IDENTIFICACION DE UNA LEVADURA PARA
PRODUCCION DE PROTEINA UNICELULEAR
PARA CONSUMO HUMANO Y DETERMINACION
DE LOS PARAMETROS CINETICOS A NIVEL DE
MATRACES AGITADOS

t,&

DULCE MARIA
PALMERIN CARRENO

LORENZO
GUEVARA OLVERA

FRANCISCO
VILLASENOR ORTEGA

CRISTINA
PEREZ PEREZ"

Antecedentes

Los métodos convencionales para
producir alimentos ricos en proteinas
no son suficientes para cubrir la alta
demanda de éstos a nivel mundial.
Por consiguiente, la exploracién de
fuentes no convencionales como la
protefna unicelular o microbiana
(SCP o Single Cell Protein), repre-
senta una alternativa de importan-
cia fundamental para complemen-
tar dietas en alimentacién animal y
humana (Church y Pond, 1992). La
SCP se obtiene a partir de algas, bac-
terias, levaduras y hongos filamen-
tosos, cultivados en condiciones fer-
mentativas apropiadas y controladas
que garanticen una adecuada tasa de
crecimiento, por medio del aprove-
chamiento de sustratos econémicos,
enriquecidos con carbono, nitrégeno
y fésforo (Jaimez, 1996; Molk et al.,
2002; FAQO, 2003; Bustamante et al.,
2003; Israelidis, 2003; Pelizer et al.,
2003).

Los sustratos utilizados para la
produccién de protefna microbiana
incluyen fuentes de carbono f6sil
(hidrocarburos liquidos y gaseosos)

Resumen

El uso de etanol como fuente de carbono para producir
biomasa, podria ser una alternativa ante el aumento de la
poblaciéon mundial y la escasez de alimentos. Los objetivos
de esta investigacion fueron la produccion e identificacion
de una levadura, la determinacion de parametros cinéticos
y la cuantificacién de proteinas de la biomasa. Se determi-
no la concentracion 6ptima de sustrato para obtener la ve-
locidad méaxima de crecimiento especifico. Las cinéticas de
crecimiento se realizaron en matraces agitados a 200 rpm
y 30 °C. La concentracién 6ptima de etanol se determind
mediante la cinética de crecimiento a diversas concentra-
ciones de etanol, de 1 g/L a 40 g/L. Los modelos Logistico,
Levenspiel y Pirt se ajustaron a los datos experimentales
y se determinaron los parametros cinéticos. La concentra-
cién de proteina en la levadura Candida utilis es 52.5%
del total de proteinas, lo cual sugiere que el etanol es una
fuente prometedora de alta calidad de proteina unicelular.

Palabras clave: Candida utilis, proteina unicelular, cinéti-
cas de crecimiento, etanol.

Abstract

The use of ethanol as carbon source to produce biomass
could be an alternative facing the increase in world popu-
lation and food shortages. The objectives of this research
were the production and identification of single cell protein,
the determination of kinetic parameters and also the bio-
mass protein content. The optimal concentration of ethanol
as carbon source was studied, in order to obtain the maxi-
mum specific growth rate. Growth kinetics were performed
in shake flasks at 200 rpm and 30 °C. The optimal con-
centration of ethanol was determined by growth kinetics at
various concentrations of ethanol, 1 g/L to 40 g/L. Models
Logistic, Levenspiel and Pirt adjusted to the experimental
data and kinetic parameters were determined. The con-
centration of protein in Candida utilis was 52.5% of total
protein. These results suggest that ethanol is a promising
source of high quality single cell protein.

Key words: Candida utilis, single cell protein, growth ki-
netics, ethanol.
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y fuentes de carbono renovables como melaza,

suero e hidrolizados de polisacaridos (Bui y Galzy,
1990; Leveau y Bouix, 2000).

Candida udlis se utiliza principalmente en la
produccién de proteina unicelular, debido a su
capacidad de utilizar una variedad de fuentes
de carbono, como la paja de arroz (Rajoka et al.,
2006), almidén de papa en aguas residuales (Gé-
linas y Barrette, 2007), aceite de aguas residuales
(Zheng et al., 2005) y melaza (Nigam y Vogel,
1991). Ensayos con Candida utilis sobre extractos
acidos de paja de arroz, produjeron 3.5 g/ L de
biomasa en base seca (Zamora, 1996). También se
ha usado como soporte para producir varios pro-
ductos quimicos, tales como el glutatién (Liang
et al., 2008), monelina (Kondo et al., 1997) y el
acetato de etilo (Christen et al., 1999).

