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RESUMEN

Se evalué el uso de permeados concentrados de suero de queseria como medio de
fermentacion para la produccion de etanol alimentario a partir de sueros obtenidos de la
fabricacion de queso Mozzarella y Blanco Fresco marca Paisa, suministrados por la
empresa Pasteurizadora Téchira C.A (San Cristobal, Venezuela). Para ello se realiz6 una
serie de experiencias donde se mezclaron diferentes proporciones de permeados de sueros
de queseria con el objetivo de obtener un permeado concentrado con unas caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para el crecimiento de levaduras productoras de etanol,
sometiendose los permeados de sueros de queseria a un proceso de ultrafiltracion con la
finalidad de reducir la cantidad de proteina, seguido de una hidrdlisis de la lactosa presente
en el permeado utilizando la enzima B-galactosidasa, obteniendo un jarabe rico en glucosa
y galactosa que son azucares fermentables. Posteriormente los permeados se concentraron
por evaporacion, obteniéndose un permeado concentrado de suero de queseria con un pH de
4,86+0,10 y 31,56+2,48% de azUcares reductores. EI permeado concentrado fue ajustado a
diferentes concentraciones de NaCl (0, 1 y 2%) con la finalidad de evaluar el efecto del
NaCl sobre la produccién de etanol y consumo de azuUcares reductores durante la
fermentacion por diferentes levaduras. En las pruebas de fermentacién, en una etapa
preliminar, se utilizaron las levaduras Saccharomyces cerevisiae Levapan®, Saccharomyces
bayanus Fermiline Tipicity® y Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142™ durante 5 dias de
fermentacidn bajo condiciones anaerdbicas y temperatura controlada de 32+1 °C, siendo la
K. marxianus la levadura con menor produccion de etanol y consumo de azucares
reductores, sobre todo cuando se incrementd la concentracion de NaCl en el medio de
fermentacion, por lo que fue descartada en estudios posteriores. Las pruebas de
fermentacion finales fueron realizadas con las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus,
observandose que en un medio de fermentacion sin adicion de NaCl, ambas levaduras
consumieron cantidades similares de azUcares reductores entre los dias 1 y 5, no existiendo
diferencias significativas (p > 0,05). Con respecto a las cantidades obtenidas de etanol
producido en este medio de fermentacion, aunque S. cerevisiae produjo concentraciones
mas elevadas respecto de S. bayanus, estas diferencias no fueron significativas (p > 0,05).
Asi mismo, el incremento en la concentracion de NaCl (1 y 2%) en el medio de

fermentacion hizo disminuir de manera significativa (p < 0,05) la produccion de etanol de



S. bayanus, mientras que S. cerevisiae solo fue afectado de manera significativa cuando el
medio fue adicionado del 2% de NaCl. No existieron diferencias significativas (p > 0,05) en
la produccion de etanol entre levaduras para las diferentes concentraciones de NaCl
ensayadas, excepto cuando el medio fue adicionado de 1% de NaCl, presentando S.
cerevisiae concentraciones de etanol superiores (p < 0,05) en el quinto dia de fermentacion
respecto a S. bayanus. En relacion a los pardmetros cinéticos de productividad volumétrica
y cantidad de etanol por gramo de azlcares reductores, en general S. bayanus obtuvo
resultados cinéticos similares a los obtenidos con S. cerevisiae en fermentaciones realizadas
con los diferentes permeados concentrados de suero de queseria, observandose diferencias
significativas (p < 0,05) entre levaduras solo para el parametro de productividad
volumeétrica a los dias 1 y 5 cuando el medio utilizado fue afiadido con 1% de NaCl, siendo
S. cerevisiae la levadura que obtuvo mayores productividades en comparacion a S. bayanus.
Finalmente se verifico la calidad de los destilados obtenidos de fermentaciones realizadas
con S. cerevisiae y S. bayanus a partir de los permeados fermentados, y se analizd la
presencia de componentes por analisis cromatografico GC-FID registrandose solo la
presencia de etanol, y no evidenciandose formacion de metanol. Estos resultados
demuestran la calidad de los destilados obtenidos y cumplimiento de la norma venezolana
COVENIN (1997) respecto a este coproducto de fermentacion y su potencial uso en la

formulacion de bebidas alcohdlicas.



ABSTRACT

The use of concentrated whey permeates was evaluated as a fermentation medium for the
production of food grade ethanol from cheese wheys obtained from the manufacture of
Mozzarella and Blanco Fresco Paisa brand, supplied by Pasteurizadora Tachira CA (San
Cristobal, Venezuela). In this sense, a series of experiences were carried out where different
proportions of permeates from cheese wheys were mixed with the objective of obtaining a
concentrated permeate with adequate physicochemical characteristics for the growth of
ethanol producing yeasts, subjecting the permeates to a ultrafiltration process in order to
reduce the amount of protein, followed by a lactose hydrolysis using the enzyme f-
galactosidase, obtaining a syrup rich in glucose and galactose that are fermentable sugars.
Subsequently, the permeate was concentrated by evaporation, obtaining a concentrated
whey permeate with a pH of 4.86 + 0.10 and 31.56 + 2.48% of reducing sugars. The
concentrated permeate was adjusted to different concentrations of NaCl (0, 1 and 2%) in
order to evaluate the effect of NaCl on ethanol production and reducing sugars
consumption during fermentation by different yeasts. In the fermentation tests, at a
preliminary stage, the yeasts Saccharomyces cerevisiae Levapan®, Saccharomyces
bayanus Fermiline Tipicity® and Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142TM were used
for 5 days of fermentation under anaerobic conditions and controlled temperature of 32 + 1
°C, with K. marxianus being the yeast with lower ethanol production and reducing sugars
consumption, especially when the concentration of NaCl in the fermentation medium was
increased, so it was ruled out in subsequent studies. The final fermentation tests were
performed with the S. cerevisiae and S. bayanus yeasts, observing that in a fermentation
medium without added NaCl, both yeasts consumed similar (p > 0.05) amounts of reducing
sugars between days 1 and 5. With respect to the quantities obtained of ethanol produced
in this fermentation medium, although S. cerevisiae produced higher concentrations related
to S. bayanus, these differences were not significant (p > 0.05). Likewise, the concentration
increase of NaCl (1 and 2%) in the fermentation medium significantly reduced (p < 0.05)

the production of ethanol from S. bayanus, while S. cerevisiae was only significantly



affected when the medium was added with 2% NaCl. There were no significant differences
(p > 0.05) in the production of ethanol between yeasts for the different concentrations of
NaCl tested, except when the medium was added with 1% NaCl, with S. cerevisiae having
higher ethanol concentrations (p < 0.05) on the fifth day of fermentation with respect to S.
bayanus. In relation to the kinetic parameters studied (volumetric productivity and quantity
of ethanol per gram of reducing sugars), in general S. bayanus obtained kinetic results
similar to those obtained with S. cerevisiae in fermentations carried out with the different
concentrated whey permeates, observing significant differences (p < 0.05) among yeasts
only for the volumetric productivity parameter on days 1 and 5 when the medium used was
added with 1% NaCl, with S. cerevisiae being the yeast that obtained higher productivity
compared to S. bayanus. Finally, the quality of the distillates obtained from fermentations
carried out with S. cerevisiae and S. bayanus was verified, and the presence of components
analyzed by GC-FID chromatographic analysis, registering only the presence of ethanol,
but not the methanol formation These results demonstrate the quality of the distillates
obtained and compliance with the Venezuelan COVENIN standard (1997) related to this

fermentation co-product, and its potential use in the formulation of alcoholic beverages.
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1.1. SUERO DE QUESERIA COMO SUBPRODUCTO DE LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

El suero de queseria es el subproducto obtenido de la fabricacion de queso, donde cerca del
80-90% de la leche es convertida en suero de queso después de la coagulacion y separacion
de la cuajada (Carvalho et al., 2013). También se ha definido de multiples maneras como el
liquido opaco, de color verdoso amarillento, turbio remanente de la separacion de la
cuajada cuando se convierte leche en queso, 0 como el residuo liquido obtenido cuando la
caseina y la grasa son separados por coagulacion de la leche, cuya composicién es 70-75%
de lactosa y 10-15% de proteinas solubles (Frigon et al., 2007).

Durante el afio 2019 se estima que la produccion mundial de leche alcance los 859.000.000
t de las cuales 120.260.000 t se destinaran a la produccion de queso a partir de leche
descremada y entera de vaca, oveja y cabra, obteniéndose unos 14.431.260 t de queso y
105.828.740 t de suero liquido como subproducto de la elaboracion de queso, siendo la
Union Europea el principal productor con 2.822.400 t de queso y 20.697.600 t de suero
liquido, generando alrededor del 19,55% del suero liquido producido en el mundo (FAO,
2019).

En Sur América, Brasil ocupa el cuarto lugar con una produccién de 760.000 t de queso y
6.840.000 t de suero liquido. Venezuela report6 durante el 2018 una produccion de 156.580
t de queso y 1.409.220 t de suero liquido (FAO, 2019). La empresa Pasteurizadora Tachira
durante el afio 2018 elaboré 3.168 t de queso entre frescos, semi-madurados y madurados,
generando 28.512 t de suero, lo que representa el 0,58% del suero anual producido en

Venezuela.

1.1.1 Impacto ambiental del suero de queseria

Las industrias lacteas generan dos tipos de efluentes en volimenes altos, como son el suero
y las aguas de lavado, las cuales requieren ser tratadas previamente antes de ser vertidos en
cuerpos de agua. Las aguas de lavado son efluentes que tienen diferentes caracteristicas,
dependiendo del producto obtenido (yogur, queso, mantequilla, leche, helados). Sin
embargo, el manejo y condiciones de operacion de los diferentes sistemas de limpieza
integrados (Cleaning-in-place, CIP) influencian las caracteristicas de los efluentes (Pattnaik

et al., 2007). La caracterizacion de los parametros de las aguas de lavado en la industria



lactea muestra valores muy variables para la demanda bioquimica de oxigeno (DBO)
obteniendo valores de 0,1-100 g/L con un indice de biodegrabilidad de entre 0,4 y 0,8. La
materia organica contenida proviene principalmente de los carbohidratos (lactosa) y
proteinas (del suero) presentes en la leche. Adicionalmente, el contenido de grasa (0,1-10,6
g/L) vy los sélidos suspendidos (0,1-22 g/L), también contribuyen en la materia organica de
este subproducto. Los cambios en la naturaleza de los efluentes lacteos hacen del

tratamiento de los efluentes una tarea dificil (Rivas et al., 2011).

Una configuracion eficiente para la separacion de sdlidos de las aguas residuales es la
integrada por el sistema biorreactor de membrana (MBR) (Farizoglu et al., 2007) (Figura
1). El uso de las membranas para separacion de sélidos puede minimizar la principal
desventaja de la sedimentacion convencional cuando se trabaja con altas concentraciones
de biomasa. Las aguas residuales tratadas quedan libres de so6lidos y organismos

infecciosos.

Prueba de pH

LEEL)
l");‘

Z
Z
Illml(ﬁlmllﬁfﬂ

Figura 1. Biorreactor integrado con sistema de membrana.
Fuente: Farizoglu et al. (2007).

Con respecto al suero de queseria, las plantas que manejan grandes volimenes de suero al
dia son las que pueden adquirir tecnologias como la de filtracion tangencial, evaporadores y
plantas de secado para su procesamiento, con la finalidad de obtener productos con alto



valor afiadido que pueden ser comercializados y utilizados como ingrediente en la industria
de alimentos, farmacéutica y de alimentos concentrados para animales, quedando las aguas
residuales como el unico efluente que debe ser tratado antes de ser vertido al drenaje.

Las empresas que manejan volimenes bajos de leche no tienen la disponibilidad financiera
para la adquisicion y operacion de equipos de filtracion, evaporacion y secado del suero,
por lo cual el suero liquido se convierte conjuntamente con las aguas de lavado en un
efluente que debe ser tratado antes de ser vertido al drenaje. La mezcla del suero liquido
con las aguas de lavado resulta en una dilucion del suero y reduccién de la DBO a valores
entre 2 y 4 g/L (Frigon et al., 2007).

A modo de ejemplo, los productos orgéanicos que generan los efluentes de una planta
lechera que procesa 100 t de leche al dia, producen tanta contaminacion como los efluentes
de una ciudad de 55.000 habitantes por dia, por tanto, desde el punto de vista ecoldgico el

suero debe ser tratado a fin de recuperar sus componentes organicos (Condor, 2000).

En la manufactura de quesos hay tres tipos principales de efluentes que contienen suero: el
primero corresponde al suero resultante de la produccion de queso por coagulacion
enzimatica, acida o mixta, el segundo suero de queso o permeado de suero, obtenido por
floculacion termoéacida una vez extraido el requeson, y el tercer suero son las aguas de
enjuague obtenidas del lavado de equipos y tuberias que contiene diferentes proporciones
de suero de queseria (Leizaola, 2011; Carvhalo et al., 2013). Los efluentes representan un
impacto ambiental significativo en la industria lactea porque contienen 0,4-10% de s6lidos
totales, 0,1-2,2 g/L de solidos en suspensién, un pH de 3,3-9,0, fésforo (0,006-0,5 g/L),
nitrégeno total por Kjeldahl de 0,01-1,7 g/L, y una carga organica de 0,6-102 g/L. El alto
valor de materia orgéanica es causado por la presencia de lactosa (0,18-60 g/L), proteina
(1,4-33,5 g/L) y grasas (0,08-10,58 g¢/L) residuales, siendo esta materia organica 99%
biodegradable (Erguder et al., 2001). El suero es el residuo méas contaminante en la
produccion de queso (Rajeshwari et al., 2000), y asi representa un importante problema
medio ambiental (Dragone et al., 2011). Los sueros exhiben una DBO de 30-50 g/L y una
demanda quimica de oxigeno (DQO) de 60-80 g¢/L, siendo la lactosa la principal
responsable de estos altos valores de DBO y DQO. Los procesos de recuperacion de la

proteina soluble reducen el DQO en el suero en cerca de 10 g/L (Guimaraes et al., 2010).



Los sueros de queseria pueden causar un excesivo consumo de oxigeno, autroficacion,
impermeabilizacion y toxicidad en el ambiente que lo reciba. Los volumenes de efluentes
producidos en la industria quesera tienden a aumentar con el incremento en la produccion
de queso. En este contexto, puede referirse que, para la produccién de 1 kg de queso, se

requieren 10 L de leche, originando 9 L de suero.

1.1.2 Composicion de los principales sueros y permeados de queseria

Como se ha comentado anteriormente, el suero de queseria es el liquido remanente de la
coagulacion de la leche en la produccion de queso, después de la separacion de la cuajada.
Sus caracteristicas corresponden a un liquido fluido de color amarillento, de sabor fresco,
débilmente dulce, de carécter &cido, con un contenido de nutrientes o extracto seco del 5,5
al 7% proveniente de la leche (Panesar et al., 2007; Parra, 2009; Callejas et al., 2012).

La composicion del suero de queseria varia con la calidad y el tipo de leche usada (oveja,
vaca, cabra y bufala), condiciones de cria, tipo de alimento y raciones utilizadas, estado de
salud del animal y etapa de lactacién (De Wit, 2001), y en definitiva de la composicion de
la leche utilizada de partida, pero también del tipo de queso a fabricar y del proceso
tecnoldgico empleado en la fabricacion del queso (Mollea et al., 2013; Poveda, 2013,;
Ganju & Cogate, 2017). Dependiendo que la cuajada se consiga por acidificacion o por
adicion de cuajo, se obtiene una variacion importante en el contenido de las sales minerales
(Cuartas, 2005). El suero dulce presenta un pH entre 5,9 y 6,6, y se obtiene por coagulacion
enzimatica de la leche utilizando enzimas proteoliticas o cuajo, los cuales acttan sobre las
caseinas de la leche, fragmentandolas y haciendo que éstas se desestabilicen y precipiten
(Urtasun et al., 2018). Los sueros acidos se generan mediante la precipitacion acida de la
caseina, la cual se logra disminuyendo el pH de la leche a 4,3-4,6. A este pH la mayoria de
las caseinas alcanzan el punto isoeléctrico siendo su carga neta igual a cero, lo cual produce
que la micela de caseina se desestabilice y precipite, dejando en solucion solo las proteinas
de tipo séricas (Jovanovic et al., 2005; Urtasun et al., 2018). El suero salado se produce por
la adicion de NaCl a la leche de queseria o en la cuajada parcialmente desuerada durante la

elaboracion de algunas variedades de queso.

En la Tabla 1 se puede observar la composicion promedio de cada uno de los tipos de

sueros obtenidos del proceso de elaboracion de quesos.



Tabla 1. Composicion del suero de queseria.

Composicion (%)

Componente

Suero dulce Suero acido Suero salado?
pH > 6,7 <56 >6,7
Solidos totales 6,40 6,40 9,7
Agua 93,60 93,50 90,3
Grasa 0,05 0,04 04
Proteina 0,55 0,55 0,7
NNP?! 0,18 0,18 -
Lactosa 4,80 4,90 4,8
Cenizas (sales minerales) 0,50 0,80 3,7

Calcio 0,043 0,12 0,04
Fésforo 0,040 0,065 -
Sodio 0,050 0,05 -
Potasio 0,16 0,16 -
Cloruro 0,11 0,11 -
Acido lactico 0,40 0,40 0,40

Fuente: Tetra-Pak (2003).
INNP: Nitrégeno no proteico.
2Datos de Pasteurizadora Tachira C.A.

1.1.2.1 Sueros dulces

El suero dulce, obtenido por adicién de cuajo (uso de la enzima quimosina) a la leche de
queseria, tiene un pH cercano a la neutralidad y contiene poco calcio, ya que al pH de
coagulacion y desuerado no se produce la desmineralizacion de la micela de caseina. Hay
gran variabilidad dentro de la composicion de estos sueros, dependiendo del origen, y
tratamientos tecnoldgicos a los que se somete la leche de queseria. Los sueros de queso
contienen en promedio 5-6% de lactosa, 0,8-1,0% de proteina y 0,06% de grasa
(Domingues et al., 2001; Grba et al., 2002; Kourkoutas et al., 2002a; Silveira et al., 2005;
Zafar & Owais, 2006), aunque otros autores describen composiciones promedio en los
sueros dulces ligeramente diferentes: lactosa (4,6-5,2%), proteinas (0,60-1,00%) y grasa
(0,0-0,5%) (Panesar et al., 2007; Callejas et al., 2012).

En la Tabla 2 se presenta la composicion de los sueros, segun la tecnologia quesera
aplicada para la obtencion de la cuajada: en dulces y salados obtenidos por coagulacion

enzimatica de la leche, y &cidos obtenidos por coagulacién acido-lactica de la leche (uso de



cultivos) o adicion de un acidulante (acido acético, citrico u otros de uso alimentario) que

permita alcanzar el punto isoeléctrico de la caseina (pH 4,6).

Tabla 2. Composicién de diferentes tipos de suero dulce segln el tipo de queso.

Autor

Composicion

Tipo de queso

Gernigon et al. (2009)

Lactosa (%) = 4,48 + 0,01
Proteinas (%) = 0,82 £ 0,00
pH =6,52+ 0,01

Queso tipo Suizo

Ramirez-Navas (2012)

Lactosa (%) = 4,70
Proteinas (%) = 0,8
Grasa (%) =0,3
pH = 6,4-6,6

Queso Feta

Rivera et al. (2006)

Lactosa (%) = 4,78 £ 0,08
Proteinas (%) = 0,96 + 0,02
Grasa (%) =0,1 £ 0,00
Cenizas (%): 0,52 £ 0,01
pH =6,54 + 0,03

Queso Blanco Turrialba

Gernigon et al. (2009)

Lactosa (%) = 4,34+0,12
Proteinas (%) = 0,89+0,05
pH=6,35+0,19

Queso Cheddar

Ramirez-Navas (2012)

Lactosa (%) = 5,1
Proteinas (%) = 0,9
Grasa (%) = 0,3
pH = 6,4-6,6

Queso Camembert

Audic et al., (2003)

Lactosa (%) = 4,9
Proteinas (%) = 0,9
Grasa (%) = 0,3
pH = 6,4-6,6

Queso fresco

Spalatelu (2012) realizaron una revision sobre la valorizacién biotecnologica del suero,

donde indicaron que los sueros dulces presentan valores de lactosa de 4,94%, proteinas de
0,88 %, grasa de 0,1 %, acido lactico de 0,12 %, cenizas 0,52 % y pH de 6,7. En este

estudio se evidencia que los valores de pH son similares a los de la leche, debido a que el

suero cuando se recolecta y almacena no ha sufrido ningin proceso de acidificacion por

efecto de cultivos lacticos adicionados al queso ni por adicion de sustancias acidulantes



como acido citrico, lactico o acético. Esta condicion es deseable para las industrias
queseras, por el aprovechamiento que pueden dar al suero dulce en procesos de secado
como suero en polvo y obtencion de subproductos como lactosa y proteinas.

Con respecto a la lactosa presente en sueros dulces, los valores reportados varian entre 4,5
y 5,0% para leche de vaca, las proteinas varian entre 0,7 y 0,8% principalmente proteinas

de suero (0,7 %) y en una pequerfia proporcion caseinas y glicomacropéptidos (<0,1%).

1.1.2.2 Sueros acidos

Entre los sueros acidos encontramos los obtenidos del proceso de elaboracion de quesos de
pasta hilada, esencialmente a través de dos métodos: rapido donde se adiciona &cido citrico
a la leche con la finalidad de acidificar hasta un pH de 5,8 a 5,9, procediendo
posteriormente a la coagulacién enzimatica, y el método tradicional donde se adiciona
cultivos termofilos de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus helveticus hasta que la
cuajada en suero alcance un pH de 5,2 a 5,4 para su hilado en salmuera con 20% NaCl con
temperatura de 85 °C (proceso utilizado por Pasteurizadora Téachira). Antunes (2003)
describi6 sueros acidos con la siguiente composicién: solidos solubles 6,8 + 0,15 °Brix,
solidos totales 6,5 + 0,15%, proteinas 0,85 + 0,05%, lactosa 4,94 + 0,47%, grasa 0,49 +
0,07% y cenizas 0,57 + 0,03%. En el caso del suero obtenido por acidificacion como en los
quesos Cottage y Quark (con pH<5,0 y donde se precipita la caseina al alcanzar el punto
isoeléctrico a pH de 4,6), el acido lactico se convierte en lactato calcico que aparece en el
suero. Ramirez-Navas (2012) define los sueros &cidos como los obtenidos por coagulacion
acida de la leche, hasta que alcance un pH entre 4,4 y 4,6 con la consiguiente separacion de
la cuajada del lactosuero acido, cuya composicién es la siguiente: lactosa 4,2%, proteinas
0,6-0,7%, materia grasa 0,1% Yy sales minerales 0,7-0,8%. Cuando la coagulacién se realiza
por acidificacion de la leche empleando bacterias &cido lacticas o por agregado de &cidos
organicos, se obtiene suero acido con un pH que oscila entre 4,3 y 4,6 (Urtasun et al.,
2018).

1.1.2.3 Sueros salados
De acuerdo con la forma de incorporacion de la sal a la cuajada, los sueros pueden también
ser clasificados como salados, los cuales son obtenidos por la adicion de 3,3-3,5% de NaCl

en la tina de cuajado directamente a la leche de queseria o bien a una parte del suero
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después del cortado o directamente a la cuajada una vez alcanzada la textura deseada (Pesta
et al., 2007). En queso Cheddar el proceso de salado se realiza directamente sobre la masa
cheddarizada una vez cortada y previo al moldeado, generando por escurrido del queso
entre un 2 y 5% de suero salado con una humedad de 87,6 + 5,8%, solidos totales 12,4 +
5,9%, grasa 0,6 + 0,3%, proteina 0,6 + 0,2% y sal 6,9 = 5,2%. En el caso del suero dulce
procedente de queso Cheddar recogido previamente a la etapa de cheddarizacion que
corresponde entre el 95 y 98% del suero total generado, este presenta la siguiente
composicion: humedad de 93,4 + 0,4%, sélidos totales 6,6 + 1,3%, grasa 0,2 = 0,1%,
proteina 0,8 + 0,2% y sal 0,2 £ 0,1% (Ezeji et al., 2007). En la elaboracion del queso Colby
con un esquema de fabricacion similar al del queso Cheddar, el suero salado presenta la
siguiente composicion: humedad 90,6 + 1,1%, sélidos totales 9,8 + 0,5%, grasa 0,8 £ 0,4%,
proteina 0,7 £ 0,2% y NaCl 4,0 £ 0,6% (Ezeji et al., 2007). Otros valores promedios
reportados en la bibliografia en porcentaje para el contenido de NaCl, grasa y humedad en
sueros salados de quesos Cheddar y Colby son de 1,69, 8,71y 82,2%, respectivamente, con
porcentajes de proteina alrededor de 1% (Kapoor & Metzger, 2004).

1.1.2.4 Permeados de suero

Los permeados de suero son los residuos liquidos procedentes del proceso de
desproteinizacion de los sueros, y estan compuestos principalmente por 4,5-5,0% de
lactosa, 0-0,1% de grasa, 0,52% de cenizas y aunque son desproteinizados, siempre
contienen, segun el procedimiento de extraccion de la proteina, pequefias cantidades de
estas. Los permeados del suero se pueden obtener por tratamiento termodcido, donde se
acidifica el suero y por efecto del calentamiento a 93 °C, la proteina de suero se
desnaturaliza formando agregados proteicos que una vez separados y moldeados forman el
requeson (Quintero et al., 2001). La desproteinizacion es mas efectiva utilizando el proceso
de tratamiento termodcido junto al proceso de ultrafiltracion tangencial que permite retener

las proteinas en el retentado (Mufii et al., 2005).

La aplicacion de la tecnologia de ultrafiltracion por membrana a escala industrial en el
fraccionamiento del lactosuero ha permitido la obtencion de concentrados (retentados) con
un alto contenido proteico que debido a sus propiedades funcionales y nutricionales son

utilizados como sustitutos de alimentos proteicos, ya que contienen una proporcion



importante de aminoacidos esenciales (Gunasekaran & Xiao, 2007). Estos concentrados
proteicos se usan para enriquecer alimentos como pan, fideos, galletas, salsas, bebidas,
guisos, helados, pasteles, alimentos para nifios y algunos derivados de la leche. El otro
subproducto importante del aprovechamiento de las proteinas del lactosuero, es el
permeado obtenido durante la ultrafiltracion, rico en lactosa y sales minerales que puede
usarse para obtener lactosa con mdltiples usos, en la produccion de leches maternizadas
mezclandolo con caseina, a-lactalbumina (a-LA) y lactoferrina, 0 como medio de cultivo
en procesos de fermentacion para la produccion de alcohol, levaduras y acidos organicos.
La lactosa puede recuperarse del permeado de la ultrafiltracion aplicando tecnologia de

6smosis inversa o nanofiltracion (Quintero et al., 2001; Mufii et al., 2005).

1.1.3 Componentes principales de los sueros y permeados de queseria

1.1.3.1 Proteinas del suero

Las proteinas del suero de leche representan aproximadamente del 18 al 20% de las
proteinas totales de la leche, sin embargo, son importantes desde el punto de vista
nutricional, tecnolégico y econdmico (Parra, 2009). Esta fraccion contiene 4 tipos de
proteinas mayoritarias: B-lactoglobulina (B-LG), a-lactoalbimina (a-LA), seroalbimina
(SA) e inmunoglobulinas (Igs). El suero presenta una compleja mezcla de proteinas
globulares, cuya composicion es ~ 50% de B-LG, ~20% a-LA, ~10% de Igs, ~6% de SA 'y
otras proteinas y péptidos en cantidades menores, incluyendo lactoferrina, lactoperoxidasa,

lisozima y diversos factores de crecimiento (Qi & Onwulata, 2011).

La B-LG representa, aproximadamente, la mitad de las proteinas totales del suero de la
leche de vaca, y estd compuesta por 162 aminoacidos, 84 de los cuales son aminoacidos
esenciales (Jovamovic et al., 2005). El centro de la proteina es de caracter hidrofébico, por
lo que es capaz de fijar moléculas hidr6fobas como colesterol y retinol. La B-LG es
resistente a la digestion gastrica en algunos seres humanos, lo que origina intolerancia y/o
alergenicidad. Sin embargo, tratamientos industriales como la esterilizacién, la aplicacién
de altas presiones hidrostéaticas y la hidrolisis enzimatica, mejoran la digestibilidad de la f-

LG presente en el suero de queseria (Mollea et al., 2013; Pescumma et al., 2008).

La a-LA representa del 20 al 25% de las proteinas de suero de leche y contiene una gran

variedad de aminoacidos, incluyendo aminoécidos de cadena ramificada y esenciales
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(Walzem et al., 2002). Se utiliza fracciones enriquecidas en o-LA purificada en las
férmulas infantiles para lactantes (Marshall, 2004). También presenta una gran afinidad por

el calcio y otros minerales como zinc, manganeso, cadmio, cobre y aluminio (Parra, 2009).

La SA no es sintetizada en la glandula mamaria, procede de la sangre y es retenida cuando
la sangre circula a través de la glandula mamaria. Este tipo de proteina se encarga de
transportar sustancias de naturaleza quimica muy diversa, como 4&cidos grasos,
aminoacidos, esteroides, metales (como el calcio), y a nivel sanguineo también numerosos
farmacos, facilitando la transferencia de muchas de ellas desde la circulacion sanguinea a
organos como el higado, el rifion, el intestino, glandulas mamarias. La concentracion de SA
de leche aumenta durante la mastitis y durante la involucion mamaria (Walzem et al., 2002;
Mollea et al., 2013).

Las Igs son glicoproteinas con caracteristicas de anticuerpos, existiendo cuatro clases en la
leche: IgA, IgD, 1gG e IgM. Las IgGs constituyen aproximadamente el 75% de los
anticuerpos en un adulto, y se transfieren de la madre a la cria en el Gtero a través de la
sangre y en la lactancia materna, sirviendo como una primera linea de defensas inmune
para la cria, conocida como “inmunidad pasiva”. El calostro contiene concentraciones
significativamente mayores de Igs, con respecto a la leche madura. Del mismo modo, la
fraccion del suero de leche contiene una cantidad significativa de Igs, entre 10 al 15% del
total de las proteinas presentes (Marshall, 2004; Smithers, 2008; Mollea et al., 2013).

La lactoferrina es un agente antioxidante no enzimatico, encontrado en la fraccion serica de
la leche, asi como en el calostro. La lactoferrina del suero de la leche se compone de ~700
residuos aminoacidicos y de una cadena polipeptidica con dos sitios de unién para el
transporte iones férricos. La concentracion de lactoferrina en la leche y calostro bovinos es
de aproximadamente 0,2 y 1,5 mg/mL, respectivamente (Walzem et al., 2002; Marshall,
2004).

Las proteinas del suero se han utilizado durante muchos afios como suplementos
alimenticios de alto valor nutritivo debido a su capacidad para proporcionar aminoacidos
esenciales. El valor bioldgico se refiere a la capacidad para proporcionar nitrégeno en un
patrén equilibrado de aminoacidos esenciales y no esenciales (Jovamovic et al., 2005). La

proteina de suero de la leche posee el valor biolégico méas alto entre las proteinas (104-
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120), con respecto a la caseina presente en la leche (77). Todos los marcadores de calidad
proteica nutricional indican que la sustitucion de la caseina por proteinas de suero de leche
mejora la calidad proteica de las raciones (Van Dael et al., 2005). El otro método de
valoracion a nivel nutricional de las proteinas es la relacion de eficiencia proteica (PER), el
cual determina la efectividad de una proteina a través de la medicion del crecimiento
animal. Esta técnica requiere alimentar a los animales con una biomolécula de prueba y
luego medir la ganancia de peso en gramos por gramo de la misma consumida. Las
proteinas de suero tienen un PER de 3,5 principalmente por presentar una concentracion
mas elevada de aminoacidos que contienen azufre (cisteina y metionina) que las caseinas
(PER de 2,5) (Acevedo et al., 2018).

1.1.3.2 Lactosa

La lactosa es el Gnico glacido libre que existe en cantidades importantes en todas las leches,
y suele encontrarse en concentraciones comprendidas entre 45 y 50 g/L en leche de vaca.
En la sintesis de la lactosa participan varios metabolitos como la propia glucosa o derivados
de ésta, proceso que estd regulado por un complejo enzimatico conocido como lactosa-
sintetasa (Figura 2), compuesto por la enzima galactosil transferasa que se encuentra en
diversos tejidos y su coenzima o-LA que es una proteina sintetizada por las propias células
epiteliales del tejido mamario. Es posible la sintesis de la lactosa en presencia de la enzima
sin coenzima, pero la reaccidn exige entonces concentraciones elevadas de glucosa. La a-
LA permite que se realice la reaccion con cantidades de glucosa muy inferiores, por ello la
tasa de sintesis de la lactosa esta regulada por esta ultima (Gonzélez et al., 2007).

Glucosa

Glucosa-6-fosfato

Galactosil transferasa

UDP-Galactosa a-Lactalbimina

D-Glucosa » |actosa

Figura 2. Sintesis de la lactosa en la glandula mamaria.
Fuente: Juca & Pérez (2010).
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Quimicamente la lactosa es un disacarido formado por D-glucosa y D-galactosa unidos por
un enlace glicosidico B (1,4). Su peso molecular es de 342 daltons y su formula estructural
es C12H2011 (Ordofiez, 1998). La lactosa aparece en dos formas isoméricas, la a- y B-
lactosa, ya que el grupo hemiacetal de la glucosa es potencialmente libre y puede existir
como anémero o~ y B-. La configuracion del carbono anomérico (C1) de la lactosa no es
estable y puede cambiar (mutarrotar) desde la forma - a la B- y viceversa cuando el azlcar
esta en disolucion. Cuando un isdbmero en concreto es disuelto en el agua, se produce un
cambio gradual de una forma a la otra hasta establecerse un equilibrio y recibe el nombre
de mutarrotacion. Estos cambios pueden observarse con un polarimetro midiendo el cambio
de la rotacién dptica, que en equilibrio es de +55, 4° (Ordofiez, 1998). La Tabla 3 muestra

algunas propiedades fisicas de los isomeros de la lactosa.

Tabla 3. Propiedades fisicas de la lactosa.

Isbmeros de la lactosa

o- B-
Rotacion especifica [o]p% +89,4° +35,0°
Temperatura de fusion 202 °C 252 °C
Concentracion de equilibrio 37,3% 62,7%
Cristalizacion de las soluciones
saturadas:
Por encima de 93,5 °C B-anhidra
Por debajo de 93,5 °C o-hidratada

Fuente: Ordofiez (1998).

La lactosa tiene un débil sabor dulce, siendo su poder edulcorante de 0,25 con respecto a la
sacarosa (Carbajal, 2013). El sabor dulce de la lactosa queda enmascarado por la caseina,

por lo que el suero tiene un sabor més dulce que la leche de la que proviene.

Las condiciones de cristalizacion influyen en la forma de los cristales, siendo la lactosa un
claro ejemplo de polimorfismo cristalino. La cristalizacién es un proceso lento y los
cristales formados son duros y poco solubles, y pueden detectarse en el paladar cuando su
tamafio supera las 16 um. La lactosa que se obtiene por cristalizaciéon por debajo de la

temperatura critica de 93,5 °C, se encuentra bajo la forma de a-hidratada (C12H22011 H20),
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y la forma B-anhidra cristalizada de las soluciones concentradas a una temperatura superior
a 93,5 °C. Cuando la lactosa estd convenientemente cristalizada posee muy baja
higroscopicidad, haciendo de ella un azlcar atractivo en el glaseado de diferentes

productos.

Veysseyre (1980) indico que la solubilidad de la lactosa es baja (17 g/100 mL de agua a 15
°C) en comparacion con la de otros azucares, siendo unas diez veces menor que la de la
sacarosa, pero puede llegar a hacerse sobresaturada antes de que ocurra una cristalizacion
espontanea. Las lactosas a- y B- tienen una solubilidad muy diferente (B->>a-) y una
dependencia de la temperatura muy distinta (a->> B-). La solubilidad depende en parte del
equilibrio de la mutarrotacion, la velocidad de disolucién y de la velocidad de
mutarrotacion, siendo la solubilidad final la misma cuando se disuelve lactosa a- 0 B-

(Blo. = 1,63 a 15 °C).

Existen dos formas de hidrolizar la lactosa para obtener glucosa y galactosa: via quimica y
via enzimatica. En presencia de acidos inorganicos la lactosa se hidroliza dando lugar a una
mezcla equimolecular de sus dos azUcares. El acido mas utilizado en esta aplicacion ha sido
el clorhidrico ya que en igualdad de condiciones proporciona una velocidad de hidrolisis
mayor que la del acido sulfirico, si bien este dltimo tiene la ventaja de poder ser eliminado
del hidrolizado mediante precipitacién con hidréxido célcico. Sin embargo, esta via de
hidrolisis de la lactosa hoy en dia esta en desuso ya que presenta grandes limitaciones para
poder ser aplicada como la eliminacion previa de las proteinas y posterior del catalizador
acido empleado.

El abaratamiento de los costos en los procedimientos de aislamiento y produccion de la
lactasa ha hecho viable el paso del uso de estas enzimas desde el laboratorio a su aplicacién
a gran escala. La B-galactosidasa es la principal enzima responsable de esta hidrolisis. Se
trata de una oxidasa que rompe el enlace B-1,4-glicosidico liberando glucosa y galactosa.
Esta enzima es utilizada durante la preparacion de medios de fermentacion a partir de la
lactosa, con la finalidad de obtener glucosa y galactosa que pueden ser utilizados por las

levaduras para la produccion de diferentes metabolitos como el etanol, CO2 y masa celular.
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1.1.3.3 Minerales

La cantidad de minerales varia segun el tipo de suero, siendo los sueros dulces los que
tienen cantidades menores con respecto a los acidos. Los sueros dulces contienen en
promedio entre 0,4 y 0,5% de minerales, y los sueros acidos entre 0,7 y 1,0%, valores
similares a los contenidos en la leche (0,7-1,0%) y relacionados con la desmineralizacion
de la cuajada por efecto de la acidez. El suero dulce de queso Emmental tiene en promedio
0,5% de sales minerales, 0,6% el de queso Camembert y 0,5% los de los quesos Cheddar y
Feta (Ramirez-Navas, 2012).

En los sueros &cidos obtenidos por coagulaciéon &cido-lactica de la leche, se produce
desmineralizacion en la cuajada, por lo cual el suero tiene una mayor cantidad de calcio y
fésforo que los sueros dulces. Antunes (2003) indicé que los sueros acidos tienen valores
de 0,045% de calcio y 0,04% de fosforo. El contenido de potasio (1,4-1,6 g/L) y cloruros

(2,0-2,2 g/L) esta dentro del mismo intervalo que los sueros dulces (Callejas et al., 2012).

1.1.4 Aplicaciones del suero de queseria

Son variadas las posibilidades de aprovechamiento del suero de queseria, entre las que cabe
mencionar: (1) valorizacion de su parte proteica con membranas de ultrafiltracion,
ultrafiltracion-diafiltracion, nanofiltracion, 6smosis inversa, electrodialisis, evaporadores y
plantas de secado, en la produccion de diferentes productos de gran valor afiadido como los
concentrados y aislados de proteinas del suero en polvo; (2) aplicacion de tratamientos
bioldgicos con la finalidad de obtener metabolitos como los &cidos acético, citrico y lactico,
bacteriocinas, enzimas como la B-galactosidasa, y otros metabolitos de interés como
butanol, etanol, glicerol, goma de xantana, y proteina unicelular, entre otros; (3) aplicacion
de tratamientos fisicoquimicos para la obtencion de lactulosa, lactitol, acido lactobidnico,

lactosil urea, galacto-oligosacaridos y lactosucrosa.

1.1.4.1 Aislados y concentrados de suero en polvo

La produccién de aislados y concentrados con 35 a 85% de proteinas del suero con respecto
a los solidos totales, corresponde a una de las aplicaciones mas utilizada, y esta basada en la
aplicacion de tecnologias de valorizacion utilizando membranas de ultrafiltracion,
ultrafiltracién-diafiltracién, nanofiltracion, 6smosis inversa, electrodialisis, evaporadores y
plantas de secado (Zadow, 2003; Gonzalez et al., 2007; Pouliot, 2008; Urtasun et al.,
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2018). Estas tecnologias fueron desarrolladas para elaborar productos con alto valor
comercial, no perecederos, como proteinas, lactosa, suero en polvo, concentrados de
proteinas de suero al 34 y 80%, suero en polvo desmineralizado, aislados proteicos con
90% de proteina, y permeado en polvo (Foegeding & Luck, 2002). Los procesos de
valorizacion constituyen la opcion preferencial para el tratamiento de este producto (Mufi
et al., 2005; Panesar et al., 2007; Spalatelu, 2012).

1.1.4.2 Tratamientos bioldgicos de sueros y permeados

Los procesos bioldgicos pueden ser utilizados también como las tecnologias para la
obtencion de productos de alto valor afiadido. Por ejemplo, la hidrélisis de la lactosa y
proteinas conduce a la generacion de los monosacéaridos de lactosa (glucosa y galactosa),
péptidos y/o aminoacidos, respectivamente. Los procesos de fermentacion controlada estan
siendo considerados en la produccion de acidos, enzimas y otros metabolitos de interés que

a continuacion se describen.

1.1.4.2.1 Acido acético

Las bacterias acéticas son microorganismos aerobios estrictos, estan incluidas dentro de las
Alphaproteobacterias y tienen la habilidad de oxidar fuentes de carbono como el etanol a
acido acético (Adachi et al., 2003). El &cido acético es el principal metabolito de las
bacterias acéticas y se produce a partir de la bioconversion del etanol a través de dos
reacciones catalizadas por la pirroloquinolina quinona dependiente de las enzimas alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa. La enzima alcohol deshidrogenasa oxida el
etanol a acetaldehido, que luego se convierte en acido acético por la aldehido
deshidrogenasa y se libera en el entorno circundante (Figura 3). Estos dos complejos de
deshidrogenasa estan estrictamente conectados a la cadena respiratoria, que transfiere
electrones a través de la ubiquinona al oxigeno, que actia como aceptor final del electrén
(Matsuchita et al., 2004).
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Figura 3. Ciclo metabodlico de produccion de acido acético, etanol y acido lactico.
Fuente: Nielsen ef al. (2003).

El proceso de produccion de acido acético esta dividido en 3 etapas: la primera etapa
consiste en el indculo y crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y fermentacion con

producciéon de etanol en un tiempo de fermentacion de 24 h, a una temperatura de
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fermentacion a 32 °C y aireacion a 0,2 vvm; en la segunda etapa se prepara e inocula un
cultivo mixto de S. cerevisiae (16%) y Acetobacter pasteurianus (0,06%) con un tiempo de
fermentacion de 48 h, temperatura de 34 °C y aireacion a 0,4 vvm; en la tercera etapa A.
pasteurianus produce acido acético en un tiempo de fermentacion de 72 h, una temperatura
de 34 °C, y aireacion a 0,2 vvm. El promedio de produccién de &cido acético es de 52,51
g/L bajo condiciones optimas cuando la concentracion inicial de glucosa es de 90 a 120 g/L
(Whang et al., 2013).

Entre otros, los permeados de suero de leche y de queso se pueden utilizar como materia
prima para la produccion de acido acético, para lo cual la lactosa debe ser hidrolizada en
glucosa, que a su vez se cataboliza a través de la via hexosa monofosfato (Baena-Ruano et
al., 2010) para obtener piruvato, que produce etanol a través de acetaldehido. Finalmente, el
etanol se convierte en &cido acético por dos enzimas activas (alcohol y aldehido
deshidrogenasas). Acetobacter es un género de bacterias aerdbicas y durante la fase de
crecimiento exponencial, la demanda de oxigeno es muy alta para conseguir un mayor
rendimiento y productividad de &cido acético. El nivel de oxigeno disuelto se debe
mantener en 17 g/L a través de la aireacion estéril continua para facilitar la produccion
incesante de &cido acético. EI pH déptimo para la oxidacion a &cido organico es 6 y
Acetobacter es acido tolerante para crecer y oxidar hidratos de carbono, incluso a nivel de
pH bajo de 3,5 a 4,0 (Baena-Ruano et al., 2010).

