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RESUMEN

30 cepas de levaduras aisladas desde un suelo
trumao (Hapludans) usado como pradera en rotacion,
se cultivaron individualmente (100 ul = a 102 ufc de
levaduras/mL) en matraces con 50 mL de «vinaza»,
estos fueron incubados en un agitador orbital a 150
rpm, 23 °C por 5 dias, luego de la incubacion el cont-
enido de cada matraz se centrifugo a 3.500 rpm por
20 min., a los pellet obtenidos se les determino: el
peso seco (PS); fosforo total (FT) por digestion acida
y posterior lectura a 400 nm; proteinas totales (PT)
por colorimetria Biuret a 595 nm y lipidos totales (LT)
mediante el método colorimétrico de la sulfo-fosfo
vainillina a 520 nm. Las 30 cepas de levaduras
crecieron en la vinaza. El mayor PS lo registro la cepa
25 (331 g de levadura L' de «vinaza»). FT lo registro
la cepa 28 (4,8 mg g de levadura seca). PT lo registro
la cepa 24 (25,90 mg g de levadura seca) y LT lo
registro la cepa 18 (287,4 mg g-' de levadura seca).

INTRODUCCION

Las levaduras son hongos pertenecientes al
Reino Fungi, abundantes en la naturaleza que viven

ABSTRACT

Thirty strains of yeast isolated from a volcanic
ash soil (Hapludans), used as pasture rotation, were
individually cultured (100 ul = 102 cfu of yeast cells
mL-") in flasks with 50 mL of «vinasse», these were
incubated at 23 °C for 5 day, after incubation the
contents of each flask was centrifuged at 3500 rpm
for 20 min, the pellet obtained was determined: dry
weight (DW); total phosphorus (FT) by acid digestion
and later reading at 400 nm; total protein (TP) by Biuret
at 595 nm and total lipid (TL) by the colorimetric
method of the sulfo-phospho-vanillin at 520 nm. The
Thirty strains of yeast grown on vinasse. The best
DW, was determined for strain 25 (331 g yeast L
«vinasse»). FT was determined for strain 28 (4,8 mg
g dry yeast). TP was determined for strain 24 (25,
90 mg g dry yeast) and TL was determined for
strain18 (287, 4 mg g dry yeast).

en una serie de reservorios (agua, suelo, hojas, flores,
frutos, piel, insectos, etc.). El suelo es el Gltimo
reservorio para el desarrollo de ciertas especies de
levaduras (Wuczkowski y Prillinger., 2004),
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encontrandose una amplia diversidad de levaduras
filogenéticamente no relacionadas, incluyendo
especies como Saccharomyces cerevisiae (asociada
a bebidas fermentadas), y que forman parte de la
comunidad microbiana del suelo. La diversidad de
levaduras en el suelo ha sido examinada en diferentes
partes del mundo, desde suelos tropicales hasta
antarticos (Slavikova y Vadkertiova., 2000). La
presencia de las levaduras en el suelo esta dado por
diversas caracteristicas tales como: tipo de suelo,
régimen de lluvias, clima y perturbacion antropica.
Con respecto a este dltimo, existen estudios que
demuestran como la actividad humana influye sobre
la diversidad y estructuras comunitarias de las
levaduras en el suelo, asi Slavikova y Vadkertiova
(2003), evaluaron la ocurrencia de levaduras en suelo
con distintos tipos de cultivo (maiz, remolacha y
papas) y los compararon con suelos no labrados,
determinaron que en suelos labrados existe una
disminucion de la poblacion de levaduras y asocian
este fenomeno al uso de pesticidas y fungicidas. De
manera similar Yurkov et al., (2012), analizaron la
respuesta en lo que respecta a la diversidad de
levaduras en suelos con diferentes tipos de manejo,
el analisis de abundancia de especie y estructura de
las comunidades revel6 un fuerte efecto a largo plazo,
en el cambio de bosque por pastizales se determino
que en suelos de pastizales albergan predominan-
temente levaduras Ascomycetes a diferencia de los
suelos de bosque en donde la estructura de las
comunidades de levaduras es mas heterogénea.