El uso de etanol como sustrato tiene varias
ventajas, tales como la pureza, aceptabilidad,
facilidad de almacenamiento y manipulacion,
no toxicidad, versatilidad como sustrato, misci-
bilidad con el agua, demanda de oxigeno baja,
bajo contenido calérico y rendimiento celular
alto (Laskin, 1977; Watteeuw et al., 1979). La ra-
z6n principal para orientar la investigacién hacia
estas fuentes proteicas, es que se logra una alta
produccién de masa microbiana por hora, debido
a que su tiempo de duplicacién es mayor al com-
pararlo con otras fuentes animales o vegetales de
proteina (Meyer et al., 1992; Nigam, 2000; Cha-
cén, 2004). Dependiendo de su origen, las leva-
duras son ricas en proteina y vitaminas (Martinez
et al., 2001), ademas poseen la propiedad de no
ser toxicas, presentan alta digestibilidad, elevado
contenido en proteinas, grasas, carbohidratos y

buen sabor (Enebo, 1990).

Los valores promedios de proteinas, expre-
sados en porcentajes de materia seca, para Can-
dida utilis, Candida lipolytica, Candida rugosa,
Schawaniomyces cerevisiae y Kluyveromyces mar-
xianus varfa entre 33 y 45 % (Bui y Galzy, 1990),
con un 7 al 9 % de lisina y un bajo porcentaje de

aminoécidos azufrados (de 0,7 a 1,7 % de cisteina
y de 1 a2 % de metionina).

Candida utilis es una levadura que tiene una
alta tasa de crecimiento, que ninguna especie ha
logrado superar, y que requiere de un sustrato rico
en aztcares o fuentes de carbono, para su creci-
miento o cultivo debido a su capacidad de utilizar
una variedad de fuentes de carbono rédpidamen-
te; es rica en proteina y vitaminas del complejo B,
apropiada para la alimentacién animal y humana
(Gohl, 1991; Lucca et al., 1995; Nigam, 1998;
Choi y Park, 2003).

En el crecimiento microbiano, las variables
que son de gran importancia para la evaluaciéon
econdmica de tales procesos biotecnoldgicos son
el rendimiento de biomasa sobre sustrato (Yx/s),
la velocidad especifica de crecimiento (u), la
constante de saturaciéon de sustrato (Ks), la
constante de inhibicién (Ki), velocidad de con-
sumo de oxigeno (QO,). Todos estos pardmetros
tienen importancia tecnoldgica importante en
los procesos de escalamiento (Tobajas y Garcia-

Calvo, 1999).

La cinética de crecimiento microbiano cons-
tituye una de las operaciones mas utilizadas por
la ingenierfa alimentaria y la biotecnologia, por
lo tanto, es importante conocer los diferentes
mecanismos de crecimiento, asi como, la forma
de cuantificacién de los mismos, sus formas de
aplicacién, las ventajas y desventajas de los di-
ferentes métodos (Blackwel, 1975; Hern4dndez,
1998; Conn et al., 1998). La descripcién cinética
de un sistema biolégico es compleja porque de-
pende de un gran nimero de reacciones quimicas
de la célula con el entorno y del propio metabo-
lismo (Arellano et al., 2007). Los modelos cinéti-
cos permiten la descripcion de la evolucion de la
biomasa, el oxigeno disuelto, consumo de oxige-
no, rendimiento de biomasa sobre sustrato, para
la resolucién de los balances de materia, calor y
cantidad de movimiento, asi como de los para-
metros cinéticos completos (Almudena, 2003;

Cabanes et al., 1989).
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Varios modelos mateméticos se han desarro-
llado para cuantificar el efecto inhibitorio por
sustrato sobre la velocidad de crecimiento. El
modelar un proceso bioquimico conociendo los
pardmetros cinéticos permite obtener algunas
ventajas en la simulacién del proceso y disminu-
cién de costos en la experimentacién industrial
para la optimizacién del proceso (Volesky y Vo-

truba, 1992).

Objetivo general

Identificar una levadura para produccién de
protefna unicelular para consumo humano y de-
terminar los pardmetros cinéticos a nivel de ma-
traces agitados.

Materiales y métodos

Aislado de la levadura. La muestra se tomé del
residuo de la elaboracion de jugo de cafia de azt-
car, se sembré en cajas petri con agar Sabouraud
a 30 °C y pH de 4.5 durante 5 dias. La cepa de
C. udlis que creci6 en el agar, se enriqueci6 nue-
vamente en caldo Sabouraud a 30 °C y 200 rpm,
durante 48 hrs.

