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Resumen

Desde hace mas de veinte afios algunas especies de bacterias, levaduras y hongos han sido
empleadas para la produccion de proteina microbiana (PM), a partir de sustratos de bajo valor y
residuos como fuente carbonada y energia. El papel de la PM como alimento seguro para animales
y humanos, ha sido alin mas enfatizado debido a la escasez mundial de proteinas. Adn cuando la PM
ha sido comercialiuzada exitosamente por décadas, las diferentes etapas para desarrollar procesos
de este tipo no han cambiado. Las condiciones dptimas de propagacion, los sustratos potenciales y
un amplio rango de microorganismos es aun un blanco perseguido por muchos investigadores. En
este articulo los métodos commmente empleados para la produccién y los diferentes arreglos de
propagacion sumergida, se destacan como los mas apropiados.
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Abstract

Since one score ago, some species of bacteria, yeast and fungi have been used to produce protein
biomass or single-cell protein (SCP), with inexpensive feedstock and wastes being used as their
sources of carbon and energy. The role of SCP as a safe food and feed is being highlighted more
because of the worldwide protein scarcity. Even though SCP has been successfully commercialized
for decades by now, the different steps to develop such a process have not change. The optimal
fermentation conditions, potential substrates, and a broad range of microorganisms is still being
pursued by many researchers. In this paper, commonly used methods for the production of SCP and
different fermentation systems are briefly reviewed, with submerged fermentation being highlighted
as a more commonly used method.
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Introduccion

El suero de leche es un liquido amarillo verdoso subproducto de la fabricacion de quesos que queda
después de la coagulacién y extraccion de la caseina y la grasa de la leche entera. Representa
alrededor del 85-90% del volumen inicial de leche.

Uno de los usos mas atractivos del suero es el desarrollo de productos basados en las proteinas
remanentes (Jelen 2009, Boland et a/ 2011, Jeewanthi 2015) para obtener concentrados de proteinas
de excelente calidad para consumo animal y/o humano. Este proceso de aislamiento de proteinas
requiere de tecnologia de membranas (ultrafiltracion) para separarlas y rinde un permeado de suero
con alto contenido de lactosa y por tanto un elevado poder contaminante (Atra et a/ 2005). El
permeado después de la separacién de las proteinas es rico en lactosa (39-48 g/L), las cenizas
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originales, que no son retenidas por las membranas y un pequefio remanente de proteinas de bajo

peso molecular (1-3 g/L) (Paraskevopoulou et al 2003, Ghaly et al 2005, Kotoupas et al 2007).

La industria lactea genera mas de 80 millones de toneladas de suero anualmente, por lo que su

adecuada disposicién es un importante problema medioambiental dado su elevado poder

contaminante, la DBO estd en el rango de 30000-50000 mg/I mientras la DQO asciende hasta 60000-

80000 mg/L lo que hace imposible su disposicion directa en curso de agua alguno. La lactosa es, por

mucho, el mayor responsable de esta elevada demanda de oxigeno (Paterson 2009, Panesar y

Kennedy 2012) .

La lactosa presente puede ser utilizada para la producciéon de proteinas microbianas (MP) empleando

levaduras capaces de asimilar este azlcar como las del género Kluyveromyces altamente productivas

e seguras para el consumo humano (Babu et al 2014). Existen también otras levaduras pertenecientes

al género Candida, especialmente Candida kefyr (anteriormente Candida pseudotropicalis). Esta

ultima sin embargo, no es aconsejable para el uso a gran escala por los eventos de toxicidad

potenciales (Dufresne et al 2014).

Las tecnologias de produccion de proteina microbiana se empezaron a estudiar como parte de la

solucién a la escasez de proteinas en el mundo. Estos enfoques evolucionaron posteriormente como

procesos de bioconversidn para la utilizacion de desechos o subproductos industriales y la obtencion

simultanea de productos de alto valor agregado.

Hay que tener en cuenta que a pesar de que las proteinas microbiales se producen a partir de

sustratos de bajo valor, o incluso valor negativo por su impacto ambiental, la rentabilidad de estos

procesos es aun incierta y altamente dependiente de la escala de produccién por el elevado costo de

la instalacion requerida (Yanav et al 2016).

