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RESUMEN

Se presenta la cinética del crecimiento microbiano en la produccion de alimento para animales por fermentacién en
estado solido. Se emple6 la levadura Candida utilis para el enriquecimiento proteico de bagazo de cafia de azlcar;
ademas, se utilizaron los residuos de la industria azucarera cachaza y miel y otros elementos como nutrientes en el
medio de cultivo. Se estudio6 la respuesta dindmica del sistema en funcién de la temperatura en un rango de 25 a
45°C, a través de las variables proteina verdadera y azlcares reductores totales. La fermentacion dur6 30 horas. Se
empled un modelo logistico para representar los datos experimentales utilizando el simulador Model Maker. Sus
constantes mostraron dependencia con la temperatura, que se ajusta muy bien a polinomios. La constante especifica
de crecimiento maxima varia entre 0,059 8 y 0,112 3 h'™; la concentracién méxima de biomasa esta en un rango entre
5,27 y 5,90 % base seca y el rendimiento biomasa-sustrato entre 0,055 1 y 0,102 3. La temperatura Optima para al-
canzar maximo enriquecimiento proteico esta entre 30 y 33 °C . Los parametros determinados del modelo ajustado se
corresponden con los observados en sistemas similares, segun se reporta en la literatura.
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Microbial Growth Kinetics in Manufacturing Feedstuff by Solid State Fermentation
of Sugar Cane By-Products

ABSTRACT

Microbial growth kinetics in manufacturing feedstuff by a solid state fermentation process is dealt with. Candida
utilities yeast was used for sugar cane bagasse protein enrichment; besides, filter cake mud and molasses residuals
from the sugar cane industry as well as other ingredients were added as nutrients to the culture medium. The system
dynamic response within a temperature range from 25 °C to 45 °C was studied taking into account the true protein
and the total reducing sugars variables. The fermentation process lasted 30 hours. A logistic model was applied to
display experimental data by the Model Maker software. Data constants showed a temperature dependence which ac-
tually matched polynomials. The maximal growth specific constant ranged from 0,059 8 h™ to 0,112 3 h™, the bio-
mass maximal concentration from 5,27 % to 5,90 %, and the biomass-substrate yield from 0,055 1 to 0,102 3. Opti-
mal temperature to reach a maximum protein enrichment ranged from 30 °C to 33 °C . Parameters determined by the
adjusted model agreed with those observed in similar systems according to the literature in this field.
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INTRODUCCION tisfactoriamente en diferentes especies y categori-

. as de animales (Pedraza, 2000).
El desarrollo de bioprocesos y productos me- Este trabajo tiene como objetivo determinar la
diante fermentacion en estado solido (FES) ha es- cinética del crecimiento microbiano en la produc-
tado generando creciente interés en los Gltimos

» leld ! ciéon de alimento para animales a partir de resi-
afios, principalmente por sus resultados en bio-  gyos de la industria azucarera por fermentacion en
rremediacién y biodegradacion de compuestos

! ] 0L _ estado sélido, midiendo la variacién de la proteina
riesgosos, enriquecimiento proteico de cosechasy  yerdadera y de los aziicares reductores totales

(ART).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del inéculo

El in6culo se elabord propagando la levadura
Candida utilis, suministrada por el Instituto Cu-
bano de Investigaciones de la Cafia de AzUcar. El

de residuos agroindustriales, produccion de enzi-
mas, biopesticidas, entre otros.

Los residuos de la industria azucarera son em-
pleados en la alimentacién animal en multiples
formas. El enriquecimiento proteico del bagazo
mediante FES ha sido una via para la obtencion
de diferentes productos que se han introducido sa-
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esquema incluyé pasos semejantes a los de Alma-
zan et al. (1982) usados cominmente en plantas
de levaduras industriales. EI medio de propaga-
cion liguido esta formado por miel, sulfato de
amonio, fosfato de amonio y agua destilada.