Medio de mantenimiento y de propagacion. Agar
Sabouraud (BD-Bioxon, 210700) y caldo Sa-
bouraud (BD-Bioxon, 222400), para preservar y
propagar la levadura a una temperatura de 28° C

y 200 rpm por 48 h.

Medio de cultivo minimo formulado. Se utilizd
un medio de cultivo minimo de composicién de-
finida, consistente en un medio bésico: sulfato de
amonio 5 g/L (Fermont, 63052), fosfato didcido de
potasio 1 g/L (Fermont, 35861), sulfato de mag-
nesio heptahidratado 0.5 g/L (Fermont, 63621),
cloruro de calcio 0.1 g/L (Fermont, 24321);
factores de crecimiento: biotina 2 ug/L (Sigma,
B4639), 4cido pantoténico 400 ug/L (Sigma,
P5155), 4cido félico 2 ug/L (Sigma, F8758), ino-

sitol 2000 ug/L (Sigma, 15125), niacina 400 ug/L
(Sigma, NO761), 4cido para amino benzoico 200
ug/L (Sigma, A9878), piridoxina 400 ug/L (Sig-
ma, P6280), riboflavina 200 ug/L (Sigma, R7649)
y tiamina 400 ug/L (Sigma, T3902) y oligoele-
mentos: dcido bérico 500 ug/L (Fermont, 05101),
yoduro de potasio 100 ug/L (Fermont, 83841),
molibdato de sodio 200 ug/L (Fermont, 40901),
sulfato de cobre 40 ug/L (Fermont, 63341), clo-
ruro férrico 200 ug/L (Fermont, 24561), sulfato
de manganeso 400 ug/L (Fermont, 63651), sulfa-
to de zinc 400 ug/L (Fermont, 63961), cloruro de
sodio 0.1 g/L (Meyer, 2363-500); al igual que eta-
nol al 96 % para consumo humano, como fuente
de carbono.

Identificacién de la levadura. La levadura fue
caracterizada mediante la Técnica de los Espa-
ciadores Internos Transcritos (ITS’s), con el fin
de identificar el género y especie.

Amplificacién por PCR de los ITS ’s. El mate-
rial empleado fue el siguiente: ADN genémico
del aislado de levadura, células quimicamente
competentes de Escherichia coli TOP 10 (INVI-
TROGEN), enzima de restriccién Eco RI, oligo-
nucleétidos: Sentido NsiF, 57 GAT TGA ATG
GCT TAG TGA GG 37; Antisentido NIb4R, 5°
GGA TTC TCA CCC TCT ATG AC 37, Plas-
mido pCR 4-TOPQO Invitrogen, Medio LB, Anti-
bidticos: Kanamicina y ampicilina a una concen-
tracion de 50 mg/mL.

Extracciéon de ADN Genémico. El ADN gend-
mico del microorganismo aislado de bagazo de
cafia fue obtenido mediante el método de Della-

porta (1983).

Amplificacion de las ITS s por medio de PCR
utilizando oligonucledtidos especificos. Se utilizd
como templado el ADN genémico obtenido de
la extraccion del aislado. Para el par de oligonu-
cle6tidos sentido NsiF y antisentido NIb4R se
manejaron las temperaturas siguientes:
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Electroforesis del producto PCR. Para compro-
bar el producto de la amplificacién, se emple6 un
gel de agarosa al 1.2 % tefiido con Bromuro de
Etidio (EtBr) al 0.001 % y regulador de corrida
TAE 1X, la electroforesis se llevé a cabo durante
35mina95 V.

Purificacion de los Fragmentos Amplificados. Se
utilizé el protocolo descrito en el manual The Si-
lica Bead DNA Gel Extraction Kit de Fermentas.
Para verificar la calidad de la purificacién se llevé
a cabo una electroforesis en gel de agarosa 1.2 %
EtBr, empleando 2 uL de los fragmentos de ADN

purificados.

Ligacion de los Productos de la Purificacion al
Vector 4-TOPO. Los fragmentos que se amplifi-
caron y purificaron fueron utilizados directamen-
te para la ligacién de cada uno de ellos dentro
del vector pPCR®4-TOPO de INVITROGEN.
La mezcla de ligacién se incub6 a 25 °C durante
5 min en un termociclador, se emplearon 2 ulL

para la transformacion vy el resto se almacend a

-20°C.