Aun asi, cuando se comparan estas proteinas con otras fuentes convencionales, la produccion de

proteina microbiana en escalas adecuadas presenta numerosas ventajas, a saber:

e Los microorganismos tienen una alta tasa de multiplicacién celular

e Poseen contenidos de proteina (Nx6.25) en el entorno de 50%

e Pueden utilizar una amplia gama de sustratos de bajo valor como lactosuero, vinazas de
destilacion de alcohol, entre otros subproductos y desechos industriales

e las dreas de produccion ocupan poco espacio y producen elevados rendimientos
biomasa/sustrato, y

e Sonindependientes de las variaciones climaticas o estacionales

Un problema a tener en cuenta si el objetivo es el consumo humano, es el alto contenido de acidos

nucleicos en especial ARN (Otero et al 2012, Otero y Almazan 2012). Los tratamientos disefiados para

reducir su contenido hasta limites aceptables para la salud humana, son dificilmente escalables.

Proceso de produccién de proteina microbiana
La implementacién de la produccion de proteina microbiana transita a través de diferentes pasos

Seleccion de las materias primas:
Es un aspecto esencial y es preciso enfocarse en la correcta composicion de la fuente carbonada de
modo que rinda altas producciones de biomasa en el menor tiempo posible.
Los sustratos carbonados para la produccién de PM empleados a escalas de laboratorio, planta piloto
e industriales pueden clasificarse en tres categorias:
e Fuentes altamente energéticas (gas natural, n-alcanos, gas-oil, metanol, etanol, acido
acético);
e Desechos o subproductos industriales (melazas de cafia, licores negros papeleros, lactosuero,
desechos de frutas, etc), y
e Recursos renovables (azlcares, almiddn, celulosa)
En el caso que nos ocupa, el lactosuero, pertenece a la segunda categoria y es el sustrato a emplear.

19



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

Es pertinente aclarar que en la medida que el sustrato real, en el caso del suero la lactosa, esta mas
oxigenado, menores seran los requerimientos de transferencia de oxigeno al medio y por tanto
menor el gasto de energia para lograrlo.

Seleccion de microorganismos:
Este es un paso fundamental en el proceso de produccion, todo el trabajo lo hard el microorganismo
inoculado, por tanto, su selecciéon debe ser muy cuidadosa. Este debe cumplir varios requisitos, a
saber:

e altos rendimientos biomasa/sustrato.

e altas tasas de duplicacién celular, y

e un elevado contenido de proteinas.
Lo mds conveniente es seleccionar las cepas a estudiar de la propia flora natural de la fuente de
carbono y energia a utilizar. Estas poblaciones ya traen adelantada la adaptacion al sustrato. No es
recomendable el empleo de microorganismos modificados genéticamente pues existe la posibilidad
de reversién de la mutacidon durante el proceso. Un método empleado en la seleccion de
microorganismos es el uso de corridas en cultivo continuo por tiempos prolongados y seleccionar las
poblaciones que prevalecen en el tiempo y muestran las mejores condiciones de produccion (Arai et
al 2003).

Ingenieria de proceso:

Las condiciones técnicas de cultivo para las cepas optimizadas se llevan a cabo a través de estudios
de propagacion bajo diferentes condiciones a escala de banco (2-5L) y se determinan las rutas
metabdlicas de asimilacidon de sustrato, en caso de no ser conocidas, asi como las estructuras vy el
contenido celular.

El proceso en algunos casos precisa ser escalado a escala de planta piloto para establecer los
parametros tecnoldgicos y obtener datos fidedignos para el estudio econdmico del proceso.

Desarrollo de tecnologia:

Este es el siguiente paso en el que se adopta la tecnologia a seguir.

e Modo de produccién continuo, lotes alimentados (fed batch) o por lotes (batch).

e Temperatura del proceso. Este es un pardmetro de vital importancia y debe estar cercana al
6ptimo del microorganismo. Sin embargo, la generacion de calor bioldgico en el proceso tiende
al incremento de la temperatura y deben instalarse sistemas de refrigeraciéon para matenerla
dentro de limites razonables para las células y la economia del proceso.

e pH. Los microorganismos presentan valores éptimos de pH entre 5y 7. Este debe mantenerse
dentro del rango para garantizar un desarrollo estable de las células. Uno de los productos del
metabolismo celular son los acidos organicos de cadena corta (acético, propidnico etc) y por tanto
el pH tiende a bajar, asi, no se puede dejar flotar libremente este pardmetro pues iria en
detrimento del proceso.

