de 30°C o inenores y es nece-
sario afiadir peptona y extracto dc levadura, no ejerciendo un efecto
significativo el pH en el rango de 5 a 5.5 ni siendo necesario anadir
solucidén de trazas de sales. Los valores promedios a 30°C de py son del
orden de 0.382 hora”' siendo mejores significativamente que los obte-
nidos para las cepas salvajes usadas en nuestros trabajos de fermenta-
cién de prehidrolizados de bagazo y los obtenidos por otros autores.

Para la cepa YE-11-10 con un conteunido de metionina superior en algo
menos que el doble de la cepa Y900, se ha obtenido mediante diseno
estadistico que el pH no ejerce efecto significativo, no es necesario
anadir soluciones de trazas de sales v no parece necesario afadir pep-
tona y extracto de levadura, aunque este ultimo efecto debe ser estudiado
con mas profundidad, sobre todo en fermontacion continua.

Unido a esto se encuentra el hecho de que esta cepa presenta un valor
promedio de pa de 0.42 a 33°C mavor a la correspondiente de la cepa
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