Transformacion de Células Quimicamente Com-
petentes de E.coli TOP10 con el Vector pPCR4-TO-
PO. La transformacion de células de Escherichia
coli (MultishotTM Strimwell TOP10 de Invitro-
gen) se llevo a cabo bajo el protocolo de transfor-
macion para la clonacién de insertos (TOPO TA
Cloning®, Invitrogen, 2004) usando el vector
pCR®4-TOPO. Las células fueron sembradas en
placas con medio Luria Bertani + Kanamicina a

una concentracion final de 50 ug/mL. Las placas

?ZOC 72 DC

0
40seg | 5 min. 4°C

se incubaron a 37 °C. Se observé el crecimiento
de colonias, sugiriendo que deberfan contener el
pldsmido més el inserto.

Extraccién de ADN Plasmidico por Columna. Se
realiz6 de acuerdo con el manual Qiaprep Mini-
prep (Qiagen, 2006). Posteriormente, se hizo con

cada muestra una electroforesis en gel de agarosa
al 1.2 % tenido con EtBr.

Digestion del ADN plasmidico con la enzima de
restriccion Eco RI. Después de extraer el ADN
plasmidico de las clonas que contienen el vector,
se realizé una digestion con la enzima Eco Rl para
corroborar la presencia del inserto. Los tubos se
incubaron a 37 °C durante 1 h, posteriormente se

llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa
al 1.2 % tefiido con EtBr.

Obtencion de las Secuencias y Comparacién con
la Base de Datos del NCBI. Los vectores que con-
tenfan los fragmentos de interés fueron enviados
para su secuenciacién al Laboratorio Nacional de
Genémica y de Biodiversidad (LANGEBIO) del
CINVESTAV Guanajuato. Las secuencias fue-
ron analizadas con el programa DNAstar y com-
paradas con la base de datos del NCBI.

Preparacién del inéculo. Para llevar a cabo la
preparacién del inéculo, se tomaron células de
Candida utilis en su fase exponencial (en las pri-
meras 4 h del cultivo) y se activaron en caldo Sa-
bouraud incubandolas a 30°C en matraces de 250
mL, que contenfan 50 mL de caldo mantenien-
do una agitacién de 200 rpm (Lab—Line, model
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IC400) durante 24 horas.

Cinética de crecimiento en matraces. A 100 mL
de medio minimo formulado, se adicioné un volu-
men de indculo para obtener una concentracién
celular de 1x10° células/mL mas la concentraciéon
de etanol que oscil6 entre 0 g/ y 40 g/L para
cada cinética, el etanol fue esterilizado por ultra-
filtracién con membranas de Nylon (Millipore).

Posteriormente, los matraces se mantuvieron
en agitacién a 200 rpm a una temperatura de 30
°C. Durante el desarrollo de la cinética, se toma-
ron muestras que se usaron en la determinacién
de la concentracién celular midiendo la absor-
bancia (densidad 6ptica) en un espectrofotéme-
tro (UNICO, Z800 UV-VIS), a una longitud de
onda de 473 nm.

Ajuste de datos. Los modelos Logistico, Le-
venspiel y de Pirt se ajustaron a los datos experi-
mentales, mediante la herramienta Solver de Mi-
crosoft Excel. Estos ajustes permitieron determi-
nar los pardmetros cinéticos: velocidad especifica
méaxima de crecimiento (umax), concentracién
maxima de crecimiento Xmax, constante de sa-
turacion de sustrato KS, constante de Inhibicion
K, y rendimiento de biomasa sobre sustrato Yy .

Cuantificacion de la concentracion de proteina
total. Para la determinacién de proteina se utiliz6
el método de Bradford empleando como patrén
albiimina de suero bovino (Bio-RAD®). Las lec-
turas se realizaron en un espectrofotometro a 595
nm.

Cuantificacion de etanol por cromatografia de
gases. Después de medir biomasa por absorbancia
a 473 nm, las muestras se centrifugaron a 4000
rpm por 15 minutos para separar las células del
medio de cultivo, posteriormente el sobrenadan-
te fue sometido a una destilacién para la poste-
rior cuantificaciéon de etanol mediante croma-

tografia de gases con detector de ionizacién de
flama (GC/FID) modelo Perkin Elmer Clarus
500. La temperatura del horno fue de 40°C con
un incremento de 5°C/min hasta 220°C, mante-
niéndose hasta un tiempo final de corrida de 30
minutos, la temperatura utilizada en el inyector

fue de 220°C.