e Transferencia de oxigeno (agitacion). Es consumidor importante de energia

e Adicién de antiespumante al cultivo. Esto evita los procesos de cavitacion en bombas vy
separadoras.

e Enelcasodelcultivo continuo, el flujo de alimentacién debe ser éptimo. Flujos bajos incrementan
los tiempos de retencidn y obligan a capacidades de reactores mayores, flujos muy altos pueden
producir el lavado del sistema (wash out) ante cualguier cambio fortuito. Debe tenerse en cuenta
que la tasa de alimentacion al sistema en el modo continuo establece la tasa de crecimiento de
la poblacién microbiana por lo que el proceso transcurre a tasas de crecimiento inferiores a la
maxima.
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Factores econdmicos asociados:

Consumo energético y los costes de produccion son los factores mas importantes para un proceso a
gran escala. Esta por tanto debe ser cuidadosamente establecida en funcién de los costes y la
eficiencia del proceso.

Demandas de seguridad y proteccion ambiental:

Desde que la MP se produce para la alimentacién animal o bien directamente para humanos, la
seguridad del producto debe quedar fuera de toda duda. En el caso del suero existe la ventaja que
las levaduras capaces de utilizar eficientemente la lactosa son del tipo GRAS (Generally Regarded As
Safe). Una vez que el proceso pasa a la escala de produccion se precisa un seguimiento exhaustivo
de la presencia de contaminantes en el cultivo, a menos que este se lleve a cabo en condiciones de
esterilidad, no recomendables por su alto coste.

La disposicion de los residuos finales deben ser objeto de estudio igualmente a fin de cumplimentar
las regulaciones ambientales de cada pais. Como en general se emplean fuentes carbonadas
contaminantes, el proceso tiene la ventaja de servir al mismo tiempo como tratamiento primario de
éstas (Chatzipaschali y Stamatis 2012, Chanfrau et al 2017).

Resultados

Factores de influencia en la produccion de proteina microbiana

Fuente de carbono

El lactosuero es rico en lactosa, un disacarido constituido por glucosa y galactosa unidas por enlaces
R-1,4 glicosidicos. La Fig 1 muestra la estructura de la lactosa
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Fig 1 Estructura del disacarido lactosa

El contenido de lactosa en suero varia en funcién del tipo de leche pero en general se encuentra en
el entorno de 50 g/L (Ryany Walsh 2016). El sustrato, si bien no requiere un tratamiento severo antes
de su empleo, no debe ser utilizado directamente. El contenido de proteinas remanente después de
la fabricacion de queso (ver Tabla 1) estd en el entorno de 9-10 g/L. Estas proteinas solo van a la zaga
en calidad nutricional a las del huevo entero. En general, el valor bioldgico (BV), la razén de eficiencia
proteica (PER) y la utilizacién neta de proteinas (NPU) de las proteinas de huevo y suero son 104 y
100, 3.6 y 3.8 y 92 y 94 respectivamente (Smithers 2008). De ahi que sea preferible la separaciéon
previa de las proteinas por membranas seguida de secado por atomizacion y obtener a partir de éstas
un polvo comercializable en forma de concentrado (< 85%) o aislado (> 90%), conveniente para la
economia global del proceso.

No obstante, es posible también la utilizacion directa del suero sin previa separacion de las proteinas
presentes pues los microorganismos son capaces de utilizarla en una proporcion importante. A pesar
que el suero es rico también en aminodcidos esenciales como lisina, metionina y cisteina (Smithers
2008), es un sustrato pobre en cuanto a su contenido de otros nutrientes esenciales para el
crecimiento microbiano, por lo que es precisa su suplementacién (Macawan et al 2016).