En el sur de Chile, los suelos trumaos consti-
tuyen cerca del 60% de los suelos arables del pais, se
encuentran bajo un amplio rango de usos, desde
sistemas pristinos hasta uso intensivo (Dérner et al.,
2009). Se sabe que el tipo de manejo que se le da al
suelo repercute de algun modo sobre las comunidades
microbianas, asi, el estudio realizado por Huygens et
al., (2011) en suelos de la zona centro sur de Chile,
sobre como influye la intensidad del manejo del suelo
sobre las comunidades microbianas (bacterianas y
fingicas), se determiné que existe una variacion de
estas comunidades en eventos de secado y
humectacion del suelo, indicando que los hongos
presentan mayor tolerancia al estrés hidrico. Zagal
(2002) por su parte evalud las comunidades micro-
bianas en suelo de origen volcanico bajo distinto
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manejo agronomico, determino que el indice de
actividad microbiana fue uno de los parametro mas
sensible al manejo agronomico versus la variacion del
carbono organico.

Con respecto a comunidades de levaduras en
suelos, Mestre et al., (2011), sugieren que la
participacion de las levaduras en el ciclo de Carbono
esta dado por su relacion en la degradacion de la
hemicelulosa y que también pueden estar asociadas
a procesos de agregacion del suelo, por la abundante
recuperacion de levaduras encapsuladas que tuvieron
en sus experimentos. Ademas, encontraron que las
levaduras Basidiomycetes fueron las predominantes
en todas las fracciones de suelo recuperadas (Noreste
de la Patagonia Argentina). En Chile existe escaza
informacion acerca de las comunidades de levaduras
de suelo trumao, sin embargo existen algunos refe-
rentes a hongos filamentosos, como el de Valenzuela
et al., (2000) donde se identificaron y determinaron
sus potenciales enzimaticos en suelos trumaos
sometidos a diversos tipos de manejo agroforestales
enla X Regiony otro de Valenzuela y Martinez (2007),
sobre actualizacion del registro de levaduras citadas
en Chile.

Por otra parte, la identificacion de desechos
industriales con potencialidad de ser utilizado como
sustrato para el cultivo de levaduras es primordial a la
hora de querer masificarlas con distintos fines, tales
como: alimenticios, abonos organicos agricolas o
forestales, bioremediacion, etc. (Fathi et al., 2011,
Liu et al., 2012). En este sentido, en Valdivia — Chile,
una industria genera un potencial desecho que
denominan localmente «vinaza» (luego del cultivo de
la levadura Sacharomyces) la evaluacion quimica ha
revelado que posee distintos azucares y fuentes de
nitrégeno, esta «vinasa» fue utilizado con éxito por
Hott (2012), para cultivar levaduras de pino y palmera
con la finalidad de obtener etanol, la presente
propuesta es utilizar 1a «vinaza» para cultivar levaduras
aisladas desde una pradera permanente de suelo
trumao, con la finalidad de formular un biofertilizante
a base de levaduras.

MATERIAL Y METODOS
a) Caracteristicas quimicas de la «vinaza» el sustrato
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«vinaza» utilizado para cultivar las levaduras fue
proporcionada por la empresa de Levaduras Collico,
Valdivia — Chile, mediante métodos estandarizados de
la empresa se determinaron los siguientes parametros:
contenido de agua; solidos solubles totales; densidad;
pH; proteina total; materia grasa; carbohidratos
solubles; glucosa; fructosa y sacarosa.

b) Recoleccion de muestras de suelo: tres muestras
de suelo trumao (Hapludand), cada una de ellas de
200 g, fueron recolectadas desde una pradera en
rotacion (profundidad de 0-20 cm), ubicada en la
comuna de San José de la Mariquina en el predio de
Don Klaus Prehn (UTM: 673,75 E; 56625,5 N.,
Cuadrante H18).