Otros microorganismos diferentes de Acetobacter también son capaces de producir acido
acetico. Pruebas realizadas con Kluveromyces fragilis utilizando la levadura en suero salado
con 52 g/L de lactosa, 8% de NaCL y 3% Na>SOz y pH del medio ajustado a 8,5 a una
temperatura de fermentacion de 32 °C, bajo condiciones anaerdbicas y agitacion a 120 rpm
por un tiempo de 192 h, mostraron una produccién de 0,322 g de acido acético por gramo
de lactosa (Mostafa, 2001).

1.1.4.2.2 Acido lactico

El &cido lactico es uno de los productos obtenidos de la fermentacion del suero de queseria
y es utilizado por las industrias quimica, farmaceutica y de alimentds, asi mismo se reporta
su uso como sustrato para la produccion de algunos acidos orgénicos (Lindquist, 1992), y
en la obtencion de plasticos biodegradables como los polilactato y acido polilactico que
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exhiben excelentes propiedades equivalentes a los mejores plasticos obtenidos del petroleo
(Eldeleklioglu et al., 2013). Aproximadamente el 90% del &cido l&ctico producido
anualmente en el mundo se obtiene por via fermentativa (Boontawan et al., 2011),
utilizando diferentes cepas de Lactobacillus sp. y algunos Streptococcus sp. para su
produccién (Norton et al., 1994). Lb. helveticus es uno de los microorganismos termofilos y
acidificantes méas utilizados a nivel industrial para la produccion de &cido lactico, por su
capacidad de procesar la lactosa bajo condiciones extremas (Norton et al., 1994). El

proceso de transformacion de la glucosa en acido lactico se describe en la Figura 3.

Tango & Ghaly (1999) estudiaron el uso de diferentes niveles de micro aireacién (0,00;
0,05; 0,010 y 0,15 vvm) como factor de crecimiento de Lb. helveticus para la produccion de
acido lactico, a partir de concentraciones iniciales de lactosa de 50, 75 y 150 g/L, pH de 5,5
y temperatura de fermentacion de 42 °C. Los resultados indicaron que una micro aireacion
de 0,10 vwm y una concentracién inicial de 75 g/L de lactosa corresponde al mejor
tratamiento, donde se logra la mayor cantidad de células de levadura (ufc/mL) y la mayor
produccion de acido lactico (51 g/L), obteniéndose un rendimiento del 68%. El efecto del
pH y temperatura de fermentacion en la produccion de acido lactico a partir de suero de
leche utilizando Lb. helveticus ha sido estudiado por Soriano et al. (2012) observando que
un pH de 5,9 y una temperatura de 42 °C permiten obtener un rendimiento del 98% de
conversion de lactosa en acido lactico. Por otro lado, pruebas realizadas utilizando como
sustrato lactosuero desproteinizado con 4,8% de lactosa, suplementado con fosfato de
amonio y extracto de levadura a una temperatura de fermentacion de 40 °C durante un
tiempo de 72 h y utilizando Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
obtuvo 36,7 g/L de &cido lactico (Rojas et al., 2015). Eldeleklioglu et al. (2013) obtuvieron
un rendimiento de 62% en la produccién de &cido lactico (36 g/L) a partir de una
concentracion inicial de 57 g/L de lactosa, temperatura de fermentacion 28 °C, con tiempo

de fermentacion de 48 h utilizando la cepa NRRL-1922 de Lb. casei.

1.1.4.2.3 Bacteriocinas
Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por algunas bacterias acido-lacticas y presentan
un amplio potencial como conservadores para inhibir el crecimiento de otros

microorganismos. Actualmente, las bacteriocinas son utilizadas en una amplia categoria de
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alimentos incluyendo carnicos, lacteos, productos enlatados, productos del mar, vegetales,
jugos de frutas, y bebidas como cerveza y vino. Sus caracteristicas de compatibilidad en
dichos productos, asi como su modo de accién hacen atractivo su uso en los alimentos
(Beristain-Bauza et al., 2012). La nisina (polipéptido) es una bacteriocina que se ha
utilizado en la produccion de los quesos. Se usa como conservante, actuando contra las
bacterias Gram-positivas que deterioran los alimentos. Al ser una proteina, es tratada por el
cuerpo como tal y digerida en el intestino delgado. Liu & Fan (2004) obtuvo nisina (30
kg/m®) a partir de Lactococcus lactis, en un biorreactor de lecho empacado (pH 5,5 y 31
°C), utilizando permeado de suero. Su estudio ilustra la posibilidad de una produccion
continua con una alta concentraciéon de bacteriocina por bacterias &cido-lacticas para uso
como bioconservantes alimentarios. Otro caso de obtencion de bacteriocinas a partir de
permeado de suero lo reportan, Cladera-Olivera et al. (2004) quienes trabajaron con

Bacillus licheniformis a pH inicial entre 6,5y 7,5 y temperatura entre 26 y 37 °C.

1.1.4.2.4 Butanol

El suero de queseria representa una materia prima de interés para la produccién de butanol
por su alta disponibilidad, siendo un alcohol de interés para la industria quimica y como
biocombustible al tener ciertas ventajas con respecto al etanol en mezclas con gasolina por
su alto contenido de energia, baja miscibilidad con el agua y baja volatilidad (Bohlmann,
2007; Cascone, 2008). El butanol puede reemplazar la gasolina sin necesidad de modificar
la tecnologia de vehiculos y motores. Para su produccion se utilizan bacterias sacaroliticas
productoras de acido butirico (Clostridium saccharoperbutylacetonicum, C.
acetobutylicum, C. beijerinckii, C. aurantibutyricum). Las cepas son capaces de
metabolizar una gran cantidad de sustratos: pentosas, hexosas, mono-, di- y polisacaridos
(Flickinger & Drew, 1999; Liu & Fan, 2004).

El proceso de produccion de butanol utilizando un reactor de lecho continuo se divide en 3
etapas realizadas a una temperatura controlada de 37 °C y sin presencia de oxigeno
(Raganati et al., 2013): (1) la acidogenosis donde se incrementa el pH a 5,5 y se utiliza un
flujo de dilucion continuo de 0,4 h*! con la finalidad de favorecer la fase de crecimiento
celular y acidificacion del medio, donde se forma una pelicula de biofilm; (2) la
solventogenosis que se produce a medida que disminuye el pH del medio (<4,5), el
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metabolismo de la célula se desplaza hacia la produccion de solvente; y (3) durante la
tercera etapa las células se vuelven endosporas por las condiciones del medio, obteniéndose
una productividad de 2,66 g/L h, concentracion de 4,93 g/L y rendimiento de 0,26 g/g

siendo este Gltimo valor muy bajo.

La produccion industrial a través de la fermentacion no se realiza por el alto costo de la
materia prima, bajo rendimiento, baja productividad, baja concentracion de butanol en el
caldo y degeneracion de cepas productoras de butanol (Kumar & Gayen, 2011). La baja
concentracion de butanol en caldo de fermentacion hace que su recuperacion y

concentracion sea costosa (Liu & Fan, 2004; Napoli et al., 2012; Ezeji et al., 2013).

1.1.4.2.5 Enzimas

Las enzimas proteoliticas son utilizadas en la hidrdlisis de proteinas lacteas, con la finalidad
de reducir los tiempos de maduracion de los quesos, y para ello se emplean preparaciones
enzimaticas ricas en actividades aminopeptidasa, las cuales son obtenidas a partir de la
fermentacion de lactosuero (Choi et al., 1996). También la produccion de a-amilasa usando
cepas de Bacillus subtilis, estd influenciada por la naturaleza de las fuentes de carbono y
nitrogeno produciendose grandes concentraciones de esta enzima en un medio que

contenga lactosa como los sueros de queseria (Mawson, 2003).

La B-galactosidasa, como se ha comentado anteriormente, es una enzima que hidroliza la
molécula de lactosa en sus correspondientes monosacaridos, glucosa y galactosa, y es
utilizada ampliamente en la elaboracion de productos en la industria lactea (Araujo et al.,
2007), como dulce de leche (evita la cristalizacion de la lactosa) y en leches deslactosadas,
que corresponde a un mercado en crecimiento, ya que hay que tener en cuenta que el 70%
de la poblacion mundial es intolerante a la lactosa. La B -galactosidasa o lactasa puede ser
producida y caracterizada a partir de cepas de Kluyveromyces lactis propagada en suero de
leche desproteinizado (Ramirez & Rivas, 2003). Un ejemplo de produccion de esta enzima
a partir de suero de queseria (4,4% de lactosa) es el realizado por Bansal et al. (2008)
utilizando la levadura K. marxianus MTCC 1389 por un tiempo de 72 h a una temperatura
de 28 °C, agitacion a 100 rpm, siendo extraidas las enzimas mediante la aplicacion de 4
métodos diferentes (sonicacién, homogenizacion y utilizando solventes como sodio

dodecilsulfato (SDS)-cloroformo, o tolueno), destacando que el mejor método de
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extraccion el sistema SDS-cloroformo, donde se obtuvo 1,68 U/mg y una actividad
especifica de la proteina de 59 U/mg. Rajoka et al. (2003) trabajaron en la produccion de B-
galactosidasa a partir de diferentes medios de fermentacion con 2% de sustrato, evaluando
lactosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, sucrosa y glucosa como sustratos. Estos autores
obtuvieron la mayor productividad volumétrica (Y p-galactosidasa/Lactosa) de 80 1U/ L h a partir de
lactosa, seguido de la galactosa, con la que se consiguio un rendimiento Y p-galactosidasa/Galactosa
de 71 1U/ L h. En todos los ensayos se utilizd un intervalo de temperatura Gptima de
fermentacion entre 35 y 37 °C, consiguiéndose la mayor actividad de produccién de la
enzima [3-galactosidasa entre las 30 y 40 h desde el inicio de fermentacion, cuando se
adiciona la levadura K. marxianus. Araujo et al. (2007) describieron el efecto de la
concentracion de lactosa (4,76; 8,50 y 12,6%) sobre la cinética de crecimiento de K.
marxianus var. marxianus y la produccion de B-galactosidasa. Las fermentaciones se
Ilevaron a cabo a 150 rpm en un bioreactor Bioflo 4000 a pH de 5,0 y temperatura de 35
°C, donde la méaxima actividad se obtuvo en el suero sin concentrar (4,72%) y fue 384,42 +
13,11 pmoles de ONP/L 5 min.

1.1.4.2.6 Etanol

Es una de las sustancias méas utilizadas y producidas en el mundo, y sus usos abarcan
diferentes aplicaciones, siendo la mas importante como combustible para motores de
combustion interna (bioetanol y biodiesel), como solvente en la industria quimica y
cosmeética, solvente y antiséptico (70 °Gay-Lussac) en la industria farmacéutica y en la
industria de alimentos es el ingrediente principal en la elaboracion de bebidas alcohdlicas
para consumo humano. El etanol se puede obtener a través de dos vias: por rutas quimicas
(hidratacion catalitica del etileno) o biotecnoldgicas (fermentacion alcohdlica) que
corresponde a un proceso anaerobico realizado por levaduras, entre las que se encuentran
Candida pseudotropicalis, K. marxianus, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
cerevisiae y Zymomonas mobilis, y algunas clases de bacterias como Escherichia coli.
Entre los sustratos mas utilizados cabe mencionar: glucosa, galactosa, lactosa, trehalosa,
melobiosa, xilosa, fructosa, sacarosa, maltosa y almidones, entre otros (Bai et al., 2008).
Durante la fermentacion con levaduras la glucosa obtenida de la hidrdlisis de la lactosa, en
su mayoria es transformada principalmente en etanol y dioxido de carbono, con la

generacion de equivalentes de reduccion de los compuestos NADH/NAD® 'y
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NADHP/NADP™ y enlaces de alta energia de fosfato, ATP. La energia se sintetiza como
ATP a partir de un proceso de glicolisis al que sigue el metabolismo del piruvato (Figura
3). De este modo la fermentacion complementa la glucdlisis y hace posible la produccion
de energia en ausencia de oxigeno (Nielsen et al., 2003). La obtencion de etanol es el
objetivo principal del presente trabajo y en secciones posteriores se ampliara los
procedimientos de obtencion de este metabolito, describiendo los procedimientos de
preparacion de sustrato, utilizacion de enzimas, levaduras, condiciones de fermentacion y
parametros cinéticos utilizados para medir la eficiencia durante la fermentacion. De las
propiedades fisicoquimicas del etanol, las mas importantes para ser usadas en el presente
trabajo son: punto de ebullicion de 78,3 °C, densidad (20 °C) de 0,806 g/L, grado
alcoholimétrico de 96 ° y es soluble en agua. Destilerias de lactosuero estan en operacion

en Irlanda, Nueva Zelanda, y los Estados Unidos.

1.1.4.2.7 Glicerol

El glicerol es un compuesto ampliamente utilizado en la industria cosmética (como
ingrediente de crema dental, crema humectante y acondicionador para cabello), y en la
industria farmacéutica. Rapin et al. (1994) obtuvieron glicerol a partir de permeados de
suero de queseria suplementados con 1% Na»SOs y usando durante la fermentacion la
levadura K. fragilis, obteniendo un rendimiento 6ptimo de 11,6 kg/m®. Al utilizar la
levadura K. marxianus en la fermentacion, las condiciones Optimas para obtener un
rendimiento del 9,5% de glicerol (en peso de lactosa) son de 30 a 37 °C y pH de 6 a 7.
Mostafa (2001) trabajo con una cepa de K. fragilis (CBS397) en suero de queseria con 7,5%
de NaCl y pH ajustado a 7, al que se adicion6 1% Na;SOz y se mantuvo en agitacion
continua durante 60 h a una temperatura de fermentacion de 37 °C, obteniéndose 1,27% de

glicerol.

1.1.4.2.8 Goma de xantana

La goma de xantana es un heteropolisacarido soluble en agua compuesto de glucosa,
manosa y acido gluconico. Es un producto obtenido industrialmente de la fermentacion de
la glucosa y sacarosa, utilizando la bacteria gran negativa Xanthomonas campestris
(Garcia-Ochoa et al., 2000). La goma de xantana es utilizada en la industria quimica,

farmacéutica y en la industria de alimentos como estabilizante en la elaboracién de bebidas,
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panaderia y alimentos preparados, por la alta viscosidad utilizando bajas concentraciones
que desarrolla en soluciones acuosas. El costo principal para su produccion es la materia
prima, por lo cual se han evaluado otras fuentes de carbono como el suero de queseria por
su bajo costo y alta disponibilidad. Fernandes Silva et al. (2009) utilizando un medio de
fermentacion con 44,8 g/L de lactosa, 2% de KH2POs y 0,1% de MgSOs4 7 H2O y un
indculo al 20% de una cepa de X. campestris 1230 de la coleccion de cultivos de
fitobacterias del Instituto de Biologia de Campinas (Brasil), obtuvo una méxima produccion
de 25 g/L de goma de xantana después de 72 h de fermentacion a una temperatura de 28 °C
con agitacion a 180 rpm, y pH de 7,2 (rendimiento de 55,5%). Niknezhad et al. (2015)
trabaj6 con 5% de un inoculo de X. campestris el cual se adiciond a una solucion de 50 mL,
compuesta de 2 g/L de NHsNOs, 2 g/L é&cido citrico, 0,006 g/L de H3BOs, 0,006 g/L de
ZnCly, 0,0024 g/L de FeCls y 0,02 g/L de CaCl,. A cada uno de los frascos se le adiciono
8% de suero en polvo de queseria con la finalidad de alcanzar una concentracion de 4,8%
de lactosa, 1,5% de KH2PO4 y 0,18% de MgSO4 7H20. Los frascos fueron incubados a 28
°C con agitacion a 250 rpm, durante un tiempo de fermentacién de 48 h, obteniéndose
1,67% de goma de xantana extraida por precipitacion, al adicionar una solucion de CaCl.en

isopropanol.

1.1.4.2.9 Proteina unicelular

La produccién de levaduras a partir del suero de queseria es una alternativa para la
obtencion de proteinas unicelulares, que son comercializadas para consumo humano o
alimentacion animal. El proceso de produccion de levaduras incluye cuatro etapas: (1) la
fase de latencia donde la levadura se adapta al medio de fermentacion; (2) la fase
exponencial de crecimiento realizada bajo condiciones aerdbicas, donde se produce
suficiente energia para el crecimiento celular; (3) la fase estacionaria donde hay
agotamiento del sustrato; y (4) la fase de muerte celular (Ghaly et al., 2005).

Ghaly et al. (2005) utilizaron un proceso de flujo continuo bajo condiciones aerdbicas
usando la levadura K. fragillis y reportaron que la fermentacion 1 g de lactosa requiere 0,08
g de O2 y 0,09 g de NH4 para producir 0,79 g de celulas, 0,11 g de CO», 0,26 g de H-0O,
0,005 g de H y 82,5 J de energia, con un rendimiento de 0,79 g de células por gramo de
lactosa consumida. Quintero et al. (2001) estudiaron el cultivo continuo de la levadura K.
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fragillis ATCC 8554 en suero dulce de leche desproteinizado a pH 5 y temperatura de 30
°C, obteniendo un rendimiento (Y¢) de 0,874 = 0,181 kg de biomasa producida por

kilogramo de lactosa consumida para crecimiento.

1.1.4.3 Productos obtenidos por tratamientos fisicoquimicos

Como se ha comentado anteriormente los sueros y permeados de queseria son ricos en
lactosa. La lactosa, al igual que otros carbohidratos, posee en su molécula una serie de
grupos reactivos tales como los grupos hidroxilos libres, el grupo reductor de la glucosa y
la union glicosidica que permiten llevar a cabo infinidad de transformaciones. Aunque las
posibilidades de obtencion de derivados de la lactosa por métodos fisicoquimicos son muy
numerosas, solamente algunas de ellas han llegado a interesar desde un punto de vista de
aplicacion industrial, entre las que cabe citar la obtencién de lactulosa, lactitol, acido

lactobidnico, derivados de urea (lactosill urea), galacto-oligosacaridos y lactosucrosa.

La lactulosa (4-0-B-D-galactopiranosil-D-fructofuranosa) es un disacarido utilizado para
reducir el pH intestinal (prebidtico), mejorando la actividad microbiana en el intestino
(Lactobacillus sp. o Bifidobacteria sp.), ayudando a la excrecion fecal y por lo tanto alivia
el estrefiimiento (Schumann, 2002). El efecto de reduccion de pH de la lactulosa es
conocido por disminuir las bacterias productoras de amoniaco y reducir asi el nivel de
amoniaco en sangre, siendo una forma efectiva de tratamiento de la encefalopatia hepaética,
trastornos psiquiatricos y neuroldgicos por neurotoxina en el cerebro. La lactulosa esta
clasificada como un medicamento en los Estados Unidos, la UE y Japon, y se obtiene a
través de la reaccion de isomerizacion de lactosa, es decir, la reagrupacion del residuo de
glucosa a la molécula de fructosa (Hwan Seo et al., 2015). Esta reaccion puede facilitarse
mediante dos enfoques diferentes, ya sea quimica o enzimaticamente. La produccion
industrial de lactulosa se lleva a cabo exclusivamente por el método quimico Ilamado
Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein, por el cual la mitad de glucosa se isomeriza a
fructosa catalizada por grupos hidroxilo en un medio alcalino, y es afectada por el pH,
presion y temperatura. Hwan Seo et al. (2015) trabajo con una solucion con 40 g/L de
lactosa, adicionando 0,53% de Na.COs como catalizador y sometido a una temperatura de
calentamiento de 90 °C por 20,41 min obteniendo un rendimiento de 29,6% de lactulosa.
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Los galacto-oligosacaridos (GOS) son oligosacaridos formados por la uniéon de un nimero
variable de moléculas de galactosa a una molécula de glucosa terminal, unidas por enlaces
B-(1-3) y B-(1-6) siendo predominante el enlace B-(1-4). Estos son sintetizados a partir de la
transgalactosilacion (B-galactosidasa) utilizando la lactosa como sustrato. Los GOS son
carbohidratos no digeribles, siendo clasificados como ingredientes prebioticos de alto valor
afiadido (Calvacante & Pastore, 2015). Bohorguez (2016) trabajo en la sintesis de GOS
utilizando la p-galactosidasa de Aspergillus oryzae inmovilizada por tres métodos
diferentes (adsorcion, enlace covalente al quitosano y la agregacion de enlaces cruzados)
las cuales fueron comparadas en términos del rendimiento del preparado inmovilizado,
caracteristicas enzimaticas, estabilidad y eficiencia en la sintesis de oligosacéridos a partir
del 20% de lactosa utilizada. La inmovilizacion con quitosano dio el rendimiento maximo
en la sintesis de oligosacaridos (17,3% del total de azucar) en comparacién con la enzima
libre (10%) en 2 h a 40 °C. Huerta et al. (2011) en su estudio sobre la sintesis por lotes de
GOS utilizando un preparado enzimatico de B-galactosidasa de A. oryzae obtuvieron un
porcentaje maximo de GOS de 25,11%, con un rendimiento de 0,54 g GOS/g lactosa, una
conversion del 46,37% y una productividad volumétrica y especifica de 4,53 g GOS/min L
y 9,9 g GOS/min g enzima, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Yang & Bednarcik (2001) que utilizando el mismo preparado enzimatico
inmovilizado en tela de algodon encontré que la B-galactosidasa de A. oryzae fue capaz de

producir trisacaridos, tetrasacaridos, pentasacaridos y hexasacaridos.

1.2. PROCESO DE FILTRACION DEL SUERO DE QUESERIA PARA LA
OBTENCION DE SUSTRATO PROTEINIZADO

El potencial de conversion de subproductos alimenticios a bioetanol se ha estudiado a lo
largo de los afios. La produccion de etanol a partir de subproductos alimenticios se podria
realizar en 3 pasos: (1) preparacion de la materia prima o medio de fermentacion que
incluye la hidrélisis que convierte la materia prima en glucosa; (2) fermentaciones para
convertir la glucosa en etanol y didxido de carbono; y (3) separacion y purificacion de

etanol por destilacion, procesos que se iran describiendo a lo largo de esta introduccién.

En concreto el proceso de elaboracion de un medio de fermentacion (sustrato) para la

obtencion biotecnoldgica de los sueros de queseria incluye procesos de separacion por
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ultrafiltracion de las proteinas de suero (retenido), de la lactosa y sales minerales (permeado
desproteinizado). La lactosa presente en el permeado desproteinizado puede ser hidrolizada
con la enzima [-galactosidasa con la finalidad de producir glucosa-galactosa, y
posteriormente el permeado hidrolizado es concentrado en evaporador discontinuo con la
finalidad de extraer el agua por evaporacion y concentrar el medio de fermentacién a
valores deseados de sdlidos totales y aziicares reductores, para proceder después a su

utilizacién como sustrato de fermentacion.

La filtracion utilizando membranas es un proceso fisico en el cual, mediante la aplicacion
de una presion se produce la separacion de un producto determinado en sus componentes,
obteniéndose dos partes: el permeado que contiene los constituyentes que pueden pasar a
través de la membrana y el concentrado, que contiene aquellos otros que son retenidos
(Cuartas, 2005). En la Figura 4 se esquematiza el funcionamiento general de un proceso de
separacion por membranas, asi como cada una de las corrientes que genera (permeado y

concentrado).

Mezcla de sueros. Direccion del flujo Retentado

Figura 4. Principio basico de operacién de una membrana.

Los procesos de filtracién convencional, tipo filtros de carbon activo, arena y antracita, etc.
operan bajo el principio de la filtracion estatica. Se caracterizan por que la fuerza impulsora
es la gravedad y la presion solo se aplica para acelerar el proceso, siendo la direccidon del
flujo perpendicular al medio filtrante, mientras que los procesos de membranas lo hacen
con la filtracién dinamica. La presion es la fuerza impulsora de este proceso de separacion
y para evitar la colmatacién de las membranas, el flujo debe ser tangencial a la superficie

de las mismas, tal como se muestra en la Figura 5.
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a. Filtracion perpendicular b. Filtracién tangencial
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Figura 5. Filtracion convencional o perpendicular (a) y tangencial (b).
Fuente: Saavedra & Romero (1999).

Los procesos de filtracion tangencial se clasifican de manera general de acuerdo al tamaiio
de poro y a la presiéon utilizada como fuerza mmpulsora en: (1) Microfiltracién (MF),
proceso que utiliza membranas que poseen un tamaiio de poro mayor de 50 nm, siendo las
presiones de operacion inferiores a los 0,2 MPa. La MF es usada principalmente para
separar particulas y bacterias; (2) Ultrafiltracion (UF), proceso que utiliza membranas que
poseen un tamaiio de poro entre 50 y 2 nm. El intervalo de presiones de operacion se situa
entre 0,1 y 1 MPa. La UF es utilizada para separar contaminantes microbioldgicos, coloides
(proteinas) y en general moléculas de gran tamaio; (3) Nanofiltracion (NF) proceso que
utiliza membranas con un tamaiio de poro menor de 2 nm. El intervalo de presiones de
operacion se sitia entre 0,8 y 2,8 MPa. La NF permite separar los aziicares de otras
moléculas organicas, asi como sales minerales multivalentes de moléculas organicas, y
sales multivalentes de las monovalentes, debido a los efectos de exclusion 16nica y estérica,
y es habitualmente usada para concentrar y desmineralizar parcialmente el suero lacteo
(Cuartas, 2005). Cada dia la NF esta siendo ampliamente utilizada en la industria lactea
para la concentracion y desmineralizacion de sueros dulces y acidos. Las principales
ventajas de las membranas de NF en aplicaciones lacteas son generalmente que exhiben
una alta permeabilidad por 1ones monovalentes (entre 40 a 90%), y una baja permeabilidad
por iones multivalentes (entre 5 a 20%) y compuestos organicos (proteinas, lactosa y urea)

(Jonggeon ef al., 2000); (4) Osmosis inversa (OR), proceso de membrana que posee el nivel
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mas fino de la filtracion, pues no tiene poros. Actla como una barrera selectiva a todos los
iones disueltos y moléculas organicas con un peso molecular superiores a 100 Da. En
cambio, las moléculas de agua pasan libremente a través de la membrana y puede ser usada
para concentrar el suero o la leche desnatada, el intervalo de presiones de operacion se sitla
entre 2,5y 3,5 MPa.

En los procesos descritos la presion va aumentando progresivamente desde la MF hasta la
OR. Con el uso de estas tecnologias la separacion de los componentes se lleva a cabo sin
cambio de fase, lo que constituye una ventaja desde el punto de vista economico, pues el
consumo energético no es elevado. EI mecanismo de separacion depende de alguna
propiedad especifica de los componentes que serdn separados selectivamente por la
membrana. Basicamente existen tres mecanismos: (1) separacion debida a grandes
diferencias de tamafio (mecanismo de cribado), que puede ser clasificados como
operaciones de membrana en MF, UF y en parte NF; (2) separacion basada en las
diferencias de solubilidad y difusividad de los materiales de las membranas (mecanismo de
disolucion/difusion). En este mecanismo se ubican los procesos de OR y NF; (3) separacion
basada en las diferencias de carga de las especies (efecto Donnan), caracteristico de

membranas de NF.

1.3. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA LACTOSA

La hidrolisis enzimatica es el primer paso en la mayoria de los bioprocesos para la
valorizacion de los subproductos alimenticios. El proceso de hidrélisis produce azucares,
que incluyen glucosa, fructosa, xilosa, ribosa y galactosa a partir de los diferentes
subproductos utilizados y el rendimiento de los azlcares depende principalmente de la

naturaleza y composicion de los propios subproductos (Halimatun et al., 2015).

La productividad y la concentracion de etanol pueden variar con respecto a la
concentracion de azucares en el medio de fermentacion. Sin embargo, la seleccion de la
enzima ideal con respecto a la composicion del subproducto puede mejorar el proceso de
hidrolisis. Teniendo en cuenta los tipos de subproductos alimenticios utilizados en la

obtencion de etanol, se han utilizado diferentes enzimas, incluidas amilasas, proteasas,
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celulasas, lipasas y pectinasas, en la preparacion y obtencidén de azucares fermentables
(Kiran et al., 2014).

La B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es una enzima conocida por catalizar la hidrélisis de
galactosidos como la lactosa a monosacaridos (rompe el enlace B-1,4-glicosidico y libera
glucosa y galactosa), estd presente en una gran variedad de organismos incluyendo plantas,
animales y microorganismos (Juca & Perez, 2010). Las empresas lacteas y farmacéuticas la
utilizan en la hidrdlisis de lactosa presente en la leche y la obtencién de productos como
leches deslactosadas, formulas infantiles, formulas nutricionales para adultos, productos
orientados a personas que son intolerantes a la lactosa por no producir la enzima en
cantidad suficiente (Avalos, 2003; Rajoka et al., 2003). Otras aplicaciones estan
relacionadas con la hidrolisis de la lactosa durante la fabricacion de helados, suero de leche,
dulce de leche, leche condensada evaporada y azucarada con la finalidad de evitar la
cristalizacion durante la vida util (Juca & Perez, 2010). La B-galactosidasa puede ser
obtenida a partir de diferentes microorganismos como Escherichia coli, que aunque sea una
especie bastante estudiada, no se utiliza en el procesamiento de alimentos debido a su alto
costo y a la posibilidad de provocar problemas de toxicidad cuando se usan extractos
crudos de coliformes. Las obtenidas de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y
Kluyveromyces sp., (lactis o fragilis) son consideradas fuentes seguras de utilizacién en
alimentos (Harju et al., 2012). Existen otros microorganismos de donde se obtiene [-
galactosidasa como Bacillus stearothermophilus, Pyrococcus woesei, Thermus sp., entre
otros y son relativamente estables a temperaturas de 35 a 80 °C (Céardenas, 2012). La
actividad y estabilidad térmica de esta enzima esta influenciada por factores medio
ambientales (temperatura, pH, medio donde reacciona) los cuales pueden afectar la
estructura tridimensional especifica o conformacion espacial de la proteina (Henley &
Sadana, 1984; Volkin & Klibanov, 1989). Uno de los factores mas estudiados que afectan
la actividad y estabilidad de la B-galactosidasa son los iones Ca?*, Mg?*, Na*, NHs" y K",
El ion Ca?" inhibe la actividad de la enzima, mientras que el ion Mg?" incrementa su
actividad. El ion de Na* puede entrar en la estructura de la proteina, induciendo cambios
conformacionales en la enzima, los cuales son capaces de desactivarla (Garman et al.,
1996). Contrariamente la presencia de iones NH*" y K*, los cuales tienen un radio similar,

estimulan la actividad enzimatica. La influencia de estos iones puede estar relacionada a
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que aportan resistencia a la inactivacion térmica de la proteina por reduccion de la

flexibilidad de cadena principal de polipéptidos.

A nivel comercial existen varias marcas que distribuyen preparaciones enzimaticas de la
enzima [-galactosidasa, cuyas caracteristicas varian de acuerdo con el microorganismo
utilizado para obtener la enzima. Generalmente las preparaciones comerciales de lactasas
de origen fungico, especialmente A. niger y A. oryzae, son de gran importancia, cuando las
condiciones de operacion estdn en un rango de pH éacido (2,5-4,5 a 35 °C), siendo
apropiadas para la hidrdlisis del suero acido. Las [-galactosidasas provenientes de
levaduras como K. fragilis con un pH éptimo de 6,50-7,0 a 40 °C, K. lactis con un pH
Optimo entre 6,6-6,8 a 35 °C y K. marxianus, tienen un pH 6ptimo concentrado en la region
neutra, son bien aceptadas para la hidrolisis de la lactosa de la leche y del suero dulce.
Entre tanto, estas Ultimas son fuertemente inhibidas por alta concentracion de calcio en la
leche y pequefias concentraciones de sodio. Son también inhibidas por la presencia de
galactosa y glucosa (Gamarra-Ballena & Woolcott-Hurtado, 2000). Presentan temperatura
Optima de actividad entre 30 y 40 °C, lo que representa una desventaja, pues facilita la
contaminacion microbiana, siendo aconsejable, un periodo corto de hidrdlisis, de 2 a 3 h
(Mahoney, 1997; Cardenas, 2012).

1.4. LAS LEVADURAS

Las levaduras son microorganismos unicelulares con un tamafio de 5 a 10 um y un pequefio
diametro de alrededor de 5 um, que se reproducen asexualmente por gemacion de
excrecencias en determinadas partes de la célula madre. La célula madre pasa un nicleo
con el material genético, mitocondrias propias y plasma celular a la excrecencia, la cual se

estrangula y se separa cuando éste es lo suficientemente grande (Walker & Stewart, 2016).

Las levaduras requieren una actividad de agua minima de 0,88 y producen fermentaciones
alcoholicas bajo condiciones anaerdbicas, donde la glucosa en el interior de la célula es
fermentada (ecuacién de Gay-Lussac, Ecuacion 1), obteniéndose un rendimiento en peso

iguales entre didxido de carbono y etanol, ademas de energia.

Glucosa » 2 CO, + 2 Etanol + Energia (Ecuacion 1)
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La levadura durante la fermentacién produce otros metabolitos, como acido lactico, glicerol
y &cido succinico en menor cantidad. La energia originada es utilizada por la célula para sus
procesos como el de multiplicacion celular, con la consecuente generacién de nuevas
células. En la Ecuacion 2 se puede detallar las cantidades en extracto seco de productos
obtenidos durante la fermentacion a partir de 100 g de glucosa y 0,5 g de aminoacidos
(Hough, 1990).

Glucosa + aminoéacidos » Levaduras + Etanol + CO2 + 50 kcal (Ecuacion 2)
100 g 0549 50 48,89 46,8¢g

La fermentacion en condiciones aerobicas se realiza bajo la misma ruta enzimatica de
degradacion de la glucosa (Ruta de Embden-Meyerhof-Parnas) donde se obtienen células

de levaduras, energia, agua y anhidrido carbénico (Ecuacion 3).

Glucosa + Aminoéacidos + Oxigeno— Levaduras + H20 + CO, + 194 kcal (Ecuacion 3)
100 g 509 51g 48 g 35g 71g¢

Las levaduras muestran 5 fases de crecimiento bien definidas, cuando son cultivadas en
medios liquidos con glucosa como fuente de carbono: la fase lag, la fase logaritmica, el
cambio diauxico, la fase postdiduxica y la fase estacionaria. La fase lag es un periodo de
adaptacion en el cual la célula se prepara para dividirse (Tortora et al., 1986). Durante la
fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacién y llevan a cabo
un metabolismo fermentativo donde producen metabolitos como el etanol. Al disminuir la
concentracion de glucosa, las células atraviesan por el cambio diduxico, un periodo breve
de tiempo en el cual no hay division, y la célula cambia de un metabolismo fermentativo a
uno respiratorio. En la fase postdiauxica las células usan como fuente de carbono el etanol
producido durante la fase logaritmica e incrementan su resistencia al estrés gradualmente,
en tanto que la fase estacionaria se presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado
y no hay division celular. En esta fase, las células acumulan carbohidratos de reserva como
trehalosa y glucogeno, alcanzan el maximo nivel de resistencia a estrés y su pared celular se

vuelve mas gruesa y resistente a la digestion por liticasa (Folch-Mallol et al. (2004).
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En las siguientes secciones se abordara los factores que afectan el desarrollo y poder
fermentativo de las levaduras y las especies mas cominmente utilizadas en la produccion

de etanol.

1.4.1 Influencia del entorno

Las condiciones del entorno estan directamente relacionadas con el incremento de las
levaduras en el medio de fermentacion que se utiliza para procesos de desarrollo celular
(produccion de masa celular) o fermentacion para la produccion de etanol. A continuacion,

se detallan los principales factores a tener en consideracion.

1.4.1.1 Carbohidratos y otras necesidades nutricionales

La sacarosa del jugo de cafia de azucar, la glucosa obtenida de la hidr6lisis del maiz y como
segunda generacion los sustratos obtenidos de biomasas lignocelulésicas corresponden a los
principales medios de fermentacion utilizados en la actualidad para la produccion de etanol
a nivel mundial, por ser econOmicamente rentables, siendo los permeados de suero de
queseria otra fuente de substrato interesante para las levaduras como fuentes de carbono,
proteinas y minerales para el crecimiento y produccion de etanol (Guimardes et al., 2010).
La Tabla 4 muestra diferentes sustratos de desechos alimentarios utilizables en la
produccién de etanol, y los parametros 6ptimos requeridos para la produccion maxima de
etanol (Saeed et al., 2018).

Estos medios de fermentacion reGnen ciertos requerimientos nutricionales para las
levaduras y los mismos aportan los elementos necesarios para la sintesis de los tejidos
celulares y para cubrir las necesidades energéticas de las levaduras. La fuente de carbono
corresponde a los compuestos mayoritarios de la célula y de ellas, los glucidos son los méas
frecuentemente utilizados como monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa, etc),
disacéridos (lactosa, sacarosa, maltosa), y trisacaridos (maltotriosa, rafinosa) (Drapcho et
al., 2008; Sanchez & Cardona, 2008). Generalmente en procesos de fermentacion
economicamente rentables las concentraciones de carbohidratos oscilan entre 20 y 30%.
Las levaduras durante la fermentacion tienen que sobrevivir a medios con altos contenidos
de azlcar (hasta un 30%), por lo cual, estdn sometidas a estrés hiperosmatico al inicio y al

final de la fermentacion con valores de hasta 10% de etanol (Hohmann & Mager, 1997).

33



Tabla 4. Parametros dptimos requeridos para maximizar la produccion de etanol utilizando diferentes tipos de desechos alimentarios.

Parametros optimos G.C CE R.E

Desecho Condicion Microorganismo pH T.S T.F tF Referencias
/L /L %
(OC) (OC) (h) g g ( )

Residuo de alimentos NR S. cerevisiae 4,5 60 30 48 NR 32,2 NR Uncu & Cekmecelioglu
(2011)

Residuos alimenticios de Esterilizada Z. mobilis 10225 5,0 60 35 40 NR 53,4 NR Ma et al. (2008)

cocina

Residuos alimenticios de Bacterias acido S. cerevisiae KF-7 4,0 60 30 42 74 29,9 NR Tang et al. (2008)

cocina lacticas

Residuos alimenticios No esterilizada Z. mobilis A7-2 4,0 50 30 44 NR NR 9,3 Wang et al. (2011)

Lixiviado de residuos de NR S. cerevisiae 5,0 45 NR 38 NR 24,17 NR Man et al. (2010)

comida coreana

Jugo dulce de sorgo NR S. cerevisiae NRRLY - 54 NR 30 NR NR NR 8,83 Phutela & Kaur (2014)
2034

Residuos de pulpa de café Esterilizada Pichia M4 4,5 NR 30 NR NR NR 4,07 Hamadi et al. (2014)

Ziziphus mauritiana NR S. cerevisiae NA33 6,0 NR 30 NR NR 63 NR Togarepi (2012)

Maiz NR S. cerevisiae MTCC4043 5,8 NR 31 NR NR 74,6 NR Walia et al. (2014)

Almidén de sagu NR Z. mobilis ZM4 5,0 NR 36,74 17 NR 70,68 97,08 Bwvetal. (2003)

Patatas dulces NR S. cerevisiae y Pichia sp. 5,0 NR 30 72 NR 127 NR Dash et al. (2017)

Melaza de cafia de azucar NR S. cerevisiae BIO-07 4,5 NR 30 NR NR 76,8 NR Tahir et al. (2010)

Semillas frescas de yaca NR Loog-pang Kao Mhark 52 NR 32,2 1245 NR NR 11,5 Chongkhong et al. (2012)

T.S: Temperatura de sacarificacion, T.F: Temperatura de fermentacién, t.F: Tiempo de fermentacién, G.C: Glucosa, C.E: Concentracion de etanol, R.E: Rendimiento de etanol, NR:
Sin registro, Loog-pang Kao Mhark: Cultivo iniciador de levaduras elaborado de torta de arroz.
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La levadura S. cerevisiae requiere una alta actividad aw de alrededor de 0,65. El agua es
absolutamente esencial para la fermentacion, y los medios con alto contenido de azUcar
pueden imponer estrés osmotico (disponibilidad reducida de agua) en las células para

afectar adversamente la fisiologia celular (Walker & Stewart, 2016).

Una condicion de estrés hiperosmético se define como una disminucién en el potencial
hidrico del ambiente en el cual se estd desarrollando un organismo. La respuesta inmediata,
que se da en segundos, es una salida del agua intracelular, seguida de un proceso adaptativo
mas largo para tratar de llevar a cabo un ajuste osmotico. Debido al movimiento de agua,
las concentraciones intracelulares de iones y biomoléculas se incrementan dando como
resultado una disminucién en la actividad celular; una vez que el organismo se adapta, se
retoma el crecimiento (Folch-Mallol et al., 2004). La produccion de la enzima glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa es un mecanismo celular contra el estrés osmotico en un medio de
fermentacion con concentraciones entre 2 a 20% de glucosa al que se enfrentan las

levaduras al inicio de la fermentacion (Jiménez Marti et al., 2011).

Si bien los carbohidratos son el componente principal de los medios de fermentacion, estos
aportan otros componentes que son importantes para el desarrollo y actividad fermentativa
de las levaduras. Asi, el nitrégeno interviene en la produccién de aminoacidos, nucleétidos

y algunas vitaminas.

El azufre forma parte del 60% de las proteinas e interviene en la produccion de
aminoacidos sulfurados libres, asi como también esta presente en algunas vitaminas. El
potasio es un elemento mineral cualitativamente mas importante en las levaduras, ya que a
pH acido el potasio estimula la fermentacion y la respiraciéon, ademas actia como cofactor
de numerosas enzimas. ElI magnesio es necesario para el buen funcionamiento de muchas
enzimas del metabolismo, y esta implicado en las estructuras de los ribosomas, de las
membranas nucleares y acidos nucleicos. Una carencia de magnesio en la fermentacion
alcohdlica conlleva a la produccién de acido acético. Otros iones que juegan papel
importante son calcio, fosforo, manganeso, zinc, hierro, bario, cloruro, y sodio (Leveau &
Bouix, 2000).

En el caso concreto de los sueros de queseria se han descrito ciertas limitaciones

nutricionales sobre todo cuando se utilizan sueros o permeados concentrados con
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concentraciones elevadas de lactosa. Asi, Janssens et al. (1983) observaron limitaciones en
la fermentacion de altas concentraciones de lactosa y mostraron mejoras en la habilidad
fermentadora de la levadura K. fragilis utilizando sueros concentrados (200 g/L de lactosa)
suplementados de lipidos como ergosterol y acido linoleico, obteniendo una reduccién de
los tiempos de fermentacion de 90 a 60 h. Los beneficios de esta suplementacion lipidica
parecen estar relacionados con su incorporacién a nivel de la membrana celular mejorando
la actividad fermentativa de la levadura y su tolerancia al etanol. Otras suplementaciones
que han sido descritas incluyen el uso de amonio sulfato, urea o peptona (Mahmoud &
Kosikowski, 1982), extractos de levadura, vitaminas y minerales (Vienne & Von Stockar,
1985) y sales de NH4Cl y KH2PO4 (Kargi & Ozmihci, 2006).