La Tabla 1 muestra la composicién tipica de suero de leche.
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Tabla.1 Composicion tipica del suero de leche*

Componente Suero dulce Suero acido Chana/Paneer
Total solids (%) 7.0 7.0 6.5
Fat (%) 0.3 0.1 0.5
Protein (%) 0.9 1.0 0.4
Lactose (%) 49 5.1 5.0
Ash (%) 0.6 0.7 0.5

*Gupta, 2000

Un producto disponible ampliamente en la industria azucarera son las melazas de cafia, subproducto
de la cristalizacion de la sacarosa. Las melazas se han empleado sistematicamente en Cuba, para el
enriquecimiento de vinazas de destilacién de alcohol para la produccién de biomasa utilizando la
levadura Candida utilis a escala industrial (Otero et al 2003, Martinez et al 2004). Los autores
emplearon como criterio de formulacién del medio de propagacién el valor de DQO en vinazas y
melazas, proponiendo una composicion de medio de 80:20 respectivamente. En el caso del suero se
puede aplicar un enfoque similar si se tiene en cuenta que las vinazas de destilacion de etanol
presentan un valor de DQO entre 60-80 mg/L (Otero et al 2002). Las melazas de cafia por su parte,
han sido empleadas como Unica fuente de carbono en la produccién de etanol en sus dos etapas
(propagacion aerdbica de levadura y fermentacion alcohdlica) con la sola suplementacién de sales de
amonio, lo que demuestra la riqueza de este sustrato.

La Fig 2 muestra el comportamiento de la propagaciéon de Candida utilis en mezclas vinazas-melazas
(80:20 sobre DQO).
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Fig 2 Cinética de crecimiento celular de C. utilis en mezclas vinazas-melazas (80:20 base DQO). El
proceso se basa en un medio con DQO =50 000 mg/L

Esta combinaci®:én funciona igualmente para el suero libre de proteinas con resultados incluso
superiores. Es de esperar incluso resultados superiores, si se tiene en cuenta que el lactosueroes mas
rico que las vinazas por su alto contenido de lactosa.
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Otero et al (2009) reportaron reportado el consumo de lactosa por especies de Kluyveromyces spp. Los autores
obtuvieron concentraciones de levadura utilizando solamente lactosuero suplementado con sales de amonio
y de 7 g/L después de 10 horas de propagacion. Se ha reportado igualmente el consumo de lactosa y proteinas
de lactosuero por células de levadura del mismo género Kluyveromyces (Koushki et al 2012, Zoppellari y Bardi
2013). Estos autores observaron un consumo de lactosa superior a 95% del contenido inicial, en tanto que el
consumo de proteinas por las células fueron en el entorno de 70.00%.

La reduccién de DQO fue también un resultado a destacar en estos estudios. La Fig 3 muestra resultados
analogos obtenidos por Murari et al 2017.
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Fig 3 Consumo de lactosa (A) y proteina (B) por K. marxianus en diferentes concentraciones de
suero después de 48 horas de cultivo (Murari et al 2017).
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Con relacion a DQO presente en el medio inicial, la Fig 4 muestra los resultados obtenidos por estos
autores.
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Fig 4 Reduccion de DQO durante la propagacion de K. marxianus en suero de leche crudo
(Zoppellari y Bardi 2013)

Fuente de nitréogeno

Debido a las propiedades estructurales de las células, es preciso suplementar el medio con fuentes
de nitrégeno para garantizar la sintesis de proteinas. La biomasa se calcula para 50% de proteina
cruda (Nx6.25) y por tanto la concentracién de nitrégeno en el medio de cultivo debe ser la suficiente
para estos propodsitos. Estas fuentes pueden ser de origen orgdnico o inorganico. Se prefieren las
ultimas, sin embargo, por su menor costo. Las fuentes de nitrégeno mdas empleadas son amonio como
tal, urea y sales de amonio (Reihani y Khosravi-Darani 2019). No todas las fuentes conducen a los
mismos resultados en cuanto a rendimiento y productividad. Cuando se empled urea como funte de
nitrégeno en la produccién de Candida utilis se obtuvieron valores bajos de concentracién celular en
comparacién con otras fuentes como sulfato de amonio (Zhao et a/ 2010). No obstante el empleo de
urea combinada con sales de amonio permite controlar el pH en el entorno de 4 lo que es favorable
para limitar las contaminaciones por bacterias ambientales si el proceso se lleva a cabo en cultivo
continuo.

En la utilizacién de suero como sustrato puede emplearse una composicién de medio parecida al de
la produccion a partir de vinazas de destilacion (Otero et al 2002) empleando sulfato de amonio y
fosfato de amonio como fuentes de nitrégeno y fésforo en concentraciones similares a las utilizadas
en esta tecnologia.