c) Aislamiento y cultivo de cepas de levaduras: 10 g
de la muestra de suelo a analizar se depositaron en
un matraz de 300 mL, se agregaron 100 mL de agua
destilada estéril, la mezcla obtenida se homogeneizo
mecanicamente en un agitador orbital a 150 rpm por
20 min., luego se realizaron diluciones seriadas hasta
108, cada dilucion se sembro independientemente,
para ello 1 mL de la dilucion respectiva fue depositado
en una placa Petri estéril y vacia, a la placa se le
agregaron 0,3 mL de una mezcla de antibioticos
(penicilina y estreptomicina 1:1) y 15 mL de agar
Sabouraud, la placa se roto para mezclar, se dejo
solidificar y finalmente se incubo a 23 °C por 5 dias.
Las colonias de levaduras que se formaron fueron
repicadas en placas con agar Sabouraud sin anti-
biéticos e incubadas a 23 °C por 5 dias, tras lo cual se
realizaron preparaciones en fresco (usando agua
destilada como liquido de montaje) para corroborar
que se tratara de levaduras y determinar su pureza.
Asi se lograron rescatar 30 cepas de levaduras.

d) Cultivo de cepas de levaduras en «vinaza»: cada
cepa de levadura se cultivo por triplicado, para ello se
procedio de la siguiente forma. En un matraz que
contenia 50 mL de «vinaza» previamente esterilizada
en autoclave (121 °C por 15 min.) se inocularon 100
ul (= a 102 ufc de levaduras/mL) de la cepa de
levadura en estudio, los matraces se incubaron en un
agitador orbital a 150 rpm, 23 °C por 5 dias.

e) Determinacion de parametros de crecimiento: como
medidas del crecimiento de las levaduras cultivadas
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en la «vinaza» se determinaron: (1) el Peso Seco (PS),
cumplido los 5 dias de agitacion el contenido del
matraz se deposito en tubos centrifugas, se
centrifugaron a 3.500 rpm por 20 min., los pellet
obtenidos se rescataron del tubo, se depositaron en
un papel aluminio (previamente pesado) y se pesaron
en una balanza analitica, obteniendo asi el peso fresco,
luego se secaron en un horno a 70 °C, hasta obtener
peso constante (aprox. 48 horas), el PS se calculo,
restando el seco obtenido al peso fresco inicial del
pellet. (2) Fosforo Total (FT) se determino por digestion
acida y lectura de la absorbancia (A) a 400 nm. (3)
Proteinas Totales (PT), por colorimetria Biuret lectura
de (A) a 595 nm vy Lipidos Totales (LT), mediante el
método colorimétrico de la sulfo-fosfo vainillina lectura
de (A) a 520 nm. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

f) Analisis estadistico: a los valores matematicos de
los diferentes parametros se les determind la media y
desviacion estandar. Posteriormente se evaluaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad de
varianza. Para el tratamiento estadistico se realizo un
analisis de varianza (ANDEVA), aplicando test de Tukey