Medio de cultivo para la FES

Se empled un medio de cultivo optimizado con
anterioridad (Julian et al., 2005) con 66,38 % de
humedad, 33,18 % de ART vy una relacion agua
amoniacal-sulfato de amonio de 0,14 %. Se pesan
las materias primas para preparar 800 g de medio,
se diluye el sulfato de amonio en el agua y luego
se afiade y diluye la miel B; se mezclan el bagazo
y la cachaza y luego se le afiade la mezcla liquida
preparada, se afiade el inoculo, cuidando su distri-
bucién homogénea.

Descripcion del experimento

El experimento se realizé siguiendo la estrategia
de separacion de las muestras antes de la fermen-
tacion (Viccini et al., 2001), en una instalacién
compuesta por bafios termostaticos que controlan
la temperatura a + 0,1 °C, frascos de erlenmeyer
con las muestras y termometros digitales Check
Temp, con una precision de 0,1°C .

Se realizaron 6 corridas experimentales a las
temperaturas de: 25; 30; 33; 35; 40 y 45°C, con
16 muestras en cada corrida durante un tiempo de
30 horas. Los 800 g de medio se prepararon por
corrida de forma tal que se pudieran distribuir
50 g por erlenmeyer, para retirar un frasco cada
dos horas a partir del tiempo cero. El experimento
se hizo por triplicado. Las muestras se secaron du-
rante 48 horas en estufa a 70 °C . Posteriormente
se efectuaron los andlisis requeridos.

Métodos analiticos

Para el ajuste del modelo se trabaj6 con las va-
riables: biomasa (X) expresada en funcién de la
proteina verdadera y concentracion de sustrato
(S), en funcion de los ART.

La proteina verdadera se determiné en el Labo-
ratorio del Centro de Estudios para el Desarrollo
de la Produccion Animal (CEDEPA) segln el mé-
todo de Berstein (precipitacion con sulfato de co-
bre). Para el nitrégeno total se siguié el procedi-
miento AOAC (1995). Los ART se determinaron
utilizando el método fenol-sulfarico; la absorban-
cia se midié con un espectrofotometro Ultrospec
2000, en el laboratorio de microbiologia del Cen-
tro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de
Camagiiey.
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Metodologia de ajuste del modelo cinético

El ajuste del modelo se realiz6 utilizando los da-
tos calculados de proteina verdadera y ART. Se
emple6 el programa profesional Model-Maker,
desarrollado por SB Technology Ltd., Reino Uni-
do (1995) que permiti6 determinar los parametros
del modelo: constante especifica de crecimiento
méaxima, concentracibn maxima de biomasa y
rendimiento biomasa-sustrato. Se ajust6 la depen-
dencia de las constantes del modelo con la tempe-
ratura, con Microsoft Office Excel.

Modelo matematico para el crecimiento celular

Se formulé un modelo cinético que emplea la
ecuacion logistica para el crecimiento celular y la
expresion en dos términos propuesta por Pirt para
el consumo de sustrato (Ramos, 2000; Asaff et

al., 2006):

dXx

—=rX 2.1
dt @D
rX = uX (2.2)

X
H = Hyax [1_ j (2.3)
XMAX

ds

— =—rS 2.4
a (2.4)
s=— X (5

YXs + msX

RESULTADOS Y DISCUSION

Ajuste del modelo cinético

En la figura se grafica la corrida de 33°C . El
comportamiento dinamico de la proteina verdade-
ra para cada valor de temperatura se corresponde
con las condiciones del experimento, no asépticas
y sin aireacion forzada. Los valores obtenidos a
esa temperatura se encontraron entre 3,4 y 5,9 %
base seca (BS). A esa temperatura se obtuvo el
maximo incremento en la proteina verdadera con
un valor de 2,5 % BS. Estos resultados son algo
superiores a los obtenidos por Dusted e Izquierdo
(2003) en condiciones experimentales similares.

Los valores de ART iniciales estuvieron entre
33,1y 33,9 % BS; se encuentran dentro de los li-
mites esperados segun la formulacion utilizada; el
resto de los valores mantuvo un comportamiento
descendente hasta alcanzar valores minimos que
estuvieron entre 7,2 y 17,7 % BS. En los experi-
mentos realizados a 33 y 45 °C respectivamente,
puede observarse como el mayor consumo se pre-
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senta en la corrida donde

hay mayor incremento de la
proteina verdadera y el me- 8,0
nor consumo en el experi-
mento a mayor temperatura,
donde el crecimiento es me-
nor.