1.4.1.2 Temperaturay pH

La tasa de crecimiento de los microorganismos se ve directamente afectada por la
temperatura. La temperatura optima de crecimiento de las levaduras es 30 °C con un
intervalo de 25-45 °C (Guimardes et al., 2010; Vincenzi et al., 2014). Las células libres de
S. cerevisiae tienen una temperatura optima cercana a los 30°C, mientras que las células
inmovilizadas presentan una temperatura Optima ligeramente méas alta debido a su
capacidad para transferir calor desde la superficie de las particulas al interior de las células
(Liu & Shen, 2008).

La alta temperatura, que es desfavorable para el crecimiento celular, se convierte en un
factor de estrés para los microorganismos (MarelneCot et al., 2007). Las enzimas que
regulan la actividad microbiana y el proceso de fermentacién son sensibles a altas
temperaturas que pueden desnaturalizar su estructura terciaria e inactivar las enzimas
(Phisalaphong et al., 2006). Un incremento de 10 a 15 °C por encima de la temperatura
Optima de crecimiento de 30 °C induce la sintesis de un grupo de proteinas llamadas HSP
(por sus siglas en inglés Heat Shock Proteins). La mayoria de las proteinas de este grupo
son proteasas que estdn involucradas en impedir la desnaturalizaciéon o inducir la
renaturalizacion de proteinas, la degradacién de las proteinas mal plegadas y la
disgregacion de agregados proteinicos causados por desnaturalizacion. Si un organismo se
expone de manera abrupta a un choque térmico de 20 a 25 °C por encima de su temperatura

Optima de crecimiento, este morird. Sin embargo, si antes de exponerlo a una temperatura
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letal se le induce primero por un periodo breve a una temperatura supradptima no letal (de
10 a 15 °C por arriba de la 6ptima de crecimiento), este adquiere la capacidad de sobrevivir
a la temperatura letal. Este fendmeno se conoce como induccion de la tolerancia (Folch-
Mallol et al., 2004). Asi, la temperatura se debe regular cuidadosamente durante todo el

proceso de fermentacion.

La produccién de etanol esta influenciada también por el pH del medio de fermentacion, ya
que por una parte el pH afecta a la configuracion de las proteinas, y en el caso de la
fermentacion alcohdlica toda una serie de enzimas son las responsables de los procesos
metabolicos que ocurren (Figura 3), y por otra la permeabilidad de algunos nutrientes
esenciales en las células esta influenciada por la concentracién de H* en el medio de
fermentacion (Zabed et al., 2014). Ademas, la supervivencia y el crecimiento de las
levaduras esta influenciado por el pH en el intervalo de 2,75-4,25 (Fleet & Heard, 1993).
En la fermentacion para la produccién de etanol, el intervalo éptimo de pH de S. cerevisiae
es de 4,0 a 5,0 (Lin et al., 2012). Segun Staniszewski et al. (2007) cuando el pH del medio
de fermentacion esta por debajo de 4,0 se requiere un periodo de incubacién mas largo pero
la concentracion de etanol no se reduce significativamente. Sin embargo, cuando el pH se

sintGa por encima de 5,0 la concentracion se reduce sustancialmente.

Ma et al. (2016b) estudiaron el efecto de diferentes pH (intervalo 3,5 a 6) en la cinética del
proceso de fermentacion de etanol observando que la eficiencia de la fermentacion, la
densidad celular (ODeoo) y la concentracion de etanol aumentaron cuando el pH se situd en
3,5-4 (97,16%; 3,9 y 99,6 g/L, respectivamente), y disminuyé gradualmente con un
aumento del pH de 5-6 para alcanzar valores de 74,6%; 3,52 y 76,5 g/L, respectivamente.
Otro estudio mostré el efecto del pH en la fermentacion con etanol utilizando medios
sacarificados con un pH de 3,5; 4 y 4,5 obteniendo una concentracion maxima de etanol de
aproximadamente 30 g/L a pH 4-4,5 (Tang et al., 2008).

1.4.1.3 Oxigeno

El oxigeno interviene en el metabolismo celular de las levaduras. En medios de
fermentacion en presencia de oxigeno, las levaduras tienden a respirar consumiendo
glucosa y O2, y produciendo CO. y H20, con una produccion nula o minima de etanol

durante la respiracion celular, afectando negativamente los rendimientos de etanol. En
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medios de fermentacion en ausencia de oxigeno, las levaduras realizan el proceso de
fermentacion, donde consumen glucosa y O> produciendo etanol y CO2 (Quiros et al.,
2014).

El suministro de oxigeno debe ser suficiente para cumplir con el requisito de la biosintesis
de los lipidos de membrana (esteroles y &cidos grasos insaturados), sin causar un
crecimiento excesivo de levadura que pueda reducir el rendimiento de etanol. Silveira et al.
(2005) investigaron el efecto del nivel de oxigeno en la fermentacion de un permeado de
suero con concentraciones de lactosa que oscilaron entre 1 y 240 g/L por K. marxianus,
donde los niveles bajos de oxigeno favorecieron el metabolismo fermentativo, lo que llevo
a mayores productividades volumétricas de etanol en condiciones hipdxicas, seguidas de
condiciones anoxicas y luego aerdbicas. Otros estudios previos también han abordado la
influencia del oxigeno en los patrones del metabolismo energético de K. marxianus
cultivado en soluciones de lactosa (Castrillo & Ugalde, 1993; Castrillo et al., 1996). Del
mismo modo, la distribucion entre el metabolismo respiratorio y fermentativo en K. lactis
también ha sido intensamente estudiado, particularmente con respecto al efecto de la
disponibilidad de oxigeno (Breuning et al., 2000; Goffrini et al., 2002; Snoek & Steensma,
2006).

El oxigeno también afecta la actividad fermentativa de la levadura S. cerevisiae debido a
que la fermentacién suministra poca energia, y su crecimiento es lento. A medida que la
concentracion de oxigeno incrementa, la produccién de &cido acético también incrementa,
mientras que la de etanol disminuye (Aguilar-Uscanga et al., 2003). Esta levadura es
fuertemente acidogénica, y ha sido reportado que produce altas concentraciones de acido
acético (por lo menos 5 g/L) en condiciones aerobias (Ciani & Ferraro, 1997).

Quiros et al. (2014) indicaron que las levaduras S. cerevisiae, S. bayanus y Kluyveromyces
sp son Crabtree positivas, es decir levaduras que en un medio de fermentacion con altas
concentraciones de azucares y en presencia de oxigeno (aerébico) seleccionan como ruta
metabolica activa la fermentativa, produciendo etanol y CO3, en lugar de producir biomasa,

CO2 y H20 por respiracion.
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1.4.1.4 Concentracion de cloruro de sodio

Cuando un organismo se enfrenta a una condicion de estrés salino se generan,
simultaneamente, dos tipos de estrés; por un lado, hay una condicién de estrés osmatico que
depende de la concentracién de sal usada y, por otro lado, hay una toxicidad provocada por
los diferentes iones (Folch-Mallol et al., 2004; Logothetis et al., 2007). Se ha calculado que
una concentracion de sal de 50-150 mM corresponde a la fuerza i6nica que se encuentra
dentro del citoplasma de muchos organismos vy, existe evidencia que demuestra que estas
concentraciones tienen efectos positivos en la estructura de las proteinas debido a las
fuerzas electrostaticas que se generan. Por otro lado, se ha mostrado que altas
concentraciones salinas (mas de 300-500 mM) inhiben las reacciones metabodlicas ya que
perturban el balance hidrofébico-electrostatico afectando asi el funcionamiento proteinico
(Folch-Mallol et al., 2004). No todos los iones afectan con la misma magnitud el
funcionamiento proteinico y, se ha propuesto un orden tanto para aniones como para
cationes en funcion del grado de perturbacion que pueden causar a las diferentes proteinas.
Para los aniones el orden decreciente en cuanto a dafio es SCN™ > I" > CIO4 > NO3™ > CI™

> S04y, para los cationes Caz* > Mg?* > Li* > Na* > K* > NH,".

Adicionalmente a estos efectos salinos no especificos que ocurren a altas concentraciones,
algunas enzimas son especialmente sensibles a la inhibicion de su actividad causada por los
iones Na* o CI™, aun cuando se encuentren en bajas concentraciones, probablemente debido
a la interaccion especifica de los iones con sitios importantes de la proteina. Ademas, todos
los organismos difieren en cuanto a su sensibilidad a los diferentes iones; por ejemplo, en la
levadura S. cerevisiae, el i6n Na* resulta mas téxico que el K* o el CI™ cuando el cultivo
crece en glucosa como fuente de carbono. Cuando este organismo se enfrenta a una
situacion de estrés por NaCl, la respuesta se centra en mantener una homeostasis adecuada
del ion Na* al regular no sélo su concentracion interna sino al mantener una relacion alta
K*/Na" (Blomberg & Adler, 1989; Hocking, 1993). Esto Gltimo es muy importante, ya que
la toxicidad por Na* (en un cierto nivel) se puede revertir afiadiendo K*. Esto se puede
explicar porque el Na™ puede entrar a las células de levadura a través de los canales de K*
(Wadskog & Adler, 2003) y, parte de su toxicidad se debe a que interfiere con los procesos
celulares que requieren del K*. Para prevenir una toma excesiva de Na*, los canales de K*

cambian de un estado de baja afinidad a otro de alta afinidad lo cual les permite discriminar
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entre los dos iones e incorporar, preferencialmente, K*. En concentraciones de NaCl de
0,61 a 0,91 mol/kg y con actividad de agua (aw) de 0,97 a 0,98 la respuesta metabdlica de la
célula es la acumulacion de trehalosa para proteger la membrana celular de la levadura
(Hounsa, 1998; Vital & Larralde, 2016). Tekolo (2010) trabajo con soluciones preparadas a
partir de NaCl y sorbitol con aw de 0,975; 0,95; 0,925; 0,90 y 0,875, indicando que se
produce activacion del transporte de membrana y acumulacion de polioles como el glicerol,
como respuesta metabolica para proteger la membrana celular. Modig et al. (2007)
estudiaron el estrés hiperosmatico de cepas de S. cerevisiae relacionado con la presencia de
sales presentes en el medio de fermentacion, y observaron una disminucion de la
conversion de glucosa a etanol entre 80 a 90% en medios de fermentacion que contenian 40
g de NaCl por litro, un aumento en el rendimiento de glicerol (de 0,072 a 0,148 g/g

glucosa) y una menor productividad de biomasa en todas las cepas utilizadas.

1.4.1.5 Etanol y otros coproductos

El etanol es el principal producto obtenido durante la fermentacién alcohdlica (0,538 g de
etanol por gramo de azucar reductor consumido), el cual al incrementar su concentracion
tiende a afectar los procesos metabolicos por estrés osmotico de la célula de levadura.
Saccharomyces cerevisiae es la mas usada en procesos industriales de fermentacion por su
capacidad de tolerar hasta concentraciones de 20% (v/v) de etanol sin sufrir inhibicién
(Antoni et al., 2007; Cot et al., 2007), en el caso de la Saccharomyces bayanus marca
Fermiline Tipicity también puede tolerar hasta concentraciones de 17% (v/v) de etanol sin
sufrir inhibicion (Dolmar, 2018) y en el caso de Kluyveromyces marxianus las
concentraciones mas altas de etanol producidas son de 80 g/L en soluciones concentradas
de sueros en polvo con 15% de lactosa (Kargi & Ozhmici, 2006). Durante la fermentacion
alcoholica de los sueros de queseria, los azlcares reductores se convierten en dioxido de
carbono y etanol en una proporcién similar (peso/peso) (Lewis & Young, 2002; Risner et
al., 2018), siendo el anhidro carbdnico el principal coproducto obtenido durante la
fermentacion en una proporcion de 0,462 g de CO2 por gramo de azucar reductor
consumido (Koushki et al., 2012; Risner et al., 2018). Es importante recordar que la
principal funcién de la fermentacion es la produccion de energia (ATP) para los procesos
metabdlicos y division celular con la finalidad de obtener una nueva célula a partir de la

célula madre. Las levaduras utilizan la mayor parte del contenido de nutrientes disponibles
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del suero durante la fermentacion, sin embargo la demanda biologica y quimica de oxigeno
que no se ha reducido del subproducto, se encuentra en gran parte como biomasa en forma
de levadura (Devesa-Rey et al., 2011; Risner et al., 2018). Esta cantidad de biomasa de
levadura producida durante la fermentacion, reduce los rendimientos de etanol al utilizar
parte de los azlcares reductores y nutrientes en la produccion de biomasa celular, siendo el
segundo coproducto que se produce en mayor proporcion después del dioxido de carbono.
Existen otros coproductos que se generan durante la fermentacion secundaria de las
levaduras en cantidades muy bajas en comparacion al didéxido de carbono y biomasa
celular, los cuales son muy importantes en el desarrollo de sabores especificos en las
bebidas alcohdlicas, entre ellos el glicerol (poliol), que corresponde al tercer metabolito que
se produce en mayor cantidad después del etanol y dioxido de carbono durante la
fermentacion, el cual aporta viscosidad (sensacién en la boca) como atributo deseado en
vinos (Walker, 2014). Los alcoholes superiores como el alcohol isoamilico, el isopropanol
y el feniletanol imparten sabores y aromas muy deseables a las bebidas fermentadas,
especialmente en licores destilados. Los ésteres representan un grupo muy importante de
compuestos de sabor activo que generalmente resultan en aromas y sabores florales
aromaticos deseables en bebidas fermentadas, principalmente cerveza y vinos. La
concentracion de ésteres producidos durante la fermentacién depende de la abundancia
relativa de los alcoholes correspondientes y los acil CoAs, pero como el acetil CoA y el
etanol son los méas abundantes, el acetato de etilo es el éster predominante producido.
También, durante la fermentacidn se producen acidos organicos como succinico, citrico y
acético que contribuyen de manera beneficiosa a la astringencia o "agudeza" de las bebidas
fermentadas. Con respecto a los compuestos fendlicos el 4-vinilguiacol aporta un sabor
similar al clavo (Syzygium aromaticum) que es deseable en ciertos estilos de cerveza y
puede ser producido por cepas de levadura S. cerevisiae. En el caso de los compuestos
sulfurados, el sulfuro de hidrogeno, el dimetil sulfuro y el dioxido de sulfuro son
compuestos importantes que aportan sabor y aroma a las bebidas. Por ejemplo, en la
cerveza, el dimetil sulfuro si esta presente en bajas concentraciones, es un atributo deseable,
pero concentraciones mas altas imparten sabores desagradables (Walker & Stewart, 2016).

El acetaldehido es un coproducto de la fermentacién 20 veces mas toxico que el etanol y

posible carcindgeno, por lo cual debe asegurarse que las levaduras a seleccionar en las
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fermentaciones alcohdlicas, no produzcan este tipo de compuestos intermedios como
producto final (compuestos de carbono) que afectan gravemente la salud publica (National
Institute Cancer, 2018). En ninguno de los trabajos revisados sobre produccion de etanol a
partir de suero de queseria se ha reportado presencia de acetaldehido (Dragone et al., 2011;
Ariyanti & Hadiyanto, 2013; Araujo et al., 2015; Das et al., 2016).

El metanol es el coproducto de mayor interés obtenido durante la fermentacion alcoholica
por sus efectos nocivos para la salud humana, el cual al ser consumido en altas
concentraciones puede provocar desde ceguera hasta la muerte (Blanco et al., 2006). La
concentracion de metanol al final de la fermentacion alcohdlica va a depender de la
cantidad de pectina proveniente de la fruta o tejido vegetal de donde se extrajo el jugo a
fermentar. El metanol no es un producto de la fermentacion alcohélica, ya que su presencia
en este tipo de bebidas se debe a la desesterificacion de las pectinas por las pectinestearasas
presentes en las frutas. EI contenido promedio de metanol en vino tinto es de 2,122 mg /L,
en vino blanco 1,118 mg/L, en brandy 1,500 mg/L, en whisky 1,000 mg/L y en ron 0,800
mg/L, aun cuando algunas bebidas alcoholicas son destiladas para aumentar el contenido de
alcohol etilico y disminuir el de otros alcoholes contaminantes (Klaassen et al., 2013).
Guzman et al. (2009) determinaron compuestos volatiles aromaticos generados durante la
elaboracion de la mezcla de Agave angustifolia y Agave potatorum, obteniendo como
resultado que la concentracion de metanol fue mayor en A. angustifolia que en A.
potatorum, diferencia que se atribuyd a la especie de agave; segun los autores es probable
que ello se deba a la desmetilacion de pectinas de los agaves por efecto de las temperaturas
altas y del pH acido. Rodriguez et al. (2011) trabajaron en la produccion de alcohol a partir
del mucilago de café, cuyo contenido de pectina en base seca esta alrededor del 10%, por lo
que se favorece la produccion de metanol por desmetilacién enzimatica de las pectinas,
obteniendo 32,73 mg de metanol por cada de litro de alcohol anhidro en fermentacion
natural utilizando la levadura S. cerevisiae. Estos valores se encuentran dentro de las
cantidades maximas permitidas de metanol en una bebida alcohdlica que es de 25 mg/100
mL de alcohol anhidro (COVENIN 3340:1997).

Diferentes autores que han trabajado en la producciéon de etanol a partir de suero de
queseria no han reportado presencia de metanol en sus fermentaciones (Dragone et al.,
2011; Ariyanti & Hadiyanto, 2013; Araujo et al., 2015; Das et al., 2016). En el etanol de
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suero no se ha conseguido reportes que indiquen presencia en concentraciones altas de
metanol que puedan afectar la salud, lo cual esta relacionado con la ausencia de pectinas en
la composicion de los permeados de suero. Chimbo (2015) trabajo en la produccion de
etanol a partir de suero de leche hidrolizado utilizando la levadura S. cerevisiae,
obteniéndose resultados entre 0,014 y 0,019 % (v/v) de metanol, valores que se encuentran
por debajo del minimo de 0,1 % (v/v) de metanol establecido por la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE 1837:2011 de bebidas alcohdlicas. Licores. Requisitos, y por la norma
COVENIN 3340:1997. Puente (2018) elaboré de una bebida alcohdlica a partir de suero
dulce de leche provenientes de queso fresco y mora (Rubus glaucus Benth) utilizando la
levadura S. cerevisiae y diferentes mezclas entre suero de queseria (55, 60 y 65%) y mora
(15, 20 y 25%), obteniendo para un total de 9 tratamientos, resultados de metanol que
oscilaron entre 0,28 a 0,45 mg/L, valores que se encuentran muy por debajo de los limites

maximos permitidos para bebidas alcohdlicas.

1.4.1.6 Otros factores

El tiempo de fermentacion afecta el crecimiento de las levaduras. Un tiempo de
fermentacion menor al requerido para alcanzar su fase estacionaria causa una fermentacion
ineficiente debido al crecimiento inadecuado de microorganismos, mientras que un tiempo
de fermentacion mayor al requerido para alcanzar su fase estacionaria produce un efecto
toxico en el desarrollo microbiano, especialmente cuando se trabaja en sistemas
discontinuos debido a la alta concentracion de etanol en el medio de fermentacion. La
fermentacion completa se puede lograr a una temperatura mas baja utilizando un tiempo de
fermentacion mas largo, lo que da como resultado un rendimiento de etanol mas bajo
(Zabed et al., 2014). Asi mismo, la prolongacion del tiempo de fermentacion puede
aumentar el costo de produccion de etanol al aumentar el consumo de energia. El tiempo
Optimo puede mejorar la productividad del etanol mediante la mitigacién de la acumulacion
de productos secundarios, como los &cidos organicos y el glicerol, que pueden inhibir la

actividad de las levaduras (Ma et al., 2016a).

La velocidad de agitacion del biorreactor controla la permeabilidad de los nutrientes desde
el medio de fermentacion al interior de las células y la eliminacion del etanol de la célula al

medio de fermentacion. Cuanto mayor es la velocidad de agitacion, mayor es la cantidad de
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etanol producido. Ademaés, aumenta la cantidad de consumo de azlcar y reduce la
inhibicion del etanol en las células. La tasa de agitacion estandar para la fermentacion por
levaduras es de 150 a 200 rpm. Una velocidad de agitacion excesiva limita las actividades

metabolicas de las células disminuyendo la produccion de etanol (Zabed et al., 2014).

La concentraciéon del inoculo utilizado no parece producir efectos significativos en la
concentracion final de etanol, pero afecta la tasa de consumo de azlcar y la productividad
del etanol (Laopaiboon et al., 2007). Segin Zabed et al. (2014) la produccion de etanol
aumenta con el aumento en el nimero de células de 10* a 107 células por mL, pero no se da
una produccion significativa de etanol entre 107 y 10® células por mL. Esto se debe a que el
aumento en la concentracion celular dentro de unos ciertos margenes reduce el tiempo de
fermentacion ya que las células crecen rapidamente y consumen azUcares produciendo

etanol.

Todos estos factores causan que los rendimientos tedricos no sean alcanzados debido a que
estas condiciones afectan la fisionomia y el metabolismo de los microorganismos. Bai et al.
(2008) indicaron que las levaduras productoras de etanol son afectadas por presion
osmotica (azlcar 25% p/v), estrés por etanol (15% p/v), ion Na+ (>500 mg/L), &cido
acetico (>0,05% p/v), acido lactico (>0,8 % p/v), sulfitos (>100 mg/L), pH<3,5 (siendo el
pH Optimo de 4,5-6,0). La optimizacion de los diversos factores de proceso que afectan la
produccion de etanol es de naturaleza compleja con una serie de parametros de control
interactivos. A nivel industrial, incluso una pequefia mejora en el proceso puede
proporcionar un mejor rendimiento, lo que puede ser beneficioso comercialmente, haciendo
del proceso de optimizacion un area clave de investigacion en el campo de la biotecnologia
industrial. Los desafios principales para comercializar los subproductos alimenticios para la
tecnologia de produccion de bioetanol son la eficiencia energética y los beneficios de
costos (Sen et al., 2016).

El grado de interés de estos parametros esta en funcion de la aplicacion del etanol obtenido,
si es para consumo humano (bebidas, cosméticos, farmacéutico) o si va a ser utilizado

como biocombustible (bioetanol y biodiesel).

Las levaduras a utilizarse en la produccion de etanol deben cumplir durante la fermentacién

con algunas caracteristicas deseables como tolerancia a concentraciones superiores a 20%
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de sustrato, a concentraciones de etanol superiores a 17% las cuales se recogen en la Tabla
5.

Tabla 5. Caracteristicas deseables y no deseables para la seleccion de levaduras
productoras de etanol.

Caracteristicas deseables Caracteristicas no deseables
> Alta tolerancia al etanol » Produccion de SO
» Total degradacion de los azUcares > Produccién de HS
fermentables
» Resistencia al SO» » Produccién de acidez volatil
» Capacidad fermentativa a bajas » Produccion de acetaldehido vy
temperaturas piruvato
> Maéaxima reduccién de la fase de .,
. » Produccion de espuma
latencia
» Capacidad  fermentativa a altas > Produccion de polifenoloxidasa
presiones

Fuente: Degree (1993).

1.4.2 Levaduras productoras de etanol

En el caso del suero de queseria como fuente para la produccion de bioetanol, las especies
mas utilizadas en el proceso de fermentacion se clasifican en: (1) las que utilizan
directamente la lactosa para la produccién de etanol: Candida pseudotropicalis,
Escherichia coli, Kluyveromyces bulgaricus, K. fragilis, K. marxianus, K. lactis, Zymonas
mobilis (Guilmaraes et al., 2010, Silveira et al., 2005, Grba et al., 2002); (2) las
modificadas genéticamente con incorporacion del gen que permite secretar la [3-
galactosidasa: S. cerevisiae expresando LAC4 y LAC12 de K. lactis, S. cerevisiae
secretando B-galactosidasa de A. niger, S. cerevisiae expresando LAC2 de E. coli, hibrido
de S. cerevisiae - K. fragilis (Guimaraes et al., 2010, Domingues et al., 2002); (3) las que
no utilizan directamente la lactosa y requieren como paso previo antes de la fermentacion,
la hidrolisis de la lactosa para la obtencion de azucares fermentables como glucosa y
galactosa: S. cerevisiae y S. bayanus. En estos casos, se adiciona al medio de fermentacién
la enzima [-galactosidasa bajo condiciones controladas de pH, temperatura y tiempo, hasta
obtener el porcentaje de hidrdlisis deseado (Sanchez & Cardona, 2008; Guimarées et al.,

2010). En esta revision se describiran los aspectos y estudios mas relevantes realizados
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sobre las 3 levaduras que son objeto de la presente tesis doctoral (S. cerevisiae, S. bayanus
y K. marxianus) seleccionadas en base a la disponibilidad de cepas presentes en el mercado
Venezolano y utilizadas en la fabricacion de etanol.

1.4.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto que pertenece al género de las levaduras
de la familia Saccharomycetaceae. Microscopicamente las células se observan esferoidales
y ovoides, elipsoidales a veces cilindricas y filamentosas de 2,5-10 um de ancho y 4,5-21
pum de largo. La reproduccion vegetativa ocurre por mecanismos multilaterales: los
pseudomicelios pueden ser formados por algunas especies, pero presentan ausencia de hifas
verdaderas. En presencia de oxigeno las cepas pueden metabolizar oxidativamente sustratos
como glicerol, etanol y lactato (Fajardo & Sarmiento, 2008). La temperatura Optima de
crecimiento de esta levadura es de 20-30 °C (Walker & Stewart, 2016). Puede producir
ascosporas cuando hay requerimientos nutricionales adecuados. Tiene la capacidad de
fermentar glucosa, galactosa, sacarosa y maltosa, pero no fermenta la lactosa, y asimila
galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa, y puede tolerar hasta 250 mg/L de SO,. Esta
levadura no puede crecer en condiciones estrictamente anaerdbicas, debido a que el
oxigeno es absolutamente necesario como factor de crecimiento para la biosintesis de
acidos grasos de membrana (p.e. &cido oleico) y esterol (p.e. ergosterol). S. cerevisiae es
auxotrofica para el acido oleico y el ergosterol en condiciones anaerdbicas, y asi para
fermentaciones alcoholicas efectivas, se puede suministrar algo de oxigeno al inicio de la
fermentacion y también se puede adicionar como complemento al medio de fermentacion
los acidos grasos y factores de crecimiento de esteroles necesarios (Walker & Stewart,
2016), siendo la aireacion éptima de la levadura de 0,6-0,9 vvm. S. cerevisiae se desarrolla
bien entre pH 4,5 y 6,5 presentando una tolerancia bastante amplia de esta levadura a las
variaciones de pH (Walker & Stewart, 2016). Con respecto a los sustratos habitualmente
usados en los medios de cultivo, se observa formacion de &cidos que influyen en el
crecimiento celular, actividad enzimatica y utilizacion de glucosa Asi, por ejemplo, algunas
investigaciones han mostrado que con un pH inicial del medio a valores entre 4,0 y 4,5 se

obtiene mejor crecimiento (Fajardo & Sarmiento, 2008).
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Esta levadura es ampliamente utilizada en la industria de alimentos y es conocida como la
levadura de la cerveza, sirve como fuente de enzimas (invertasa), como extracto de
levadura autolisado para sustituir los sabores naturales del extracto de carne, fermenta la
masa del pan, interviene en la fabricacion del vino y como fuente de proteina, vacunas,
acidos grasos y aceites (Folch-Mallol et al., 2004), y es utilizada durante la fermentacién de
bebidas alcohdlicas maduradas como hidromiel, sidra, cerveza y vino, en bebidas
maduradas destiladas como ron, whisky y cognac, en bebidas alcohélicas no fermentadas
como vodka, grappa y tsiporo, y en bebidas saborizadas como la ginebra (Walker et al.,
2016). El extenso conocimiento industrial y cientifico acumulado convierte a S. cerevisiae
en uno de los organismos mejor estudiados. Es la especie de levaduras utilizada por
excelencia para la obtencion de etanol a nivel industrial puesto que es un microorganismo
(Fajardo & Sarmiento, 2008; Guimardes et al., 2010): (1) de facil manipulacion y
recuperacion; (2) no es exigente en cuanto a su cultivo y no presenta alto costo; (3) posee
una buena capacidad fermentativa hasta 20% etanol y tolera altas concentraciones de etanol
(Antoni et al., 2007; Cot et al., 2007); (4) en la fermentacion produce bajos niveles de
subproductos; (5) es osmotolerante y capaz de utilizar altas concentraciones de azUcares;
(6) es capaz de crecer rapidamente en condiciones anaerdbicas, lo que ayuda a sortear los
problemas de oxigenacion inherentes a las fermentaciones industriales de gran volumen
(Snoek & Steensma, 2006); (7) es microorganismo GRAS (generalmente considerado como
seguro); (8) presenta alta viabilidad celular para el reciclado con la posibilidad de utilizar su
biomasa como alimento para animales (coproducto), que es importante para la economia de
procesos industriales (Bai et al., 2008); y (9) buenas caracteristicas de floculacion y
sedimentacion para el procesamiento posterior. Sin embargo, las cepas de S. cerevisiae
naturales o salvajes son incapaces de metabolizar la lactosa, y asi las aplicaciones de esta
levadura en fermentaciones de suero de queseria involucra la prehidrolisis de la lactosa y la
fermentacion adicional de la mezcla resultante de glucosa y galactosa. Debido al fendmeno
de la represion del catabolito (Gancedo, 1998), S. cerevisiae consume glucosa
preferentemente a galactosa, lo que resulta, en la mayoria de los casos, en fermentaciones
prolongadas con un retraso diauxico después del agotamiento de la glucosa y antes de la
fermentacion de galactosa, que es, en general, bastante lenta (O'Leary et al., 1977; Mehaia

& Cheryan, 1990). Algunos autores han propuesto el uso de la enzima p-galactosidasa co-
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inmovilizada con células de S. cerevisiae como alternativa para las fermentaciones de suero
(Hahn-Hagerdal, 1985; Roukas & Lazarides, 1991). Hahn-Hdagerdal (1985) mostrd que S.
cerevisiae inmovilizado en alginato de calcio conjuntamente con [3-galactosidasa es capaz
de producir mayores cantidades de etanol (52 g/L) y mejorar su productividad (4,5 g/L h)
en suero concentrado (15% sustrato), en comparacion con las células inmovilizadas de K.

fragilis (concentracion de etanol de 13 g/L y productividad de 1,1 g/L h).

Dominguez et al. (2001) trabajaron con una cepa de S cerevisiae expresando LAC4 (que
codifica para -galactosidasa) y LAC12 (que codifica para lactosa permeasa), utilizando
permeados de suero de queso con concentraciones de 5% de lactosa en frascos con
agitacion, obteniendo una productividad de etanol de 0,68 g/L h y un rendimiento de etanol
de 21 g/L. Estos autores también trabajaron con permeados de suero de queso con
concentraciones de 10% de lactosa, utilizando bioreactores por proceso con capacidad de 2
L, obteniendo una productividad de etanol de 1,8 g/L h y un rendimiento de etanol de 53
g/L. Dominguez et al. (2005) trabajaron con una cepa de S. cerevisiae y B-galactosidasa
(origen A. niger) , utilizando un medio semisintético con 5% de lactosa en bioreactor
continuo de 6 L y suministro de aire, obteniendo una productividad de etanol de 9 g/L hy
un rendimiento de etanol de 20 g/L.

Algunos de los enfoques empleados para disefiar cepas de S. cerevisiae para mejorar la
fermentacion del etanol comprenden: hibridos en desarrollo de cepas de S. cerevisiae y K.
lactis, capaces de utilizar lactosa, utilizando la fusion de protoplastos (Farahnak et al.,
1986); sin embargo, estas cepas recombinantes presentan una estabilidad genética reducida.
Otro método que ha sido empleado es la clonacion de los genes de la B-galactosidasa y de
la lactosa permeasa de K. lactis, en S. cerevisiae (Sreekrishna & Dickson, 1985). Otros
enfoques han incluido la creacion de células de S. cerevisiae que liberan -galactosidasa en
el medio de cultivo, ya sea por secrecion (Kumar et al., 1992) o debido a la lisis de células
recombinantes, a través de la sobreexpresion del activador transcripcional GAL4 (Porro et
al., 1992). Ademas, la clonacién de los genes de galactosidasa y permeasa lactosa de
Candida pseudotropicalis, en células de S. cerevisiae, y su consiguiente expresion ha sido
Ilevado a cabo por Tretiak et al. (1998). Sin embargo, estos procesos centrados en el disefio
de células de S. cerevisiae han mostrado una productividad de etanol relativamente baja. En

otro método, una cepa floculante recombinante de S. cerevisiae que expresa el LAC4 y
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LAC12 de K. lactis se utiliz6 para la produccion de etanol a partir de lactosa en una
operacion de cultivo continuo obteniendo una alta productividad (rendimiento de
bioconversién del 60% del valor tedrico: 0,51 g etanol/g lactosa), proporcionando nuevas
perspectivas sobre el desarrollo de un proceso a gran escala econémicamente viable de
produccién de bioetanol a partir de suero (Domingues et al., 1999). Guimaraes et al.
(2008a) trabajaron con una cepa de S. cerevisiae expresando LAC4 y LAC12 en soluciones
de concentrado de suero en polvo con 15% de lactosa y utilizando bioreactores por proceso
con capacidad de 2 L, obteniendo una productividad de etanol de 0,46 g/L h y un
rendimiento de etanol de 55 g/L. Otro estudio examind el rendimiento de una cepa de S.
cerevisiae recombinante, que expresaba lactasa permeasa y B-galactosidasa intracelular de
K. lactis, en fermentaciones de soluciones de suero de queso en polvo concentrado y
desproteinizado bajo los efectos de la suplementacion con un hidrolizado de maiz o licor de
maiz (Silva et al., 2012). El estudio concluy6 que la suplementacion de 10 g/L de licor de
maiz mejord considerablemente la fermentacion de suero, lo que resultd en la produccion
de 7,4% (v/v) de etanol a partir de 150 g/L de lactosa inicial en fermentaciones llevadas a

cabo en matraces de agitacion, con una productividad correspondiente de 1,2 g/L h.

1.4.2.2 Saccharomyces bayanus (S. uvarum, S. oviformis)

Es un hongo ascomiceto, teleomorfo que pertenece al género de las levaduras de la familia
Saccharomycetaceae, fermenta la glucosa y rafinosa, no asimila los nitratos o nitritos, su
crecimiento es afectado en medios de fermentacion libres de vitaminas, y algunas cepas
requieren biotina y/o tiamina. Esta levadura es generalmente galactosa negativa y es
sensible a altas concentraciones de glucosa y NaCl, es tolerante a altas concentraciones de
etanol (17%), puede tolerar hasta 250 mg/L de SO, y su temperatura dptima de crecimiento
es de 12-32 °C (Naumov et al., 2001; Oenofrance, 2018). Las bodegas modernas a gran
escala adquieren cultivos puros de cepas de S. bayanus de compafiias especializadas en el
suministro de levaduras para ser utilizadas en la elaboracion de vinos (Walker & Stewart,
2016). Esta levadura es empleada ampliamente en la fermentacion del mosto en la industria
vinicola y es la cepa tipica de las etapas finales de la fermentacion, a menudo la
responsable de refermentaciones de vinos embotellados (Mesas & Alegre, 2009;
Oenofrance, 2018), también es utilizada en la elaboracion de vinos blancos, rosados y

tintos, asi como cuando se requiera retomar la fermentacion alcohodlica tras una parada de
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fermentacion (Oneofrance, 2018). También ha sido empleada en la fermentacion de sueros
de queseria, siendo necesario realizar la degradacion enzimética de la lactosa en el suero
por la B-galactosidasa permitiendo intensificar la fermentacion alcohdlica, aumentando la
disponibilidad de azucares y la posibilidad de aplicar cepas de bacterias que no fermentan
la lactosa, que se utilizan tradicionalmente en la producciéon de bebidas alcohdlicas. S.
bayanus se puede utilizar en la produccion de bebidas carbonatadas hechas de suero con un
contenido natural de lactosa y de suero bajo en lactosa. Znamirowska et al. (2017)
mostraron que, tras 28 dias de fermentacion, el contenido de alcohol en bebidas con bajo
contenido de lactosa fue un 1% mas alto en comparacion con el de las bebidas de suero con

el contenido natural de lactosa (9,50 y 8,50%, respectivamente).

1.4.2.3. Kluyveromyces marxianus

Durante los ultimos 40 afios, diversos autores han abordado la produccion de etanol a partir
de la lactosa, refiriendose principalmente a las levaduras Kluyveromyces fragilis, K.
marxianus y Candida pseudotropicalis. Sin embargo, en la ediciobn mas reciente de The
Yeasts, un estudio taxondémico (Kurtzman & Fell, 1998), muestra que todas ellas son
sinbnimas de K. marxianus (Lachance, 1998). K. fragilis y K. marxianus han sido
consideradas especies separadas durante mucho tiempo, pero K. fragilis ahora esta incluida
en la especie K. marxianus (Fonseca et al., 2008; Lachance, 1998), y C. pseudotropicalis
(sinbnimo de Candida kefyr) es la forma anamorfa (asexual) de K. marxianus (Lachance,
1998).

Kluveromyces marxianus var. marxianus adopta forma esferoidal, ovoide, elipsoidal, y
ocasionalmente cilindrica, tiene un tamafio de 4 a 8 um, se reproduce por division y forma
pequefios grupos o cadenas de células. Las colonias son de color marron crema, lisas,
extensas. La levadura ha sido empleada para la produccion de biomasa, enzimas
(incluyendo PB-galactosidasa), etanol, oligonucle6tidos (utilizados como potenciadores del
sabor en productos alimenticios), oligosacaridos (utilizados como prebidticos para
estimular el crecimiento de Bifidobacterium sp. en los intestinos de animales y humanos), y
por ultimo oligopéptidos, inmunoestimuladores agregados a los productos lacteos que se
liberan en el mosto despues de la proteolisis de la proteina de suero (Rajoka et al., 2003;
Belem & Lee, 2010).
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Existen numerosos estudios de fermentacion alcoholica de lactosa/suero de leche utilizando
levaduras Kluyveromyces spp. La gran mayoria de estos informes mencionan las especies
K. marxianus y K. fragilis, que actualmente son sindénimos. Las condiciones de operacion
de K. marxianus en comparacion a las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus se describen en
la Tabla 6, donde se relaciona temperatura de crecimiento y operacion, pH, tipos de sustrato
que fernentan e inhibicién por concentracion de sustrato, asi como los subproductos que se
generan durante el proceso de fermentacion. El control de estos pardmetros durante la
fermentacion en el bioreactor, inciden directamente en rendimientos de etanol producido

como en la rentabilidad de la operacion.

Kluyveromyces marxianus es la levadura fermentadora de la lactosa para producir etanol
destinado a ginebra, vodka y licores de crema (Walker & Stewart, 2016). Grba et al. (2002)
trabajaron con una cepa de K. marxianus, utilizando suero desproteinizado con 10% de
lactosa mas extracto de levadura en bioreactores con capacidad de 2 L por proceso,
obteniendo una productividad de etanol de 3,10 g/L h y un rendimiento de etanol de 43 g/L.
Silveira et al. (2005) trabajando con una cepa de K. marxianus y una solucién de permeado
de suero con 17% de lactosa en un bioreactor con capacidad de 2 L por proceso, obtuvieron
una productividad de etanol de 4,90 g/L h y un rendimiento de etanol de 59 g/L. Kargi &
Ozmihci (2006) trabajaron con una cepa de K. marxianus, utilizando una solucion
concentrada de suero en polvo con 15% de lactosa y frascos con agitacién, obteniendo una
productividad de etanol de 0,40 g/L h y un rendimiento de etanol de 80 g/L. Ozmihci &
Kargi (2007b) mostraron que una cepa de K. marxianus y una solucion concentrada de
suero en polvo con 10% de lactosa, utilizando un bioreactor continuo con capacidad de 5 L
es capaz de obtener una productividad de etanol de 0,74 g/L h y un rendimiento de etanol
de 32 g/L. Ozmihci & Kargi (2008) también con una cepa de K. marxianus en una solucion
de suero en polvo con 5% de lactosa, y utilizando columnas empacadas continuas,
obtuvieron una productividad de etanol de 0,4 g/L h y un rendimiento de etanol de 20 g/L.
Zafar et al. (2005) fermentaron suero con K. marxianus MTCC 1288 a diferentes
concentraciones de lactosa a temperatura y pH constantes, mostrando un aumento en la
produccién de etanol de 0,618 g/L a 3,98 g/L con el aumento en la concentracién de
sustrato de 10 g/L a 50 g/L. Zafar & Owais (2006) emplearon K. marxianus MTCC 1288

para examinar la cinética de produccion de etanol y la produccion de biomasa a partir de
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suero crudo, metabolizandose la mayor parte de la lactosa en 22 h para dar 2,10 g de

etanol/L y 8,9 g de biomasa/L.

Un estudio que comparé la eficiencia de diferentes cepas (K. marxianus NRRL-1109, K.
marxianus NRRL-1195 y K. marxianus DSMZ-7239) cultivadas en solucion de
concentrado de proteina de suero, mostré que la cepa DSMZ-7239 fue la maés eficiente,
produciendo la tasa més alta y grado de formacion de etanol de 3,3% (v/v) (Ozmihci &
Kargi, 2007a). Otro estudio comparativo de 6 cepas de levaduras cultivadas a diferentes
concentraciones de extracto de levadura y masa celular, y en diferentes condiciones
aerobicas, dio a conocer que la cepa mas efectiva, K. lactis NBRC 1903, produjo una
concentracion de etanol maxima de 63,7 g/L a las 24 h en cultivo discontinuo, y que el
nivel de oxigeno disuelto fue importante en la produccién de etanol (Toyoda & Ohtaguchi,
2008).
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Tabla 6. Propiedades y condiciones de fermentacion para las levadura S. bayanus, K. marxianus y S. cerevisiae.

Autores

Saccharomyces bayanus

Kluyveromyces marxianus

Saccharomyces cerevisiae

Naumov et al.
Sarmientos (2008);

(2001); Fajardo &
Dragone et al.

(2011); Vidgren & Lomdesborough

(2012); Dolmar (2018)

Fohl-Mallol et al. (2004); Zafar et al.

(2005); Dinitz et al. (2014);

(2018)

Dolmar

Dinitz et al. (2014); Astudillo (2010);

Walker & Stewart (2016);
(2018)

Dolmar

Naumov et al. (2001); Astudillo (2010);
Dinitz et al. (2014); Dolmar (2018)

Guimardes et al. (2010); Dinitz et al.

(2014); Dolmar (2018)

Silveira et al. (2005); Antoni et al.

(2007); Cot et al. (2007); Guimaraes et

al. (2010); Dolmar (2018); Oenofrance

(2018)

Merico et al. (2009); Dinitz et al.

(2014)

Claasen et al. (1999); Dragone et al.

(2011)
Dolmar (2018)

Sustrato:  glucosa,

Inhibicidon por sustrato: > 286

g/L

pH fermentacion: 3,50-6,00

Temperatura 6ptima: 12-32 °C

Temperatura operacién: 15-30

°C

Inhibicién completa por etanol:

170 g/L

Requerimientos
Anaerdbico

Rendimiento teorico: 0,538 ¢

etanol/g glucosa

Produccion de acetaldehido y

acido pirtvico: Baja

maltosa,
maltotriosa, galactosa, fructosa,
sacarosa, trehalosa y melobiosa.

oxigeno:

Sustrato: glucosa, galactosa,
sucrosa, rafinosa; variable:
maltosa, lactosa, trehalosa,
inulina.

Inhibicion por sustrato: >250

g/L

pH fermentacion: 4,5-6,5

Temperatura 6ptima: 37 °C

Temperatura operacion: 30- 45

°C

Inhibicién completa por etanol:

80 g/L

Requerimientos
Anaerobico

Rendimiento tedrico: 0,533 g

etanol/g glucosa

Produccion de acetaldehido y

acido pirtvico: baja

oxigeno:

Sustrato: glucosa, sacarosa,
maltosa, fructosa, galactosa
y asimila la rafinosa.