(P = 0,05). Eltratamiento estadistico fue realizado con
el programa Statistica 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a Lezcano y Mora (2005), se define
vinaza como «Liquido espeso que queda después de
la fermentacion y/o destilacion con un color café
oscuro», el residuo utilizado comparte el color oscuro
pero no proviene de la destilacion o fermentacion,
proviene del cultivo de levadura para panificacion. En
la Tabla 1, se muestran los principales parametros
quimicos determinados en la «vinaza» utilizada para
el cultivo de cepas de levaduras, destacan, la cantidad
de carbohidratos solubles 8%, la proteina total 2,6 %
y la ausencia de sacarosa 0,0 %. Respecto a los
constituyentes de la vinaza segun Silva et al., (2011)
estos varian en gran proporcion, pues depende del
origen de la vinaza, asi por ejemplo la vinaza obtenida
después de la produccion de bioetanol y cachaza que
fue usada posteriormente en sus experimentos,
contenia: 0,18 % de azucares totales, proteinas 0,33
% y sacarosa 0,04%., los dos primero parametros son
inferiores a los determinados en |a vinaza utilizada en
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la presente investigacion y la presencia de sacarosa
supera ampliamente este parametro, pues no fue
registrada en la «vinaza» de la presente investigacion.
Por su parte Garcia y Rojas (2006), senalan que la
vinaza de la cana de azlcar contiene una variedad de
nutrientes vegetales, asi, posee un 18% de carbono
oxidable, un 5,9 % de proteina totales, una serie de
acidos organicos y azucares entre ellas sacarosa 0,21
%, los dos primero parametros son superiores a l0s
determinados en la vinaza utilizada en la presente
investigacion y la presencia de sacarosa difiere pues
la vinaza de la presente investigacion carece de ella.
Como se puede deducir de los trabajos antes citados
la vinaza va a depender de la materia prima que la
origino y la concentracion de solidos totales que
contenga. En la presente investigacion se utilizo el
residuo que queda después del cultivo de levadura
comercial, denominado «vinaza», esta por poseer
solidos totales 10 ° Brix, corresponderia a una vinaza
diluida.

Tabla 1. Caracterizacion quimica de «vinaza» de la
empresa Levaduras Collico Valdivia — Chile

Parametroz determinados en Cantidad
“yinaza”

Contenido de agua 941 glL?
Sdlidos solubles totales 10 = Brix
Densidad 1,047 g oo
pH 6.6
Proteina total 2.6 %
Materia grasa 0,004 %
Carbohidratos solubles 8.0 %
Glucosa 1.8 %
Fructosa 1.8 %
Sacarosa 0,0 %

En la Tabla 2, se muestran los resultados pro-
medios de los parametros evaluados: Peso Seco (PS),
Fosforo Total (FT), Proteinas Totales (PT) y Lipidos
Totales (LT), de las levaduras cultivadas en «vinaza».
Con respecto a el PS, este vario entre 168 (cepa 7) a
3314 mg de levadura L' de «vinaza», este (ltimo va-
lor fue obtenido con la cepa 25, el andlisis estadistico
indica que existen diferencias significativas (P d» 0,05)
entre algunas cepas de levaduras. En lo que respecta
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a FT, esta vario entre 0,3 (cepa 29) a 4,8 mg g' de
levadura seca, este ultimo valor fue determinado para
la cepa 28, el analisis estadistico indica que existen
diferencias significativas (P d» 0,05) entre algunas
cepas de levaduras. Referente a PT, estas variaron entre
7,80 (cepa 12) a 25,90 mg g de levadura seca, este
Gltimo valor fue determinado para la cepa 24, el ana-
lisis estadistico indica que existen diferencias signifi-
cativas (P d» 0,05) entre algunas cepas de levaduras.
Finalmente los LT variaron entre 63,9 (cepa 16) a
287,4 mg g de levadura seca, este Gltimo valor fue
determinado para la cepa 18, el anélisis estadistico
indica que existen diferencias significativas (P d» 0,05)
entre algunas cepas de levaduras.

