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Resumen: Durante la produccién de queso, se obtiene una gran cantidad de lactosuero como residuo (Gémez et al., 2019; Alvarez-Delgado y
Otero-Rambla 2020). El suero de leche es un material rico en proteinas de alto valor alimentario, como B-lactoglobulinas, a-lactalbuminas,
glycomacropeptidos, immunoglobulinas y proteasa-peptona (Krissansen, 2013; Wijayanti et al., 2014). Alrededor del 50% del suero producido en
el mundo no recibe algun tipo de tratamiento para su recuperacion, principalmente porque los pequefios y medianos productores no pueden
adquirir alguna tecnologia para aportar valor aifadido a este residuo (Tavares y Malcata, 2016). Se han desarrollado numerosas investigaciones
para el aprovechamiento del suero de leche, en la produccién de biocombustibles, como etanol, butanol, glicerol, metano, hidrégeno, entre otros.
También se ha investigado su potencial para la obtencién de acidos grasos de cadena corta, con valor comercial (Bourda et al., 2017; Ramos y
Silva, 2017). En el presente estudio, se evaluaron dos tipos de pretatamiento del lactosuero (desproteinizado térmico y quimico), de los cuales
los tratamientos térmicos obtuvieron los mejeores rendimientos en la produccidon de etanol, siendo de 25.28 g / L de suero, utilizando
Kluyveromyces marxianus en la fermentacion; para lactosueros acidos sin pretratamiento se obtuvieron 22.12 g / L de suero, con Kluyveromyces
marxianus, y utilizando una hidrdlisis enzimatica y fermentacion con Saccharomyces cerevisiae, se obtuvieron rendimientos de 18.96 g / L de
suero, con tratamiento de desproteinizado térmico.
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Bioethanol production from cheese whey

Abstract: During cheese production, a high volume of cheese whey are obtained (Gdmez et al., 2019; Alvarez-Delgado and Otero-Rambla 2020).
Cheese whey is rich in proteins of high nutritional value, such as B-lactoglobulins, a-lactalbumins, glycomacropeptides, immunoglobulins and
protease-peptone (Krissansen, 2013; Wijayanti et al., 2014). Around 50% of the cheese whey produce around world have does not receive some
type of treatment. Small and medium producers cannot acquire any technology to add value to this waste (Tavares y Malcata, 2016). Different
investigations about exploitation of cheese whey have been developed. Cheese whey can be use in the biofuels production, such as ethanol,
butanol, glycerol, methane, hydrogen, mainly. Besides, cheese whey has commercial value by the content of short chain fatty acids (Bourda et
al., 2017; Ramos vy Silva, 2017). In the present study, two types of pretreatment in cheese whey were evaluated (thermal and chemical
deproteinized). The thermal treatments obtained higher yields in ethanol production (25.28 g per liter of cheese whey), in ferementation with
Kluyveromyces marxianus. In the case of acid cheese whey without pretreatment, we obtained 22.12 g of ethanol per liter of cheese whey. In the
enzymatic hydrolysis and fermentation with Saccharomyces cerevisiae, better yields were obtained in the thermal deproteinized pretreatment
(18.96 g per liter of cheese whey).

Keywords: bioethanol production, cheese whey, fermentation, pretreatment, hydrolysis
Introduccién

La presion ejercida por los altos niveles de contaminacidn ha propiciado un incremento en la investigacién que permita
la produccién limpia de bienes y servicios y el aprovechamiento de los subproductos generados (Koutinas et al. 2009;
Carvalho et al., 2013). Uno de los principales residuos generados por la industria lactea es el suero de leche, cuya
produccién mundial anual es de 160 millones de toneladas, con un crecimiento anual del 1-2% (Dragone et al., 2009,
Ramirez Navas, 2012, Das et al., 2015; Alvarez-Delgado y Otero-Rambla, 2020). En algunos casos, este suero se utiliza
directamente en la alimentacion del ganado pero la mayor parte se vierte en los cuerpos de agua o directamente en el
suelo, causando dafio ambiental ya que contiene altas concentraciones de sustancias organicas disueltas (Pintado et
al., 2001; Mukhopadhyay et al., 2003).

Hoy en dia sélo alrededor del 50% del suero producido en el mundo recibe algun tipo de tratamiento para su
recuperacion, principalmente porque los pequeinos y medianos productores no pueden adquirir alguna tecnologia para
aportar valor afiadido a este residuo (Tavares y Malcata, 2016). Uno de los principales productos recuperados del suero
de queso es la lactosa, que puede utilizarse como ingrediente en la produccién de diversos productos (formula infantil,
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pan, dulces, carnes, etc.). Sin embargo, cuando este azlcar se fermenta junto con otros nutrientes esenciales para el
crecimiento de microorganismos, es posible obtener una amplia variedad de subproductos (Soriano-Pérez et al., 2012,
Hadiyanto et al., 2014, Valentino et al, 2015, Amado et al., 2016, Remon et al., 2016; Alvarez-Delgado y Otero-Ramblar,
2020).

El uso de la lactosa del suero de leche puede ser econdmicamente competitivo en relacidon a otros sustratos usados
actualmente tales como la caifa de azucar o el almidon de maiz (Kadar et al., 2011, Sarris y Papanikolaou, 2016).
Adicionalmente, este producto presenta la ventaja de que no compite con productos alimentarios.

El suero de leche es un material rico en proteinas de alto valor alimentario tales como PB-lactoglobulinas, a-
lactalbuminas, glycomacropeptidos, immunoglobulinas and proteasa-peptona (Krissansen, 2013; Wijayanti et al.,
2014). Las proteinas obtenidas del suero pueden ser utilizadas por seres humanos como fuente de aminoacidos
esenciales (Wijayanti et al., 2014), como ingrediente en piensos o como ingrediente activo o nutricional (Morr y Ha,
1993). Por lo que la recuperacién de las proteinas del suero de leche es una opcidn atractiva para valorizar este
producto.