Inhibicién por sustrato: >
300 g/L

pH fermentacion: 4,00-6,50

Temperatura Optima: 28-35
°C

Temperatura operacion: 28-
35°C

Inhibicion  completa  por
etanol: 200 g/L

Requerimientos
0,05-0,1 mmHg

oxigeno:

Rendimiento teorico: 0,51 g
etanol/g glucosa

Produccién de acetaldehido
y acido pirtvico: baja
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1.5. Biorreactores

Los bioreactores son tanques cilindricos de acero inoxidable que pueden almacenar hasta
50.000 L de producto donde se produce el proceso de fermentacion bajo condiciones
controladas de temperatura, al estar provistos de camisas (serpentines o chaquetas huecas)
por donde circula agua helada u otro refrigererante. Su disefio también permite regular la
presion de CO: y transportar el CO2 de manera controlada al ambiente. El disefio de
biorreactores debe estar enfocado en mejoras en el control del proceso, disefio aséptico que
facilite su limpieza y desinfeccion, seleccion de materiales que optimicen la transferencia
de calor y permitan reducir el costo de operacion (Cooney, 1983) y segun la capacidad de
produccion requerida a nivel industrial, se pueden clasificar en flujo continuo y

discontinuos (batch).

1.5.1 Bioreactores de flujo continuo perfectamente agitados

Los reactores continuos de mezcla perfecta, con entrada y salida continua de sustrato y
producto, que trabajan en estado estacionario, siendo una de sus caracteristicas principales
el tiempo minimo de residencia () del medio de fermentacion en el biorreactor (Figura 6),
con la finalidad de asegurar que se realice la fermentacion de los azUcares para la obtencién
de etanol en las cantidades Optimas requeridas. ElI uso de reactores continuos permite
obtener excelentes rendimientos de etanol, una mayor productividad, un uso mas eficiente
de los equipos y facilidad en la automatizacion de los procesos. Como desventaja se
requiere mayor esterilidad en el proceso por tener un mayor riesgo de contaminacion,

incidiendo directamente en los costos de higiene y saneamiento.

La destilacion continua se usa a menudo para la fabricacion de etanol a gran escala y se ha
aplicado a la destilacion de suero de queseria a nivel industrial en Irlanda y Nueva Zelanda
(Ling, 2008). Uno de los sistemas industriales que utiliza sueros y permeados de queseria y
bioreactores continuos es el proceso industrial de Dansk Gaerings, el cual utiliza a
Streptococcus fragilis como microorganismo productor de etanol. En este sistema, y a partir
de 42 dm? de permeado de suero conteniendo 4,4% de lactosa, es capaz de producir 1 dm3
de etanol, siendo la eficiencia de fermentacion aproximadamente n = 0,8 (Fischbach, 1987).

Otro sistema continuo aplicado a los sueros y permeados de queseria es el proceso
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Milbrew, que tiene como objetivo la produccién de proteina celular y etanol, utilizando K.

fragilis NURL Y1109 (Delaney, 1981).

Zona donde la levadura

Salida del mosto | €¢———— se separa del permeado

fermentado

/ Camisa

| Zona donde la levadura

comienza a flocular

| Desplazamiento ascendente del

permeado y la levadura

Zona en la que la levadura se

acumula antes de ser floculada

A

por el permeado

%x
Entrada del

permeado

Figura 6. Sistema continuo de fermentacion.
Fuente: Hough (1990).

En la Tabla 7 se presentan otros autores que en sus estudios han utilizado bioreactores

continuos para producir etanol a partir de suero de queseria.
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Tabla 7. Obtencion de etanol a partir de suero de queseria utilizando bioreactores
continuos.

Autor Levadura Medio de fermentacion

Domingues et al. (2005) S. cerevisiae Medio semisintético de lactosa
expresando LAC4 la 5%

Ozmihci & Kargi (2007b) K. marxianus Concentrado de suero en polvo

al 10% de lactosa

Ozmihci & Kargi (2008) K. marxianus Concentrado de suero en polvo
al 5% de lactosa

1.5.2 Bioreactores discontinuos de mezcla perfecta (batch)

Los bioreactores discontinuos se caracterizan por la ausencia de flujos tanto de entrada
como de salida durante la reaccion de fermentacion y son tanques construidos por lo
general de acero inoxidable de gran capacidad, dotados de camisas de refrigeracion que
permiten mantener la temperatura de fermentacién dentro del intervalo 6ptimo de la
levadura, asi como de sistema de limpieza CIP que garantiza desinfeccion de los tanques

antes de ser usados (Figura 7).

Los tanques de fermentacion pueden ser clasificados a escala industrial en tanques abiertos
o0 cerrados. Los tanques abiertos no son apropiados para espacios cerrados por la
acumulacion de CO2 en el ambiente producto de la fermentacion, pudiendo alcanzar hasta
un 4% en el aire y provocando asfixia en breve tiempo a las personas que esten expuestas
(regulaciones internacionales establecen hasta un 0,5% de COz en area donde trabajan los
operadores). Los tanques cerrados permiten controlar el CO: producido durante la
fermentacion, almacenarlo y utilizarlo en aplicaciones posteriores dentro del mismo

proceso 0 como un subproducto de la produccién de etanol.
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Figura 7. Sistema discontinuo de fermentacion.
Fuente: Hough (1990).

El proceso Carbery es un sistema de produccion de etanol a partir de sueros y permeados de
queseria, y se caracteriza por incluir una serie de tanques fermentadores discontinuos y un
proceso de destilacion continuo. En este sistema se bombea un permeado rico en lactosa
obtenidos en procesos de ultrafiltraciéon de sueros de queseria a cada uno de los 8 tanques
fermentadores. La levadura se afiade a cada recipiente de fermentacion al comienzo del
llenado del recipiente. Las condiciones en cada recipiente se establecen para permitir la
conversion rapida y eficiente de la lactosa en etanol, y el proceso de fermentacién se
completa en 24 h. La levadura utilizada durante la fermentacion se recupera al final de la
fermentacién mediante decantacion y clarificacién mecanica y es reutilizada varias veces
antes de desecharla. Al final de la fermentacién, el nivel de etanol obtenido es del 3,5-4,2%.,
con calidad de grado alimenticio y su destilado (96,5% de etanol) se destina principalmente
a la fabricacion de licores (Fischbach, 1987). La eficiencia de la fermentacién es de

aproximadamente 1 = 0,86 (Kessler, 1996).

Un hecho importante es que la planta mas grande del mundo para la obtencion de etanol a
partir de suero de queseria, procesa diariamente 600.000 L de suero. Carbery en Irlanda

trabaja con suero sin concentrar con 4,5% de lactosa, obteniendo un caldo que en promedio
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contiene 2,8% de etanol, el cual destila para obtener 22.000 L por dia de alcohol potable.
No obstante, una planta de esta naturaleza requiere procesar al menos 500.000 L por dia de
suero, de manera que la operacion sea econOmicamente favorable permitiendo una
recuperacion anual de la inversion del 28%. Ling (2008) en su trabajo de suero a etanol
indico que el proceso Carbery desarrollado en Irlanda por la empresa Carbery, ha sido
adoptado por plantas en Nueva Zelanda y Estados Unidos para la produccion de etanol a
partir de suero de queseria, el cual es utilizado en la elaboracion de biocombustibles. En los
Estados Unidos, durante el afio 1972 se desarrollé el proceso Milbrew para producir
biomasa celular y etanol a partir de suero de queseria empleando la levadura Kluveromyces
fragilis que utiliza el 95% de lactosa de suero no concentrado con una eficiencia de
conversion del 80-85% a etanol. Este proceso tiene altos costos de destilacion (Ling, 2008).

La mayoria de los trabajos consultados sobre la produccién de etanol a partir de sueros y
permeados dulces y acidos, obtenidos a partir de concentrados de proteina de suero y
medios de fermentacion sintético elaborados a partir de lactosa pura calidad de laboratorio,
han sido realizados en bioreactores discontinuos por ser el método de fermentacion que
mejor se adapta a las condiciones de los laboratorios de investigacion de las universidades y
centros de investigacion. En la Tabla 8 se presentan algunos autores que han utilizado
bioreactores discontinuos en sus experiencias para producir etanol a partir de suero de

queseria.
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Tabla 8. Obtencion de etanol a partir de suero de queseria utilizando bioreactores
discontinuos.

Autor Levadura Medio de fermentacién

Grba et al. (2002) K. marxianus Suero desproteinizado mas
extracto de levadura y sales
al 10% de lactosa

Domingues et al. (2002) S. cerevisiae secretando - Medio de lactosa al 5%
galactosidasa
Silveira et al. (2005) K. marxianus Permeado de suero al 17%
de lactosa
Guimaraes et al. (2008c) S. cerevisiae secretando Medio tamponado con 15%
LAC4-LAC12 de lactosa
Dragone et al. (2011) K. fragilis Concentrados de suero de
queseria con 5 a 15%
lactosa
Ariyanti & Hadiyanto (2012) K. marxianus Suero de queseria con 4,5-
5,0% de lactosa
Vincenzi et al. (2014) K. marxianus Permeado de suero de
K lactis queseria con 4,765% de
' lactosa

1.6. SEPARACION DEL ETANOL DURANTE LA DESTILACION Y USO EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA

1.6.1 Procesos tecnoldgicos para la obtencion de etanol

La linea industrial de produccion de etanol a partir de suero de queseria (Figura 8),
involucra un montaje con la siguiente disposicion y equipos: (1) tanque de almacenamiento
del medio de fermentacion; (2) tanque para pasteurizacion del medio de fermentacién
(también se puede utilizar una placa de pasteurizacién); (3) biorreactor discontinuo por
batch para realizar la fermentacion; (4) tanque de almacenamiento de diéxido de carbono;
(5) separador de solidos como levaduras producidas durante la fermentacion y compuestos
precipitados durante de la produccion de etanol; (6) destilador de columna fraccionada por
platos para obtener los diferentes alcoholes, separados por punto de ebullicion (compuestos
mas livianos se separan de los mas pesados durante la destilacion); (7) tanque para

almacenamiento de solidos; (8) tanque de almacenamiento de alcohol y (9) recuperacion de
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la vinaza con los solidos obtenidos de la separacion que pueden ser utilizados para

alimentacion animal.

Concentrador de suero Ultrafiltracion

[ ] [

e A
\A Permeado Mezcla de
A ultrafiltrado permeados
hidrolizado |

\4

Medio de
» Retentado
fermentacion

¢

(proteinas)

\ 4 /_HV

Medio de

fermentacion

Pasteurizacion
80°Cx15s

CO2

Biorreactor

en batch

OJ
N L
Condensador L_/
| —
. Centrifuga
Destilador
| —
Etanol Levaduras
@ y sélidos
— 1 Levaduras

Figura 8. Linea de produccion de etanol a partir de sueros/permeados de queseria.
Fuente: Pasteurizadora Téachira (2018).
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En Venezuela, Cerveceria Polar recupera el dioxido de carbono producido de la
fermentacion y procede a su licuefaccion, transformandolo en un producto adicional del
proceso de fermentacion con alto valor afiadido, que ellos utilizan dentro de sus tecnologias
de fabrica. En el caso de las vinazas son utilizadas en alimentacion animal, aun cuando
sigue siendo un residuo sobre el cual hay que realizar investigacion con la finalidad de

obtener productos con mayor valor agregado

Las columnas de destilacion fraccionadas son utilizadas para la separacion de compuestos
volatiles en base a su punto de ebullicion. Las columnas se dividen en una cantidad
determinada de compartimientos (platos, que son calculados segun el producto de interés a
separar), que ejercen resistencia a los compuestos que fluyen en estado gaseoso, a través de
la columna, permitiendo que los més livianos y con puntos de ebullicibn méas bajos,
asciendan mas rapido, logrando su separacion de los mas pesados y con puntos de
ebullicién mas altos que tienden a condensar al chocar con los platos, fluyendo hacia el
hervidor donde se calientan y pasan a estado gaseoso, volviendo a fluir a través de la

columna hasta alcanzar el condensador, permitiendo su separacion de otros compuestos.

La columna de destilacion (Figura 9) esta dividida en dos secciones: agotamiento y
rectificacion, siendo en la parte central la alimentacién del compuesto a destilar. EI equipo
consta de un hervidor que incrementa la temperatura del compuesto hasta alcanzar el punto
de ebullicién, fluyendo a través de los platos de la seccidén de agotamiento y rectificacion
hasta el condensador que reduce su temperatura hasta pasar al estado liquido. Por el fondo
de la columna se retira la vinaza que corresponde al residuo del proceso de destilacién con
muy bajo contenido de etanol. Los disefios y fabricacion de columnas de destilacion se han
vuelto mas eficientes, permitiendo reducir el tamafio y el costo de las mismas.

Empresas como APV International (West Sussex, Reino Unido) y Alfa Laval (Hamburg,
Alemania) producen plantas apropiadas para la produccion de etanol a partir de sueros y
permeados de queseria (Fischbach, 1987), y Wenzhou Mibond Machinery CO., Ltd, DYE

(Zhejiang, China) producen equipos de destilacion segun los requerimientos del cliente.

61



Condensador
% D Producto
= destilado
- AN Sec;cxon de
rectificacion
I —_—
Alimentacién _J
200 ] — +
F -
Seccion de
] | —onn| agotamiento
_— >
Termoresistencia Hervidor

Productode
fondo

Figura 9. Columna de destilacion fraccionada de uso industrial.
Fuente: Treybal (2001).

Coton (1980) evalué la produccién de etanol a partir de suero de queseria en 1980 y calculd
para Reino Unido un provecho de 107 libras/1000 kg de lactosa. Este estudio también
sefiala que, ya que el mercado del etanol estd muy limitado en su uso en la fabricacion de
vinagre y bebidas, generalmente existe una fuerte competencia entre el etanol producido a
partir de melaza y otras fuentes. Por lo tanto, la produccién de etanol a partir del permeado
de suero para la producciéon de bebidas alcohdlicas es solo economicamente atractiva en
ciertos casos. Hoy los costes de produccion del bioetanol varian entre 0,15 y 1,07 €/dm>,
dependiendo de la materia prima. El precio disponible en el mercado hoy en dia para el
etanol industrial es de alrededor de 0,5 €/dm>. Asi, la viabilidad econémica de la
produccidn a partir de permeados de suero de queseria debe evaluarse criticamente en cada

caso por factores locales y subjetivos pertinentes.
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1.6.2 Calidad del etanol obtenido

Los aspectos de calidad de las bebidas alcohodlicas estan regulados por las normativas
técnicas de cada pais, y en el caso de Venezuela es la norma COVENIN 3340:1997 sobre
bebidas alcohdlicas, la que especifica los requerimientos de calidad que debe cumplir el
producto obtenido. La norma hace énfasis en la graduacion alcoholica segun el tipo de
bebida elaborada dentro del territorio de Venezuela, y en el caso de bebidas importadas,
hace referencia a que las mismas deben cumplir con las normas técnicas de calidad del pais
de origen donde fueron elaboradas. Con respecto a los requisitos fisico-quimicos, esta
norma hace enfoque en la determinacion de sustancias producidas durante la fermentacion
0 adicionadas al producto terminado como sustancias adulterantes, y entre estas se
encuentra el metanol, congenéricos (&cidos, aldehidos, ésteres y alcoholes superiores) que

pueden provocar intoxicaciones o son peligrosas para la salud de los consumidores.

La calidad y rendimiento del etanol va a depender de las condiciones de proceso aplicadas
al suero de queseria desde su recoleccion hasta la obtencion del etanol por destilacion. El
permeado concentrado de suero de queseria como medio de fermentacion puede ser
contaminado por microorganismos que se desarrollan en el suero como Acetobacter
pasteurianus que produce &cido acético a partir de etanol durante el proceso de
fermentacion (Mostafa, 2001; Nielsen et al., 2003; Baena-Ruano et al., 2010).
Lactobacillus helveticus, Lb. bulgaricus y Lb. casei son microorganismos que producen
acido lactico a partir de la lactosa presente en el suero de queseria (Boontawan, 2011;
Soriano et al., 2012; Eldeleklioglu et al., 2013; Rojas et al., 2015) y Clostridium
saccharoperbutylacetonicum, C. acetobutylicum, C. beijerinckii y C. aurantibutyricum son
microorganismos que producen butanol a partir de suero de queseria (Liu & Fan, 2004;
Bohlman, 2007; Cascone, 2008). Asi, durante la preparacion del medio de fermentacion y
durante la fermentacion debe cuidarse las condiciones higiénicas de proceso, asegurando
que se realice la pasteurizacion del medio de fermentacion bajo las condiciones de tiempo y
temperatura requeridas, limpieza, desinfeccion de equipos, preparacion y adicion de
indculos, de esta manera se evita la obtencion de productos no deseados durante la
fermentacion, originados por bacterias contaminantes que compiten por el sustrato con las
levaduras, afectando los rendimientos esperados de etanol. Por otra parte, un correcto

funcionamiento de la columna de destilacion fraccionada asegura la separacion por
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temperatura de ebullicion de los éteres, esteres, aldehidos-cetonas, metanol, etanol y
alcoholes superiores (terbutanol, isopropanol, n-butanol, 2- metil butanol, 3-metil butanol,
isobutanol, n-propanol) que se producen durante la fermentacion.

En fermentaciones deficientes se pueden originar sustancias consideradas peligrosas para la
salud humana como el furfural y el acetaldehido. El aldehido aromatico furfural se produce
en fermentaciones de granos (cereales), puede producir toxicidad aguda por contacto con la
piel o al ser ingerida, y es considerado un carcinogénico categoria 2 (Merck, 2017),
regulandose su presencia para consumo humano hasta 6 mg de furfural por cada 100 mL de
alcohol anhidro (COVENIN 3662, 2001). El acetaldehido representa cerca del 90% de los
aldehidos formados durante el proceso de fermentacién, y su concentracién depende en
parte del tipo de levaduras y del proceso de destilacion utilizado. Se permite hasta 40 mg de
acetaldehido por cada 100 mL de alcohol anhidro (COVENIN 3662, 2001).

Las bebidas alcoholicas adulteradas son aquellas cuya naturaleza o composicién no
corresponden con las que se describen en su etiqueta, anuncia, expende o suministra,
cuando no coincida con las especificaciones de su denominacién, o cuando haya sufrido
tratamiento que disimule su alteracion o se encubran defectos en su proceso o en la calidad
sanitaria de las materias primas utilizadas, de manera natural o intencional (SACS, 2017).
La adulteracion mas comun del etanol como producto terminado es la adicién de agua, la
cual es permitida en niveles bajos, porque el etanol se mezcla facilmente con agua y esto es
dificil de detectar visulamente (Neto et al., 2014). Otra adulteraciébn muy utilizada es la
adicion de metanol por su bajo costo con respecto al etanol (Silva et al., 2012), es
considerada peligrosa para la salud humana al transformarse en el higado en formaldehido,
y por oxidaciones sucesivas a través de una via dependiente de tetrahidrofurano se
transforma en acido formico y dioxido de carbono, siendo el acido férmico el metabolito
toxico responsable al inhibir la citocromo oxidasa, interfiriendo en el transporte de
electrones en la cadena respiratoria, inhibiendo la funcion mitocondrial de la retina y
aumentando el estrés oxidativo, provocando intoxicaciones, las cuales se clasifican de
acuerdo a los niveles de concentracion de metanol en sangre. Las intoxicaciones mas
severas se presentan cuando se alcanzan concentraciones de metanol en sangre >50 mg/dL
y <100 mg/dL gue provocan cuadros comatosos, respiracion rapida y superficial, edema de

papila, convulsiones, cianosis periferica y central, hipotension y ceguera, y en casos donde

64



el consumo de metanol es superior a 100 mg/dL de sangre, las metanolemias son letales
(Castellanos et al., 2009). El etanol y metanol son dos alcoholes con caracteristicas fisico-
quimicas similares, ya que ambos son traslicidos, solubles en agua y sus densidades son
similares (Pereira et al., 2013), aunado a que el metanol tiene un costo mas bajo que el
etanol, hace que este ultimo haya sido utilizado en adulteracion de bebidas alcohdlicas,

generando un problema de salud publica.

Cuando se trabaja con medios de fermentacidn con concentraciones superiores a 180 g/L de
azUcares reductores, el crecimiento y la viabilidad de la levadura decrece debido al stress
osmotico y a la presencia de algunos inhibidores, tales como el etanol, CO», acidos grasos
saturados de 6, 8 y 10 atomos de carbono, que inhiben el transporte de azucar por lo cual se
tiende a adicionar en el medio de fermentacion para acelerar la fermentacion
concentraciones entre 0,1 hasta 1 g/L de urea como fuente de nitrogeno para las levaduras
(Téllez-Mora et al., 2012), generando problemas de toxicidad al consumidor cuando se
usan cantidades mayores de urea a las recomendadas por especificacion o por
contaminacion con urea de los destilados por manejo no adecuado por parte del personal.

1.6.3 Usos del etanol

El etanol es utilizado en la elaboracion de bebidas alcohdlicas, en la industria farmacéutica
y como solvente en procesos industriales (Doyle, 2005). El etanol es ampliamente usado en
la industria quimica como un poderoso solvente y como material crudo o intermedio en la
sintesis quimica de ésteres, compuestos organicos, compuestos de cadena ciclica,
detergentes, limpiadores para el hogar, pinturas, barnices, cosméticos, aerosoles, perfumes,
medicinas y alimentos, entre otros. Ademas, la mezcla de etanol con gasolina puede ser
utilizada como combustible, reduciendo la contaminacion medio ambiental y la generacion

de anhidrido carbdnico en la atmosfera (Barba et al., 1985; Meirelles et al., 1992).

1.6.3.1 Industria alimentaria

La industria de bebidas alcohdlicas durante el afio 2017 produjo y comercializdé 250.697
millones de litros a nivel mundial (IWSR, 2018), siendo China el principal consumidor con
10.000 millones de litros (3,98% de la produccién mundial), por la elaboracién del licor

baijiu tipico de ese pais (licor blanco o rojo) obtenido de manera artesanal de la
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fermentacion del arroz en las zonas del sur y centro, siendo en el norte donde se mezcla el

arroz con trigo, cebada, mijo.

Las caracteristicas del licor producido dependen de la materia prima, del proceso de
fabricacion y de la cultura del pais donde se produce. El etanol obtenido a partir de cereales
como la cebada, maiz y trigo, es utilizado en la elaboracion de bebidas alcoholicas como
whisky escocés con una produccion y comercializacion de 232 millones de litros/afio
(0,092%), vodka con una produccion de 2000 millones de litros/afio (0,80%), ginebra con
119 millones de litros/afio (0,047%), y cuando se obtiene a partir de cafia de azlcar es
utilizado para la elaboracion de ron afiejo o blanco sin ninguna maduracién con una
produccion de 397 millones de litros/afio (0,159%). El agave es otra materia prima utilizada
para elaborar etanol, el cual es utilizado para la obtencion de tequila. México es el Unico
pais donde se produce tequilla en el mundo y su elaboracién esta alrededor de los 310
millones de litros/afio (IWSR, 2018). En Nueva Zelanda, Anchor Ethanol (Fonterra
Cooperative Group, Nueva Zelanda) opera tres destilerias que obtienen cerca de 19
millones de litros de etanol al afio a partir de lactosuero (Thiele, 2005; Ling, 2008),
mientras que en Irlanda, la empresa Carbery produce cerca de 11 mil toneladas de etanol
por afio (Doyle, 2005). En la Figura 10 se presentan diferentes bebidas alcohdlicas

elaborades a partir de suero de queseria.

El Bailys, licor de crema irlandesa desarrollado por la destileria Carbery y elaborado a
partir de crema y whisky irlandés (receta original), ha sido modificado por la casa Carbery
y utiliza actualmente etanol obtenido del suero de queseria (Rushe, 2016). Ballyvolane
Guest House lanzé al mercado el producto “Ginebra a base de leche irlandesa, la venganza
de Bertha”, la cual es elaborada a partir de etanol obtenido de suero de queseria de la
fabricacion de sus propios quesos. Para la obtencion de este producto se realiza una doble
destilacion hasta alcanzar 96% de alcohol, procediéndose a adicionar las especies como
enebro y semillas de cilantro, se diluye con agua de manantial (relacion 1:1) hasta el
contenido de alcohol deseado, su produccion es de 3200 L mensuales (Rusche, 2016). En
Reino Unido se comercializa un vodka marca Black Cow, elaborado a partir de suero de
queseria obtenido de la fabricacion de quesos de un granjero local. Una vez fermentado el

suero es destilado 3 veces hasta alcanzar un 70% de alcohol.
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Figura 10. Bebidas alcoholicas elaboradas con etanol obtenido a partir de suero de

queseria.
Fuente: Rushe (2016).

1.6.3.2 Industria cosmética

Los perfumes, colonias y fragancias son una mezcla de aceites esenciales y esencias
aromaticas de origen vegetal, animal o sintético diluidos en etanol, agua, asi como otros
productos quimicos que sirven como fijadores, estabilizantes del perfume y potenciadores
de las mezclas (Figura 11). Se utiliza etanol al 96 °Gay Lussac, el cual debe ser
desodorizado por medio de un proceso de oxidacion con la finalidad de quitar cualquier
olor que tenga antes de ser usado como solvente y corresponde al ingrediente en mayor
proporcién en los perfumes (> 75%). Se usa durante la fabricacion para diluir la esencia o
aceite esencial, durante su uso, al entrar en contacto con la piel, el calor del cuerpo evapora

el etanol, dejando impregnada las sustancias aromaticas (Torres, 2004).

Los fijadores naturales son generalmente aceites que tienen altos puntos de ebullicién (285
a 290 °C), y los sintéticos son ésteres inodoros y de alto punto de ebullicion (295 °C) como
el diacetato de glicerilo y ftalato de etilo. Su funcion es principalmente que el perfume tarde

mucho mas tiempo en volatizarse y por lo tanto resulten mas duraderos.
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Etanol 96° Gay-Lussac Agua desmineralizada Esencia y color
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Figura 11. Esquema para la elaboracion de perfumes a partir de etanol.
Fuente: Torres (2004).

1.6.3.3 Industria farmacéutica
El etanol es ampliamente utilizado como solvente en los siguientes procesos de la industria
farmacéutica: (1) elaboracién de sustancias quimicas; (2) fermentaciones; y (3) procesos de

extraccion a partir de tejidos vegetales y animales.

Estas técnicas son realizados con la finalidad de obtener principios activos, los cuales son
utilizados en la elaboracion de diferentes tipos de medicamentos entre ellos productos

liofilizados, antibidticos, pomadas y ungiientos (Figura 12).
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Figura 12. Procesos de fabricacion en la industria farmacéutica.
Fuente: Tait (1995).

El etanol es utilizado como ingrediente en medicamentos como jarabes, unguentos y

cremas al favorecer la conservacion del producto y en otros casos, permite disolver algunos
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ingredientes activos que tienen baja solubilidad en agua (Tait, 1995). En las revisiones
realizadas no se han conseguido registros que se utilice etanol de suero en la industria

farmacéutica.

1.6.3.4 Industria energética como biocombustible

Segln la materia prima de donde se obtiene el biocombustible, puede clasificarse en
bioetanol y biodiesel, siendo el bioetanol obtenido a partir de biomasa, ya sea para
propdsitos de transporte, generacion eléctrica o calefaccion, y se produce a partir de
cultivos tales como cafia de azUcar (Saccharum officinarum L), remolacha (Beta vulgaris
subsp. vulgaris var. Altissima), trigo (Triticum aestivum) y sorgo (Sorghum; Moench). El
biodiesel se produce a partir de oleaginosas como raps, girasol (Helianthus annuus), soja

(Glycine max) o arboles de palma (Elaeis guineensis).

El bioetanol es un destilado liquido de etanol producido de la fermentacion de plantas ricas
con alto contenido de azlcar y de cereales, que se utiliza en el proceso de produccion para
obtener éter etil terbutilico (EBTE) resultante de la mezcla de 47% de etanol con 53% de

isobutileno y su esquema de fabricacion se presenta en la Figura 13.

(I;ana alzuzar Preparacion, Isobutileno Sintesis, Mezclar
erl?/l(;iazc a1 fermentacion purificacion |  con
BIOETANOL Tri y EBTE gasolina
rgo y destilacion [|__ Etanol
Yuca

Figura 13. Esquema de produccién de bioetanol en la obtencion de biocombustible.
Fuente: COM (2013).

Estados Unidos y Brasil dominan el mercado mundial de bioetanol y el consumo de
combustibles renovables (RFS2). Estados Unidos ha marcado un crecimiento de los
biocombustibles (obtenidos de maiz principalmente) en la Gltima década (2000 a 2010) y lo
esta haciendo igualmente en la década presente donde se espera alcanzar una produccion de
61600 millones de litros en el 2020, al igual que el aumento del parque de vehiculos flex
fuel en Brasil (obtenido de cafia de azdcar), siendo la principal causa de la fabricacion de
etanol en estos paises (OCDE/FAOQ, 2017). La produccion mundial de bioetanol ha crecido
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desde 16.600 millones de litros en el 2001 a 128.000 millones de litros en el 2019
(OCDE/FAO, 2017) (Figura 14). La Union Europea (UE) es el cuarto gran productor y
consumidor de biocombustibles (25% de etanol y 75% biodiesel) para uso en mezclas de
gasolinas E5 compuesta de 5% bioetanol y 95% gasolina. La produccion de bioetanol
registré un incremento de 1803 millones de litros en el 2006 a 7300 millones de litros en el
2020, utilizando maiz y trigo principalmente (OCDE/FAO, 2017).

En el 2011 entré en vigor la directiva de energias renovables de la UE 2009/28/CE (DER)
también conocida como directiva 20/20/20, la cual recoge los siguientes objetivos: (1)
reduccion del 20% de las emisiones de gases de efecto invernadero para el 2020 con
respecto a 1990; (2) mejorar el 20% de la eficiencia con respecto a las previsiones para el
2020; y (3) establecer una cuota de 20% de energias renovables en el computo total de
energias de la UE, con el objetivo minimo de que el 10% de esta cuota de consumo de

energia, se aplique al transporte de cada estado miembro de la UE.
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Figura 14. Desarrollo del mercado mundial de bioetanol.
Fuente: OCDE/FAO (2017), “OCDE-FAO” Perspectivas Agricolas”, Estadisticas de la OCDE sobre
agricultura (base de datos).

La capacidad de produccién de biocombustibles en las instalaciones en la UE para el afio
2020 ascenderan a 7300 millones de litros en 67 plantas distribuidas en todos los estados de

la UE. Espafia cuenta con 5 plantas y produce 559 millones de litros/afio de bioetanol,
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donde 3 plantas utilizan cereales (maiz y trigo) como materia prima, la cuarta planta utiliza
alcohol etilico obtenido de los residuos de la industria del vino y citricos, y una quinta
planta que produce bioetanol de segunda generacion-lignoceluldsico, a partir de paja de
trigo y cebada (OCDE/FAOQ, 2017).

En cuanto al bioetanol producido a partir de suero de queseria, Ling (2008) indicd que la
cantidad minima de produccién debe ser 60.000 L para que la operacion sea
econdmicamente rentable utilizando el proceso Carbery. Anchor Ethanol Ltd. en Nueva
Zelanda produce 17 millones de litros de etanol por afio a partir de suero de queseria y
utilizando una parte de la produccion como biocombustible (Thiele, 2005). El bioetanol
producido por Anchor es vendido a compafiias petroleras de Nueva Zelanda para producir
una mezcla E10 de gasolina y etanol (Ling, 2008). En los Estados Unidos, Dairy Farmers of
América (DFA) oper6 en California la planta Corona que es una subsidiaria de la planta
Golden Cheese v utiliz6 el proceso Carbery para la produccion de etanol de permeado de
suero de queseria con una produccion de 5 millones de galones por afio, esta planta cerré y
dejo de producir etanol de suero de queseria el 31 de Diciembre del 2007 por los altos
costos de destilacion al utilizar suero no concentrados de queseria. En Melrose, Minesota
(EE. UU.) opera la planta Land O Lakes que pertenece a Land O"Lakes y DFA con una
capacidad de 3 millones de galones al afio de etanol obtenido de permeado de suero de
queseria. Esta planta utiliza cepas de levadura propias y la tecnologia fue desarrollada por
Kraft donde el permeado de suero de queseria es concentrado antes de la fermentacion,
reduciendo el costo al momento de la destilacion. El alcohol de suero es utilizado en la

produccion de biocombustibles y en la industria de bebidas (Ling, 2008).

EL biodiesel o aceite vegetal metil éster (VOME, por sus siglas en inglés) se produce de la
reaccion de aceite vegetal con etanol o bioetanol con un catalizador para producir alquil-
éster y glicerina, las cuales luego son extraidas. El aceite utilizado es producido a partir de
oleaginosas o arboles tales como palma africana, cocotero, girasol, jatrofa o soja. También
se puede producir a partir de grasas animales, sebo y aceite para cocinar ya usado. El

proceso de produccion se detalla en la Figura 15.
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A nivel mundial se espera para el 2020 una produccion de 40.000 millones de litros de

biodiesel y que la Union Europea permanezca como el productor mas importante con una
produccion de 14.300 millones de litros (OCDE/FAO, 2017).

BIODIESEL

Raps,
girasol,
soya,
palma,

cocotero

Chancado,
extraccion y

purificacion

Etanol

Aceite
vegetal

Esterilizacion,

purificacion y

Mezclar con
gasolina

Figura 15. Esquema de produccion de biodiesel a partir de etanol.
Fuente: COM (2013).

La revision de las bases tedricas y antecedentes sobre metodologias relacionadas con el uso

de lactosuero para la produccion de etanol constituyeron los fundamentos para la

realizacion de la presente tesis doctoral.
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2.1 ANTECEDENTES

El suero de queseria es el mayor subproducto producido en la industria lactea y estd
compuesto aproximadamente de 93% de agua, 5% de lactosa, 0,7-1,0% de proteina, 0,3%
de grasa, 0,2% de &cido lactico y sales minerales (Gonzélez Siso, 1996; Silveira et al.,
2005). En la produccion de 1 kg de queso, se producen aproximadamente 10 kg de suero
(Carvalho, 2013) y en el caso de los quesos elaborados por Pasteurizadora Téachira C.A se
generan en promedio 9 L de suero por cada kilogramo de queso. Aproximadamente el 50%
de los sueros producidos a nivel mundial son vertidos al drenaje, por lo costoso del
equipamiento para la produccién de subproductos como suero en polvo, ingredientes 0
simplemente su depuracion en plantas de tratamiento, causando un alto dafio medio
ambiental a los cuerpos de agua, principalmente debido a la alta demanda bioquimica de

oxigeno (DBO) que oscila entre 30 y 50 g/L (Guimardes et al., 2010).

En décadas recientes la produccion de etanol ha sido utilizada en la elaboracién de bebidas
alcohdlicas en la industria de alimentos, como antiséptico e ingrediente en la industria
farmacéutica, como solvente en la industria quimica y biocombustible por la industria

petrolera, provocando un incremento en la demanda (Rana, 2013).

Pasteurizadora Tachira C.A. es una empresa dedicada a la produccion de productos lacteos
en Venezuela, y en base al volumen de leche procesado es la mayor quesera industrial del
pais. Dentro de los productos que fabrica encontramos leches pasteurizaadas, quesos
frescos, hilados, semimadurados, madurados, fundidos, requeson, postres lacteos como el
dulce de leche y chocolates de leche. Los permeados de suero de queseria dulce de queso
Blanco fresco, dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco, y dulce ligeramente acido
de queso Mozzarella son los subproductos con méas volumen producidos actualmente por la
empresa. Una de las preocupaciones principales de Pasteurizadora Tachira C.A. es el uso
del permeado desnatado y desproteinizado de suero de queseria para la obtencion de

productos con alto valor agregado.

El presente trabajo se enfoca en la elaboracion de un medio de fermentacion, a partir de
permeados de suero de queseria que cumpla con los criterios relacionados con el
incremento en la concentracién de azucares reductores, reuna los requerimientos

nutricionales y de pH de las levaduras, permitiendo una mayor produccion de etanol
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alimentario al momento de realizar la fermentacion, asi mismo evaluar el efecto que tiene la
presencia de sal (NaCl) sobre las levaduras y la produccion de etanol, la calidad del etanol
producido y su aptitud para consumo humano. El enfoque del proyecto es netamente
econdémico y ambiental, buscando cumplir con el principio del aprovechamiento, al dar
valor agregado a subproductos que pueden convertirse en residuos por falta de inversion en

investigacion y desarrollo.

2.2 OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido evaluar el uso de permeados concentrados de suero
de queseria procedentes de la empresa Pasteurizadora Tachira C.A. como medio de
fermentacion para la produccion de etanol alimentario. Para cumplir el objetivo general

propuesto, se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar los sueros y permeados de suero dulce de queso Blanco fresco, dulce
ligeramente salado de queso Blanco fresco y dulce ligeramente acido de queso Mozzarella

producidos por la empresa Pasteurizadora Tachira C.A.

2. Elaborar un medio de fermentacion a partir de la mezcla en diferentes proporciones de
permeados de suero de queseria producidos por Pasteurizadora Tachira C.A. que rednan
unas condiciones Optimas para el crecimiento y produccion de etanol por parte de las

levaduras seleccionadas.

3. Evaluar la capacidad de produccion de etanol de diferentes especies de levaduras
seleccionadas en el medio de fermentacion obtenido a partir de los permeados de suero de

queseria concentrados.

4. Determinar el efecto de la presencia de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacion
relacionado a la produccion de etanol, utilizando las diferentes especies de levaduras

seleccionadas.

5. Determinar por cromatografia de gases la calidad de los destilados ricos en etanol
obtenidos a partir del medio de fermentacion procedente de permeados concentrados de

sueros de queseria.

77



2.3 PLAN DE TRABAJO

Para la realizacion de esta tesis doctoral se plantearon 5 estudios diferentes, lo cuales se

detallan a continuacién.

Estudio 1: Se determiné la composicion promedio de los sueros de queseria producidos por
Pasteurizadora Tachira C.A., y se realiz6 la caracterizacidon de cada uno de los permeados
de suero dulce de queso Blanco fresco, dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco y
dulce ligeramente acido de queso Mozzarella. El tamaio de cada una de las muestras fue de
40 L y se tomaron directamente de los tanques de almacenamiento de permeados de suero
con una frecuencia de 7 dias durante 9 semanas, para un total de muestras de 9 lotes
muestreados (n = 9). Las variables de estudio seleccionadas para establecer las
especificaciones fisicoquimicas de cada uno de los permeados fueron: proteina, aziicares

reductores, cloruro de sodio y pH (Figura 16).

Permeados de queseria
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Permeado dulce Permeado dulce de queso Permeado dulce
ligeramente acido de Blanco fresco ligeramente salado de
queso Mozzarella queso Blanco fresco
l |

Y

Analisis Unidades
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Azicares reductores g/L
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Figura 16. Caracterizacién fisicoquimica de sueros de queseria producidos por
Pasteurizadora Tachira C.A.

78



Estudio 2: El segundo estudio se basé en la produccién y caracterizacién de diferentes
concentrados de permeados de suero obtenidos a partir de mezclas de sueros dulces
ligeramente acidos de queso Mozzarella, sueros dulces de queso Blanco y sueros dulces
ligeramente salados de queso Blanco fresco, los cuales fueron mezclados en diferentes
proporciones para obtener mezclas de permeados sin y con presencia de NaCl (1 y 2%). En
la Figura 17 se muestra el diagrama de flujo para la producciéon del medio de fermentacioén
base a partir de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y suero dulce de queso

Blanco fresco.

Suero dulce ligeramente acido Suero dulce de queso
de queso Mozzarella (85%) Blanco fresco (15%)

4 A

Y

Mezcla de sueros de queseria
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[ > deproteinas
Permeado de lactosa (retentado)

B-galactosidasa >

y

Hidrolisis (8 °C, 24 h)

A 4

Concentracién en evaporador
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Vapor de agua

y

Medio de fermentacidon

Figura 17. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion del medio de fermentacion.
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Las mezclas de permeados fueron ultrafiltradas logrando un permeado con 67% menos de
proteina, descartando el retentado concentrado de proteinas y reservando el permeado de la
mezcla de suero, el cual fue adicionado de la enzima B-galactosidasa para hidrolizar la
lactosa, hasta alcanzar valores superiores al 70% de hidrolisis. La mezcla de permeado
ultrafiltrado e hidrolizado fue concentrada en un evaporador hasta alcanzar un pH entre 4,5
y 5,0, pH 6ptimo para el desarrollo de las levaduras y una concentracion de azlcares

reductores >30%.

Como se describira en la seccion 4.1.3. de Medio de Fermentacion, una vez obtenidos los
medios de fermentacion, se pudo advertir que aquellos que contenian NaCl presentaron en
las preparaciones sucesivas variaciones oscilantes en la concentracion final de NaCl en el
medio de fermentacion, por lo que se procedio a realizar los ajustes de NaCl a 1 y 2% de
NaCl por adicion directa de NaCl comercial a la mezcla de los permeados concentrados
procedentes de los sueros que se producen con mas abundancia en la empresa
Pasteurizadora Tachira, que son el suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y el

suero dulce de queso Blanco fresco en proporciones 85:15.

Estudio 3: Se realizé un estudio preliminar donde se evaluo la capacidad fermentativa y
productora de etanol de las levaduras Saccharomyces bayanus marca comercial Fermiline®
Tipicity, Saccharomyces cerevisiae marca comercial Levepan® y Kluyveromyces
marxianus ATCC® 36142™. aplicandose los criterios de seleccion de disminucion del
porcentaje de azUcares reductores, y de produccion de etanol durante la fermentacion
(Figura 18). El experimento solo se realizé en una ocasién pero se utilizaron duplicados de
cada una de las fermentaciones realizadas. En base a los resultados obtenidos sobre la
utilizacion de azUcares reductores y productividad de etanol, se seleccionaron las levaduras
Saccharomyces bayanus marca comercial Fermiline Tipicity® y Saccharomyces cerevisiae
marca comercial Levepan®, que fueron utilizadas en pruebas de repetibilidad de
produccion de etanol en concentrados de permeados ultrafiltrados, hidrolizados con la
enzima [-galactosidasa, concentrados en evaporador y adicionados o no de 1 y 2% de
NaCl.
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Levaduras Criterios de seleccion Levaduras
seleccionadas
Kluyveromyces Saccharomyces
marxianus ATCC® ..
™ v Reduccién de cerevisiae marca
36142 Le ®
azucares reductores vepan
Saccl laromyces durante fermentacién
cerevisiae marca v Produccién de etanol Saccharomyces
Levepan® bayanus marca
Saccharomyces bayanus Fermiline Tipicity®
marca Fermiline
Tipicity®

Figura 18. Levaduras y criterios de seleccion utilizados para la seleccion de las levaduras
utilizadas en la produccion de etanol a partir de permeados concentrados procedentes de
suero de queseria.

Estudio 4: En este estudio se realizaron pruebas de fermentacion donde se evaluaron las 2
levaduras seleccionadas (Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity® vy
Saccharomyces cerevisiae marca Levapan®) en medios de fermentacion con

concentraciones de 0, 1 y 2% de NaCl (Figura 19).