Tauk (1982), utilizo vinaza y melaza sin y con
modificaciones quimicas para el cultivo de especies
de Candida, la autora propuso 13 medios de cultivos,
algunos modificados con distintas fuentes de
nitrogeno, fosforo, sales minerales y pH, en cada
medio cultivo un especie distinta de levadura del
geénero Candida (en total 7 especies) y se midieron
distintos parametros. En el medio de cultivo
denominado vinaza sola a pH 5.0 todas las cepas de
Candida crecieron (al igual que en la presente
investigacion) y el mayor peso seco obtenido fue 4,6
g/L para Candida utilis y el menor peso seco fue 1,4
g/L para Candida guilliermondii, en la presente
investigacion el mayor peso seco fue de 3314mg/L
(= 3,314 g/L) y el menor 168 mg/L (= 0,168 g/L),
siendo inferior al obtenido por Tauk (1982), esta
misma autora sefiala que el peso seco mas alto fue
registrado para Candida krusei con 8,3 g/L en vinaza
adicionada al 0,03 % de K,SO, a pH 5.0 y no se registro
crecimiento para Candidé tropicalis en vinaza mas
0,05 % (NH4),S0, y vinaza mas 0,03% K,SO,. En lo
que respecta a produccion de proteina en vinaza sola
Tauk (1982), determino un maximo de 45,8 % para
C. utilis y un minimo de 20,1 % para C. guilliermondii,
Por su parte Silva et al., (2011) determinaron diversos
parametros quimicos en cultivos de cepas de
Saccharomyces cerevisiae y Candida parapsilosis
realizados en vinaza luego de la obtencion de bioetanol
y la elaboracion de cachaza, los autores senalan que
la biomasa obtenida vario entre 0.7y 15.0 g L', ambos
valores obtenidos para cepas de S. cerevisiae, en lo
que respecta a proteinas determinaron como pro-
medio un 56,25 %, siendo el porcentaje menor 44,68%
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Tabla 2. Resultados promedios de peso seco, fosforo total, proteinas totales y lipidos totales determinados en
cepas de levaduras cultivadas en «vinaza» de la empresa Levaduras Collico Valdivia - Chile.

CEPA DE PARAMETROS (mg g de levadura seca)
LEVADURA
PESO SECO FOSFORD PROTEINAS LIPIDOS
(mg L' de melaza) TOTAL TOTALES TOTALES
1 1926¢ 3,6b 8,80c 161,0b
2 439d 1.0d 15,80b 236,8a
3 1680¢c 1,7d 20,30a 199,4b
4 1485¢c 2,7c 10,80b 138,2b
5 438d 2,9¢c 12,10b 114,1b
6 1633c 1,7d 12,20b 238,9a
7 168d 1,3d 12,10b 261,0a
8 1540c 24c 9,20c 128,9b
9 346d 1,6d 17,80b 217,2a
10 1366¢c 3,2b 13,50b 240,0a
1 2173b 2,3C 10,60b 130,7b
12 2423b 2,6c 7.80c 248,7a
13 1967¢c 21c 17,60b 160,6b
14 841d 3,9b 17,60b 261,0a
15 994d 3.4b 8.10c 148,7b
16 1311c 1,1d 11,00b 63,9¢c
17 1844c 1.0d 10,70b 211,0a
18 2063b 2.4c 16,40b 287.4a
19 1945¢c 2,3¢ 14,20b 131,7b
20 1366¢c 2.0c 15.20b 187.5b
21 2237b 3,1b 23,20a 72,70
22 2357b 1.3d 16,60b 132,90
23 2782b 1,0d 23,00a 143,1b
24 1831¢c 0,% 23,90a 176,2b
29 3314a 0,4e 13.40b 97.3c
26 2042b 0.8e 20,80a 162,6b
27 2067Dh 23c 13,20b 187.9b
28 2261b 4.8a 12,50b 128,8b
29 28328b 0,3e 22,60a 212,6a
30 2170b 1.6d 17,40b 127,0b
Valores con lefras minasculas disfintas enTa misma columna difieren estadisticamente en forma significativa (P

d» 0,05).