Resultados y discusion

Identificacién de la levadura por medio de los Es-
paciadores Internos Transcritos (ITS).

En esta investigacién se identific6 la levadu-
ra mediante la técnica de amplificaciéon por PCR
de los ITS que se encuentra entre los genes que
codifican para las subunidades de ARNr 5.8S y
28S, para tener la certeza de poderse emplear

para consumo humano.

Amplificacion de las ITS s por Medio de PCR
utilizando Oligonucledtidos Especificos.

Se realizaron PCR"s con el par de oligonu-
cle6tidos sentido NsiF y antisentido NIb4R, em-
pleando el ADN del aislado como templado bajo

las condiciones descritas anteriormente.

Extraccion de ADN Plasmidico por Columna y
Digestién con Eco RI

Después de haber realizado tanto la ligacion al
vector de clonacién como la transformacion de
células quimicamente competentes, se procedid
a la extraccién de ADN plasmidico por medio de
columna con el propdsito de obtener un producto
purificado que nos sirviera para la secuenciacién
de los fragmentos de interés. Se realiz6 ademas
la digestién de los fragmentos con la enzima de
restriccién Eco RI (Figura 1). Posteriormente, se
prosiguié con la parte de la secuenciacion.
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2 MTM

Figura 1. Gel de agarosa al 1,2%. Carril 1 y 2 ADN plasmidico digerido con Eco RI; Carril 3 MTM

(Marcador de tamafio molecular).

Cuantificacion y Secuenciacion de las Muestras

Cada una de las extracciones de ADN plas-
midico fueron cuantificadas para su secuencia-
cién utilizando el programa Quantity One. Las
muestras fueron enviadas al LANGEBIO para la
obtencién de sus secuencias, las cuales, fueron
analizadas con el programa DNAstar y compa-
radas con la base de datos del NCBI.

A continuacién se presenta el anilisis de las
secuencias obtenidas de las bandas amplificadas
de los ITSs.

Clona DPCI1-3

AF218990.1 Espaciador Interno Transcrito 1,
gen del ARNTr 5.8S y Espaciador Interno Trans-
crito 2, secuencia completa; y secuencia parcial
del gen ARNr 28S, Candida utilis strain ATCC
22023T. La clona denominada DPC1-3 que con-

tiene un fragmento de 870 pb obtenida con los
oligonucleétidos sentido NsiF y antisentido NI-
b4R para el aislado, present6 un valor esperado
E=0.0 y una identidad=667/667 (99 %) con
Candida utilis cepa ATCC 22023T como se ob-
serva en la Tabla 1. Los datos obtenidos en este
trabajo demuestran que la PCR es una alterna-
tiva rdpida, confiable, especifica y sensible para
detectar e identificar microorganismos.

Posteriormente se procedié a realizar las ciné-
ticas de crecimiento de la levadura Candida utilis
confirmando que es una levadura GRAS (Gene-
ralmente reconocida como segura).
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Tabla 1. Resumen del analisis de la secuencia para la clona DPC1-3

Acceso Descripcion E

1 Referencia

AF218990.1 Espaciador Interno 0.0

Transcrito 1, gen del
ARNTr 5.8S y
Espaciador Interno
Transcrito 2, secuencia
completa; y secuencia
parcial del gen ARNr
28S, Candida utilis

cepa ATCC 22023T

99 % (Chen et al., 2000).

E, valor esperado obtenido; I, porcentaje de identidad.

Determinacion de los pardmetros cinéticos de la
levadura Candida utilis ATCC 9950 en caldo Sa-

bouraud.

Para la determinacién de los pardmetros ciné-
ticos de la levadura Candida utilis, se realizaron
cinéticas de crecimiento, en caldo Sabouraud a
una temperatura de 30 °C en matraces agitados
a 200 rpm. El modelo logistico se ajusté a los da-
tos experimentales para produccién de biomasa
como se muestra en la Figura 2, los circulos va-
cios corresponden a los datos experimentales y la

Biomasa (g/L)

0 ¢ x :

linea continua corresponde al ajuste de los datos
al modelo, se observa la cinética de crecimiento
de Candida utilis en un lapso de 8 horas.

Se puede observar en la Tabla 2 los resultados
obtenidos mediante el ajuste de datos experimen-
tales al modelo logistico, donde se presenta una
concentracién maxima de 4.33 g/L de biomasa y
una velocidad méxima de crecimiento de 0.87 h'!,
mucho menor a la encontrada con el medio mini-
mo formulado teniendo como fuente de carbono
el etanol.