Las pruebas de fermentacién fueron realizadas en tres ocasiones independientes
utilizandose duplicados a una temperatura de 32+1 °C, sin agitacién y en condiciones
anaerdbicas. El tiempo total de fermentacion fue de 5 dias con una frecuencia de analisis
cada 24 h, donde se realizaron analisis fisicoquimicos y microbiologicos. Una alicuota de
los medios fermentados se sometieron a destilacién en columna fraccionada y los destilados
obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases con la finalidad de conocer la
concentracion de etanol y su calidad a través de la presencia de metanol, sustancia

perjudicial para la salud humana.
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Medio de fermentacién con 0, 1 y 2% de NaCl

Levadura !
Incubacion

Caracterizacion Caracterizacion o,
fisi .- . Sy Destilacién
isicoquimica microbioldgica
» Azucares » Recuento en |

reductores placa v v
» Solidos totales Destilado Vinaza
» pH
» Cloruro de |

sodio | |

Volumen (mL) Analisis

» Composicion del destilado
» Concentracion de etanol :|

- Etanol (%)=Concentracién etanol x volumen

Figura 19. Esquema de produccion de etanol con analisis realizados durante la
fermentacion.
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3.1. OBTENCION DE SUEROS Y PERMEADOS EN PASTEURIZADORA
TACHIRA

En las instalaciones de la Pasteurizadora Tachira se producen tres tipos de sueros: (1) dulce
de queso Blanco fresco marca Paisa; (2) dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco
marca Paisa; y (3) dulce ligeramente acido de queso Mozzarella marca Paisa, asi como sus

correspondientes permeados segun se detalla a continuacion.

3.1.1 Suero y permeado de suero dulce de queso Blanco fresco

El queso Blanco fresco marca Paisa es elaborado en Pasteurizadora Tachira a partir de
leche estandarizada de vaca a 3,20 + 0,50% de grasa y 3,15 + 0,16% de proteina, a la cual
se aplica un tratamiento de pasteurizacion tipo HTST de 72 °C por 20 s, seguido de un
enfriamiento de la leche (34 °C) a la salida del pasteurizador para después depositarse en la
tina de fabricacion. Una vez en cuba de fabricacion (12.500 L leche) con una temperatura
de 34 °C se adiciona un sobre de cultivo lactico meséfilo liofilizado (cultivo MA 011, 50
DCU, DuPontTM, Danisco®, Rochester, EE. UU.), 2,50 kg de CaCl, (94%, pureza)
(ALCALI®, Industrias del ALCALI, S.A, Ciudad Garcia, Nuevo LeOn, Mexico)
previamente diluido en agua, seguido de la adicion de 213 g de quimosina (previamente
diluida en 5 L de agua) con una actividad de 1175 unidades internacionales de coagulacion
de leche (IMCU) (Chymax®, Chr.Hansen, Hoersholm, Dinamarca). Después de una
agitacion por 2 min, la coagulacion se produce en reposo en 45 min para obtener un
coagulo firme. Luego se realiza el corte de la cuajada por 10 min para obtener un grano de
tamafo de garbanzo, seguido de un reposo por 5 min y agitacion por 5 min, calentamiento a
39 °C, y de nuevo agitacion por 10 min hasta obtener un grano cocido y con la humedad
requerida. La mitad del suero se drena y es enviado a un silo de almacenamiento de sueros,
donde se conserva a una temperatura de 4 °C hasta su uso en la fabricacion de requesén, y
la otra parte del suero queda en el tanque de coagulacién con la cuajada. Una vez drenada la
cuajada en la moldeadora de queso, el suero es separado y enviado a través de bomba

centrifuga a los tanques de almacenamiento de sueros.

El proceso de fabricacion de requeson se inicia con el calentamiento del suero en un
intercambiador de calor a una temperatura de 65 °C, y adicionando 0,2% de tri-sodio citrato
dihidratado (99% pureza) (TTCA Co., Ltd, Angiu, Shandong, China) para neutralizar la
acidez de suero y estabilizar las proteinas. El proceso de fabricacion prosigue con el
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calentamiento utilizando vapor de agua hasta alcanzar una temperatura de 93 °C,
procediendo a la adicion de 0,0625% de CaCl. (Alcali, Industrias Alcali, Nuevo Ledn,
México) para precipitar las proteinas al formar agregados de sélidos de suero, y se deja en
reposo por 15 min procediéndose a la descarga del suero a través de un cilindro metalico
perforado que permite separar los sélidos de suero (futuro requesdn después de su
moldeado) del permeado de suero que corresponde a una parte de la materia prima de la

presente investigacion.

3.1.2 Suero y permeado de suero dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco

El protocolo de fabricacion de este queso es similar al descrito en el apartado 3.1.1. En este
queso el salado de la cuajada, que queda en tanque una vez terminado el calentamiento a 39
°C bajo agitacion para alcanzar textura y desuerado de la mitad del suero dulce, se realiza
directamente en la cuba de queseria mediante la adicién de una salmuera al 23% NaCl
(Bahia, Araya, Venezuela) quedando aproximadamente 4500 L de suero dulce ligeramente
salado con 3,33% de NaCl (Bahia, Araya, Venezuela) cuando se parte de una cantidad de
leche en cuba de 12.500 L. Una vez separado de la cuajada, el suero es enviado al silo de
almacenamiento donde se conserva a una temperatura de 4 °C hasta su uso. El suero salado
es utilizado en la fabricacion de aderezos salados (suero Tachira), requesones untables
(Ricotta Paisa), cremas de suero (Nata de Aqui) y en una menor proporcion para elaborar
solidos de suero. Actualmente la cantidad de suero salado generado de queso Blanco es

muy baja, siendo consumida casi en su totalidad en los productos antes mencionados.

En la fabricacion de requeson a partir de sueros dulces ligeramente salados, esta se inicia
con el calentamiento de 8000 L de suero en intercambiador de calor a una temperatura de
65 °C, seguido de la adicion de 16 kg de tri-sodio citrato dihidratado (TTCA Co.) para
neutralizar la acidez del suero y estabilizar las proteinas, seguido del calentamiento
utilizando vapor directo hasta alcanzar una temperatura de 93 °C, procediendo después a la
adicion 8 kg de acido citrico anhidro (TTCA Co.) para desnaturalizar las proteinas y
hacerlas que precipiten formando los sélidos de suero. Finalmente se deja en reposo por 15
min y se procede a la descarga del suero a través de un cilindro metalico perforado que nos
permite separar el requeson del permeado de suero ligeramente salado que corresponde a

una parte de la materia prima de la presente investigacion.
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3.1.3 Suero y permeado de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella

En Pasteurizadora Téachira el queso Mozzarella es elaborado a partir de leche de vaca,
estandarizada al 3,00 + 0,05% de grasa y proteina 3,15 + 0,16%, a la cual se aplica un
tratamiento de pasteurizacion tipo HTST de 72 °C por 20 s, seguido de un enfriamiento de
la leche (19 °C) a la salida del pasteurizador para después depositarse en la tina de
fabricacion (12.500 L leche). En la cuba se adiciona 1,12% de &cido citrico anhidro 99,5%
(TTCA Co.), por litro de leche (solucién al 35% de &cido citrico en agua) con la finalidad
de acidificar la leche hasta un pH entre 5,80 y 5,90, favoreciendo la solubilizacion del
calcio y su posterior hilado (Kindstet, 1992). A continuacion, se procede a calentar la leche
hasta 34 °C, se adiciona un cultivo iniciador de Streptococcus thermophilus (STI-4, Chr.
Hansen), y CaCl, (Alcali, Industrias Alcali) al 0,0192%, para finalmente afiadir la solucién
preparada con 213 g de quimosina de 1175 IMCU (Chymax®, Chr. Hansen) diluidaen 5 L
de agua. Después de agitar 2 min, se deja en reposo 30 min para el proceso de coagulacion,
se realiza el corte de gel por 10 min hasta tamafio de grano de garbanzo, se agita por 5 min
hasta alcanzar una temperatura de 40 °C, para después proceder de nuevo a una agitacion
de los granos de cuajada con el suero por 60 min hasta obtener un grano cocido y con la
humedad requerida. La cuajada se descarga en la hiladora con la finalidad de realizar el
amasado, hilado y salado en salmuera (23 °Baume), moldeado, y volteado con la finalidad
de favorecer el desuerado y compactacion, se traslada a la cdmara de refrigeracion por 24 h

y se procede al empacado al vacio.

El suero obtenido de la fabricacion de queso Mozzarella, es enviado al silo de
almacenamiento, donde se conserva a una temperatura de 4 °C hasta su uso en la
elaboracion de requesdn, proceso que se inicia con el calentamiento del suero en
intercambiador de calor a una temperatura de 65 °C, adicion de 0,2% de tri-sodio citrato
dihidratado al 99% (TTCA Co.) para neutralizar y estabilizar las proteinas, y se continua
con un calentamiento utilizando vapor hasta alcanzar una temperatura de 93 °C,
procediendo a la adicion de 0,1% &cido citrico anhidro al 99,5% (TTCA Co.) para
desnaturalizar las proteinas y hacerlas que precipiten formando los sélidos de suero,
dejandose en reposo 15 min y posteriormente procediéndose a la descarga del suero a través
de un cilindro metalico microperforado que permite separar los solidos de suero, del

permeado que también formo parte de nuestra materia prima en la presente investigacion.
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3.2. TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS FISICOQUIMICOS DE SUEROS Y
PERMEADOS DE PASTEURIZADORA TACHIRA

La toma de muestras se realizd a partir de los sueros y permeados procedentes de la
elaboracion de queso Blanco fresco marca Paisa en sus variedades con y sin sal, y de la
elaboracion de queso Mozzarella marca Paisa y fueron proporcionados por la empresa
Pasteurizadora Téachira C.A, ubicada en la ciudad de San Cristobal, Estado Téchira,
Venezuela. Los sueros y permeados procedieron de procesos de 12.500 L de leche que
corresponde a la cantidad estandar que se usa por proceso durante la fabricacion de estos
quesos, Yy las muestras de los diferentes sueros se obtuvieron directamente de los tanques de
floculacion (8000 L, Bertona, San Cristdbal, Venezuela) dotados de agitacion e inyeccion
de vapor, previa a la fabricacion de requesén. Al momento de las tomas de muestras, el
tanque tenia un contenido de 8000 L de suero con agitacién a 16 rpm, y la muestra se
recolect6 en la tuberia de descarga en cantidad de 40 L por lote y tipo de suero en una
cantara con capacidad de 40 L (Trifolet, Trifolet, Dinamarca). De la céantara, previa
agitacion, se tomd una muestra utilizando un vaso de acero inoxidable (Envases
Venezolanos, Maracay, Venezuela) con capacidad de 150 mL, la cual fue llevada al
laboratorio para realizar los analisis fisicoquimicos de proteina, lactosa, cloruros y pH,
analisis que se realizaron minimo por duplicado para cada uno de los sueros y permeados
antes descritos. Todas las muestras fueron conservadas a una temperatura de 4 °C por 24 h

antes de su analisis.

Después de realizar el proceso termoacido de floculacién para la obtencion del requesén
(ver puntos 3.1.1, 3.1.2 y 3.1.3), los permeados de suero dulce de queso Blanco, dulce
ligeramente salado de queso Blanco y dulce ligeramente acido de queso Mozzarella fueron
recolectados en la tuberia de descarga de permeados al drenaje durante el moldeo del
requeson en una cantidad de 40 L por lote y tipo de permeado. Una vez obtenidas las
muestras en cantaras de 40 L, previa agitacion y utilizando un vaso de acero inoxidable de
150 mL, se tom6 una muestra la cual fue llevada al laboratorio para realizar los andlisis
fisicoquimicos de proteina, lactosa, cloruros y pH, minimo por duplicado de cada uno de
los permeados antes descritos. Todas las muestras fueron conservadas a una temperatura de

4 °C maximo por 24 h antes de su andlisis. La frecuencia de toma de muestra de los sueros
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y permeados fue cada semana durante 9 semanas para un total de 9 lotes muestreados (n =

9) por cada uno de los sueros y permeados a caracterizar.

3.3. MEDIO DE FERMENTACION

En la elaboracion del medio de fermentacion se siguieron una serie de pasos con la
finalidad de obtener un producto que cumpla con unas condiciones de pH iniciales entre 4,0
a 5,0 para favorecer el crecimiento celular (Fohl-Mallol et al 2004; Fajardo & Sarmiento,
2007; Dinitz et al, 2014) y una concentracion de azUcares fermentables entre 4 a 30% sin
producir inhibicion por sustrato (Fohl-Mallol et al, 2004; Zafar, 2005; Dinitz et al, 2014;
Dolmar, 2018) en donde a una mayor concentracion de sustrato en el medio de
fermentacion, se obtendra una mayor concentracion de etanol durante la fermentacion por

parte de las levaduras utilizadas, haciendo la operacion econémicamente rentable.

3.3.1 Proceso de ultrafiltracion

Con la finalidad de reducir la cantidad de proteina residual presente en los permeados de
suero se utilizé un equipo de ultrafiltracion marca GEA-NIRO de 100 L de capacidad para
pruebas de laboratorio (GEA-NIRO 150L, Wisconsin, EE. UU.), con membrana PTI
Advanced Filtration SD3838-0S03-S de fluoruro de polivinilideno con tamafio de poro 0,1
um (PTI Technologies Inc, Oxnard, EE. UU.). La mezcla fue calentada a una temperatura
de 50 °C y adicionada a través del tanque de balance del equipo de ultrafiltracion,
recirculando el retentado a través del tanque de balance (proteinas residuales concentradas)
y recogiendo en una céantara el permeado compuesto principalmente por lactosa y sales
minerales, que corresponde a la materia prima para la elaboracion del medio de
fermentacion. Las condiciones de operacion durante el proceso de ultrafiltracion fueron de
60 psi y se trabajo con un caudal entre 80 y 100% del caudal del trabajo de médulo de
ultrafiltracion, caudales que son buenos indicadores del buen funcionamiento de la

membrana sugiriendo que no esta colmatada por sustrato durante el proceso de filtracion.

3.3.2 Hidrolisis de la lactosa
En este estudio se pretende caracterizar el medio de fermentacion obtenido a partir de los
permeados del suero y estudiar la actividad fermentativa de diferentes levaduras

(Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus) sobre
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este medio de fermentacion. De estas levaduras, K. marxianus es la Gnica de las tres que es
capaz de fermentar la lactosa al producir la enzima (-galactosidasa. Con respecto a las
levaduras S. cerevisiae y S. bayanus, estas no son capaces de fermentar la lactosa debido a
que no producen la enzima [-galactosidasa, que hidroliza la lactosa en glucosa y galactosa,
que son los azlcares que pueden utilizar ambas levaduras en sus procesos metabdlicos
durante la fermentacion. Previo al proceso de concentracion, los permeados fueron
afiadidos de una solucién enzimatica con el objetivo de hidrolizar la lactosa. El producto
utilizado para hidrolizar la lactosa en los permeados fue Lactozym 3000L HP-G (Novo
Nordisk, Jsvaerd, Dinamarca). Esta preparacion enzimatica a base de [-galactosidasa
obtenida de la levadura Kluyveromyces fragilis tiene un contenido de proteina de 35 g/L, p
= 1,2 g/mL y una actividad enzimética declarada de 3000 LAU/mL (1 LAU equivale a la
cantidad de enzima que puede producir 1 mol de glucosa por minuto, bajo condiciones
estandar: 4,7% lactosa; pH 6,5; 30 °C y 30 min en solucion de leche estandar) (Novo
Nordisk). La enzima fue utilizada en una proporcion de 0,25 mL/L de permeado
ultrafiltrado a una temperatura de 32 °C y almacenada en refrigeracion por 24 h a una
temperatura de 8 °C. La adicion de la enzima al permeado se realizo después del proceso de
ultrafiltracion con la finalidad de favorecer la actividad de la enzima por la baja
concentracion de sustrato presente en el medio de fermentacion, evitando fenémenos de
inhibicion de la enzima por sustrato si se realiza en el jarabe de azlcares que se obtiene

después del proceso de concentracion por evaporacion.

Para evaluar el porcentaje de hidrélisis de la lactosa se trabajo con un crioscopio (Advanced
Instruments, Inc., M-4250, Norwood, EE. UU.) que se utiliz6 para determinar el punto
crioscopico (punto de congelacion en grados Holvert, m°H) del permeado de suero
ultrafiltrado antes de la adicion de la enzima [-galactosidasa (crioscopia inicial, Ci) y a las
24 h (crioscopia final, Cf).

El porcentaje de hidrdlisis de lactosa se calculé utilizando la siguiente relacion segun Chr.
Hansen (2003):

Ci
e oy — _ .,
Hidrolisis Lactosa (%) = (350,77 X Cf) 000285 (Ecuacion 4)
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3.3.3 Concentracion del permeado

Una vez hidrolizada la lactosa en sus componentes monosacaridos y con el objetivo de
obtener un permeado concentrado, se utilizé un evaporador discontinuo de cargas o batch
de 183 L (TMAI, M-223, Bogota, Colombia) en el cual se concentr6 el permeado
ultrafiltrado hidrolizado a una temperatura de 93 °C durante 90 min, realizandose
posteriormente la toma de muestra (50 mL) y analisis de sélidos solubles (°Brix) mediante

refractdmetro con una frecuencia de 30 min.

3.3.4 Ajuste del contenido de sal y caracterizacion fisicoquimica de los concentrados

Finalmente, el medio de fermentacion obtenido se ajustdé con dos diferentes
concentraciones de sal, 1 y 2 % de NaCl (Bahia, Araya, Venezuela) con la finalidad de
conocer el efecto de estrés hiperosmético producido por las concentraciones utilizadas de
NaCl en la cinética de produccion de etanol de las levaduras utilizadas. Para ello se
tomaron alicuotas de permeados concentrados que se llevaron a volimenes finales de 3 L
con la inclusién del NaCl correspondiente (30 y 60 g de NaCl para los permeados
concentrados con 1 y 2% (m/v) de NaCl, respectivamente), obteniéndose asi 3 tipos de
medios de fermentacion con 0, 1y 2% de NaCl. Posteriormente se realizé andlisis de NaCl
a la mezcla con la finalidad de validar que la concentracion de sal correspondia a la

requerida segun el ensayo a realizar.

Una vez obtenidos los concentrados de permeados se muestrearon, previa agitacion, y se
tomaron muestras por duplicado de 150 mL, que fueron llevadas al laboratorio para realizar
los andlisis fisicoquimicos de proteina, lactosa, cloruros y pH, minimo por duplicado de
cada uno de los permeados concentrados antes descritos. Todas las muestras fueron

conservadas a una temperatura de 4 °C por 24 h antes de su analisis.

El medio de fermentacion se fabricd en 9 ocasiones independientes para realizar la totalidad
de los ensayos de fermentacion.

En la Figura 20 se presenta el diagrama de flujo para la elaboracion del medio de

fermentacion.
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Figura 20. Etapas en la elaboracion del medio de fermentacion a partir de los permeados de
suero de queseria.

3.4. FERMENTACIONES DE LOS CONCENTRADOS DE PERMEADO DE
SUERO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NaCl

En las pruebas de fermentacion se utilizaron tres levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces bayanus y Kluyveromyces marxianus) de diferentes origenes, que fueron
cultivadas e moculadas en los concentrados de permeados con diferentes concentraciones
de NaCl (0, 1 y 2%) y contenidos en pequeiios sistemas discontinuos de fermentacion
(contenedores de vidrio de 200 mL). El proceso de fermentacion se realizé en 5 dias y
después se procedio a la destilacidon para la recuperacion del etanol y valoracidon posterior
de su calidad. El experimento completo comparativo con las levaduras S. cerevisiae y S.

bayanus se repiti6 por duplicado en 3 ocasiones (n = 3).
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3.4.1. Levaduras
Para las pruebas de produccion de alcohol se seleccionaron las levaduras indicadas en la
Tabla 9.

Tabla 9. Levaduras utilizadas en las pruebas de fermentacion del concentrado de
permeados de suero de queseria.

Levadura Origen Justificacion de uso
Saccharomyces Levapan S.A. Levadura prensada utilizada en Venezuela
cerevisiae (Bogota, Colombia) para la produccion de pan y por productores

artesanales de alcohol blanco (aguardiente).
Se seleccion6 por conseguirse facilmente, por
su bajo costo y uso difundido a nivel
artesanal para la produccion de alcohol
blanco

Sacchoromyces bayanus  Fermiline Tipicity Levadura utilizada en la elaboracion de vinos
(Dolmar, Espafia). y sidras. La levadura sobrevive a

concentraciones altas de alcohol (>17%), lo

que proporciona vinos de mayor graduacion

alcohdlica
Kluyveromyces Centro Venezolano de Es una de las levaduras mas utilizadas vy
marxianus CVCM2088, coleccion de estudiadas para la produccién de etanol a
ATCC 36142 microorganismos tipo partir de suero de queseria. La levadura

(CVCM), Universidad sintetiza la  enzima  [-galactosidasa,
Central de Venezuela, hidrolizando la lactosa y consumiendo la
en Caracas, Venezuela glucosa y galactosa durante la fermentacion

3.4.2 Preparacion del inéculo

En la preparacién de los inoculos de S. cerevisiae, S. bayanus y de K. marxianus
CVCM2088, ATCC 36142, se tomaron 0,3 g de las levaduras liofilizadas en polvo que
fueron rehidratadas y diluidas individualmente en 100 mL de permeado concentrado
pasteurizado (85 °C x 5 min) a una temperatura de hidratacion de 25 °C durante 120 min.
Una vez diluida se procedié a adicionar al total de los 2,9 L de concentrado ultrafiltrado
pasteurizado (hidrolizado de permeado de suero &cido y dulce) dejando 15 min en agitacion

antes de transferir a las botellas de dilucion que fueron utilizados como recipiente de
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fermentacion. Este indculo de levaduras realizado en el medio de fermentacion justo antes

del inicio de la fermentacion dio un recuento medio de ~10° UFC/mL.

En un ensayo preliminar se valord por duplicado la productividad de etanol por parte de las
3 cepas, observandose que K. marxianus fue una levadura con una productividad de etanol
muy baja, lejos de las obtenidas por S. cerevisiae y S. bayanus, y por tanto se decidio

prescindir de esta levadura en los estudios posteriores.

3.4.3 Ensayos de fermentacion

Para realizar los ensayos de fermentacion se utilizaron botellas de vidrio con capacidad de
200 mL, previamente esterilizadas a una temperatura de 120 °C y 20 min en autoclave
(Guadagnini V80812, Maracay, Aragua, Venezuela) y posteriormente se dejaron enfriar a
temperatura ambiente, antes de realizar el llenado con el medio de fermentacion.

Los concentrados de permeado pasteurizado de suero de queseria conteniendo
concentraciones de 0, 1 y 2% (m/v) de NaCl e inoculados de las levaduras
correspondientes, se vertieron en alicuotas de ~200 mL por botella de vidrio, procediendo
al tapado con una pelicula plastica de polietileno de baja densidad y se ajustd con tapa
plastica cada una de las botellas. Las mismas fueron llevadas a estufa termoestatada
(Memmert, Aubere Rittersbacher Strabe, Schwabach, Alemania) a una temperatura
promedio de 32 + 1 °C. El muestreo se realizé por duplicado cada 24 h durante 5 dias,
obteniendo asi un total de 6 puntos de muestreo para un total de 12 muestras por tipo de
permeado. Estas muestras se utilizaron para realizar los analisis microbiolégicos
(levaduras) y fisicoquimicos (pH y azucares reductores), con la finalidad de poder
cuantificar el descenso de los azlcares reductores, crecimiento poblacional de las levaduras

de interés para el calculo de los parametros cinéticos.

3.4.4 Destilacion de los permeados fermentados
Una vez concluidos los tiempos de fermentacion, se procedié a tomar 100 mL del medio

fermentado por cada botella, con la finalidad de realizar la destilacion.

En la Figura 21 se muestra el equipo utilizado para la destilacion de los permeados
fermentados que consta de un balon aforado de 500 mL acoplado a una columna de
destilacion fraccionada tipo Vigreux C/2 24/40 470 mm POBEL junction (Pirex®, Nueva
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York, EE. UU.), termémetro de vidrio (0 a 120 °C), columna refrigerante, colector

acodado, matraz de vidrio para recolectar el etanol.

Figura 21. Esquema del equipo clasico con columna Vigreux para destilacion fraccionada
(A); Montaje realizado en el laboratorio de Fitoquimica de la UNET (B).

Alicuotas de 100 mL del medio de fermentacién descrito en el apartado 3.4.3 se utilizaron
para llevar a cabo el proceso de destilacion, adicionandolos en un balén aforado de 500 mL
y llevandolos a ebullicion con una manta de calentamiento (Cienytec, Bogota, Colombia)
para matraz balon, hasta que el termémetro de vidrio acoplado en la parte superior de la
columna de destilacion registrd 93 °C, apagando el calentador y procediendo a recoger el
destilado en matraz de erlenmeyer a la salida del condensador, midiendo el volumen de
destilado obtenido y almacenados en frascos de vidrio con tapa, identificados con la fecha
de destilacién, nimero de muestra y volumen contenido. Las muestras fueron congeladas a
una temperatura de —18 °C hasta el momento en que se procedid al analisis por

cromatografia de gases.

3.4.5 Parametros cinéticos

En el presente trabajo se seleccionaron dos parametros cinéticos para valorar las pruebas
controladas de fermentaciéon utilizando las levaduras y medios de fermentaciéon antes
descritos, con la finalidad de evaluar el rendimiento y la productividad en cada uno de los

ensayos realizados.
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3.4.5.1 Productividad de etanol (Qp) definida como el cociente obtenido entre la
diferencia entre las concentraciones de etanol final e inicial (g/L) y el tiempo de
fermentacion (h) expresado en gramos de etanol/L h y calculada segin la ecuacion 5
(Domingues et al., 2001; Guimaraes et al,, 2010; Dragone et al., 2011; Dinitz et al., 2014;
Gabardo et al., 2014; Vincenzi et al., 2014).

_ (Ef — Ey)

Qp "

(Ecuacion 5)

Donde:
E = Concentracion etanol final (g/L)
Ei = Concentracion etanol inicial (g/L)

T = Tiempo de fermentacion (h)

3.4.5.2 Rendimiento de etanol (YE/s ) es el cociente obtenido entre la diferencia de las

concentraciones de etanol final e inicial (g/L) y la diferencia de los azUcares reductores
final e inicial), expresado en gramos de etanol / gramos de azucares reductores consumidos
y calculado segun la ecuacion 6 (Dragone, 2011; Ariyanti & Hadiyanto, 2013; Gabardo,
2014; Dinitz, 2014).

( Ef — Ep)

Y = Ecuacion 6
(E/s) (S¢—Sy) ( )

Donde:

Ef = Concentracion de etanol final (g/L)

Ei = Concentracion de etanol inicial (g/L)

St = Concentracion de azlcares reductores final (g/L)
Si = Concentracion de azucares reductores inicial (g/L)
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3.5. DETERMINACIONES ANALITICAS FISICOQUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS

3.5.1 Determinacion de proteina

La estimacion de proteina se realizd en sueros y permeados de suero dulce de queso
Blanco, en sueros y permeados de suero dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco, y
en sueros y permeados de suero dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella, y se
determiné por el método de titulacion de Sérensen-Walker 0 més conocida como titulacion
formdlica. Este método se fundamenta en la titulacion de Soérensen, en la cual los grupos
amino de los aminoacidos constituyentes de las proteinas (grupos -NHz) son bloqueados
con formaldehido neutralizado, para luego titular los grupos carboxilo (-COOH) con una
solucion alcalina valorada (Artica, 2014). Para ello se tomaron 9 mL de la muestra en un
matraz erlenmeyer de 100 mL a las que se adicionaron 3 gotas de fenolftaleina al 1% y se
procedio a titular con solucion de NaOH 0,1 N hasta viraje a rosa palido. Después se
adicionaron 2 mL de formaldehido neutralizado desarrollandose una acidez por blogqueo de
los grupos bésicos de las proteinas, haciendo que la que la muestra se torne incolora, para
nuevamente titularse con solucion de NaOH 0,1 N hasta viraje a rosa palido. En esta
determinacion se tomo en cuenta el volumen de NaOH 0,1 N consumido en la segunda
titulacion. Para expresar el resultado en porcentaje (%) de proteina se multiplicé el volumen
de NaOH 0,1 N consumido por el factor 2,10.

3.5.2 Determinacion de azucares reductores

Los azlcares reductores (AR) son aquellos que poseen un grupo carbonilo (grupo
funcional) intacto y que a través del mismo pueden reaccionar como reductores con otras
moléculas, ya que al menos tienen un -OH hemiacetalico libre a la reaccion con reactivo de
Fehling, a la reaccion de Benedict, a la reaccion con reactivo de Tollens, y a la Reaccion de
Maillard (Hicks, 2001). La determinacion de AR (lactosa principalmente) se realiz6 por
duplicado en sueros y permeados de suero dulce de queso Blanco fresco, sueros y
permeados de suero dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco, sueros y permeados
de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella, y en los concentrados de permeados
obtenidos por ultrafiltracién, hidrdlisis de lactosa y concentrados por evaporacién utilizados

como medios de fermentacion (con presencia 0 no de NaCl) durante las pruebas de
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fermentacion, que incluyen como AR la glucosa y galactosa procedente de la hidrolisis de
la lactosa y ciertas cantidades de lactosa residual. La determinacion de AR con el reactivo
Fehling Causse-Bonnans se fundamenta en que los AR reducen en medio alcalino los iones
capricos del reactivo de Fehling a iones cuproso (COVENIN 3107, 1994). En un matraz
erlenmeyer de 250 mL se adicionaron 5 mL del reactivo A de Fehling, 5 mL del reactivo B
de Fehling, 5 mL de ferrocianuro de potasio al 10% (método de Fehling Causse-Bonnans),
llevandolo a ebullicion en plancha de calentamiento PC620D (CORNING, Nueva York,
EE. UU.) regulado de tal manera que el proceso comience a los 4 min y se mantenga
hirviendo exactamente 6 min. Acabado este calentamiento se procedio a titular utilizando la
solucion de la muestra a analizar, hasta obtener una coloracion clara, primero y, luego un
color café. Los mililitros gastados de muestras fueron utilizados para calcular la

concentracion de AR presentes utilizando la ecuacion 7.

T x 1000

Azlcares reductores (%) = v

(Ecuacion 7)

Donde:
T = Titulo del licor de Fehling.

V = Volumen de la dilucién de suero consumido en la titulacién.

3.5.3 Determinacion del contenido de grasa

El contenido de grasa se determind en sueros y permeados de suero dulce de queso Blanco
fresco, dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco, y dulce ligeramente acido de
queso Mozzarella, y se realizd6 mediante el método de Gerber establecido por la norma
Venezolana COVENIN 1053-82 (1982) que corresponde a la norma internacional 1SO
2446. Este método se fundamenta en que el acido sulfurico oxida e hidroliza los
componentes organicos de la envoltura protectora de los glébulos de grasa, las fracciones
proteicas del suero y la lactosa. El alcohol isoamilico adicionado facilita la liberacion de la
grasa y durante el proceso de centrifugacion se logra su separacién por densidades
(densidad 0,99 g/cm?®) del resto de componentes (densidad 1,030 g/cmq), facilitando la
lectura del contenido de grasa directamente en la escala graduada del butirémetro.
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Para esta determinacion se utilizaron butirometros Gerber (escala 0-1%), dosificandose 10
mL de H2SO4 (d = 1,82) y 11 mL de la muestra a analizar, la cual se agreg6 cuidadosamente
por las paredes del butirometro, y finalmente se afiadié 1 mL de alcohol isoamilico. Se tapd
el butirdbmetro con tapon de goma y se agitdé vigorosamente con movimientos alternos
arriba y abajo, y seguidamente se introdujo el butirometro en la centrifuga Gerber durante 5
min y se realizd la lectura directa del contenido de grasa en la columna con escala graduada
del butirometro.

3.5.4 Determinacion de solidos solubles mediante refractometria

Es un método sencillo y practico que permitié determinar el incremento de los sélidos
solubles hasta el valor deseado durante el proceso de concentracion por evaporacion de la
mezcla de permeados. En la determinacion de solidos solubles se utilizé un refractometro
digital de mano (ATAGO Pocket, PAL-1 BLT/i, Washington, EE. UU.) con intervalo de
lectura entre 0 y 53 °Brix, y el anlisis se realiz6 depositandose 0,3 mL del concentrado de
permeado de suero de queseria a temperatura de 25 °C en el prisma del refractometro para
realizar la lectura. Los analisis fueron hechos por duplicado y correspondi6 a los sélidos

solubles contenidos en la muestra expresados en grados Brix a 25 °C.

3.5.5 Determinacion de cloruros

La determinacién de cloruros se realizd por duplicado en los sueros y permeados de suero
objeto de estudio y en los concentrados de permeados obtenidos por ultrafiltracion,
hidrélisis de la lactosa, y concentrado por evaporacion (medios de fermentacion con sin
NaCl). ElI método se fundamenta en la medida de turbidez producida por la precipitacion
del cloruro de plata (AgCl) en solucién acidulada con &cido nitrico segun la norma
Venezolana COVENIN 369-82 (1982). Para ello se tom6 un matraz erlenmeyer de 250 mL
y se procedio a pesar en la balanza analitica 5 g de la muestra; posteriormente se adicion6
50 mL de agua destilada y se mezcl6, para después afiadirse 3 gotas de solucién de cromato
de potasio al 50%. El matraz se colocd en un agitador magnético y en agitacion continua se
valor0 a partir de una bureta enrasada con nitrato de plata 0,17 N hasta observar la

aparicion de un precipitado pardo rojizo.
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Los resultados obtenidos se expresaron como Cl~ o NaCl (% en peso) segln las ecuaciones
8y9:

100
Cl17 (%) =V x0,17 x 0,0355 x = (Ecuacion 8)
100
NaCl (%) = Vx 0,17 x 0,0585 % = (Ecuacion 9)
Donde:

V = Volumen de AgNO; (mL) utilizados en la valoracion.

3.5.6 Determinacion del pH

La determinacion del pH se realiz6 por duplicado en los sueros, permeados de suero y
concentrados de permeados obtenidos por ultrafiltrado, hidrélisis de la lactosa y
concentrado por evaporacién (medios de fermentacion con o sin NaCl). EI método se
fundamenta en la medicidn electrométrica de la actividad de los iones hidrogeno presentes
en una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH (potencidometro) segun lo
establecido en la Norma Venezolana COVENIN 1315-79 (1979). Para ello se utiliz6 un
pHmetro y electrodo (HANNA instruments, Woonsocket, EE. UU.), realizandose la
determinacion por duplicado.

3.5.7 Determinacion de recuentos totales de levaduras

La determinacion de los recuentos totales de levaduras se realizé segin el método indicado
en la norma Venezolana COVENIN 1337-90 (1990), por siembra en superficie de 1 mL de
las muestras diluidas en 9 mL de tampon fosfato 0,2 M (pH 7,2; elaborado con fosfato de
potasio dihidrégeno y carbonato de sodio) en medio Agar Papa Dextrosa, incubandose por
72 h a 20-25 °C, procediéndose a la lectura por separado de mohos y levaduras. Para su
recuento se seleccionaron aquellas placas que presentaron entre 10 y 100 colonias. Los
resultados se expresaron segun el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo

(UFC/mL) de muestra en base logaritmica.
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3.6 DETERMINACION DE ETANOL Y METANOL POR CROMATOGRAFIA DE
GASES CON DETECTOR DE IONIZACION A LA LLAMA (GC-FID)

La cromatografia GC-FID fue seleccionada en la presente investigacion ya que ademas de
separar, identificar y cuantificar compuestos volatiles en una gran variedad de muestras,
entre ellas alcoholes, es sensible, selectiva y estd disponible en el Laboratorio de
Fitoquimica de la Universidad Nacional Experimental del Tachira. Con la finalidad de
determinar la calidad de los destilados obtenidos se decidié analizar, ademéas de etanol,
metanol como otro posible componente que pudiera conferir toxicidad al producto,
considerando que, de acuerdo a los resultados emanados de este trabajo, se recomendara
utilizar los destilados derivados del lactosuero estudiado en la elaboracion de bebidas
alcohdlicas.

3.6.1 Instrumentacion

El cromatégrafo de gases utilizado fue un Thermo Finnigan, modelo Trace GC
Chromapack CP-9001 (Termo Finnigan, Waltham, EE. UU.), provisto con un detector
fotométrico de llama (FID) y equipado con una columna capilar Rtx-Wax de 30 m de
longitud por 0,25 mm de diametro interno y 0,05 um de espesor de pelicula (Ringoes, NJ,
EE. UU.). Para las inyecciones se dispuso de un automuestreador Split-splitless 3000

(Termo Finnigan).

3.6.2 Estandar interno

El analisis cuantitativo del método se basé en la estandarizacion interna, utilizando para
este fin el 1-butanol grado analitico (Merck KGaA, Frankfurt, Alemania) de 99,9% de
pureza, el cual fue adicionado a las soluciones estandar a una concentracion de 4,86 g/L.

3.6.3 Procedimiento de calibracion

Se utilizaron individualmente etanol y metanol de grado analitico y de 99,9% de pureza
(Merck KGaA) para preparar por dilucion en agua destilada soluciones a concentraciones
de 4,74 y 23,70 g/L de ambos alcoholes a las que se les adiciond el estandar interno (1-
butanol) a una concentracion de 4,86 g/L. Las condiciones de operacion utilizadas en el
GC-FID para la determinacion y cuantificacién de alcoholes fueron las definidas por

Rodriguez (2014) y se muestran en la Tabla 10.
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Con estos parametros y utilizando la columna descrita en el apartado 3.1.1 se realizaron
inyecciones individuales (1 pL) de las soluciones mencionadas (4,74 y 23,70 g/L),

determinando los tiempos de retencion para etanol y metanol.

Tabla 10. Condiciones de operacion del GC-FID para la determinacion de etanol y
metanol.

Variable Gas/Parametro Condicion de operacion
Flujo de gas de arrastre Helio 30 mL/min
Inyector Temperatura 200 °C
VVolumen de inyeccion 1,0 pL
Relacion de division (Split ratio) 300
Horno Temperatura inicial 55 °C durante 3 min
Rampa de calentamiento 10 °C/min
Temperatura final 120 °C durante 2 min
Duracion del método Periodo 11,5 min
Detector (FID) Temperatura 240 °C
Caudal de gases Hz: 40 mL/min

Aire: 400 mL/min

Fuente: Rodriguez (2014).

Posteriormente se prepard una solucién de metanol y etanol a una concentracion promedio
de 15,80 g/L con adicion del estandar interno (84,86 g/L) para verificar su separacion,
obteniendo una alta resolucion entre ellos. En el Anexo la se muestra el cromatograma de
separacion de los analitos. La identificacion de los alcoholes y el estdndar interno se realizo
en base a los tiempos de retencion obtenidos para cada uno de manera individual. La
elucién del metanol fue a los 4,06 min, para el etanol a los 4,88 min y del estandar interno a
los 11,18 min, periodo relativamente corto para el analisis cromatografico. Los tiempos de
retencion no mostraron variaciones significativas en las diferentes series cromatograficas,

lo que indica una alta precision del método en la retencion de los analitos.

3.6.4 Curvas de calibracion
La etapa de calibracién analitica se realizd6 mediante un modelo de linea recta, que consiste
en encontrar la recta de calibrado que mejor ajuste a una serie de n puntos experimentales

donde cada punto se encuentra definido por una variable x (variable independiente,
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generalmente concentracion del analito) y una variable y (variable dependiente,

generalmente respuesta instrumental).

Para los alcoholes en estudio (etanol y metanol) las curvas de calibracion se realizaron a 5
niveles de concentracion en un intervalo lineal de 4,74 a 94,80 g¢/L, agregando en cada una
de ellas el estandar interno a una concentracion constante de 4,86 g/L. En la Tabla 11 se
presenta el volumen y la masa de etanol, metanol y 1-butanol absolutos utilizados para la

preparacion de las soluciones estandar (5 mL) en los cinco niveles de concentracion

La optimizacién del procedimiento se evalud en base a la selectividad y linealidad del
método aplicado. La selectividad se analizé verificando la existencia o no de picos
diferentes a los analitos estudiados durante el tiempo de andlisis segun el programa
establecido. En el Anexo 1b se muestra un cromatograma obtenido de una muestra del
estandar interno (1-butanol) en solvente en el que se destaca que no hay sefiales que
interfieran con el tiempo de retencion de los alcoholes en estudio, lo que indica que la
metodologia seguida demuestra ser especifica para los analitos estudiados ya que permite
separar adecuadamente y sin interferencias las sefiales de metanol, etanol y el estandar

interno.

Tabla 11. Volumen y masa de etanol, metanol y 1-butanol absolutos para la preparacion de
soluciones estandar en 5 niveles de concentracion.

Nivel Etanol/Metanol absoluto 1-Butanol absoluto
(Estandar interno)

Vol Masa Vol aforo Con Vol Masa Vol aforo Con

(HL) (9 (mL) (L)  (uL) (9) (mL) (g/L)

1 30 0,0237 5 4,74 30 0,0234 5 4,86

2 100  0,0790 5 15,80 30 0,0234 5 4,86

3 150  0,1185 5 23,70 30 0,0234 5 4,86

4 300 0,2370 5 47,40 30 0,0234 5 4,86

5 600  0,4740 5 94,80 30 0,0234 5 4,86

Vol: Volumen; Con: Concentracion.

La linealidad se evalto en un intervalo de 1,0 a 20,0 g/L, considerando la relacién entre la

concentracion del analito y la concentracion del estandar interno (Canalito/Cestandar) Y €l area
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del analito entre el area del estandar interno (Aanalito/Aestandar), Y S€ valord analizando las
curvas de calibracion y el coeficiente de correlacion (R?) de los alcoholes estudiados. En el
Anexo 2 se muestran las curvas de calibracion para el etanol y metanol. La linealidad sobre
el intervalo considerado para la relacion de concentraciones del analito y el estandar interno
(1,0 a 20,0 g/L) en ambos alcoholes fue satisfactoria, ya que presentaron un coeficiente de
correlacion (R?) mayor de 0,998 que se ubica por encima del nivel de aceptacion (0,98)
descrito por Miller & Miller (2002). Las ecuaciones lineales obtenidas de las curvas de

calibracion para etanol y metanol se muestran en el Anexo 2.

y=a+bx (Ecuacién 10)

Donde:

y = &rea analito / &rea del estandar interno (Aanaiito/ Aestandar)

X = concentracion del analito / concentracion del estdndar interno (Canalito/ Cestandar)
b = pendiente de la recta

a = ordenada en el origen

Para cuantificar la concentracion de etanol y metanol presente en las muestras investigadas,
se adiciond el estandar interno a la concentracién establecida (4,86 g/L) en cada muestra a
analizar y se inyectd al GC/FID. Del cromatograma obtenido se determind la relacion entre
las areas del analito y del estandar interno obteniéndose de la curva de calibracion la

relacion de concentraciones y con ella la concentracion de cada muestra.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

La lectura, manipulacién y validacion de la base de datos y el posterior analisis estadistico
de los datos del medio de fermentacién y de los procesos fermentativos se ha realizado con
el software SAS System v 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.).

Las decisiones estadisticas se han tomado fijando como nivel de significacién el valor 0,05.

3.7.1 Analisis descriptivo
Para cada variable de interés, se han obtenido las tablas de resumen con los estadisticos

siguientes: N (nimero de observaciones), media, mediana, desviacion estandar, minimo y
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maximo, y en el caso del estudio de fermentacion estratificando por tipo de levadura, % de
concentracion de sal y dia de seguimiento. En el estudio de fermentacion también se ha
dibujado la media y su desviacion estandar en un gréfico de lineas para visualizar la
evolucion de cada parametro de interés a lo largo de los 5 dias de seguimiento,
diferenciando por tipo de levadura y concentracion de sal. Este grafico permite hacerse una
idea de donde se van a detectar mayores diferencias entre dias de seguimiento y

concentraciones de sal.

3.7.2 Analisis principal de los datos de fermentacion

Se excluyé del analisis de modelizacion del experimento preliminar donde se compararon
las tres levaduras realizdndose solo una produccién utilizando dos réplicas. En este
experimento preliminar se observé que la levadura K. marxianus fue productora de niveles
de etanol muy bajos en comparacién al resto de levaduras, y por ello fue excluida del

experimento principal de fermentacion.