y el mayor 68,43 % ambos determinados para S.
cerevisiae cepa UFLA CA271. Por otra parte, Ferrer et
al., (2004) determinaron la produccion de proteinas
usando la cepa de C. utilis (ATCC 9256) y S. cerevisiae
(ATCC 26603) cultivadas en melaza de caria de azdcar,
determinaron un 53,0 y un 47,8 % respectivamente.
Gutiérrezy Gomez (2008), determinaron la produccion
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de proteina total para cepas distintas de S. cerevisiae
y C. utilis también en bagazo de cana (melaza), la cual
fue de 45 y 49% respectivamente. En la presente
investigacion el maximo de proteina registrado fue de
25,90 mg g de levadura seca (= 25,9 %) para la
cepa 24 y el minimo fue de 7,8 mg g de levadura
seca (= 7,8 %) para la cepa 12, estos valores son
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inferiores a los senalados por los autores anterior-
mente citados y consideramos se deben a la
composicion quimica de la «vinaza» usada, autores
como Garcia y Rojas (2006), sefalan critica la relacion
carbono : nitrdgeno (C:N), esta debe ser idealmente
de 10: 1.

Referente al fosforo Tauk (1982), sefala que
obtuvo un 5,1 % para Candida membranaefaciens y
un 1,5 % para C. utilis, por su parte Ferrer et al., (2004)
determinaronun 1,6 % y un 1,8 % de fosforo para S.
cerevisiae C. utilis, en |la presente investigacion la cepa
29 registro la menor cantidad de fosforo 0,3 mg g
de levadura seca (= 0,3%), por su parte, la cepa 28
registro la mayor cantidad de fosforo 4,8 mg g' de
levadura seca (= 4,8 %), este Ultimo valor se asemeja
mas al obtenido por Tauk (1982) y es superior a los
determinados por Ferrer et al., (2004). Finalmente en
lo que respecta a los lipidos totales Rodriguez et al.,
(2011) usaron destilados de vinaza para cultivar C.
utilis para ser utilizada como alimento para aves de
corral, sefialan que C. utilis contiene un 22,33 g/kg
de lipidos totales. Rodriguez et al., (2012), al realizar
el cultivo de C. utilis en destilados de vinaza obtenida
del destilado de cafa de azucar registraron 23.66 g/
kg de lipidos totales y 729 mg/100 g 4cido linoleico.
Ademas senalan que el 35,24% son acidos grasos
saturados, un 29,68 % son acidos grasos mono-
insaturados y 35,08% son 4&cidos grasos poli-
insaturados. Por su parte Harder et al., (2013)
utilizaron diversos residuos mezclados con vinaza para
cultivar cepas de levaduras (Cryptococcus laurentii
11; Cryptococcus sp.nov3; Lipomyces Starkeyi JAL
425; Lipomyces starkeyi JAL572; Lipomyces starkeyi
JAL 576; Lipomyces starkeyi JAL 581; Rhodotorula
graminis CBS 2826; Tricosporon sp.nov.1'y Yarrowia

lipolytica) con la finalidad de obtener lipidos para ser
utilizados en la produccion de biofuels. El mayor
porcentaje de lipidos totales fue 29,69 % para la cepa
de R. graminis CBS 2826 y el menos porcentaje de
lipidos totales fue 5,36% para Y. /ipolytica, en la
presente investigacion las cantidades de lipidos totales
caen dentro de los rangos sefialados por este ultimo
autor, aun mas la menor cantidad (63,9 mg g de
levadura seca determinada en la cepa 16) es superior
a la determinada por Harder et al. (2013) para Y.
lipolytica. Pero difieren de los valores determinados
por Rodriguez ef al., (2012), estas diferencias se
deberian a la composicion quimica de la «vinaza»
utilizada en la presente investigacion.

CONCLUSIONES

La «vinaza» generada por la planta de
Levaduras - Collico, puede ser utilizada como un
sustrato aceptable para el cultivo de levaduras aisladas
desde una pradera en rotacion de un suelo trumao y
los resultados de los distintos parametros utilizados
como medida de crecimiento, son similares a los
indicados en la literatura para otras levaduras
cultivadas en residuos similares.

Las levaduras cultivadas en la «vinaza»
ensayada, por poseer una buena cantidad de
proteinas, fosforo y lipidos podrian ser utilizadas para
distintos fines, tales como: suplemento proteico para
alimentos, obtencion de lipidos y formulacion de
biofertilizantes.
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