Aeracion

La aeracidn es una operacion importante en el cultivo sumergido pues es la via de absorcién de
oxigeno por los microorganismo en la propagacion aerdbica. Como se ha mencionado anteriormente
mientras mas reducido estd el sustrato (menos oxigeno en su composicién) mayor el rendimiento,
pero mayor también la cantidad de oxigeno requerida para su completa oxidacién a CO; y agua y
mayor energia para transferirlo al medio.

Se ha reportado (Nanou et al 2011) que la morfologia del microorganismo juega un rol esencial en la
absorcién de oxigeno (Fonseca et al 2007). Un estudio realizado ha demostrado que la mejor tasa de
aeracion (volumen de aire/volumen de medio/minuto -vwm) vy el oxigeno disuelto para producir un
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mayor rendimiento de Candida utilis fueron de 1 vvm y 50% respectivamente (Rajoka et al 2006).
Un trabajo posterior (Anvari y Khayati 2011) con diferentes cepas de Kluyveromyces spp. mostraron
que los mayores rendimientos se obtuvieron con una aeracién de 1 vvm.

Temperatura y pH

Ya hemos visto la influencia de la temperatura sobre el crecimiento de los microorganismos y por
tanto en la productividad del proceso de produccién de MP (Rao et al 2010, Ferreira et al 2014).
Aungue se ha reportado la temperatura ambiente como la 6ptima para la mayoria de los
microorganismos, en el caso de las levaduras como es el caso de K. marxianus este valor es
significativamente superior y se encuentra entre 33 and 35°C (Ghaly et a/ 2005, Zhao et al 2010).

El consumo de lactosa por la levadura requiere de la secrecion de la enzima lactasa (R-galactosidasa).
Por tanto, las condiciones para una expresion Optima de esta enzima son las del crecimiento del
microorganismo y coinciden con las reportadas previamente.

La Tabla 2 muestra el efecto de pH y temperatura sobre la produccion de R-galactosidasa producida
sobre suero.

pH | Actividad enzimatica | Temperatura, °C | Actividad enzimatica
Ul/g peso seco Ul/g peso seco

4.0 | 1370 20 1330

4.5 | 1460 25 1470

5.0 | 1490 30 1490

5.5 | 1480 35 1370

6.0 | 1440 40 250

Tabla 2. Efecto de pH y temperatura sobre la produccién de R-galactosidasa por Kluyveromyces
marxianus

Conclusiones

De acuerdo con los estudios realizados por diferentes autores, los factores de mayor influencia en la
propagacion de biomasa de levadura a partir de suero de leche son los mencionados anteriormente.
La seleccion y aislamiento del (los) microorganismo a emplear debe ser llevada a cabo a partir del
sustrato y sus poblaciones autéctonas.

El empleo de cepas certificadas no siempre es recomendable pues la adaptacién al sustrato especifico
no estd garantizada y seria preciso ademas pagar por esta.

Otros factores como temperatura y pH dependeran de los estudios a escala de banco (2-5L) pero en
general se pueden establecer en el entorno de pH 3.5-4.5 y temperatura entre 33 y 35°C.

La agitacion y aeracion deben ser objeto especial de estudio por cuanto son de primordial
importancia en la economia del proceso por el consumo energético.

Dado que la mayoria de los estudios se han realizado a escala de banco (< 2L) el escalado a planta
piloto, 250-1000L, puede aclarar la influencia de estos parametros en el proceso global.

Si como se puede suponer, el suero muestra un comportamiento similar al de las vinazas de
destilacion de alcohol, los resultados cinéticos obtenidos a escala de banco pueden trasladarse sin
etapas intermedias a nivel industrial, no asi para los consumos de energia.

Un aspecto que no debe olvidarse es la disponibilidad de suero de manera estable para alimentar
esta produccién durante la mayor parte del afio. A estos efectos la posibilidad de asociacion de varios
productores cercanos puede ser un enfoque apropiado y por tanto seria conveniente estudiar la
posibilidad de mezclar diferentes sueros y su influencia en los resultados del proceso.

El cultivo continuo parece ser el modo de propagacion mas prometedor, no obstante no es
descartable el uso del modo de lotes alimentados (fed batch) para la reduccién de la contaminacién
por microorganismos indeseados.
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