Para el experimento principal utilizando las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus, y para las
variables de interés se ha analizado la evolucién a lo largo de los dias, la evaluacion del

efecto de la concentracion de sal y la comparativa de las levaduras.

3.7.2.1 Evolucion a lo largo de los dias

Para analizar cada una de las variables respuesta de interés (pH, AR, Etanol, Qp ¥ YErs),
para cada levadura y para cada nivel de concentracion de sal se ha implementado un
Modelo Lineal General con efectos aleatorios donde el dia se considera un efecto fijo y la
produccién anidada en el factor dia (la réplica experimental) se considera un factor

aleatorio.

Se han realizado todas las comparaciones 2 a 2 para la deteccion de subconjuntos
homogéneos implementando la correccion de Tukey para multiplicidad de contrastes a

nivel de dia.

3.7.2.2 Evaluacion del efecto de la concentracion de sal
Para analizar el efecto de la concentracion de sal en cada una de las variables respuesta de

interés (AR dia 0 — dia 5, Etanol, Qp Y Yegss), para cada levadura se ha implementado un
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Modelo Lineal General con efectos aleatorios donde la concentracion de sal se considera un
efecto fijo y la produccion (la réplica experimental) se considera un factor aleatorio.

Se han realizado todas las comparaciones 2 a 2 para la deteccion de subconjuntos
homogéneos implementando la correccion de Tukey para multiplicidad de contrastes a

nivel de levadura.

3.7.2.3 Comparativa de las levaduras

En la comparacion de las levaduras se han analizado las variables respuesta Etanol, Qp y
Yess. Se ha realizado un modelo para el dia 1, que se toma como basal, para el dia 5 (final
del experimento) y para la diferencia entre ambos (incremento/decremento de la variable
respuesta). Se ha calculado la variable AR como la diferencia entre el dia 0 y el dia 5. Para

esta variable también se ha valorado la existencia de diferencias entre levaduras.

Para cada uno de estos dias (Dia 1, Dia 5 y diferencia entre dia 5 y dia 1 o dia 0 — dia 5 en
los AR) y para cada nivel de concentracion de sal se ha implementado un Modelo Lineal
General con efectos aleatorios donde el tipo de levadura se considera un efecto fijo y la
produccion anidada en el factor levadura se considera un factor aleatorio.

Se han realizado todas las comparaciones 2 a 2 para la deteccién de subconjuntos
homogéneos implementando la correccién de Tukey para multiplicidad de contrastes a

nivel de levadura.
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Capitulo IV

Resultados y discusion
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4.1 PERMEADOS DE SUERO DE QUESERIA Y MEDIO DE
FERMENTACION
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4.1.1. Caracterizacion de sueros de queseria de pasteurizadora Tachira C.A.

El suero de queseria es utilizado como materia prima para la obtencion de productos como
el requeson a partir de la precipitacion por temperatura de las proteinas de suero, separacion
de las proteinas para la produccion de formulas en polvo para atletas, nifios y personas de la
tercera edad (Mendes da Silva, 2011), crema de suero obtenida del descremado del suero y
utilizado para la elaboracion de mantequilla de suero, cremas acidificadas de suero, queso
cremas de suero, aderezos de suero, y como emulgente para postres y confiteria (Poveda,
2013).

Con los permeados desgrasados y desproteinizados se puede obtener abono por
fermentacion para uso agricola, acido acético, acido lactico, metanol, butanol, glicerina,
bacteriocinas, levaduras para consumo animal o humano, agentes espesantes, y enzimas
como la B-galactosidasa, entre otros (Nielsen, 2003; Bansal, 2008; Beristain-Bauza et al.,
2012; Eldeleklioglu, 2013; Whang, 2013).

Del andlisis realizado entre todas las aplicaciones descritas, se decidid elaborar etanol por
razones tecnoldgicas relacionadas a la complejidad de la operacion y amplio uso en
diferentes tipos de industrias (bebidas alcohdlicas, energia, quimica, cosmética y

farmacéutica), demanda de producto y precio en el mercado internacional.

Diariamente en las instalaciones de la Pasteurizadora Tachira en la seccion procesadora de
queso se obtienen unos 112.500 L de suero de la fabricacion de quesos frescos,
semimadurados y madurados, con un contenido promedio de proteinas totales en los sueros
de queseria entre 0,7 y 1,0%. Gerningon et al. (2009) reportaron valores de proteina totales
en suero de queso tipo Suizo de 0,82+0,00%, en suero de queso Cheddar de 0,89+0,05% y
en suero de queso Raclette de 1,00+0,05%. Das et al. (2016) estudiaron la produccion de
etanol obtenido a partir de permeados de suero de queso, indicando que los contenidos de
proteina residual en los sueros dulces utilizados para obtener los permeados se situaron
entre 0,80 y 1,00%.

En la produccion de quesos frescos, Pasteurizadora Tachira produce tres tipos de sueros: (1)
dulce de queso Blanco fresco marca Paisa; (2) dulce ligeramente salado de queso Blanco

fresco marca Paisa; y (3) dulce ligeramente acido de queso Mozzarella marca Paisa. La
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composicion de estos sueros se detalla en la Tabla 12 y corresponden a la caracterizacion de

9 lotes de cada uno de los tipos de suero.

Tabla 12. Composicidn de sueros de queseria elaborados por Pasteurizadora Tachira C.A.

) ) AzUcares
Tipo de suero Proteina  reductores Grasa Cloruros  NaCl pH
(%) (%) (%) (%) (%)
Dulce de queso Blanco fresco 0,8 +0,15  4,7£0,21 0,3£0,1 0,2+0,02 - 6,5£0,14
Dulce ligeramente saladode  9g+0,15 4,3+024 0301 - 330,14 650,14
gueso Blanco fresco
Dulce ligeramente acido 0,8£0,15 48+023 03%01 02#002 -  58%0,07

de queso Mozzarella

En el suero ligeramente acido de queso Mozzarella las proteinas residuales fluctuaron entre
0,65 y 0,95%. Gerningon et al. (2009) estudiaron las caracteristicas fisicoquimicas del
suero de queso Mozzarella y de las aguas de hilado en comparacion con otros tipos de
suero, obteniendo 0,68+0,03% de proteinas en el suero de queso Mozzarella, valores

similares a los encontrados en este estudio.

El contenido de azlcares reductores (principalmente lactosa) del suero dulce y dulce
ligeramente salado de queso Blanco fue de 4,49-4,91% y de ~4,06-4,54% para el suero
dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco. Hadiyanto et al. (2014) caracterizaron 20
lotes de suero dulce, obteniendo valores de lactosa entre 4,50 y 5,00% siendo similares a
los alcanzados en el presente trabajo, y a los reportados por Zadow (1994) y por Singh &
Galy (1984) en sus estudios de composicion de sueros de queseria en el que mostraron
contenidos promedios de lactosa de 4,90 y 5,00%, respectivamente. Gernigon et al. (2009)
estudiaron los sueros dulces sin deslactosar, mostrando cantidades de lactosa de 4,50-
5,00%. Dragone et al. (2011) investigaron las condiciones Optimas para maximizar la
produccion de etanol con Kluyveromyces fragilis a partir de sueros de queso con contenidos
de lactosa entre 4,50 y 5,00%.

En el caso de los sueros dulces ligeramente acidos de queso Mozzarella se obtuvo de 4,57 a
5,03% de azlcares reductores. Estos valores son similares a los reportados por Gernigon et

al. (2009) quienes obtuvieron concentraciones de lactosa del 4,13+0,06% en sueros &cidos
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de queso Mozzarella obtenidos por acidificacion microbiologica de la cuajada utilizando
Streptococcus thermophilus. De Wyt (2001) obtuvo concentraciones de lactosa del 4,48%
en sueros de queso Mozzarella, valores que fueron relacionados a la produccion de cido
lactico por efecto del consumo de la lactosa como sustrato por las bacterias acido lacticas

del cultivo lactico adicionado a la leche.

Los sueros obtenidos del proceso de fabricacion de queso Blanco y Mozzarella presentaron
valores de grasa entre 0,20 y 0,40%. Dentro de las diversas causas que pueden llegar a
producir mayores pérdidas de grasa durante la elaboracion de queso podemos encontrar: (1)
la agitacion de la leche en la tina quesera en el que se forman granos de mantequilla que se
eliminan con el lactosuero (Amiot, 1991); (2) temperaturas superiores a 32 °C durante la
coagulacion de la leche que favorece la pérdida de grasa en el suero (Guerrero-Haber et al.,
2011); (3) el cortado excesivo y la agitacion demasiado violenta de una cuajada blanda; (4)
un calentamiento muy rapido; y (5) una presion demasiado fuerte al principio del prensado
(Amiot, 1991). Zadow (1994) estudié la composicion de sueros dulces e indicd que el
contenido de grasa promedio fue de 0,10%. Prazeres et al. (2012) realizaron una revision
sobre el manejo de los sueros de queseria, reportando que los sueros dulces contienen de
0,06 a 0,50% de grasa.

La concentracion de cloruros en los sueros dulces de queso Blanco fresco varié entre 0,18 y
0,22. Callejas et al. (2012) reportaron valores de 0,20 a 0,22% de cloruros en sueros dulces
de queseria, valores similares a los obtenidos en esta investigacion y a los obtenidos por
Panesar et al. (2007) que trabajando en la produccion de acido lactico a partir de sueros de
queseria, reportaron concentraciones de cloruros de 0,20 a 0,22%. Tovar et al. (2012)
analizaron sueros dulces de queso fresco obtenidos por coagulacion enzimatica, obteniendo
valores promedio de cloruros en suero dulce de 0,10%, resultados algo menores a los
reportados por los otros autores.

En los sueros dulces ligeramente salados de queso Blanco fresco el contenido de NaCl
vario entre 3,2 y 3,4%. Acosta (2015) reporto que los sueros dulces ligeramente salados de
queso fresco Blanco Hondurefio presentan un contenido de NaCl que varia entre 2,0 y
3,5%.
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El pH de los sueros dulces y dulces ligeramente salados de queso Blanco fresco se situd en
el intervalo de 6,36 -6,64%. Tovar et al. (2012) estudiaron los métodos tradicionales para la
obtencion de aislados y concentrados de proteinas de suero, indicando que son sueros
dulces aquellos obtenidos a pH entre 5,00 y 6,60 por coagulacién enzimatica, utilizando
soluciones enzimaticas de quimosina. Gerningon et al. (2009) reportaron valores de pH en
sueros dulces de queso tipo Suizo de 6,52+0,01 y sueros dulces de queso fresco de
6,42+0,14, resultados que se encuentran dentro de la especificacion de sueros dulces. El pH
del suero dulce ligeramente acido fue de 5,73-5,87 valores que estdn dentro de la
especificacion del suero de queso Mozzarella cuando se usa acido citrico como acidulante
(Kindstedt, 1992; Guinee, 2004).

4.1.2. Caracterizacion de permeados de pasteurizadora Téachira C.A.

En las instalaciones de la Pasteurizadora Tachira se produce un total aproximado de
permeados de 108.960 L/dia, variando las cantidades de acuerdo a los pedidos de queso del
area comercial. Son tres los tipos de permeados procedentes de sus sueros correspondientes
que se obtienen durante la fabricacién de quesos frescos: (1) dulce de queso Blanco fresco;
(2) dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco; y (3) dulce ligeramente acido de
queso Mozzarella. A continuacion, se describe la composicion y caracteristicas de estos

permeados.

4.1.2.1 Permeado de suero dulce de queso Blanco fresco

El permeado de suero dulce de queso Blanco fresco es el subproducto obtenido de la
fabricacion de este queso fresco después de un proceso de desproteinizacion para la
obtencidn de requeson. La Tabla 13 presenta las caracteristicas fisicoquimicas de 9 lotes de

permeados de suero dulce de queso Blanco Paisa.

Los contenidos de proteina residuales en los permeados fueron muy constantes con
pequefias variaciones en 2 lotes y con un valor promedio de proteina de 0,47+0,09%.
Vincenzi et al. (2014) obtuvieron resultados similares en el estudio de caracterizacion del
permeado procedente de la fabricacion de requesdn y posteriormente utilizado en la
produccidn de etanol, determinando la composicién de 20 lotes, donde la proteina presentd
un valor promedio de 0,47+0,17%. Pisponen et al. (2013) también obtuvieron resultados

similares en el estudio de caracterizacion de 15 muestras de permeados obtenidos en la
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fabricacion de requeson que utilizaron posteriormente como materia prima para la
produccion de lactosa anhidra, obteniendo un contenido residual de proteina de 0,50%.
Sansoneti et al. (2011) describieron un 0,15% de proteina residual en los permeados
obtenidos tras la fabricacion de requeson y empleados en la produccién de etanol utilizando
Kluyveromyces marxianus, siendo este contenido de proteina mas bajo que los obtenidos en
el presente estudio. El contenido de proteina en los permeados de suero depende
principalmente de los parametros de proceso utilizados durante la precipitacion de las

proteinas de suero para la produccion de requeson (Vincenzi et al., 2014).

Tabla 13. Caracterizacion fisicoquimica de permeados de suero dulce de queso Blanco
Paisa.

Azlcares
Muestra Proteina reductores Cloruros pH
(%) (%) (%)
1 0,63+0,00 4,62+0,02 0,23+0,00 6,11+0,01
2 0,42+0,00 4,84+0,01 0,27+0,00 5,85+0,02
3 0,42+0,00 4,96+0,02 0,24+0,00 5,94+0,02
4 0,42+0,00 4,76+0,02 0,26+0,01 5,93+0,01
5 0,63+0,00 4,29+0,01 0,22+0,00 5,94+0,01
6 0,42+0,00 4,44+0,02 0,22+0,00 5,92+0,01
7 0,42+0,00 4,62+0,01 0,23+0,01 6,18+0,02
8 0,42+0,00 4,62+0,02 0,23+0,00 6,01+0,01
9 0,42+0,00 4,88+0,01 0,24+0,01 5,82+0,01
X+DS 0,47+0,09 4,70+0,22 0,24+0,02 5,97+0,12

X: Promedio de valores, DS: Desviacion estandar.

Los parametros de proceso los podemos dividir segun el tipo de suero (dulce, salado y
acido), por la temperatura de precipitacion (entre 85y 93 °C) y en el acido o sal a utilizar
para la precipitacion de la proteina de suero (CaCl, &cido citrico, acido acético, entre
otros), donde un menor contenido de proteina residual en el permeado esta asociado a un

proceso mas eficiente de recuperacion de las proteinas en los sdlidos de suero (requeson).
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La grasa en todos los lotes de permeados de suero dulce analizados fue inapreciable y no
cuantificable con la metodologia utilizada en este estudio, indicando una gran eficiencia al
retener la totalidad de la grasa durante el proceso de elaboracién del requeson. Estos
valores coinciden con los reportados por Vincenzi et al. (2014) en 20 lotes de permeados de
suero obtenidos de la elaboracion de requeson con un contenido de grasa no cuantificable.
Sin embargo, otros autores (Kargi et al., 2006; Ozmihci et al., 2008; Das et al., 2016) han
reportado pequefias cantidades de grasa (~0,06%) en permeados dulces de queseria.

Los azucares reductores (principalmente lactosa) fue el componente mayoritario de los
permeados analizados y el de mayor interés en este estudio, por ser el sustrato utilizado por
las levaduras durante la fermentacion para la produccion de etanol alimentario, con valores
medios en los permeados de suero de queso Blanco de 4,70+0,22. Vincenzi et al. (2014)
obtuvieron valores promedios de 4,76% de lactosa en permeados de queso Ricotta
utilizados para la produccién de etanol, valores similares a los reportados por Sansonetti et
al. (2010) con un promedio de lactosa de 4,85%. Das et al. (2016) estudiaron la produccion
de etanol a partir de permeados de suero de queso, mostrando valores de lactosa entre 4,50
y 5,00%.

La leche en Venezuela contiene entre 0,07 y 0,11 % de cloruros (COVENIN 798, 1994), y
ya que durante la elaboracion del queso se adiciona CaCl: a la leche (0,2 g/L), este pasa al
suero incrementando el contenido de cloruros en el permeado de suero dulce. Los
resultados obtenidos de los analisis realizados en los permeados de sueros dulces estudiados

mostraron su presencia en el intervalo de 0,22-0,27%.

El pH de los permeados analizados se situé entre 5,81 y 6,20. Pisponen et al. (2013)
reportaron en permeados de sueros de Ricotta un pH promedio de 5,51, mientras que
Vincenzi et al. (2014) obtuvieron valores de pH en permeados de suero de Ricotta de

5,10+0,49 siendo valores de pH mas bajos a los reportados en el presente trabajo.

4.1.2.2 Permeados de suero dulce ligeramente salado de queso Blanco fresco
Estos permeados se obtienen durante la produccién de queso Blanco adicionado de sal. La
Tabla 14 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de los permeados de suero dulce

ligeramente salado de queso Blanco, observandose que los valores de proteina variaron
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entre 0,42 y 0,63%, con un valor promedio de 0,50%, siendo ligeramente superior en
comparacion a los permeados de suero dulce de queso Blanco sin sal (0,47%). Por otra
parte, los solidos de suero obtenidos por precipitacion para la elaboracion de requeson
presentaron una textura con mayor arenosidad y humedad respecto a los obtenidos a partir

de suero dulce sin sal.

De nuevo la cantidad de grasa obtenida en este tipo de permeados fue despreciable y no
cuantificable por la metodologia analitica empleada, repitiéndose los resultados obtenidos
en el analisis de grasa de los permeados de suero dulce de queso Blanco sin sal, y a los

obtenidos por Vincenzi et al. (2014) en productos similares.

Tabla 14. Caracterizacion fisicoquimica de permeados de suero dulce ligeramente salado
de queso Blanco Paisa.

Azlcares
Muestra Proteina reductores NaCl pH
(%0) (%) (%)
1 0,63+0,00 4,51+0,01 3,97+0,01 4,82+0,02
2 0,42+0,00 4,14+0,01 3,28+0,02 4,71+0,01
3 0,63£0,00 4,37%0,02 3,44+0,01 4,83+£0,01
4 0,42+0,00 4,08+0,01 2,57+0,01 4,7+0,02
5 0,63+0,00 4,65+0,01 3,74+0,01 4,89+0,02
6 0,42+0,00 4,32+0,01 2,80%0,01 4,54+0,01
7 0,42+0,00 4,58+0,02 4,04+0,01 4,68+0,02
8 0,42+0,00 4,00£0,01 2,98+0,01 4,56x0,01
X+ DS 0,50+0,11 4.33+0,24 3,35+0,54 4,56x0,470

X: Promedio de valores, DS: Desviacion estandar.

En el analisis de los azlcares reductores (principalmente lactosa) de los permeados de
sueros dulces ligeramente salados procedentes de la elaboracion de queso Blanco, se
obtuvo valores entre 4,00 y 4,65% de lactosa. La disminucion del contenido de lactosa en

este permeado esta relacionada a la adicion de salmuera en tina (1000 L con 23 °Baume) de

115



fabricacion, diluyendo el contenido de lactosa en aproximadamente 13,3% comparado con

el suero dulce de queso Blanco.

Estos permeados presentaron valores de NaCl entre 2,57 y 4,04%, con una media de
3,3520,54%, valor que se situo dentro de las especificaciones de 3,20-3,40% en el suero
salado utilizados para el salado de la cuajada de queso Blanco marca Paisa, para finalmente
poder obtener un queso Blanco con un contenido entre 1,5y 2,0% de NaCl (Pasteurizadora
Tachira, C.A). Estos resultados son similares a los reportados por Awad (2009) en suero
salado de queso Cheddar que contiene entre 2 y 5% de NaCl, y diferentes a los de sueros
salados obtenidos de la fabricacidn de queso Domiati que contiene entre 8 y 15% de NaCl.
El pH medio obtenido en los permeados procedentes de suero dulce ligeramente salado fue
4,56 (Tabla 14), y corresponde a un pH menor a los obtenidos en permeados de suero de
queso Blanco (5,97). Esto se debe principalmente al uso de &cido citrico durante la
precipitacion de los sélidos de los sueros dulces ligeramente salados, clasificando estos
permeados como &cidos y ligeramente salados. Pintado et al. (2001) indicaron que el pH de
los permeados de suero depende de la cantidad y tipo de acido organico empleado en la
produccién de requesén. Asi, Bergamaschi et al. (2016) utilizaron en la elaboracion de
Requesdn vinagre de vino para precipitar la fraccion proteica del suero de queseria a una
temperatura de 90 °C, obteniendo un pH de 4,50-4,7 en los permeados procedentes de su
fabricacion.

4.1.2.3 Permeados de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella

Los permeados procedentes de sueros dulces ligeramente acidos son obtenidos en la
fabricacion de queso Mozzarella marca Paisa y posterior extraccion de requesén, quedando
un permeado rico en lactosa y sales minerales. La Tabla 15 muestra las caracteristicas

fisicoquimicas de los permeados procedentes de sueros dulces ligeramente &cidos.

Los valores de proteina encontrados en este tipo de permeado fluctuaron entre 0,21 y 0,63%
obteniéndose como valor promedio 0,51+0,14%, observandose un ligero incremento de la
proteina en el permeado de suero de Mozzarella, con respecto a los permeado procedentes
de los sueros de queso Blanco fresco. Esto se debe principalmente al trabajo en cuba de la
cuajada de queso Mozzarella y a la adicion de acido citrico anhidro a la leche con la
finalidad de disminuir el pH a valores entre 5,80 a 5,90.
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En este caso tampoco se encontrd grasa en los permeados procedentes de sueros de queso
Mozzarella, resultados similares a los obtenidos en el resto de permeados estudiados, los
azucares reductores presentan valores de 4,79 + 0,12 al ser acidificada la leche con &cido
citrico (procedimiento quimico) sin provocar variacion en la concentracion de los azUcares
reductores de la leche con respecto al suero, como si sucede cuando usamos bacterias
lacticas para acidificar la cuajada, que utilizan los azlcares reductores como sustrato para la
produccion de &cido lactico. La cantidad de cloruros obtenidos en los permeados de suero
ligeramente acido se situo entre 0,19 y 0,22%, valores similares a los que presentaron los

permeados de suero dulce procedente de queso Blanco fresco.

Tabla 15. Caracterizacion fisicoquimica de los permeados de suero dulce ligeramente &cido
de queso Mozzarella marca Paisa.

Azlcares
Muestra Proteina reductores Cloruros pH
(%) (%0) (%0)
1 0,63%0,00 4,62+0,01 0,19+0,01 5,09+0,01
2 0,63+0,00 4,96x0,02 0,22+0,01 5,12+0,01
3 0,42+0,00 4,91+0,01 0,22+0,01 5,14+0,01
4 0,63%0,00 4,62+0,01 0,22+0,01 5,14+0,01
5 0,63%0,00 4,69+0,01 0,21+0,01 5,07%0,00
6 0,42+0,00 4,84+0,01 0,19+0,01 5,30+0,01
7 0,42+0,00 4,88+0,01 0,20+0,01 5,17+£0,00
8 0,63+0,00 4,80£0,01 0,20+0,01 4,94+0,01
9 0,21+0,00 4,80+0,01 0,20+0,01 5,09+0,00
X+ DS 0,51+0,14 4,79+0,12 0,21+0,02 5,12+0,09

X: Promedio de valores, DS: Desviacion estandar.

El pH promedio obtenido en estos permeados fue de 5,12, debido al efecto inicial del acido
citrico en la disminucion del pH en la leche hasta un pH de 5,80-5,90, y posteriormente al
efecto del cultivo de Streptococcus thermophilus que se adiciona a la leche de queseria y se
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desarrolla durante la elaboracién del queso, provocando disminucién del pH por produccion

de &cido lactico a partir de la lactosa presente en el suero.

La produccion de Mozzarella implica una fase de la acidificacion fuerte de la leche o la
cuajada. La plastificacion de la cuajada se da en agua caliente y se lleva a cabo por
fermentacion microbioldgica de la lactosa en el &cido lactico (procedimiento bioldgico) o
por complemento directo de un agente acidificante a la leche (procedimiento quimico) antes
de la coagulacion para obtener un pH entre 5,80 y 5,90 (Kindstedt, 1992). El pH obtenido
en estos permeados fue de 5,12, debido al efecto inicial del acido citrico y posteriormente al
efecto del cultivo de Streptococcus thermophilus que se adiciona a la leche de queseria y se
desarrolla durante la elaboracion del queso, provocando disminucion del pH por produccion
de &cido lactico a partir de la lactosa presente en el suero. Los permeados obtenidos a partir
de la produccion de Mozzarella se pueden clasificar como ligeramente acidos. Segun la
investigacion realizada por Guinee (2004), en quesos producidos con pH de 5,9 (por
acidificacion directa con acido citrico) y pH de 5,5 (acidificacion directa y adicion de
cultivos microbianos), se observd una mayor capacidad de estiramiento y fluidez en los
quesos acidificados a pH de 5,5; por otro lado y en ambos casos (con pH de 5,5 y de 5,9)
los niveles de calcio fueron similares. Los valores de pH obtenidos de los permeados en el
presente trabajo son normales para un proceso de fabricacion de queso Mozzarella
utilizando un proceso combinado por acidificacion directa con acido citrico y uso de cultivo

lactico.

4.1.3. Medio de fermentacién

Para la obtencion de los medios de fermentacion se realizaron mezclas utilizando diferentes
proporciones de cada uno de los permeados de sueros dulces de queso Blanco marca Paisa,
permeados de sueros dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y permeados de sueros
dulce ligeramente salado de queso Blanco marca Paisa, con el objetivo de producir medios
de fermentacién sin y con presencia de NaCl (1 y 2%). Las mezclas de 40 L una vez
realizadas fueron ultrafiltradas obteniendo un permeado compuesto principalmente por
azlcares reductores y sales minerales, procediendo a su hidrolisis con la enzima j-
galactosidasa (Lactozym®Pure 2600L, Novozyme, Jsvaerd, Denmark) por 15 h a una

temperatura de 8 °C, obteniendo entre 65 a 70% de hidrolisis en cada una de las pruebas
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realizadas. Posteriormente el producto ultrafiltrado e hidrolizado se concentrd6 en un
evaporador de cargas hasta una concentracion de 25-32% de azUcares reductores. Estas
pruebas preliminares se realizaron para comprender la relacion existente entre la
composicion inicial de las mezclas de permeados y el efecto que tiene los procesos de
ultrafiltracion, hidrolisis de la lactosa y la concentracion de solidos por evaporacion (100
°C durante 90 min) con respecto a la composicion final del concentrado obtenido, en

especial en el contenido de azucares reductores y NaCl (Tabla 16).

Tabla 16. Mezclas realizadas de permeados de sueros dulces, dulces acidos y dulces
salados.

%  AzUcares

Mezcla Tipo de permeado (viy) "eductores Cloruros NaCl
(%) (%) (%)
. Dulce ligeramente acido de queso Mozzarella 80 3040 122 i
Dulce de queso Blanco fresco 20
Dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella 85
2 31,56 0,99 -
Dulce de queso Blanco fresco 15
Dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella 60
3 _ 15,00* - 7,54
Dulce ligeramente salado de queso Blanco 40

Dulce ligeramente acido de queso Mozzarella 60
4 Dulce de queso Blanco 25 10,00* - 2,90

Dulce ligeramente salado de queso Blanco 15

Dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella 80
5 Dulce de queso Blanco fresco 15 10,10* - 1,40

Dulce ligeramente salado de queso Blanco 5

Dulce ligeramente acido de queso Mozzarella 81,7
6 Dulce de queso Blanco fresco 13,0 30,69 1,00

Dulce ligeramente salado de queso Blanco 53

Dulce ligeramente acido de queso Mozzarella 78,4
7 Dulce de queso Blanco fresco 106 29,82 - 2,00

Dulce ligeramente salado de queso Blanco 11,0

*Mezclas de permeados sin hidrolisis de lactosa.
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Para la produccion del medio de fermentacion sin adicion de NaCl se utilizaron los
permeados de sueros obtenidos en la elaboracion de quesos sin adicion de NaCl (permeados
de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y permeados de suero dulce de queso
Blanco) en diferentes proporciones (80:20 y 85:15%) (Tabla 16, mezclas 1 y 2). La mezcla
de 85% de permeado de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y 15%
permeado de suero dulce de queso Blanco fue la mas indicada para la obtencion del medio
de fermentacion sin NaCl por su nivel mas elevado presente en azlcares reductores, en
comparacion a la mezcla 80:20, y también porque la cantidad producida de permeados de
sueros ligeramente acidos de queso Mozzarella es mucho mayor en Pasteurizadora Tachira

C.A. que la correspondiente a los permeados de sueros dulces de queso Blanco.

La Tabla 17 muestra el proceso de concentracion de la mezcla de 85% de permeado de
suero dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella y 15% permeado de suero dulce de
queso Blanco, pudiéndose observar una disminucion de pH (de 5,76 a 4,86) a los 90 min de
proceso, y una concentracion de los componentes del permeado, sobre todo efectiva a partir
de los 30 min del proceso de concentracion. Los resultados de esta mezcla son conformes a
los requerimientos esperados al inicio de las pruebas de obtencion del medio de
fermentacion. La mezcla de permeados una vez concentrado presentd un color amarillo
ambar, viscoso, pegajoso al tacto, sabor ligeramente dulce y salobre (Figura 22). El
concentrado fue estable durante el almacenamiento, sin formacion de cristales de lactosa

por efecto de la hidrdlisis realizada previamente con la enzima B-galactosidasa.

Tabla 17. Concentracion en evaporador de la mezcla de 85% permeado de suero
ligeramente acido de queso Mozzarella 'y 15% de permeado de suero dulce de queso Blanco
ultrafiltrada en membrana e hidrolizada.

Tiempo pH Azlcares reductores Cloruros
(min) (%0) (%0)

0 5,76x0,27 05,60+0,40 0,28+0,01

30 5,37+0,30 06,90+0,47 0,30+0,03

60 5,13+0,27 11,40+1,32 0,74+0,06

90 4,86%0,10 31,56+2,48 0,99+0,26
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Figura 22. Aspecto visual del medio de fermentacion durante el proceso de concentracion
por evaporacion de la mezcla de 85% permeado de suero ligeramente acido de queso
Mozzarella y 15% de permeado de suero dulce de queso Blanco ultrafiltrada en membrana
e hidrolizada, en diferentes intervalos de tiempo (0, 30, 60 y 90 min).

En la Tabla 18 se presenta los resultados de composicion de 5 pruebas realizadas para
obtener un medio de fermentacion en ausencia de NaCl, obtenido a partir de las mezclas de
permeado dulce ligeramente acido de queso Mozzarella (85%) y permeado dulce de queso
Blanco (15%).

El pH obtenido durante la concentracion de estos 2 tipos de permeados obtuvo un valor
promedio de 4,86+0,10. Das et al. (2016) estudiaron la produccion de etanol utilizando
permeados concentrados de suero de queseria, ajustando el pH a 4,50 como pH éptimo para
la levadura Kluyveromyces marxianus NCIM® 3217™. Ariyanti et al. (2013) trabajaron en
la produccién de etanol a partir de suero de queseria utilizando una cepa de K. marxianus
obtenida de la coleccidon del Centro de Biomasa y Energia Renovable de Indonesia y
ajustando el pH entre 4,5 a 5,0 al suero utilizado durante la fermentacion. Vincenzi et al.
(2014) trabajaron en la produccion de bioetanol a partir de suero de queso Ricotta
utilizando las cepas ATCC®16045™, ATCC®46537™, ATCC®12424™ y CBS®6556™ de
levadura K. marxianus donde el permeado de suero de queseria fue ajustado a un pH de 4,5
previo al inicio de la fermentacién. Segin Chaucheyras et al. (1997) la levadura
Saccharomyces cerevisiae se desarrolla bien en valores de pH entre 4,5 y 6,5. A este
respecto, Lin et al. (2012) indicaron en su trabajo sobre factores que afectan la
fermentacion de etanol utilizando la levadura S. cerevisiae BY®472™, que el pH 6ptimo de
fermentacion para la obtencion de etanol es de 4-5.
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Tabla 18. Composicion de medio de fermentacion en ausencia de NaCl.

Azlcares
Tipo de permeado (%) pH reductores  Cloruros
(%) )
Dulce ligeramente acido de 85
queso Mozzarella 4,86+0,10 31,56+2,48 0,99+0,26
Dulce de queso Blanco 15

Por otra parte, durante la concentracion de la mezcla de permeados sin adicion de NaCl se
obtuvo 31,56+2,48% de azlcares reductores, valores que corresponden a cantidades
deseadas de sustrato para las pruebas de fermentacion (Castellar et al., 1998; Gokgoz et al.,
2013). La concentracion inicial de azlcares es considerada como una fase importante en la
produccion de etanol. Una alta productividad y rendimiento en procesos de fermentacion de
etanol, puede ser obtenida usando altas concentraciones de azlcares. Sin embargo, es
necesario largos tiempos de fermentacion (Zabed et al., 2014). En la mayoria de los
trabajos consultados donde se utilizaron permeados concentrados de suero de queseria
utilizando la levadura K. marxianus, se observa que las concentraciones de azUcares
reductores varia entre 4 a 24%, considerando que una alta concentracién de azUcares, afecta
los procesos celulares de las levaduras, haciendo mas lento el crecimiento celular,
incrementando los tiempos de fermentacion y obteniendo menos etanol por gramo de
azucar reductor (Grba et al., 2002; Silveira et al., 2005; Ozhmici y Kargi, 2007c; Ariyanti
et al., 2013; Vicenzi et al., 2014). Das et al. (2016) consideraron que un 20% de
concentracion de azucares reductores en permeados concentrados de suero de queseria
corresponde a un valor optimo para la obtencion de altos rendimientos de etanol utilizando
la levadura K. marxianus. En el caso de la levadura S. cerevisiae es mas resistente a altas
concentraciones de azlcares reductores y etanol, y en los trabajos consultados donde se
utilizé suero de queseria la concentracion de azUcares reductores vario entre 10 y 20%

(Guimarées et al., 2008a; Guimaraes et al., 2008c).

Una vez establecido el medio de fermentacion sin adicion de NaCl, se abordo la
formulacién de medios de fermentacion para obtener una concentracion final de NaCl de 1
y 2% en los medios de fermentacion. El objetivo de la obtencién de medios de

fermentacion conteniendo NaCl al 1 y 2% fue el aprovechamiento de los permeados
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ligeramente salados producidos por Pasteurizadora Tachira C.A. Para ello se formularon 3
mezclas conteniendo diferentes cantidades de permeado ligeramente salado de queso
Blanco, en concreto 40, 25 y 5% (Tabla 16, mezclas 3, 4 y 5). Estas mezclas fueron
sometidas a los mismos procesos de ultrafiltracién y concentracion que las anteriores
descritas, y se obtuvieron los niveles de NaCl en los permeados concentrados. La
determinacion de NaCl se hizo a través de la cuantificacion de cloruros teniendo en
consideracion la cantidad de cloruros presentes de manera habitual en los permeados sin
adicion de NaCl y que proceden directamente de la leche y de las adiciones directas
realizadas de CaCl, durante la elaboracion del queso. Los porcentajes obtenidos de NaCl en
las diferentes mezclas ensayadas una vez concentradas (7,54; 2,90 y 1,40%), hizo que se
pudiera calcular la proporcion teérica de permeados ligeramente salados a introducir en las
mezclas para poder obtener concentraciones de 1y 2% NaCl en el producto concentrado
final, que fueron de 5,32 y 11,01%, respectivamente (Tabla 16, mezclas 6 y 7). Asi, en la
obtencion de un medio de fermentacion con 1% NaCl se utiliz6 81,63% de permeado dulce
ligeramente acido de queso Mozzarella, 13,05% de permeado dulce de queso Blanco y
5,32% de permeado dulce ligeramente salado de queso Blanco para dar una concentracion
de 30,69% de azucares reductores. En el medio de fermentacion con 2% de NaCl se utilizd
78,35% de permeado dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella, 10,64% de permeado
dulce de queso Blanco y 11,01% de permeado dulce ligeramente salado de queso Blanco,

obteniendo una concentracién de 29,82% de azUlcares reductores.

En la Tabla 19 se presentan la composicion promedio con su respectiva desviacion estandar
de 5 pruebas realizadas para obtener un medio de fermentacién con 1% de NaCl. Los
valores de pH se encuentran dentro de los valores éptimos de 4,5 a 5,0 descritos para el
desarrollo de las levaduras, y los azlcares reductores dentro del intervalo 6ptimo de 25 a
32%. Con respecto al NaCl, se observa que una adicién de 5,32% de permeado dulce
ligeramente salado de queso Blanco a la mezcla, aporta la cantidad de NaCl requerida para
alcanzar el 1% de NaCl en el medio de fermentacion. Sin embargo, la desviacion estandar
obtenida en la concentracion de NaCl en las diferentes pruebas de repeticion realizadas fue
elevada (>10%). Al revisar los trabajos realizados utilizando suero de queseria para la
produccidn de etanol se evidencia que los sueros utilizados corresponden principalmente a

sueros dulces y acidos, debido a que el suero ligeramente salado de queso Blanco fresco es
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obtenido generalmente en paises de Centroamérica y Suramérica de la fabricacion de
quesos frescos tradicionales, y no se han conseguido trabajos donde se utilice este tipo de

suero para la produccién de etanol.

Tabla 19. Composicion del medio de fermentacion con 1% de NaCl.

_ Azlcares |
Tipo de permeado (%) pH reductores NgC
(%) ()
Dulce ligeramente &cido de
queso Mozzarella 81,63
Dulce de queso Blanco 13,05 4,93+0,15 30,69+1,35 1,00+0,11
Dulce ligeramente salado 532

de queso Blanco

En la Tabla 20 se presenta la composicién promedio con su respectiva desviacion estandar
de 5 pruebas realizadas para obtener un medio de fermentacion con 2% de NaCl. Los
valores de pH obtenidos se encuentran dentro de los valores 6ptimos para el desarrollo de
las levaduras, y el contenido de azlcares reductores también se sitda dentro del intervalo
Optimo requerido para el medio de fermentacion con la finalidad de obtener una mayor
cantidad de etanol por litro fermentado. Con respecto al NaCl, la adicion de 10,64% de
permeado dulce ligeramente salado de queso Blanco a la mezcla de permeados, permitié
obtener un medio de fermentacion con 2% de NaCl, obteniendo de nuevo una desviacion

estandar elevada (>10%).

Tabla 20. Composicién del medio de fermentacion con 2% de NaCl.

_ AzUcares
Tipo de permeado (%) pH reductores NaCl
%) 0
Dulce ligeramente acido
de queso Mozzarella 78,35
Dulce de queso Blanco 11,01 4,99+0,06 29,82+1,78 2,00+0,21

Dulce ligeramente salado 10.64
de queso Blanco ’
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Si bien los resultados indican la posibilidad de utilizar diferentes cantidades de permeados
de sueros ligeramente salados de queso Blanco de Pasteurizadora Tachira C.A. para obtener
medios de fermentacién con 1y 2% de NaCl y utilizarlos en las pruebas de fermentacion, la
variabilidad existente en NaCl entre las diferentes repeticiones realizadas de las mezclas
hizo replantear el trabajo. Con el objetivo de fijar la concentracion de NaCl en el medio de
fermentacion evitando las variaciones de NaCl asociadas a la utilizacion de diferentes
permeados ligeramente salados, se optd por la utilizacién del medio de fermentacion sin
NaCl (mezcla 2), al que una vez concentrado se le realiz6 una adicion externa de NaCl para

conseguir las concentraciones de 1y 2% de NaCl.
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4.2 USO DE PERMEADOS CONCENTRADOS DE SUERO DE
QUESERIA CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
NaCl (0, 1 y 2%) COMO MEDIO DE FERMENTACION POR
LAS LEVADURAS Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces
cerevisiae Y Saccharomyces bayanus EN LA PRODUCCION Y
CALIDAD DEL ETANOL

126



4.2.1 Ensayo preliminar de fermentaciones utilizando las levaduras Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus con diferentes
concentraciones de NacCl

Diferentes autores han indicado la necesidad de la optimizacion de los procesos de
fermentacion en la obtencion de etanol a partir de sueros y permeados de queseria, para lo
cual es necesario el uso de levaduras resistentes a las condiciones del medio de
fermentacion y altas productoras de etanol (Guimardes et al., 2010; Zabed et al., 2014).

En este estudio, y con el objetivo de seleccionar las levaduras con mayor productividad de
etanol, se realizd un experimento preliminar utilizando K. marxianus ATCC®36142™, S,
cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus marca Fermiline Tipicity®, y como medio de
fermentacion el seleccionado y producido por concentracion de los permeados de sueros de
gueseria en ausencia o presencia de NaCl (1 y 2%), descritos en el apartado 4.1.3. En las
Tablas 21, 22 y 23 se detallan los resultados de las pruebas de fermentacion preliminares
realizadas utilizando la levadura K. marxianus ATCC®36142™ en permeados concentrados

procedentes de sueros de queseria con diferentes concentraciones de NaCl (0, 1y 2%).

En la Tabla 21 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de fermentacion
preliminares utilizando la levadura K. marxianus ATCC®36142™ en permeados
concentrados procedentes de suero de queseria desproteinizados en ausencia de NacCl.

Los recuentos microbioldgicos iniciales de levaduras del medio de fermentacion sin adicion
de NaCl tras el indculo se situaron en 4 x 10° ufc/mL, valores que incrementaron durante
los primeros cuatro dias de fermentacion hasta niveles de 1 x 10" ufc/mL, manteniéndose

este recuento en el quinto dia de fermentacion.

El pH del medio de fermentacion sin adicion de NaCl presentd una disminucion de 0,09
unidades durante los 5 dias de fermentacion, descenso muy pequefio que podria estar
asociado a la formacion de compuestos &cidos de naturaleza organica durante la
fermentacion alcohdlica (Enriquez & Acevedo, 2012). Sin embargo, dicha disminucion de
pH no hizo variar considerablemente el pH del medio de fermentacion el cual se situé
dentro de los valores 6ptimos para la levadura durante el proceso de fermentacién, que
segun Hadiyanto et al. (2014) se encuentra entre 4,5 y 5,0. Vincenzi et al. (2014) trabajaron
en la produccion de bioetanol de suero de queseria utilizando varias cepas de K. marxianus,

ajustando el pH a 4,5 como valor 6ptimo de desarrollo de la levadura.
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Los resultados obtenidos mostraron un consumo lento pero continuo de azdcares reductores
durante los 5 dias de fermentacion (consumo total de 74,5 g/L), obteniéndose 14,89+0,25
g/L de etanol, y un valor tedrico de 12,79 g/L de CO: calculado a partir del alcohol
obtenido, para un total de 27,68 g/L de azUcares reductores consumidos en la produccién de
alcohol y un consumo de 46,82 g/L de azUcares reductores en produccion de masa celular y
otras sustancias producto de la fermentacion. La cantidad de etanol obtenida al final de la
fermentacion (14,89+0,25 g/L), utilizando un permeado concentrado de suero
desproteinizado sin adicion de NaCl, representa una cantidad baja de etanol si se compara
con los datos reportados por otros autores como Silveira et al. (2005) que obtuvieron 76-80
g/L de etanol utilizando la cepa K. marxianus ATCC®36142™ en un medio de
fermentacion compuesto por un permeado de suero con 17% de lactosa, y Kargi & Ozmihci
(2006) que obtuvieron un rendimiento de 80 g/L de etanol, trabajando con una solucion
concentrada de suero en polvo con 15% de lactosa. Las cantidades de etanol obtenidas en el
presente estudio son un 80% mas bajas a las reportadas por otros autores, pudiendo ser un
efecto de la alta concentracién inicial de azlcares reductores presentes en el medio de
fermentacion, afectando la actividad de la membrana celular de esta levadura por estrés
osmotico y por consiguiente la produccion de etanol. Algunos autores han reportado un
efecto inhibitorio durante la fermentacion de sueros o concentrados de lactosa con
cantidades mayores a 200 g/L debido a sensibilidad osmética y baja tolerancia al etanol
(Silveira et al., 2005; Zafar et al., 2005; Ozmihci & Kargi, 2007c¢).