0 2 4

Tiempo (h)

T T 1

6 8 10

Figura 2. Cinética de crecimiento de la levadura Candida utilis, en caldo Sabouraud. La cinética se
realiz en matraces agitados a 200 rpm y 30 °C. Los circulos (o) representan los datos experimenta-
les obtenidos y la linea continua (-) corresponde al ajuste del modelo logistico.
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Tabla 2. El modelo logistico se ajusté a los datos experimentales de concentracion celular
versus tiempo de la levadura Candida utilis en caldo Sabouraud.

Pardmetros Valor obtenido
cinéticos
Mo 0.87 h
K 433 ¢/L
X, 0.12 ¢/L

Estos pardmetros cinéticos se obtuvieron con

Excel.

Determinacion de la concentracion éptima de
etanol en la levadura Candida utilis en matraces agi-
tados.

Para determinar la concentracién éptima de
etanol se realizaron varias cinéticas de la leva-
dura Candida utilis en medio minimo definido
utilizando etanol como tnica fuente de carbono,
los matraces se mantuvieron a una temperatura
de 30°C, y en agitacién a 200 rpm bajo diversas

ayuda de la herramienta Solver de Microsof

concentraciones de etanol (1 g/L a 40 g/L). La
concentraciéon celular en las cinéticas se deter-
miné mediante la lectura de absorbancia a 473
nm, interpolando dentro de una curva estandar
de absorbancia vs (ntimero de células/ mL). El
modelo logistico se ajusté a los datos experimen-
tales. En la Figura 3, se muestran las cinéticas de
crecimiento de Candida utilis de 1 g/L — 16 g/ L de
etanol. En la Tabla 3 se muestran las velocidades
especificas de crecimiento de C. utilis.

400 -

350

300

250

200

150

100

Numero de células x 108/mL

50

*
Concentracién de etanol: O 16g/L, A 12g/L,$8g/L, O4g/L,  2g/L, + 1g/L

1

6 8 10

Figura 3. Cinéticas de crecimiento y concentracion celular maxima de la levadura Candida utilis a
diferentes concentraciones de etanol desde 20 —40 g/ L.
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A CONSUMO

Tabla 3. Velocidades especificas de crecimiento obtenidas de las cinéticas realizadas a
diferentes concentraciones de etanol.

Concentracion de etanol u (h)
[S], g/L

0 0
1 0.23
2 0.34
4 0.52
8 0.72
12 0.89
16 0.99
20 0.84
24 0.71
28 0.63
32 0.48
36 0.36
40 0.22

Cuando la concentraciéon de sustrato se incrementa por arriba de la concentracion determinada
como 6ptima, existe una inhibicion al crecimiento por parte de la levadura. A bajas concentraciones
del sustrato éptimo existe limitacion por sustrato.

En la Figura 4 se observan las cinéticas de crecimiento de 20 g/ L - 40 g/ L de etanol.

400 -

350 -

300

250

200

150

100

Numero de células x 10%/mL

50

0 2 4 6 8 10
Tiempo, h

Concentracion de etanol: O 20 g/L, o24 g/L,A 28g/L, X 32 g/L, —36g/L, + 40g/L

Figura 4. Cinéticas de crecimiento y concentracién celular maxima de la levadura Candida utilis a
diferentes concentraciones de etanol desde 20 — 40 g/ L.
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Conclusiones

La clona denominada DPCI1-3 presenté
una identidad de 99.9% con Candida utilis cepa
ATCC 22023T. La velocidad méxima de creci-
miento se obtuvo a una concentracién de 16 g/ L
de etanol determinada como 6ptima. A concen-
traciones inferiores se muestra un crecimiento
limitado de sustrato debido a que w es menor a
. ., ¥ @ concentraciones superiores se observo
una inhibicién al crecimiento celular. Los ajus-
tes de los modelos permitieron la determinacién
de pardmetros cinéticos: 1 (0.99 h'), K (5.46
g/b), K (51.81¢g/L), Y  (0.61 gcel/getanol) ym
(0.03 g etanol/g cel*h). El porcentaje de proteina
en la biomasa en peso seco fue de 52.5%. Todo lo
anterior es parte de un proyecto para realizar la
produccién de proteina unicelular en cultivo por
lote alimentado, que es el recomendado cuando
hay inhibicién por sustrato y en un reactor tipo
air lift que es el adecuado para cultivos de alta
densidad celular por los valores altos de K a (co-
eficiente volumétrico de transferencia de oxige-
no)
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