En la tabla aparecen las
constantes ajustadas para
cada una de las temperaturas
estudiadas. El ajuste del
modelo es altamente signifi-
cativo pues en todos los ca-
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Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales
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S (% MS)

Sos se obtienen niveles de 0,0 0
significacion inferiores a 0 5 10 15 20 25 30
0,001 %. Tiempo (h)

El valor de la constante Xe = = =Xs ———— Se Ss

especifica de crecimiento
maxima ( L uax) varia entre 0,059 8 y 0,112 3 h?

siendo este Ultimo su valor més elevado a la tem-
peratura de 33°C . Se corresponde con los estu-
dios realizados por Ramos (2000) y con los valo-
res reportados por Viccini et al. (2001) para la
Candida utilis y duplica los obtenidos por Ferrer
et al. (2004) para este microorganismo en dese-
chos del procesamiento de la cafia de azUcar.

La ecuacién (3.1) describe la dependencia entre
M uax y la temperatura mediante un polinomio

de tercer orden, la cual tiene un buen coeficiente
de determinacion, R = 0,951 4
M uax =0,0012T°-0,0153 T>+0,0483 T +

0,067 5 (3.1)

Los valores de la concentracion méaxima de
biomasa (Xuwax) Se encuentran entre 527 y
5,90 % BS siendo este su maximo valor a la tem-
peratura de 33 °C . Esta constante mantuvo un li-
gero ascenso durante los tres primeros valores de
temperatura y luego desciende hasta la Gltima co-
rrida donde alcanza el valor mas bajo. Este com-
portamiento se co-
rresponde con el

Constantes del modelo logistico

lado, que es termdfilo, sino a la flora microbiana
presente inicialmente en las materias primas.

Se ajustd un polinomio de tercer orden que dio
por resultado la ecuacién 3.2 con un adecuado co-
eficiente de determinacion (R*= 0,926 3).

Xmax = 0,0004 T°-0,0041 T+ 0,0039 T +
0,099 9 (3.2)

En cuanto al comportamiento de la constante
que describe el rendimiento biomasa-sustrato
('Yxs) se puede observar que disminuye al aumen-
tar la temperatura. Se ajusta muy bien con un po-
linomio de cuarto orden mediante la ecuacion
(3.32, con la que se obtuvo:

R“=10,988 8.

Yxs = 0,0012 T* - 0,0161 T° + 0,0741 T* -
0,1416T+0,1843 (3.3

CONCLUSIONES

La cinética del sistema se ajusta al modelo lo-
gistico. Se alcanzan coeficientes de determina-
cion altamente significativos en el rango de
temperaturas estudiado. La constante especifica
de crecimiento maxima varia entre 0,059 8 y
0,1123h™.

reportado para es-

tos sistemas (Sau- _T (°C) M (7)) Xuax (% BS) YXs R’ F P (%)
cedo et al. 1990; 25 0,1 020 5.4 00 097 50445  <0,001
Ramos, 2000. Dal-. 30 0,1 104 58 009 098 109403 <0001
senter, 2005). El o2 00848 57 007 099 2172t <01
. . , , , , , < ,
g;?gp;&?;odggcfg 40 0,0 717 5.4 006 098 80021 <0001
45 0,0 598 53 005 099 1186803  <0,001

no se asocia al mi-

croorganismo inocu- o }
rendimiento biomasa-sustrato.
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L max, constante especifica de crecimiento maxima; Xyax concentracion maxima de biomasa; YXxs,
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Se obtiene un enriquecimiento proteico con va-
lores maximos de proteina verdadera 5,3y 5,90 %
BS, adecuado para las condiciones del experimen-
to, no asépticas y sin aireacion forzada.

La temperatura éptima para alcanzar un maximo
enriquecimiento proteico se encuentra en el rango
de30a33°C.
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