La méaxima productividad volumétrica de etanol fue obtenida en el primer dia de
fermentacion (0,15+0,02 g/L h) para después disminuir y mantenerse constante durante el
cuarto y quinto dias de fermentacion (0,12+0,01 g/L h), siendo baja con respecto a las
obtenidas por Grba et al. (2002) que trabajando con K. marxianus en un medio de
fermentacion con 10% de lactosa obtuvieron 3,1 g/L h, y por Dinitz et al. (2014) que
obtuvieron una productividad volumétrica de etanol de 0,49 g/L h utilizando K. marxianus
UFV-3 en un medio de fermentacion con una concentracion de 20% de lactosa. Vincenzi et
al. (2014) trabajando en la produccion de bioetanol a partir de suero de queseria con 4,4%
de lactosa y utilizando varias cepas de K. marxianus, mostraron la importancia en la

eleccion de las cepas a utilizar, 'y obtuvieron una productividad
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Tabla 21. Composicion (concentraciones de azlcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacion, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142™ utilizando
permeados concentrados en ausencia de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia fermentacién

Parametros

0 1 2 3 4 5)
pH 4,80+0,01 4,74+0,01 4,74+0,00 4,75+0,01 4,73+0,01 4,71+0,01
Azlcares reductores (g/L) 350,70+2,60 343,80+3,80 333,30+2,60 292,90+4,10 281,60+5,80 276,20+0,00
Etanol (g/L) 0,00+0,00 3,62+0,43 4,01+0,06 7,40+0,41  11,63+0,79  14,89+0,25
Qp (g/L h) - 0,15+0,02 0,08+0,00 0,1040,01 0,12+0,01 0,1240,01
Yess (9/9) - 0,54+0,16 0,23+0,00 0,13+0,01 0,17+0,02 0,20+0,00
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volumétrica de 0,01+0,00 g/L h con la cepa K. marxianus ATCC®6556™, siendo mas baja
que la productividad obtenida en las pruebas realizadas del presente trabajo, mientras que
al utilizar la cepa K. marxianus ATCC®16045™ alcanzaron, en las mismas condiciones de
fermentacion, una productividad volumétrica de 0,58 g/L h, mayor a la obtenida en el

presente estudio.

El rendimiento de etanol por gramo de azUcares reductores consumidos fue de 0,20 g/g
obtenido durante el quinto dia de fermentacion, siendo estos valores bajos con respecto al
valor tedrico de 0,538 g de etanol por gramo de azUcares reductores fermentables (Koushki
et al., 2012). Sin embargo, los resultados obtenidos son mejores a los reportados por
Vincenzi et al. (2014) que trabajando con la cepa K. marxianus ATCC®6556 ™ en la
produccion de bioetanol a partir de un suero de queseria con 4,4% de lactosa, obtuvieron un
rendimiento de etanol de 0,02+0,00 g/g lactosa, y similares a los encontrados por Ariyanti
et al. (2013) con la cepa K. marxianus CBRE en un medio de fermentacién con 4,6% de
lactosa obteniendo un rendimiento de etanol de 0,213 g/g lactosa, asi como los reportados
por Hadiyanto et al. (2014) con una cepa de K. marxianus en un medio de fermentacion con
4,8% de lactosa, obteniendo un rendimiento de etanol de 0,21 g/g de lactosa. En el caso de
otros autores como Araujo et al. (2015), los rendimientos de etanol hallados fueron
mayores en comparacién al del presente estudio, ya que trabajando con la cepa K.
marxianus ATCC®8554™ en un medio de fermentacion con 10% de lactosa, alcanzaron un

rendimiento de etanol de 0,38 g/g de lactosa.

En la Tabla 22 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de fermentacion
preliminares utilizando la levadura K. marxianus ATCC®36142™ en permeados
concentrados procedentes de suero de queseria desproteinizados conteniendo 1% de NaCl.
En este caso el pH del medio de fermentacion presentd una disminucién de 0,13 unidades
durante los 5 dias de ensayo, valores que son practicamente similares a los obtenidos en las
pruebas de fermentacion realizadas sin adicion de NaCl. Sin embargo, la cantidad de etanol
obtenida en el medio de fermentacion adicionado de 1% NaCl fue de 1,94+0,01 g/L,
presentando una reduccién del 86,97% en comparacién de la cantidad de etanol obtenida en

las pruebas sin adicion de NaCl.
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Tabla 22. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacién, rendimiento de
etanol (Ygss) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142™ utilizando
permeados concentrados adicionados de 1% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parémetros

0 1 2 3 4 5
pH 4,84+0,01 4,79+0,00 4,74+0,01 4,69+0,00 4,73+0,01 4,71+0,01
Azucares reductores (g/L) 304,50+1,10 287,30+8,00 281,50+0,00 268,60+7,00 267,20+3,50 267,10+5,60
Etanol (g/L) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,80+0,01 0,60+0,01 0,62+0,01 1,94+0,01
Qp (g/L ) - 0,00+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00
Yess (9/9) - 0,00+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00
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Esta reduccion en la produccion de etanol podria estar relacionada con la cantidad de NaCl
presente en el permeado concentrado y al efecto de los iones de Na* sobre la actividad de
algunas enzimas, generando inhibicion enzimatica y afectando los procesos metabdlicos en
la membrana celular de la levadura (Folch-Mallol et al., 2004). Durante el proceso de
fermentacion se consumieron 37,4 g/L de azUcares reductores desde el inicio de la
fermentacion para la produccion de 1,94+0,01g/L de etanol, lo que indica un valor tedrico
de 1,67 g/L de COg calculado a partir del alcohol obtenido, para un total de 3,61 g/L de
azUcares reductores consumidos para la produccion del alcohol y un consumo de 33,79 g/L
de azucares reductores en la produccién de masa celular y otras sustancias producto de la
fermentacion. Al comparar los resultados de azucares consumidos en el medio de
fermentacion con 1% de NaCl, se observa una reduccion del 49,80% respecto a los
procesos de fermentacion llevados a cabo sin adicion de NaCl.

Utilizando el medio de fermentacion adicionado de 1% de NaCl se obtuvo una
productividad de etanol de 0,02 g/L h y un rendimiento de etanol de 0,05 g/g, lo cual
representa una disminucion en los valores de estos pardmetros cinéticos del 83,33 y 75%,
respectivamente con respecto a las pruebas realizadas sin adicion de NaCl, indicando que la
presencia de 1% de NaCl afecta largamente el proceso fermentativo mediado por K.

marxianus ATCC® 36142™ en la produccion de etanol.

En la Tabla 23 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas de fermentacion
preliminares utilizando la levadura K. marxianus ATCC® 36142™ en permeados

concentrados procedentes de suero queseria desproteinizados conteniendo 2% de NaCl.

La presencia de 2% NaCl en el medio de fermentacion no hizo variar de manera
considerable la evoluciéon de pH del medio durante el periodo fermentativo, presentando
una disminucion de 0,14 unidades, variacion similar a la experimentada en los medios de

fermentacidn en ausencia o presencia del 1% de NaCl.

Al quinto dia de fermentacion la cantidad de etanol obtenida fue de 1,16+0,09 g/L,
concentracion que disminuyo en un 92,21% al compararla con la obtenida sin adicion de
NaCl, indicando que la presencia de 2% de NaCl en el medio de fermentacién afecta
negativamente el metabolismo celular de las levaduras y por consiguiente la produccién de

etanol, y que un incremento en la cantidad de NaCl (de 1 a 2%) en el medio de
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fermentacion produce una disminucién adicional de 40,21% en la concentracion de etanol.
Para obtener esta cantidad de etanol se consumieron 21,9 g de azUcares reductores, de los
cuales y por calculo tedrico un total de 2,14 g/L de azUcares reductores fueron para la
produccién de alcohol y el restante 19,76 g/L de los azucares reductores fueron utilizados
en la produccion de masa celular y otras sustancias producto de la fermentacion. Al
comparar el consumo de los azlcares reductores con respecto a los procesos fermentativos
llevados a cabo sin adicion de NaCl, se evidencia una disminucién del 70,6% en el
consumo de azucares reductores, y un 41,44% adicional si lo comparamos con el medio de

fermentacién con 1% de NaCl.

La productividad méxima de etanol se inici6 al dia 2 del proceso de fermentacion con
valores de 0,02+0,00 g/L h para después disminuir en los dias siguientes, indicando que la
produccién de etanol fue casi por completo inhibida al utilizar el medio de fermentacion

conteniendo 2% de NaCl.

El rendimiento de etanol maximo obtenido en el proceso fermentativo expresado por
azucares reductores consumidos fue de 0,05+0,00 g/g, valor que se obtuvo a partir del
tercer dia de fermentacion y que se mantuvo hasta el quinto dia, siendo este igual al

obtenido en el medio de fermentacién con 1% de NacCl.

En la Figura 23 se presentan los resultados preliminares comparativos de produccién de
etanol segun la concentracion de NaCl para las diferentes levaduras objeto de este estudio,
realizado en un experimento utilizando 2 réplicas para cada levadura y concentracion de
NaCl. De las tres levaduras evaluadas, S. cerevisiae fue con la que se obtuvo la mayor
cantidad de etanol y mejor comportamiento de los parametros cinéticos, seguida de S.
bayanus, y K. marxianus que correspondio a la levadura y proceso fermentativo donde se
obtuvo el menor rendimiento de etanol, por un bajo consumo de azUcares reductores

presentando asi los valores mas bajos en los parametros cinéticos estudiados.

De las tres concentraciones de NaCl utilizadas (0, 1 y 2%) para evaluar la capacidad de
fermentacion de la levadura K. marxianus, el medio de fermentacion sin adicion de NaCl
fue el que presentd los mejores rendimientos con respecto a los medios conteniendo

concentraciones de 1 y 2% de NaCl.
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Tabla 23. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacién, rendimiento de
etanol (Ygss) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142™ utilizando
permeados concentrados adicionados de 2% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parémetros

0 1 2 3 4 5
pH 4,84+0,01 4,81+0,00 4,77+0,01 4,71+0,00 4,70+0,01 4,70+0,01
Azulcares reductores (g/L) 304,50+1,10 294,40+3,70 291,00+1,50 284,50+4,10 282,70+2,60 282,60+1,60
Etanol (g/L) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,51+0,13 0,89+0,07 1,03+0,11 1,16+0,09
Qp (g/L h) - 0,00+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,00+0,00
Yess (9/9) - 0,00+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00
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Figura 23. Efecto de la concentracion de NaCl (0, 1 y 2%) sobre la produccién de etanol
utilizando las levaduras K. marxianus ATCC® 36142™ S, cerevisiae marca Levapan® y S.
bayanus marca Fermiline Tipicity®.

Los resultados obtenidos en este experimento preliminar mostraron que la levadura K.
marxianus ATCC®36142™ produce cantidades muy limitadas de etanol en comparacion a
S. cerevisiae y S. bayanus a partir del medio de fermentacion utilizado y en las condiciones
establecidas de fermentacion. Son diversos los autores que han indicado efectos inhibitorios
y problemas asociados en la fermentacion de medios concentrados de lactosa o de
sueros/permeados de queseria, produciéndose fermentaciones lentas y altos contenidos de

azUcares residuales cuando la concentracion inicial de lactosa aumenta por encima de 100
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g/L, siendo esta levadura generalmente inefectiva en medios de fermentacion con
concentraciones de lactosa por encima de 200 g/L (Gawel y Kosikowski, 1978; Dale et al.,
1994; Silveira et al., 2005; Zafar et al., 2005; Guimarées et al., 2010). Estos problemas se
han atribuido comuUnmente a la alta sensibilidad osmética (debido a las altas
concentraciones de lactosa) y a la baja tolerancia al etanol (Vienne & Von Stockar, 1985;
Zafar et al., 2005), asi como a la inhibicion de esta levadura por la alta concentracion de
sales encontradas en los medios de fermentacion obtenidos por concentracion (Grubb &
Mawson, 1993).

Sin embargo, y segun se describe en la literatura estos efectos parecen ser cepa
dependiente, y la implementacion de sistemas de fermentacion de lotes alimentados podria
ayudar a evitar los problemas de inhibicién por sustrato (lactosa y sales) (Ozmihci & Kargi,
2007a) y la inhibicion por etanol podria mejorarse con la suplementacion nutricional del

medio de fermentacion (Janssens et al., 1983).

Por otra parte, en este estudio se ha puesto de manifiesto que K. marxianus
ATCC®36142™ es muy afectada por concentraciones de NaCl al 1% (170 mM) inhibiendo
casi por completo sus procesos metabolicos en concentrados de permeados conteniendo 2%
de NaCl (340 mM). Serrano (1996) en su estudio indicd que concentraciones entre 300 y
500 mM de NaCl en medios de fermentacién inhiben las reacciones metabdlicas, ya que
perturban el balance hidréfobo-electrostatico, afectando el funcionamiento proteico de la
levadura. Ozmihci & Kargi (2007d) indicaron que altas concentraciones de NaCl y
suplementos nutricionales afectan la actividad de la membrana celular por estrés osmético y

por consiguiente el desarrollo de la levadura K. marxianus.

En base a los bajos rendimientos obtenidos en las pruebas realizadas con K. marxianus
ATCC® 36142™ se decidio continuar el estudio de las pruebas de fermentacion con las
levaduras S. cerevisiae y S. bayanus, ya que en el experimento preliminar se obtuvieron

mejores rendimientos de etanol.

4.2.2 Procesos de fermentacion utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae marca
Levapan® con diferentes concentraciones de NaCl

Saccharomyces cerevisiae es una de las levaduras mas utilizadas en la produccion de etanol

por su alta capacidad fermentativa, tolerancia hasta concentraciones de 20% de etanol,
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rapido crecimiento bajo condiciones anaerobicas, por lo cual ha sido utilizada por otros
autores en la produccion de etanol a partir derivados de sueros o permeados de queseria
(Antoni et al., 2007; Cot et al., 2007).

En las Tablas 24, 25 y 26 se detallan los resultados obtenidos en las 3 pruebas de
fermentacion realizadas de manera independiente con dos réplicas cada una utilizando la
levadura S. cerevisiae marca Levapan® en permeados concentrados procedente de sueros
de queseria en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de NaCl (1 y 2%).
Durante las pruebas preliminares realizadas con la levadura S. cerevisiae, los resultados
indicaron que es la mas resistente a altas concentraciones de azucares reductores y de etanol
en las pruebas de fermentacion realizadas con diferentes concentraciones de NaCl en

permeados concentrados.

En la Tabla 24 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion
realizadas utilizando la levadura S. cerevisiae marca Levapan® en permeados en ausencia
de NaCl.

En los experimentos realizados sin adicion de NaCl, los recuentos microbiolégicos iniciales
de levaduras del medio de fermentacion tras el indculo de S. cerevisiae se situaron en 1 x
10° ufe/mL, recuentos que incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion
hasta niveles de 1 x 10° ufc/mL, para disminuir al dia quinto de fermentacion a 3 x 10*
ufc/mL. Entre las tensiones ambientales que sufren las levaduras, el etanol constituye el
principal factor de estrés durante los procesos de fermentacidon. Desde un punto de vista
fisiolégico, el etanol inhibe el crecimiento y la viabilidad de las levaduras, afecta a
diferentes sistemas de transporte, como el sistema general de transporte de aminoacidos y la
captacion de glucosa, e inhibe la actividad de las principales enzimas glucoliticas. El efecto
principal del etanol se produce sobre la membrana plasmatica de la levadura, cuya fluidez
se altera durante el estrés por etanol. Esta alteracion produce cambios en la permeabilidad
de las especies ionicas, especialmente de los protones. EI aumento de la entrada de protones
da como resultado la réapida disipacion del gradiente electroquimico a través de la

membrana plasmatica y la posterior acidificacion intracelular (Alexandre et al., 2001).
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Tabla 24. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacién, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® utilizando
permeados concentrados procedentes de sueros de queseria desproteinizados en ausencia de NaCl.

Dia de fermentacion

Parametros

pH 4,96+0,14 4,83+0,20 4,76x0,21 4,72+0,17 4,62+0,18 4,56+0,16

Azlcares reductores (g/lL)  275,63+30,80% 245,12+36,74% 219,38+25,73%¢ 186,55+6,07 181,00+10,77¢¢ 164,73+4,69¢

Etanol (g/L) 0,00+0,00¢ 12,63+1,38°  28,17+7,76° 3512+10,002® 44,10+10,89% 50,86+9,342
Qp (g/L h) - 0,53+0,06 0,59+0,16 0,49+0,14 0,46+0,11 0,42+0,08
Yess (9/9) - 0,45+0,08 0,50+0,10 0,40+0,07 0,48+0,08 0,47+0,05

acd Medias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
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El pH del medio sin adicion de NaCl presentdé una disminucion durante los 5 dias de
fermentacion de 0,40 unidades, disminucion que no fue significativa (p > 0,05) y que
podria estar asociada a la formacion de pequefias concentraciones de coproductos de

naturaleza acida durante la fermentacion (Zi et al., 2013; Ma et al., 2016a).

La cantidad obtenida de etanol al quinto dia de fermentacion con este medio fue de
50,86+9,34 g/L, observandose un incremento durante el tiempo de fermentacion con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), en concreto entre el dia 0 y los dias 2,
3,4y5, yentre el dia 1y los dias 3, 4 y 5. Esta cantidad de etanol supone un 70,7% mas

que el producido en similares condiciones por K. marxianus ATCC® 36142™,

Para la produccion de los 50,86+9,34 g/L de etanol se consumieron un total de 110,90 g/L
de azucares reductores desde el inicio de la fermentacion, obteniéndose un valor tedrico de
43,68 g/L de CO> para un total de 94,54 g/L de azUcares reductores tedricos consumidos en
la produccidn de alcohol, y asi un consumo tedrico de 16,36 g/L de azUcares reductores en
produccién de masa celular y otras sustancias producto de la fermentacion. La
concentracion en azUcares reductores disminuyé durante el tiempo de fermentacion
observandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los diasOy 1, y
los dias 3, 4 y 5. Guimardes et al. (2008a) estudiaron la evolucién en la adaptacién del
consumo de lactosa de S. cerevisiae recombinante expresando L. lactis LAC4 y LAC12
utilizando una solucion concentrada de suero en polvo con 15% de lactosa y obteniendo 55
g/L de etanol, valor similar aunque ligeramente superior al obtenido en la presente

investigacion.

La mayor y menor productividades de etanol obtenidas en estas condiciones fue de
0,59+0,16 y 0,42+0,08 g/L h, y se localizaron en el segundo y quinto dia de fermentacion,
respectivamente indicando que S. cerevisiae es buena productora de etanol en un
concentrado de permeado de suero de queseria sin adicién de NaCl. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) en productividad de

etanol, la cual se mantuvo estable en los diferentes dias de fermentacion.

El mejor rendimiento de etanol por azUcares reductores consumidos fue de 0,50+0,10 g/g
obtenido durante el segundo dia de fermentacion, siendo este valor al final de la
fermentacion (quinto dia) de 0,47+0,05 g/g de azucares reductores, pasando por un minimo
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de 0,40 al tercer dia de fermentacion, rendimientos cercanos al valor tedrico de etanol de
0,538 g/g. Tampoco en este caso se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p > 0,05) para este parametro entre los dias de fermentacion.

Domingues et al. (2002) utilizando un bioreactor continuo de 6 L y un medio semi-sintético
con 5% de lactosa y la levadura S. cerevisiae expresando B-galactosidasa de Aspergillus
niger obtuvieron una productividad de etanol de 9 g/L h, siendo una productividad mucho
mayor a la reportada en las pruebas realizadas. Estos valores mas elevados pueden
explicarse por la utilizacion por parte de estos autores de un proceso de fermentacion
continuo, ya que se obtienen mayores voliumenes de etanol con respecto a los sistemas
discontinuos, permitiendo trabajar con concentraciones bajas de sustrato que no producen
inhibicion sobre las levaduras, favoreciendo los procesos metabdlicos celulares y la
fermentacion. Guimardes et al. (2008a) trabajaron en la produccién de etanol utilizando un
bioreactor por proceso discontinuo como el utilizado en las pruebas realizadas en esta tesis,
con una solucion concentrada elaborada a partir de suero en polvo con 15% de lactosa y
una cepa de S. cerevisiae expresando el gen LAC4 y LAC12 de K. lactis obteniéndose un
proceso de fermentacion mucho mas lento y una productividad de etanol de 0,46 g/L h
mucho mas baja, en comparacion al estudio anteriormente comentado, por efecto de la
inhibicion producida por la concentracion de sustrato sobre los procesos metabdlicos de la
levadura, siendo las condiciones de proceso y los resultados de productividad obtenidos

muy similares a los de la presente investigacion.

Domingues et al. (1999) utilizando una cepa de S. cerevisiae expresando el gen LAC4
(codificado para producir B-galactosidasa) y LAC12 (codificado para producir lactosa
permeasa) de K. lactis, y una solucién con 5% de lactosa para producir etanol en un proceso
de operacién continua, obtuvieron un alto rendimiento de etanol de 0,51 g/g, generando
nuevas perspectivas en el desarrollo a gran escala de procesos econdmicamente factibles de
produccion de etanol a partir de suero de queseria. Los resultados mostrados son similares a

los obtenidos en la presente investigacion.

Los recuentos microbioldgicos iniciales de levaduras del medio de fermentacion adicionado
de 1% NaCl tras el indculo de S. cerevisiae se situaron en 1 x 10° ufc/mL, recuentos que

incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion hasta niveles de 2 x 107

140



ufc/mL, para disminuir al dia quinto de fermentacion a 6 x 10° ufc/mL. En la Tabla 25 se
muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion realizadas utilizando la

levadura S. cerevisiae marca Levapan en permeados concentrados con 1% de NaCl.

En las pruebas realizadas con medio de fermentacion adicionado de 1% de NaCl, el pH
presentd una disminucion de 0,39 unidades durante los 5 dias de fermentacion, siendo
similar al obtenido en las pruebas sin NaCl afiadido, observandose una disminucion
progresiva del pH durante los 5 dias de andlisis, aunque solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia O con respecto al dia 5 de

fermentacion.

La cantidad maxima obtenida de etanol fue de 40,93+3,71 g/L al final del quinto dia
fermentacion, observandose un incremento significativo (p < 0,05) en la produccién de
etanol entre inicio y la finalizacion del proceso fermentativo (dia 5), en concreto entre los

diasOy 1y losdias 3,4 y5.

Para obtener los 40,93+3,71 g/L de etanol se consumieron un total de 93,74 g/L de azUcares
reductores desde el inicio de la fermentacion, produciéndose a nivel teérico 35,15 g/L de
CO> para un total de 76,08 g/L de azucares reductores consumidos para la produccion de
alcohol y un consumo de 16,51 g/L de azUcares reductores en produccién de masa celular y
otras sustancias producto de la fermentacion, observandose una disminucion significativa
(p <0,05) de los azucares reductores al inicio (dia 0) y los dias 2, 3,4y 5, yentreel dialy
los dias 4 y 5.

Utilizando el medio de fermentacién adicionado de 1% NaCl, la mayor productividad
volumétrica en la produccion de etanol se obtuvo durante los dias 1 y 2 (0,64+0,14 g/L h),
la cual tendié a disminuir hasta alcanzar el quinto dia de fermentacion donde se obtuvo el
valor mas bajo (0,34+0,03 g/L h). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) en productividad de etanol entre los diferentes
dias de fermentacion, al igual que ocurrio al utilizar el medio de fermentacion sin adicion
de NaCl. EI maximo rendimiento de etanol por azlcares reductores consumidos (Yess) se
obtuvo en el primer dia de fermentacion, aunque los valores obtenidos durante los 5 dias de
fermentacion fueron similares (p > 0,05), presentando en el resto de dias de fermentacion

un rendimiento de etanol de ~0,45 g/g de azucares reductores.
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Tabla 25. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacion, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® utilizando
permeados concentrados con 1% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parametros

pH 4,96+0,13? 4,79+0,14% 4,74+0,13%  4,71+0,12%  4,650,13%  4,57+0,15"

Azucares reductores (g/L) 274,72429,75%  242,07+27,26% 212,97+17,29° 192,32+4,56° 186,27+10,48° 180,98+14,14°

Etanol (g/L) 0,00+0,00¢ 15,40+3,41° 27,63+8,07®  35,65+9,65°  39,44+6,81*  40,93+3,71°
Qp (9/L h) - 0,64+0,14 0,58+0,17 0,50+0,13 0,41+0,07 0,34+0,03
Yess (9/9) - 0,47+0,07 0,45+0,04 0,44+0,03 0,45+0,03 0,44+0,04

abe Medias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
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En la Tabla 26 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion

realizada utilizando la levadura S. cerevisiae en permeados concentrados con 2% de NaCl.

Los recuentos microbioldgicos iniciales de levaduras del medio de fermentacion adicionado
de 2% NaCl tras el in6culo de S. cerevisiae se situaron en 1 x 10° ufc/mL, recuentos que
incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion, para disminuir al dia
quinto de fermentacion de manera similar a como lo hizo en el medio de fermentacion
adicionado de 1% NacCl.

El pH del medio de fermentacidn conteniendo 2% NaCl present6é una disminucion de 0,40
unidades al final del quinto dia de fermentacion, valores similares a los obtenidos en las
pruebas realizadas en los medios de fermentacion sin y con 1% de NaCl, observandose
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 0 con respecto a los otros

dias de fermentacion, y entre el dia 1 con respecto al dia 5.

La cantidad de etanol obtenida aumenté progresivamente a lo largo del tiempo,
encontrandose la concentracién maxima (23,93+4,02 g/L) al final de la fermentacion (dia
5), si bien no hubo diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para este

pardmetro desde el dia 3.

Con este medio de fermentacion, y durante los 5 dias de analisis, se consumieron un total
de 73,9 g/L de azUcares reductores, produciéndose 23,93+4,02 g/L de etanol y un valor
tedrico de 20,55 g/L de CO, para un total tedrico de 44,48 g/L de azUcares reductores
consumidos para la produccion de alcohol y un consumo de 29,42 g/L de azlcares
reductores en produccion de masa celular y otras sustancias producto de la fermentacion,
observandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 0 con

respecto a los dias 4 y 5 de fermentacion.

Con este medio, la mayor productividad volumétrica de etanol se obtuvo en el dia 1, y
disminuyé progresivamente durante el periodo de fermentacion, observandose diferencias

significativas (p < 0,05) Unicamente entre los dias 1y 5.
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Tabla 26. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacion, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® utilizando
permeados concentrados con 2% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parametros

pH 5,04+0,002 4,84+0,01° 4,76+0,05¢ 4,69+0,08 4,67+0,09C 4,64+0,11°

Azucares reductores (g/L)  256,07+26,27% 241,45+21,06%° 223,12420,87% 203,28+20,69°® 193,58+21,31° 182,17+22,14"

Etanol (g/L) 0,00+0,00¢ 8,03+1,76°  14,56+2,76"  18,40+1,76®®  21,27+2,05% 23,93+4,022
Qp(g/L h) - 0,33+0,072 0,30+£0,06®  0,2640,02®®  0,22+0,03% 0,20+0,03°
Yess (9/9) - 0,58+0,10° 0,38+0,11° 0,35+0,01° 0,34+0,05° 0,33+0,03°

abed NMedias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).

144



El maximo rendimiento de etanol por azlcares reductores consumidos en el medio
adicionado de 2% de NaCl se obtuvo en el primer dia de fermentacién, disminuyendo de

manera significativa (p < 0,05) al dia 2, para después estabilizarse en valores de 0,38-0,33
0/g.

La Tabla 27 muestra el efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de
fermentacion sobre la concentracion de etanol producido y consumo de azlcares reductores

a partir de medios de fermentacion sin y con la inclusion de NaCl (1 y 2%) utilizando la

levadura S. cerevisiae.

La cantidad maxima de etanol producido al dia 5 a partir del medio de fermentacion
adicionado de 1% NaCl fue un 19,5% menor con respecto a las pruebas realizadas con el
medio de fermentacion sin adicion de NaCl, sin embargo estas diferencias no fueron
significativas (p > 0,05). Cuando el medio de fermentacion utilizado contuvo 2% de NaCl
la concentracién de etanol disminuy6 un 52,95% con respecto a las pruebas realizadas con
medio de fermentacién sin adicion de NaCl, y un 41,53% con respecto a las pruebas con
medio de fermentacion adicionado de 1% de NaCl. Los resultados obtenidos en los tres
medios de fermentacidn con diferentes concentraciones de NaCl (0, 1 y 2%) indican que
solo la presencia de un 2% de NaCl en el medio de fermentacidén y en las condiciones
ensayadas afecta el metabolismo celular de la cepa de S. cerevisiae utilizada, y por
consiguiente, la produccidn de etanol.

Tabla 27. Efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacién sobre la
concentracion de etanol producido y consumo de azlcares reductores obtenidos con la
levadura Saccharomyces cerevisiae marca Levapan®.

Azlcares reductores (g/L) Etanol (g/L)
NaCl (%) Dia Dia
(0-5)* 1 5
0 110,90+24,722 12,63+1,63% 50,86+9,342
1 93,73+15,65® 15,40+3,412 40,93+3,712
2 73,90+11,03° 8,03+1,76° 23,93+1,69°

*AzUcares consumidos por la levadura durante el periodo de fermentacion (5 dias).
abc Medias en la misma columna para cada uno de los dias y parametros con diferente superindice difiere
significativamente (p < 0,05).
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Los resultados también muestran una disminucion del 15,48% en el consumo de azucares
reductores utilizando el medio de fermentacion adicionado de 1% NaCl con respecto a las
pruebas realizadas en el permeado concentrado de sueros sin la adicion de NaCl. No
obstante, y pese a observarse una tendencia en la reduccion de azlcares, no es posible
concluir con un nivel de significacion del 5% que la concentracion de 1% NaCl tuvo un
efecto en la reduccion de la diferencia de azucares entre el dia O y el dia 5, en comparacion
a los permeados de suero sin adicion de NaCl. Sin embargo, cuando el medio de
fermentacion fue adicionado del 2% NacCl, y al compararlo con las pruebas realizadas sin
adicion de NaCl se observd que la levadura consumié 33,36% menos de azUcares
reductores, y un 21,16% menos cuando el medio contuvo 1% de NacCl, disminuciones que
fueron solo significativas (p < 0,05) al comparar el medio sin NaCl adicionado y el afiadido
del 2% de NaCl.

En la Tabla 28 se presenta un resumen de la productividad de etanol (Qp) y rendimiento de
etanol por azucares reductores consumidos (Yess) a partir de medios de fermentacion sin y
con la inclusion de NaCl (1 y 2%) utilizando la levadura S. cerevisiae, para los dias 1 y 5 de

fermentacion.

Tabla 28. Efecto de la inclusién de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacion sobre la
productividad de etanol (Qp) y de rendimiento de etanol por azlcares reductores
consumidos (Yess) obtenidos con la levadura Saccharomyces cerevisiae marca Levapan®.

Qp (9/L h) Yess (9/9)
NaCl (%) Dia Dia
1 5 1 5
0 0,530,062 0,42+0,08? 0,450,082 0,470,052
1 0,64+0,14% 0,34+0,032 0,47+0,072 0,44+0,042
2 0,33+0,07° 0,20+0,03° 0,58+0,10? 0,33+0,03"

ac Medias en la misma columna para cada uno de los dias y parametros cinéticos con diferente superindice
difiere significativamente (p < 0,05).

Al comparar los valores obtenidos en productividad volumétrica en los dias 1 y 5 de
fermentacion entre los medios de fermentacion sin y con adicién del 1% NaCl, no se pudo

evidenciar diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05), aunque en el dia 5 de
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fermentacion utilizando el medio conteniendo 1% NaCl se observara una disminucion del
19,05%. Cuando el medio de fermentacion fue afiadido de 2% de NaCl se pudo calcular
una disminucién en la productividad volumétrica en los dias 1 y 5 de fermentacion del
37,74 y 52,38%, respectivamente en relacion a las pruebas realizadas con el medio sin
adicion de NaCl, y del 48,44 y 41,18%, respectivamente en relacion a los ensayos
realizados con el medio adicionado de 1% de NaCl. Sin embargo, estas diferencias solo
fueron significativas (p < 0,05) a los dias 1 y 5 cuando el medio utilizado fue el afiadido del
2% de NaCl respecto del no adicionado de NaCl. Moon et al. (2010) indicaron que la
captacion de sustrato y el crecimiento celular de S. cerevisiae en un medio rico en glucosa
disminuye drasticamente con valores de 4% de NaCl, afectando la productividad
volumétrica de etanol obtenida durante la fermentacion, asi como un incremento en los
tiempos de fermentacion al influir negativamente en el metabolismo celular. Resultados
similares los obtuvo Modig et al. (2007) que, trabajando con S. cerevisiae en un medio de
fermentacion con una concentracion de 40 g/L de NaCl bajo condiciones anaerobicas,
observaron un incremento en el tiempo necesario para la conversién completa de la glucosa
y disminucion de las tasas de crecimiento especificas entre un 80-90% cuando las células se

sometieron a condiciones hiperosmaticas.

Al considerarse el rendimiento de etanol por azlcares reductores consumidos (Yess) se
pudo observar una disminucién no significativa en los rendimientos del 6,38% en las
pruebas realizadas con 1% de NaCl respecto del medio sin adicion del NaCl. Cuando el
medio utilizado fue el afiadido del 2% de NaCl, se observaron disminuciones del 29,79 y
25% con respecto a las pruebas realizadas en ausencia o presencia de 1% de NaCl,
respectivamente. Al igual que sucedid para el parametro cinético de productividad
volumétrica de etanol, estas disminuciones fueron solo significativas (p < 0,05) al comparar
los medios de fermentacion sin adicion de NaCl con el afadido del 2% de NaCl. Oda &
Tonomura (1993) en su trabajo sobre el efecto del NaCl y el potencial fermentativo de S.
cerevisiae en panificacion, indicaron que la capacidad de fermentacion y el crecimiento
celular de las levaduras de panaderia disminuye drasticamente en la medida que incrementa
las concentraciones de NaCl entre 0 y 3%. En el presente estudio y a medida que se
incremento la concentracion de NaCl, se pudo observar una reduccion en la produccion de

etanol y rendimientos, hecho que esta relacionado con la inhibicion, por la concentracién de
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NaCl, de algunas enzimas producidas por la levadura S. cerevisiae que son especialmente
sensibles a la inhibicién causada por los iones Na* o CI™, aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, probablemente debido a la interaccion especifica de los iones con sitios
importantes de la proteina (Folch-Mallol et al., 2004), afectando los procesos metabolicos y
provocando una disminucion o inhibicion del metabolismo celular como se ha evidenciado
en las pruebas realizadas. Ma et al. (2016a) también han reportado que el ion Na* puede
producir toxicidad en los microorganismos e influenciar negativamente la produccion de

etanol durante la fermentacion.

4.2.3 Procesos de fermentacion utilizando la levadura Saccharomyces bayanus marca
Fermiline Tipicity® con diferentes concentraciones de NaCl

Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity® es una levadura muy utilizada en la
elaboracion de cerveza tipo lager y en vinos que presentan retardo durante su fermentacion
(fermentaciones tardias), con muy buena capacidad fermentativa bajo condiciones
anaerdbicas, soportando altas concentraciones de etanol; sin embargo, esta levadura ha sido
poco utilizada en la fermentacion de permeados de suero de queseria.

Los resultados globales muestran que al incrementar la concentracion de NaCl en el medio
de fermentacion se obtuvo una reduccién en la cantidad de etanol producido y un descenso
en los valores de los pardmetros cinéticos tal y como se pudo también observar en las
pruebas realizadas con S. cerevisiae marca Levapan® y a los obtenidos en las pruebas

preliminares realizadas con la levadura K. marxianus ATCC® 36142™.

En la Tabla 29 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion
realizadas con dos réplicas y en dos ocasiones independientes utilizando la levadura S.
bayanus marca Fermiline Tipicity® en permeados concentrados sin adicién de NaCl.

Los recuentos microbiolégicos iniciales de levaduras del medio de fermentacidon sin adicion
de NaCl tras el indculo de S. bayanus se situaron en 1 x 10° ufc/mL, valores que
incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion hasta niveles de 7 x 108

ufc/mL, para disminuir al dia quinto de fermentacion a 1 x 10°® ufc/mL.
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Tabla 29. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacién, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity®
utilizando permeados concentrados procedentes de sueros de queseria desproteinizados en ausencia de NacCl.

Dia de fermentacion

Parametros

pH 4,91+0,17 4,87+0,13 4,84+0,12 4,83+0,12 4,82+0,11 4,81+0,10

Azulcares reductores (g/L)  280,49+9,51%  242,45+27,93% 228,33+30,09% 209,98+14,04* 197,98+6,37° 169,88+14,74"

Etanol (g/L) 0,000,001 11,93+1,17° 18,72+2,71"°  24,86+0,89°  35,37+4,60*  41,27+2,507
Qp (g/L h) - 0,50+0,05? 0,39+0,06%° 0,35+0,01° 0,37+0,05°  0,34+0,02°
Yess (9/0) - 0,42+0,19 0,45+0,19 0,34+0,03 0,40+0,08 0,35+0,02

abede Medias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
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El pH del medio presentd una pequefia disminucion de 0,10 unidades al final de la
fermentacion, posiblemente asociada a la produccién de coproductos durante el proceso
mediado por S. bayanus (Mesas & Alegre, 2009), no observandose diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) en el pH de los permeados entre el dia 0 y el resto
de dias de fermentacion. Gokgoz & Yigitoglu (2013) trabajaron con células inmovilizadas
de S. bayanus en carboximetilcelulosa-y-poli(N-vinil-2-pirrolidona) en un medio de
fermentacion con 200 g/L de glucosa ajustado a pH de 5,0 e indicaron que el intervalo
Optimo de pH de S. bayanus es 4,5-5,0 ya que valores inferiores a 4,5 afectan la capacidad

de la levadura para convertir los azucares en etanol (Liu & Shen, 2008; Zhao & Xia, 2010).

La cantidad obtenida de etanol al quinto dia de la fermentacion con este medio (sin adicion
de NaCl) fue de 41,27+2,50 g¢/L, observandose un incremento durante el tiempo de
fermentacion con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre diferentes dias,
en concreto entre el dia 1 y los dias 3, 4 y 5, y entre el dia 3 y los dias 4 y 5. Esta cantidad
de etanol producido supone un 63,9% mas que el producido en similares condiciones por K.
marxianus ATCC® 36142™ y un 17,64% menos de etanol que el producido por
Saccharomyces cerevisiae. Castellar et al. (1998) estudiaron el efecto de la adicién de
zeolita (5 g/L) en la produccién de etanol a partir de glucosa (350 g/L) utilizando S.
bayanus, obteniendo 130 ¢g/L de etanol e indicando que en condiciones adecuadas de
fermentacion esta levadura es capaz de producir altas cantidades de etanol. Gokgoz &
Yigitoglu (2013) utilizando S. bayanus obtuvieron 99 g/L de etanol utilizando un medio de
fermentacion sintético a pH 5 formulado con 100 g/L de glucosa, 5 g/L de extracto de
levadura y 1,0 g/L de MgSO4 7H>0 esterilizado, concentracion de etanol més elevada a la
obtenida en el presente estudio. De estos estudios parece claro la gran influencia de los
medios de fermentacion sintéticos estandarizados (soluciones de glucosa, aportes
nutricionales, pH 6ptimo) en la obtencion de etanol, en comparacion al uso de medios de
fermentacidn procedentes de subproductos como el suero de queseria con una composicion
donde podemos encontrar acidos organicos como el lactico, iones de Na* y CI* vy otros
minerales, una concentracion alta de azlcares reductores, pH no estandarizado, etc.,
factores que pueden afectar la actividad de la membrana celular al producir estrés osmotico,
afectando los rendimientos. Gokgoz & Yigitoglu (2013) trabajando con una cepa de S.

bayanus (Coleccién de cultivos de Ingenieria de Alimentos de la Universidad de Ankara,
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Turquia) en un medio de fermentacion con 100 g/L de glucosa, indico que cuando el pH
esta por debajo de 4,5 las células de levaduras no pueden convertir la fuente de carbono en
etanol, por lo cual el pH del medio de fermentacion fue ajustado a 5,0 por ser considerado
el pH Optimo por literatura para el desarrollo de las levaduras (Liu et al., 2009,
Winkelhausen et al., 2010).

Se consumieron 110,61 g/L de azucares reductores desde el inicio de la fermentacion,
obteniéndose 41,27+2,50 g/L de etanol y un valor tedrico de 35,44 g/L de CO; para un total
de 76,71 g/L de azUcares reductores consumidos para la produccién de alcohol y un
consumo de 33,87g/L de azUcares reductores en produccion de masa celular y otras
sustancias producto de la fermentacion. Durante los dias de fermentacion la concentracion
de azlcares reductores del medio de fermentacion disminuyd observandose diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 0 con respecto a los dias 4 y 5.

La mayor productividad de etanol se obtuvo en el primer dia de fermentacion (0,50+0,05
g/L h) con una tendencia a disminuir hacia el quinto dia de fermentacion donde present6 un
valor de 0,34+0,00 g/L h. En la productividad de etanol se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 1 con respecto a los dias 3, 4 y 5.
Barros et al. (1987) trabajando con S. bayanus obtuvieron una productividad de etanol de
1,2 g/L h en un medio de fermentacién consistente en una solucion de 300 g/L de glucosa.
Castellar et al. (1998) obtuvieron una productividad de etanol de 3,07 g/L h utilizando una
cepa de S. bayanus en medios de fermentacion con 220 g/L de glucosa suplementado con 5
g/L de zeolita. Gokgoz & Yigitoglu (2013) reportaron una productividad de etanol de 8,23
g/ L h utilizando una cepa de Saccharomyces bayanus (Coleccion de la Universidad de
Ankara, Turquia) inmovilizada en carboximetilcelulosa-y-poli (N-vinil-2-pirrolidona) y un
medio de fermentacion sintético que contenia 100 g/L de glucosa, 5 g/L de extracto de
levadura, 5 g/L de peptona y 1g/L de MgSO4 7H20 (pH = 5), siendo en todos los casos
citados mayor la cantidad de etanol obtenida en comparacién a los resultados del presente
estudio, indicando que la galactosa producida a partir de la lactosa en los permeados de
sueros de queseria por accion de la B-galactosidasa es metabolizada de manera muy lenta 'y
en algunos casos no es metabolizada por Saccharomyces sp. por completo, como si sucede
con la glucosa (Mehaia & Cheryan, 1990). Walker & Stewart (2016) indicaron en su
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trabajo sobre la levadura Saccharomyces que la falta de agua disponible por efecto de altas
concentraciones de azucares o sales en el medio de fermentacion, genera como respuesta
fisiologica al estrés osmotico una sobreproduccion de glicerol o trehalosa como una forma
de proteger la membrana celular de la desecacion, afectando los rendimientos al obtenerse

una menor cantidad de etanol.

El mayor rendimiento de etanol por azlcares reductores se obtuvo en el dia dos de
fermentacion (0,45+0,19 g/g), presentando una tendencia a disminuir hacia el quinto dia
(0,35x0,02 g/g). En este parametro cinético no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre los dias de fermentacion. Castellar et al. (1998) utilizando
una cepa de S. bayanus y un medio de fermentacién con una concentracion inicial de 220
g/L de glucosa, obtuvieron un rendimiento de etanol de 0,43 g/g, siendo mas bajo al
obtenido en las pruebas realizadas con los permeados concentrados de suero de queseria sin
adicion de NaCl. Gokgoz & Yigitoglu (2013) trabajando también con una cepa de S.
bayanus y un medio de fermentacion con 100 g/L de glucosa con una temperatura de
fermentacion de 30 °C durante 12 h en un sistema con agitacion (125 rpm), reportaron un
rendimiento de etanol de 0,494 g/g, siendo ligeramente superior a los obtenidos en el

presente estudio.

En la Tabla 30 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion
realizadas con dos réplicas utilizando la levadura S. bayanus marca Fermiline Tipicity en

permeados concentrados conteniendo 1% de NaCl.

Los recuentos microbioldgicos iniciales de levaduras del medio de fermentacion adicionado
de 1% NaCl tras el inoculo de S. bayanus se situaron en 1 x 10° ufc/mL, recuentos que
incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion hasta niveles de 2 x 107

ufc/mL, para disminuir al dia quinto de fermentacion a 4 x 10 ufc/mL.

El pH del medio de fermentacion adicionado de 1% de NaCl presentd una disminucién de
0,22 unidades durante el tiempo de fermentacion, variaciones mayores a las pruebas
realizadas en ausencia de NaCl, aunque el pH se situd dentro del intervalo éptimo de
desarrollo de la levadura S. bayanus. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) de pH del medio de fermentacion entre el dia O con respecto al

resto de dias de fermentacion.
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Tabla 30. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacién, rendimiento de
etanol (Yess) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity®
utilizando permeados concentrados con 1% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parametros

pH 4,93+0,12 4,79+0,12 4,78+0,13 4,73+0,14 4,72+0,15 4,71+0,15

Azucares reductores (g/L)  285,91+11,17% 259,36+12,29%° 230,58+8,09% 216,45+10,24° 207,50+7,31%¢  184,17+17,79¢

Etanol (g/L) 0,00+0,00° 10,14+0,66%  17,10+4,73%  23,07+5,54% 27,37+4,67%° 34,41+1,062
Qp (g/L h) - 0,42+0,03 0,36+0,10 0,32+0,08 0,29+0,05 0,29+0,01
Yess (9/0) - 0,40+0,05 0,32+0,08 0,34+0,03 0,36+0,03 0,37+0,12

abede Medias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
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La cantidad de etanol obtenida al quinto dia fermentacion fue de 34,41+1,06 ¢/L,
observandose una disminucion del 16,62% con respecto a las pruebas realizadas en
ausencia de NaCl, mostrando diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el
dia 1 con respecto a los dias 3, 4 y 5 de fermentacion, entre el dia 2 con respecto a los dias

4y 5,y entre el dia 3 con respecto al dia 5.

En el proceso fermentativo se consumieron 101,74 g/L de azucares reductores desde el
inicio de la fermentacion, obteniéndose 34,41+1,06 g/L de etanol y un valor teérico de
29,55 g/L de CO- para un total de 63,96 g/L de azlcares reductores consumidos para la
produccidn de alcohol y un consumo de 37,78 g/L de azucares reductores en produccion de
masa celular y otras sustancias producto de la fermentacion. Al comparar los resultados de
los azlcares reductores consumidos con los obtenidos en las pruebas sin adicion de NaCl se
observo una reduccion de 10,91%. En los valores de azucares reductores, y durante los
diferentes dias del periodo de fermentacion, se produjeron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre el dia O con respecto a los dias 2, 3, 4 y 5, y entre los dias 2 y

3 con respecto al dia 5 de fermentacion.

La mayor productividad de etanol se obtuvo en el primer dia de fermentacion con una
tendencia a disminuir hacia el quinto dia donde presenté un valor de 0,29+0,01. La
productividad volumétrica de etanol obtenida disminuy6 en un 16,62% con respecto a las
pruebas realizadas en permeados concentrados sin adicion de NaCl. En la productividad de
etanol no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los
diferentes dias de fermentacion. Gokgdz & Yigitoglu (2013) indicaron en su trabajo sobre
alta productividad de fermentacién de bioetanol, que la levadura S. bayanus inmovilizada
en carboximetilcelulosa-y-poli (N-vinil-2-pirrolidona) obtiene una mayor productividad de

etanol que la levadura S. cerevisiae en medios con altas concentraciones de azucares.

El mayor y menor rendimiento de etanol expresado en base al consumo de azlcares
reductores se obtuvo en el primer y segundo dia de fermentacion, respectivamente,
presentando un valor de 0,37+0,12 g/g en el quinto dia, valor similar al obtenido en las
pruebas realizadas con el permeado concentrado de sueros sin adicion de NaCl. Tampoco
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) en el rendimiento de

etanol por azucares reductores entre los dias de fermentacion.
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En la Tabla 31 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fermentacion

utilizando la levadura S. bayanus en permeados concentrados adicionados de 2% de NaCl.

Los recuentos microbioldgicos iniciales de levaduras del medio de fermentacion adicionado
de 2% NaCl tras el inoculo de S. bayanus se situaron en 1 x 10° ufc/mL, recuentos que
incrementaron durante los primeros cuatro dias de fermentacion, para disminuir al dia
quinto de fermentacion de manera similar a como lo hizo en el medio de fermentacion
adicionado de 1% NacCl.

El pH del medio de fermentacion present6 una disminucion de 0,25 unidades, descenso de
pH similar al obtenido en las pruebas con 1% de NaCl, pero mayor al obtenido en las
pruebas sin adicion de NaCl. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p > 0,05) del pH del medio de fermentacion entre los diferentes dias de fermentacion.

La cantidad de etanol obtenida en el medio de fermentacion conteniendo 2% de NaCl en el
quinto dia fue de 23,20+1,69 g/L, valor que al compararlo con los resultados de las pruebas
sin adicién de NaCl se observa que disminuy6 un 43,78% y un 16,62% en las pruebas
realizadas con permeados concentrados adicionados de un 1% de NaCl. Se pudieron
observar diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la cantidad de etanol
obtenido entre el dia 1 con respecto a los dias 3, 4 y 5, entre el dia 2 en comparacién a los

dias 4 y 5, y entre el dia 3 en comparacion al dia 5 de fermentacién (Tabla 31).

La Tabla 32 muestra el efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de
fermentacion sobre la concentracion de etanol producido y consumo de azUcares reductores

por la levadura S. bayanus.

Al comparar los valores de etanol en los permeados estudiados con diferentes
concentraciones de NaCl (0, 1 y 2%), se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) en la cantidad de etanol obtenido al dia 1 de fermentacion en los
permeados adicionados de 2% de NaCl con respecto a los no afiadidos de NaCl, y al dia 5
de fermentacion entre los tres tipos de permeados (Tabla 32).
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Tabla 31. Composicion (concentraciones de azUcares reductores y etanol) y pH del medio de fermentacion, rendimiento de
etanol (Ygss) y productividad de etanol (Qp) obtenidos con la levadura Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity®
utilizando permeados concentrados con 2% de NaCl procedentes de sueros de queseria desproteinizados.

Dia de fermentacion

Parametros

0 1 2 3 4 5
pH 4,93+0,12  4,76+0,10 4,730,09 4,69+0,09 4,68%0,10 4,68+0,09
Azlcares reductores (g/L)  284,78+9,57% 264,99+9,63% 254,60+11,72" 235,45+7,31% 227,98+11,12%  218,84+11,58¢
Etanol (g/L) 0,00+0,00°  9,07#1,02¢  12,97+3,01% 17,62+0,98" 19,04+2,13% 23,20+1,69°
Qp (g/L h) - 0,42+0,03°  0,31%0,06°  0,25%0,01°  0,20+0,02° 0,19+0,01°
Yess (9/9) - 0,4620,04 0,43+0,02 0,37+0,09 0,35+0,08 0,37+0,08

abede Medias en la misma fila para cada uno de los parametros estudiados con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
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Al generarse estrés celular por efecto del NaCl disuelto en el permeado concentrado, tiende
a disminuir el crecimiento celular, incrementando los tiempos de fermentacion y
reduciendo la cantidad de etanol producido durante la fermentacion. Esto se origina
principalmente por el proceso de adaptacion celular al estrés salino que implica un cambio
en la homeostasis celular por flujo del agua intracelular al exterior de la célula, reduccion
del tamafio de la célula por efecto de la pérdida de agua y en una segunda etapa la
produccién de osmolitos como el glicerol que se acumula en la célula, interviniendo en el
mantenimiento del volumen celular al generar un potencial osmoético mas bajo del
citoplasma y favorecer el reingreso de parte del agua perdida, logrando un equilibrio en los
fluidos y permitiendo que la célula vuelva a crecer (Albertyn et al., 1994; Blomberg, 2000;
Alexandre et al., 2001; Beney et al., 2001; Dmitrieva et al., 2005).

Tabla 32. Efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacidn sobre la
concentracion de etanol producido y consumo de azlcares reductores obtenidos con la
levadura Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity®.

Azlcares reductores (g/L) Alcohol (g/L)
NaCl (%) Dia Dia
(0-5)* 1 5
0 110,58+10,55? 11,93+1,17° 41,2742 502
1 101,75+26,192 10,14+0,66% 34,41+1,06°
2 65,94+16,30° 9,07+1,02° 23,20+1,69¢

*AzUcares consumidos por la levadura durante el periodo de fermentacion (5 dias).
ac Medias en la misma columna para cada uno de los dias y parametros con diferente superindice difiere
significativamente (p < 0,05).

Durante el proceso fermentativo en presencia del 2% de NaCl se consumieron 65,94 g/L de
azucares reductores desde el inicio de la fermentacion, obteniéndose 23,20+1,69 g/L de
etanol y un valor tedrico de 19,92 g/L de CO. para un total de 43,12 g/L de azUcares
reductores consumidos para la produccion de alcohol y un consumo de 22,82 g/L de
azlcares reductores en produccion de masa celular y otras sustancias producto de la
fermentacion. Al comparar los resultados obtenidos con las pruebas realizadas se pudo

observar un descenso en la cantidad de azUcares reductores consumidos del 40,37% con
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respecto a las pruebas realizadas sin adicion de NaCl, y del 35,19% con respecto a las
pruebas realizadas con un permeado concentrado adicionado de 1% de NaCl (Tabla 32).

Durante la fermentacion los valores hallados de azlcares reductores en el medio
conteniendo 2% de NaCl presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
entre el dia 0 con respecto a los dias 2, 3, 4 y 5, entre el dia 1 en comparacion a los dias 3, 4

y 5, y entre el dia 2 en comparacién al dia 5 (Tabla 31).

Al comparar los valores obtenidos entre las pruebas de fermentacion realizadas con
permeados concentrados conteniendo diferentes concentraciones de NaCl (0, 1 y 2%), se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en el consumo de azUcares
reductores (dias 0-5) por S. bayanus entre los permeados afiadidos de 2% de NaCl con
respecto al afiadido de 1% de NaCl y los permeados no afiadidos. Sin embargo, no se
observaron tales diferencias (p > 0,05) entre los permeados sin adicién de NaCl y los
afiadidos de 1% de NaCl (Tabla 32). Wimalasena et al. (2014) en su trabajo sobre
caracterizacion fenotipica de levaduras de Saccharomyces spp por tolerancia al estrés
encontrada durante la fermentacion de residuos lignoceluldsicos para producir bioetanol,
encontraron que las cepas de S. cerevisiae y S. bayanus presentan tolerancias similares al
estrés hiperosmotico por NaCl. Perez-Torado et al. (2016) trabajando sobre estrategias
alternativas de equilibrio de glicerol entre especies de Saccharomyces spp en respuesta al
estrés de vinificacion, indicaron que algunas cepas de S. bayanus var. uvarum soportan
mejor el estrés hiperosmotico por NaCl que otras especies de S. cerevisiae por un manejo
mas eficiente del glicerol intracelular. Estos resultados concuerda con los obtenidos en el
presente estudio ya que en condiciones de ausencia o de 1% de NaCl S. cerevisiae produce
mas etanol que S. bayanus, sin embargo, al incrementar la concentracion a 2% NaCl en el

medio de fermentacion ambas levaduras producen cantidades similares.

La Tabla 33 muestra el efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de
fermentacion sobre los pardmetros cinéticos de productividad de etanol (Qp) y de
rendimiento de etanol por azUcares reductores consumidos (Ygss) durante los dias 1 y 5

obtenidos con la levadura S. bayanus.

La mayor productividad de etanol, utilizando el medio de fermentacion afiadido de 2% de
NaCl, se obtuvo en el primer dia de fermentacion (0,42+0,03 g/L h) con una tendencia a

158



disminuir hacia el quinto dia de fermentacion (0,19+0,01 g/L h), observandose una pérdida
de productividad del 44,12% vy del 34,48% con respecto a las pruebas de fermentacion
utilizando permeados concentrados sin o con adicion de 1% de NaCl, respectivamente, al 5
dia de fermentacion (Tabla 33). En el parametro cinético de productividad de etanol se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 1 con respecto
al resto de dias de fermentacion, y entre el dia 2 con respecto a los dias 4 y 5 de

fermentacion (Tabla 31).

Tabla 33. Efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacién sobre la
productividad de etanol (Qp) y de rendimiento de etanol por azlcares reductores
consumidos (Ygss) obtenidos con la levadura Saccharomyces bayanus marca Fermiline
Tipicity®.

Qp (g/L h) Yes (9/9)
NaCl (%) Dia Dia
1 5 1 5
0 0,50+0,05% 0,34+0,02° 0,42+0,19? 0,35+0,02?
1 0,42+0,03? 0,29+0,01° 0,40+0,05% 0,37+0,12%
2 0,42+0,03? 0,19+0,01°¢ 0,46+0,04° 0,37+0,08?

¢ Medias en la misma columna para cada uno de los dias y parametros cinéticos con diferente superindice
difiere significativamente (p < 0,05).

Al comparar las medias de la productividad de etanol utilizando los medios de
fermentacion afiadidos de diferentes cantidades de NaCl (0, 1 y 2%) no se pudieron
constatar diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para este parametro cinético
al primer dia de fermentacion para ninguna de las concentraciones de NaCl estudiadas,
mientras que al quinto dia de fermentacion si se pudieron observar diferencias significativas
(p < 0,05) entre las distintas concentraciones de NaCl presentes en los medios de

fermentacion (Tabla 33).

El mayor rendimiento de etanol por azlcares reductores se obtuvo en el primer dia de
fermentacion (0,46+0,04 g/g), presentando una tendencia a disminuir hacia el quinto dia
donde se obtuvo un valor de 0,37+0,08 g/g, similares a los obtenidos en las pruebas

realizadas con permeados concentrados de sueros sin y con 1% de NaCl, no observandose

159



diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los dias de fermentacion (Tabla
30).

Al comparar los valores obtenidos del pardmetro cinético de rendimiento de etanol
expresado por el consumo de azucares reductores tampoco pudo evidenciarse diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los permeados concentrados con diferentes
concentraciones de NaCl estudiadas en los dias 1 y 5 del proceso fermentativo (Tabla 33).
En términos generales varios autores coinciden que se conoce poco acerca de la respuesta
de S. bayanus al estrés hiperosmotico con NaCl asociado a condiciones naturales o de
fermentacion (Naumov et al., 2002; Rementeria et al., 2003; Demuyter et al., 2004) y por
consiguiente su efecto sobre los parametros cinéticos de productividad de etanol.

4.2.4 Comparativa de los procesos de fermentacion utilizando las levaduras
Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® y Saccharomyces bayanus Fermiline
Tipicity® con diferentes concentraciones de NaCl

Saccharomyces cerevisiae es una de las levaduras més utilizadas en procesos fermentativos
y en términos generales a nivel industrial en procesos fermentativos como panificacion
durante la elaboracion de pan, en la produccién de levadura para ser usada en la
alimentacion animal y humana como fuente de proteina, en la industria cervecera para la
elaboracion de cervezas, en la industria licorera para la produccion de etanol utilizado para
elaborar diferentes variedades de licores y en la industria vinicola donde se usan algunas
cepas de esta levadura, mientras que S. bayanus es utilizada en la elaboracion de vinos
principalmente con retardos de fermentacion por su capacidad de tolerar altas

concentraciones de etanol.

En la Figura 24 se representa la evolucion del pH del medio de fermentacion y el efecto de
la concentracion de NaCl durante el proceso realizado por las levaduras S. cerevisiae y S.
bayanus, observandose que para ambas levaduras el pH del medio tendié a disminuir,
aunque de una forma mas abrupta en el caso de S. cerevisiae, posiblemente por efecto de
los coproductos originados durante la fermentacion, pH que se mantuvo en los dos medios

dentro del intervalo de pH optimo de fermentacion de 4,5-5,0.
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Figura 24. Evolucion del pH en el medio de fermentacion y efecto de la concentracion de
NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso de fermentacion realizado por las levaduras S.
cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus marca Fermiline Tipicity®.
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La Figura 25 muestra la evolucion de la concentracion de azUcares reductores del medio de
fermentacion con diferentes cantidades de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso

fermentativo realizado por las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus.
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Figura 25. Evolucion de la concentracion de azucares reductores (AR) del medio de
fermentacion y efecto de la concentracion de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso de
fermentacion realizado por las levaduras S. cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus marca
Fermiline Tipicity®.
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Para ambas levaduras se observan una disminucion en el consumo de azucares reductores al
incrementarse la concentracion de NaCl en el medio de fermentacion. Sin embargo, del
gréfico comparativo se puede poner de manifiesto el mayor consumo de azlcares
reductores a todas las concentraciones de NaCl presentes en el medio de fermentacion por
S. cerevisiae, y la inhibicion méas acusada en el consumo de azlcares reductores en el
medio de fermentacion adicionado de 2% NaCl por S. bayanus en comparaciéon a S.
cerevisiae.

En la Figura 26 se presenta la evoluciéon de la concentracion de etanol en el medio de
fermentacion adicionado de diferentes cantidades de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso
fermentativo realizado por las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus, mostrando una cinética
mas activa de produccion de etanol, aunque con una mayor variabilidad, por parte de S.
cerevisiae, sobre todo cuando el medio de fermentacion presenta una adicion de NaCl hasta
el 1%, siendo muy similar el comportamiento de ambas levaduras en produccién de etanol

cuando el medio de fermentacion contiene 2% NaCl.
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Figura 26. Evolucidon de la concentracion de etanol en el medio de fermentacién y efecto
de la concentracién de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso de fermentacion realizado por
las levaduras S. cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus marca Fermiline Tipicity®.

La Tabla 34 compara el efecto de la inclusion de NaCl (0, 1 y 2%) en el medio de

fermentacion sobre la concentracion de etanol producido y el consumo de azucares

reductores obtenidos con las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus.
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Tabla 34. Efecto de la inclusion de NaCl (0, 1 y 2%) en el medio de fermentacion sobre la
concentracion de etanol producido y consumo de azucares reductores obtenidos con las
levaduras Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® y Saccharomyces bayanus marca
Fermiline Tipicity®.

AzUcares reductores (g/L) Etanol (g/L)

NaCl (%) Levadura

Dia Dia
(0 -5)* 1 5
S. cerevisiae 110,90+24,722 12,63+1,63% 50,86+9,342
0 S. bayanus 110,58+10,55? 11,93+1,17%  41,27+2,50?
1 S. cerevisiae 93,73+15,65° 15,4043,41°  40,93+3,71°
S. bayanus 101,75+26,192 10,14+0,66°®  34,41+1,06°
) S. cerevisiae 73,90+11,03% 8,03+1,76% 23,93+1,692
S. bayanus 65,94+16,30% 9,07+1,02% 23,20+1,692

* AzUcares consumidos por las levaduras durante el periodo de fermentacion (5 dias).
® Medias en la misma columna para cada una de las diferentes concentraciones de NaCL, dias, parametros
estudiados y para cada una de las levaduras, con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
b1) ph =

p = 0,059

En las pruebas realizadas con permeados concentrados sin adicion de NaCl y al inicio (dia
1) y final (dia 5) de fermentacion se observd que ambas levaduras consumieron cantidades
similares de azlcares reductores, no habiendo diferencias significativas (p > 0,05). Con
respecto a las cantidades obtenidas de etanol producido a los dias 1 y 5 de fermentacion, si
bien S. cerevisiae produjo concentraciones mas elevadas respecto de S. bayanus, estas
diferencias no fueron significativas (p > 0,05). Sin embargo, estas diferencias en la
concentracion de etanol si fueron significativas (p < 0,05) al quinto dia del proceso de
fermentacion entre las levaduras estudiadas cuando el medio de fermentacion fue afiadido
de 1% de NaCl (15,93% maés de etanol por S. cerevisiae en comparacion con S. bayanus),
mientras que las cantidades obtenidas de etanol al dia 1 de fermentacion solo fueron
significativamente diferente entre las levaduras (34,15% mas para S. cerevisiae en
comparacion a S. bayanus) para un nivel de significacion del 5,9%. Al incrementar la
concentracion de NaCl al 1% en el permeado concentrado de suero de queseria, se observo
que la levadura S. cerevisiae consumié 7,88% menos de azUcares reductores que la

levadura S. bayanus, aunque estas diferencias no fueron significativas (p > 0,05).
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En los ensayos realizados en permeados concentrados de suero de queseria con 2% de NaCl
se pudo observar que S. bayanus consumié un 10,77% menos de azucares reductores que S.
cerevisiae, sin embargo, estas diferencias de nuevo no fueron significativas. Tampoco se
observaron diferencias significativas entre levaduras en la produccion de etanol a los dias 1

y 5 del proceso de fermentacion.

Guimardes et al. (2010) trabajando sobre fermentacion de lactosa por levaduras, como parte
de una solucién integrada para la valorizacion del suero de queseria y obtencién de
bioetanol, indicaron que la levadura S. cerevisiae es la mas utilizada en procesos
industriales para la produccion de etanol, por su capacidad de fermentacion y tolerancia a
factores que generan estrés a las levaduras. Naumova et al. (2005) y Fukuda et al. (2009)
indicaron que S. cerevisiae y S. bayanus son levaduras de gran importancia industrial
utilizadas ampliamente en procesos de produccion de bebidas alcohdlicas como vino y

cerveza por los altos rendimientos y capacidad de fermentar azUcares.

De manera general también se ha podido constatar que la cantidad de etanol producido por
ambas levaduras tiende a disminuir con el incremento de la concentracion de NaCl,
coincidiendo estos resultados con los reportados por otros autores que indican que al
incrementar la concentracion de NaCl, las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus tienden a
reducir el consumo de azUcares reductores fermentables, incrementar los tiempos de
fermentacion y disminuir la produccién de etanol por disminucién del crecimiento celular,
por efecto de la adaptacion al estrés producido por el NaCl y toxicidad del ion Na* sobre la
membrana celular (Albertyn et al., 1994; Blomberg, 2000; Alexandre et al., 2001; Beney et
al., 2001; Dmitrieva et al., 2005).

La Figura 27 muestra la evolucion del pardmetro cinético de productividad de etanol
utilizando medios de fermentacion adicionados de diferentes cantidades de NaCl (0, 1 y
2%) durante el proceso fermentativo realizado por las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus,
observandose que las mayores productividades de etanol se obtuvieron el primer dia de
fermentacion para después disminuir hasta el dia 5 de fermentacion. Las curvas observadas
para este parametro cinético mostraron una mayor productividad de etanol pero también
una caida mas brusca para S. cerevisiae en comparacion a S. bayanus, y un efecto mas

marcado sobre la productividad de etanol cuando el medio de fermentacion es adicionado
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de 2% de NaCl para S. cerevisiae que al utilizar medios de fermentacion sin adicién de

NaCl o adicionado de 1%, en comparacion de S. bayanus.
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Figura 27. Evolucion de la productividad de etanol (Qp) en el medio de fermentacion y
efecto de la concentracion de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso de fermentacion
realizado por las levaduras S. cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus marca Fermiline

Tipicity®.
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Perez-Torado et al. (2016) en su trabajo entre especies de Saccharomyces spp en respuesta
al estrés de vinificacion mostraron la mayor tolerancia al estrés hiperosmético de diferentes
especies de S. bayanus en comparacion a S. cerevisiae. Asi por ejemplo, S. bayanus var.
uvarum BMV58 soporta un estrés hiperosmotico con concentraciones de hasta 4,7% de
NaCl (0,8 M) con crecimiento y metabolismo celular intermedio por efecto de la toxicidad
que provoca el Na*, siendo la produccion de glicerol intracelular muy importante para el
equilibrio osmético durante la primera fase de la fermentacion (Oliveira et al., 2014), lo
que permite la viabilidad celular con implicaciones en el rendimiento de la fermentacion

(Remize et al., 2001), lo que explicaria los resultados observados en nuestro estudio.

En la Figura 28 muestra la evolucion del parametro cinético de rendimiento de etanol en
base a los azucares reductores utilizando medios de fermentacion adicionados de diferentes
cantidades de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso fermentativo realizado por las levaduras
S. cerevisiae y S. bayanus, observandose niveles de rendimiento de etanol mayores para S.
cerevisiae pero sin grandes cambios en el patron de evolucion de esta pardmetro cinético
para ambas levaduras que se mantuvo estable a lo largo de los diferentes dias de
fermentacion. En el caso del efecto del incremento en las concentraciones de NaCl en el
medio de fermentacion sobre el rendimiento de etanol, se observa que los valores no
presentaron una tendencia definida de inhibicion durante el tiempo de fermentacion al
aumentar la cantidad de NaCl (%) para ambas levaduras, indicando que estas mantienen la
actividad metabdlica excepto para S. cerevisiae con respecto al medio adicionado de 2% de
NaCl, donde se evidencia que la actividad metabdlica es afectada por la concentracion
presente de NaCl en el medio. Estos resultados son similares a los obtenidos por Gokgoz &
Yigitoglu (2013) donde indicaron que S. bayanus tiene una mejor respuesta al estres
hiperosmotico que S. cerevisiae en medios con alta concentracidn de azucares y sales, estos
resultados también coinciden con los indicados por el fabricante de la cepa S. bayanus
marca Fermiline Tipicity® que recomienda su uso cuando se presentan fermentaciones
tardias, por efecto de altas concentraciones de azlcares en el medio de fermentacion, con
una cinética fermentativa Optima incluso en condiciones desfavorables de alto grado
alcohdlico (DOLMAR, 2018). Ma et al. (2016a) indicaron que la actividad fermentativa se
mantiene debido a que las células de levadura sintetizan abundante glicerol para resistir al

estrés osmotico. El glicerol producido protege a las células y favorece el crecimiento

168



celular. La inhibicidn ocurre cuando la produccion celular se reduce por el incremento en la
productividad de etanol. Este fendbmeno se produce con altas concentraciones de estrés

osmotico (Moawad, 2016).
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Figura 28. Evolucion del rendimiento de etanol en base a azucares reductores (Ygs) en el
medio de fermentacion y efecto de la concentracion de NaCl (0, 1 y 2%) durante el proceso
de fermentacion realizado por las levaduras S. cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus
marca Fermiline Tipicity®.
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En la Tabla 35 se comparan los pardmetros cinéticos de productividad de etanol (Qp) y de
rendimiento por azlcares reductores consumidos (Ygss) obtenidos con las levaduras S.
cerevisiae y S. bayanus en permeados concentrados de suero de queseria adicionados de
diferentes cantidades de NaCl (0, 1y 2%).

Tabla 35. Efecto de la inclusion de NaCl (1 y 2%) en el medio de fermentacién sobre la
productividad de etanol (Qp) y de rendimiento por azucares reductores consumidos (Yess)
obtenidos con las levaduras Saccharomyces cerevisiae marca Levapan® y Saccharomyces
bayanus marca Fermiline Tipicity®.

Qp (g/L h) Yesis (9/9)

Dia Dia

NaCl (%) Levadura

S. cerevisiae 0,53+0,06% 0,42+0,08? 0,45+0,08? 0,47+0,05?

0 S. bayanus 0,50+0,05° 0,34£0,02*  0,42+0,19°  0,35+0,02°
. S.cerevisiae 0 64+0,14° 0,34£0,03°  0,47+0,07°  0,44+0,04°

S.bayanus  0,42+0,03°®  0,29+0,01°  0,40+0,05*  0,370,12
) S.cerevisiae 0,330,072 0,20£0,03°  0,58+0,10°  0,33+0,03"

S. bayanus 0,42+0,03? 0,19+0,01° 0,46+0,04*  0,37+0,08%

*AzUcares consumidos por las levaduras durante el periodo de fermentacién (5 dias).

® Medias en la misma columna para cada una de las diferentes concentraciones de NaCl, dias, parametros
estudiados y para cada una de las levaduras, con diferente superindice difiere significativamente (p < 0,05).
1) p = 0,059

Las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus presentaron productividades de etanol (Qp) que no
fueron significativamente diferentes (p > 0,05) durante el primer y quinto dia de
fermentacion cuando utilizaron permeados concentrados de sueros de queseria sin adicion
de NaCl como medio de fermentacidn, si bien los valores de este parametro cinético fueron
siempre superiores en el caso de S. cerevisiae. Sin embargo, cuando el rendimiento en
etanol se expreso en base a los azUcares consumidos (Yess), se evidenciaron diferencias
significativas para este parametro entre las levaduras en el quinto dia de fermentacion, no

asi en el primer dia de fermentacion.

Al adicionar al medio de fermentacién NaCl en concentracion del 1%, S. cerevisiae y S.
bayanus presentaron diferencias (p < 0,05) en la productividad de etanol (superior en S.
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cerevisiae) claramente visible en el quinto dia de fermentacion (0,34 y 0,29 para S.
cerevisiae y S. bayanus, respectivamente) y también en el dia 1 de fermentacion aunque
con un nivel de significacion del 5,9%. Por el contrario, cuando se calcul6 la produccién de
etanol en base al consumo de azucares reductores, el analisis estadistico no fue capaz de
mostrar diferencias significativas para las levaduras estudiadas cuando el medio de
fermentacion contuvo 1% de NaCl.

Con respecto a las pruebas realizadas con permeados de suero de queseria conteniendo 2%
de NaCl, no se pudo observar diferencias significativas (p > 0,05) para S. cerevisiae y S.

bayanus en el primer o quinto dia de fermentacidn en los parametros cinéticos estudiados.

4.2.5 Calidad del etanol obtenido a partir de permeados concentrados de suero de
queseria utilizando las levaduras Saccharomyces cerevisiae Levapan® vy
Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity®

La produccién y comercializacion del etanol para consumo humano esta regulado por las
normativas y leyes de cada pais, y en ellas se busca que el producto sea inocuo para el ser
humano, al no producir al consumidor intoxicaciones por presencia de coproductos
producidos durante la fermentacion, como metanol y furfural o afiadidos (adulteracion)
durante su comercializacion, con la finalidad de reducir el costo de los mismos, como agua
y metanol (Norma COVENIN 3340, 1997). La mayoria de los trabajos relacionados con la
produccion de bioetanol a partir de sueros o permeados lacticos han centrado por décadas
sus esfuerzos (Tomaszewska & Biatonczyk, 2016) en el estudio de la fermentacion de la
lactosa en etanol mediante el uso de K. marxianus que puede convertir la lactosa
directamente en glucosa y galactosa, y metabolizar estos monosacaridos en etanol,
midiendo la eficiencia y condiciones Optimas de fermentacion (Dinitz et al., 2014;
Hadiyanto et al., 2014), o en el uso de S. cerevisiae con adicion de enzimas exdgenas
(Parashar et al., 2016; Tomaszewska & Biatonczyk, 2016). Sin embargo, existe una
bibliografia muy limitada en la produccion de etanol de grado alimentario para consumo
humano (Ling, 2008; Dragone et al., 2009), donde se describa la presencia de compuestos
de interés para salud publica como metanol, alcoholes superiores y furfural relacionados
con las condiciones de fermentacion y tipo de suero o permeado utilizado. Recientemente,

Derrick et al. (2019) han indicado la falta de investigacidn en esta area, y especialmente
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sobre la composicion de compuestos volatiles en destilados de suero de queseria, ya que la
composicion del suero puede variar segun el tipo de queso, lo que sugiere que los
compuestos aromaticos volatiles en los destilados también podrian variar, afectando la

calidad de los destilados.

Los cromatogramas de los destilados obtenidos en las pruebas realizadas con la levadura S.
cerevisiae marca Levapan® en medios de fermentacion en ausencia o presencia de NaCl (1
y 2%) se presentan en la Figura 29, donde se puede observar que el Unico compuesto que se
detectd, en las condiciones cromatograficas ensayadas, fue el etanol, no detectandose
metanol en los destilados obtenidos a partir de los diferentes medios de fermentacion. El
metanol no es un producto tipico de las fermentaciones alcohdlicas que utilizan como
medios sueros o permeados de origen lactico, ya que es un derivado de la hidroélisis natural
de las pectinas por enzimas pectinoliticas producidas por cepas de S. cerevisiae, siendo la
enzima pectinesterasa la que hidroliza el enlace éster entre el &cido galacturénico y el
metanol, por lo que este alcohol se encuentra principalmente cuando se incluyen los
hollejos de las uvas o las frutas en el medio de fermentacién, de ahi que los considerados
licores de frutas presenten mayores concentraciones de este alcohol (Acosta, 2012). Por
consiguiente, los resultados obtenidos donde no se detecté presencia de metanol en los
ensayos realizados corresponden a lo esperado, ya que las pectinas no forman parte de la
composicion natural de los permeados concentrados de suero de queseria. Dragone et al.
(2009) en su estudio sobre caracterizacion de compuestos volatiles en una bebida alcohdlica
producida por fermentacion de suero, no hallaron presencia de metanol ni furfural dentro de
los 40 compuestos volatiles presentes en el destilado, identificados mediante GC-MS,
catalogando a esta bebida como segura para su consumo humano. Puente (2018) trabajo en
la elaboracion de una bebida alcohdlica a partir de suero dulce de leche proveniente de
queso fresco y mora utilizando la levadura S. cerevisiae, obteniendo valores de metanol
entre 0,28 y 0,45 mg/L, siendo estos valores muy bajos con respecto a la especificacion
sanitaria, contenidos que fueron asociados a la hidrolisis de las pectinas que contiene la
mora. Walker & Stewart (2016) indicaron que S. cerevisiae en la produccién de bebidas
fermentadas no produce metanol como metabolito durante la fermentacion secundaria sino
alcoholes superiores, ésteres, compuestos de carbonilo, &cidos organicos, polioles,

dicetonas vecinales, compuestos de azufre y compuestos fendlicos.
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Figura 29. Cromatogramas GC-FID de los destilados obtenidos de medios de fermentacion

en ausencia (a) o presencia de 1% (b) y 2% (c) de NaCl utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae marca Fermiline Tipicity®.

En la Figura 30 se presentan los cromatogramas GC-FID de los destilados obtenidos de
medios de fermentacion sin adicién o adicionados de NaCl (1 y 2%) utilizando la levadura
S. bayanus marca Fermiline Tipicity®, no detectdndose metanol en los destilados
obtenidos, siendo el unico alcohol cuantificable el etanol, siendo estos resultados similares
a los obtenidos con S. cerevisiae marca Levapan®. En el caso de S. bayanus son muy
escasas las investigaciones donde se utiliza esta levadura en la fermentacion de suero de

queseria, ya que generalmente es utilizada en la fabricacion de vinos, y es considerada una
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cepa segura en la industria de bebidas alcoholicas. Znamirowska et al. (2017) realizaron un
estudio de fermentacion de suero para la obtencion de bebidas, partiendo de sueros con un
contenido natural de lactosa de 4,73% que fue o no hidrolizada con la enzima pB-
galactosidasa a una temperatura de 8 a 10 °C durante 12 h. Estos sueros fueron inoculados
con la levadura S. bayanus (cepa G995) para realizar una fermentacion por 28 dias,
obteniendo bebidas con diferentes caracteristicas sensoriales dependiendo del suero
utilizado (con lactosa o sin lactosa) sin indicarse la presencia de metanol en ninguna de
ellas.

Naumov et al. (2001) en su trabajo sobre informacion genética de cepas de levadura
pectinoliticas SCPP de la variedad S. bayanus var uvarum, pusieron de manifiesto la
capacidad de producir enzimas pectinoliticas, entre ellas la poligalacturonasa, la pectina
liasa y la pectina esterasa, esta Ultima con capacidad de romper enlaces ésteres de la
pectina, liberando el metanol en el medio de fermentacion. Sin embargo, en las revisiones
realizadas de trabajos de suero de queseria fermentados utilizando S. bayanus no se reporta
la presencia de metanol en los destilados, lo cual esta relacionado a dos factores: por una
parte, la pectina no esta presente en la composicién del suero de queseria, por consiguiente
no hay sustrato, y por otro lado son pocas las levaduras que poseen el gen PGL1 que les
permite producir enzimas pectinoliticas, gen generalmente asociado a levaduras autéctonas,
por lo que el uso de S. bayanus marca Fermiline Tipicity® puede considerarse una levadura
no productora de metanol ya que en las condiciones utilizadas en este estudio, reduce al

minimo la formacién de metanol durante la fermentacion.
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Figura 30. Cromatogramas GC-FID de los destilados obtenidos de medios de fermentacion
en ausencia (a) o presencia de 1% (b) y 2% (c) de NaCl utilizando la levadura
Saccharomyces bayanus Fermiline Tipicity®.

De las pruebas realizadas con las levaduras S. cerevisiae marca Levapan® y S. bayanus
marca Fermiline Tipicity® se puede indicar que en ninguno de los destilados obtenidos de
las fermentaciones utilizando ambas levaduras se detectd6 metanol, por lo cual se puede
considerar que ambas levaduras son seguras para la produccion de etanol a partir de

permeados concentrados de suero de queseria.
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Capitulo V

Conclusiones
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La investigacion realizada en la presente tesis doctoral relacionada con la evaluacion de

permeados concentrados de suero de queseria como medio de fermentacion para la

produccién de etanol alimentario ha alcanzado los objetivos propuestos y en base a los

resultados obtenidos se formulan las siguientes conclusiones:

1.

El disefio inicial de esta investigacion, fundamentada en el aprovechamiento y
caracterizacion por analisis experimental de sueros y permeados de sueros de queseria
procedentes de Pasteurizadora Tachira C.A. (dulce de queso Blanco fresco, dulce
ligeramente salado de queso Blanco fresco y dulce ligeramente acido de queso
Mozzarella), fue realizado tomando en cuenta cinco pardmetros de composicion
(proteina, azlcares reductores, grasa, cloruros y pH) considerados importantes en estos
subproductos para ser utilizados como medio de fermentacion. Las caracteristicas
fisicoquimicas determinadas muestran que los sueros y permeados obtenidos de los
sueros de queseria estudiados cumplen con los requerimientos necesarios (proteina
residual, ricos en azlcares reductores y pH) para la preparacién de un medio de

fermentacidn para la produccién de etanol.

Los permeados de sueros de queseria mayoritarios producidos en Pasteurizadora
Tachira C.A. (dulce de queso Blanco fresco, dulce ligeramente salado de queso Blanco
fresco y dulce ligeramente &cido de queso Mozzarella) pueden mezclarse en diferentes
proporciones para después ser procesados convenientemente por ultrafiltracion,
hidrolisis de la lactosa por accién de la enzima B-galactosidasa y concentracion de los
solidos totales por evaporacion, para obtener medios de fermentacidn ricos en azUcares
reductores conteniendo diferentes concentraciones de cloruro de sodio (0, 1 y 2%, p/v),
destacando el medio de fermentacion sin NaCl elaborado con una mezcla de permeados
de suero dulce ligeramente acido de queso Mozzarella y permeado de suero dulce de
queso Blanco fresco en proporcion 85:15 (v/v), mezcla que es la mas indicada para su
utilizacion en la produccion de etanol alimentario por su mayor produccion en planta

quesera y por su riqueza en azucares reductores (31,56%, p/v).

El estudio preliminar realizado (1 produccion con 2 réplicas) a partir del medio de

fermentacién seleccionado con diferentes concentraciones de NaCl (0, 1 y 2%) y en
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sinergia con las levaduras estudiadas, mostraron valores méximos de produccion de
etanol diferentes segin el medio de fermentacién y levadura utilizados, destacando el
medio de fermentacion sin adicion de NaCl el que produce la mayor concentracion de
etanol en las tres levaduras analizadas, siendo Saccharomyces cerevisiae marca
Levapan® y Saccharomyces bayanus marca Fermiline Tipicity® las que presentan un
mayor consumo de azUcares reductores y por consiguiente la mayor produccion de
etanol, en comparacion con Kluyveromyces marxianus ATCC® 36142™ que muestra,
en las condiciones de fermentacion ensayadas (fermentacion estatica de 200 mL, 32 £ 1

°C, 5 dias), un bajo consumo de azucares reductores y la menor produccion de etanol.

Las pruebas finales de fermentacion comparativas realizadas con S. cerevisiae y S.
bayanus revelaron que, aunque la levadura S. cerevisiae fue la que present6 al quinto
dia de fermentacion el mayor consumo de azucares reductores y produjo la maxima
cantidad de etanol, mostrando ademas los valores mas altos en los parametros cinéticos
ensayados al utilizar los diferentes medios de fermentacion (0, 1 y 2% de NaCl), estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas respecto a S. bayanus excepto

cuando el medio fue adicionado de 1% de NaCl.

El efecto de la presencia de diferentes niveles de NaCl (1 y 2%) en el medio de
fermentacion sobre las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus, evidencia que solo la
inclusién del 2% de NaCl en el medio de fermentacion produce de manera significativa
una reduccién en la produccion de etanol, consumo de azucares y parametros cinéticos
estudiados en el caso de S. cerevisiae, pero no para S. bayanus que ve afectada su
produccion de etanol a todas las concentraciones de NaCl estudiadas. Estos resultados
indican la posibilidad de la inclusion en el medio de fermentacién de los permeados
dulces ligeramente salados de queso Blanco fresco producidos por Pasteurizadora
Tachira C.A. en una proporcion maxima del 5,3% (v/v) para alcanzar una concentracién
del 1% de NaCl, siendo en este medio la levadura mas adecuada a utilizar S. cerevisiae

por su mayor produccion de etanol, en comparacion con S. bayanus.

El andlisis cromatografico GC-FID realizado a los destilados obtenidos de las
fermentaciones con las levaduras S. cerevisiae y S. bayanus registraron la presencia de
etanol en cantidad suficiente para comercializarlo, no evidenciandose la formacion de
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metanol, resultados que demuestran la calidad del destilado obtenido y el cumplimiento
de la norma venezolana COVENIN (1997) respecto a este coproducto de fermentacion

en bebidas alcohdlicas.

La aplicacion industrial futura de los resultados obtenidos en este estudio en los
procesos productivos de Pasteurizadora Téachira C.A. abre toda una serie de
oportunidades a esta empresa lactea, ya que permitira reducir el impacto ambiental al no
verter los permeados de suero de queseria a la red de aguas residuales de la ciudad de
San Cristébal (Venezuela) evitando los consecuentes dafios sobre las aguas del rio
Torbes; a la vez asegurara el aprovechamiento de un residuo con alto contenido de
azucares reductores y la obtencion de etanol de grado alimenticio, trasformando de esta
manera los permeados de queseria en destilados ricos en etanol que seran utilizados
para la elaboraciéon de bebidas alcohdlicas tradicionales venezolanas como el Ponche
Crema, que es una mezcla de leche condensada azucarada y etanol de grado
alimenticio. La incorporacion de estos destilados en productos fabricados por
Pasteurizadora Tachira C.A. fortalecera a nivel econémico y financiero la empresa al

aprovechar estos desechos indeseables generando nuevos productos para la compafiia.
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Anexo 1

Cromatogramas de alcoholes:

a) Elucion de metanol, etanol y 1-butanol (estandar interno)
b) Solucion de 1-butanol (estandar interno)
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Anexo 2

Curva de calibracion del etanol y el estandar interno (1-butanol)
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Curva de calibracion del metanol y el estandar interno (1-butanol)
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