Por lo anteriormente expuesto, en el presente documento se evalud el potencial técnico del suero de leche como
materia prima para la produccién de bioetanol y biogas.

Materiales y Métodos

Materia prima

Los sueros de leche acido y dulce se obtuvieron del procesamiento de quesos de la planta piloto del Centro de
Bachillerato Tecnoldgico Agropecuario No. 86 (CBTA No. 86) El suero dulce fue obtenido de la coagulacién de caseina
via enzimatica (renina) y el suero acido por la mezcla de renina y cultivos lacticos. Para todos los experimentos se
utilizaron dos lotes de suero de aproximadamente 50 L cada uno, los cuales se mantuvieron en congelacion (-10°C)
hasta su uso.

Material bioldgico

Se utilizd una cepa etanolgénica de Saccharomyces cerevisiae ITPEO1, aislada de cafa de azlcar. Asi como
Kluyveromyces marxianus 837, Kluyveromyces marxianus 946, la cual se obtuvo de la coleccién microbiana nacional del
CINVESTAV (Instituto Politécnico Nacional). Las cepas fueron conservadas en medio agar papa-dextrosa a 4°C.

Obtencidn de suero desproteinizado

Para la obtencidn del suero desproteinizados se siguid la estrategia descrita en la Figura 1. La misma se describe a
detalle en un trabajo previo de Jesus-Andrade y colaboradores en 2016.

Proteina 2
Proteina 1 Ultrafiltracion <
Suero Precipitacion < / Permeato 2

térmica

Permeato 1
\ Proteina 3
Precipitacion < Proteina 4

quimica
Permeato 3 Ultrafiltracidon
Permeato 4

Figura 1. Diagrama general del proceso de desproteinizacién del suero de leche.
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Caracterizacion fisico-quimica del suero y fracciones proteicas.

La composicidn quimica del suero acido y dulce fue determinada segun la metodologia descrita en de Jesus-Andrade y
colaboradores (2016). Los componentes evaluados fueron materia seca (A.0.A.C., 2005), cuantificacion de proteina
(Lowry, et al., 1951); grasa butirica (NMX-F-155-SCFI-2003), pH (NMX-F-317-S-1978), demanda quimica de oxigeno
(DQO HACH® 800), lactosa (Lactoscan), contenido de azucares reductores (Miller, 1959).

Fermentacion alcohdlica en dos etapas (hidrdlisis-fermentacion)

Se realizaron experimentos de hidrdlisis quimica y enzimatica con la finalidad de determinar el mejor tratamiento para
obtener azucares fermentables. Las condiciones de hidrdlisis se obtuvieron a partir de los resultados publicados por de
Jesus-Andrade y colaboradores (2016), en una publicacidn previa. Para la hidrolisis enzimatica se usé la enzima B-
galactosidasa (Lactosec©, ENMEX). Como variable de respuesta se consideré la concentracién obtenida de glucosa
medida con un kit de glucosa oxidasa peroxidasa (Glucosa-TR Trinder GOD-POD, SPINREACT).

Fermentacion alcohdlica en dos etapas (hidrolisis y fermentacion)
1. Metodologia de hidrolisis quimica

El suero de queso fue sometido a un pre-tratamiento de hidrolisis quimica, para la obtencidn de las condiciones dptimas
de hidrdlisis quimica se tomo de referencia los resultados previos publicados por de Jesus-Andrade y colaboradores
(2016). Como variable de respuesta se cuantificé la concentracidn de glucosa con un kit de glucosa oxidasa peroxidasa.

2. Metodologia de la fermentacion

Una vez hidrolizadas las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm y 4°C, por 10 minutos, el sobrenadante se filtré en
papel filtro Whatman No. 1, se ajustd su pH a 4.5 con NaOH y/o H,SO4 a 1 My se cuantifico su concentracion de azlcares
reductores mediante el método de DNS (Miller, 1959). Para la fermentacion se usaron matraces Erlenmeyer de 1 L en
los que se colocaron 500 mL de suero hidrolizado suplementados con fosfato de amonio al 0.3% (v/v). Se agregd un
indculo de 1x107 cel/mL de Saccharomyces cerevisiae. La fermentacidn se realizd en condiciones anaerobias a
temperatura de 28°C, y se monitoreo el contenido de azlcares reductores durante 140 horas. Al final de la
fermentacion las muestras se destilaron, se estimé el porcentaje de etanol y se compard con el rendimiento tedrico.

Fermentacion alcohdlica de una etapa (hidrdlisis-fermentacion simultdnea)

Para la evaluaciéon de la fermentacién alcohdlica en una etapa se utilizdé como sustrato lactosuero entero vy
desproteinizado y las cepas K. marxianus 837 y K. marxianus 946. La fermentacidn se realizé en lote en matraces de 1
L que contenian 500 mL de muestra, todos los tratamientos se incubaron en condiciones anaerobias a 28°C, durante
72 horas. Durante la cinética se monitoreo el consumo de azlcares reductores por DNS. Al final de la fermentacién las
muestras se destilaron, se estimé el porcentaje de etanol y se compard con el rendimiento tedrico.

Resultados y Discusion
Composicion quimica del suero de leche y resultados de la desproteinizacion por diferentes métodos.

A partir de los resultados obtenidos en el trabajo previo de de Jesus-Andrade y colaboradores (2016), se observa que
en relacion al proceso de desproteinizacidon en la primera etapa del proyecto se intentd separar directamente por
ultrafiltracién con membranas, sin embargo, debido al alto contenido de sdélidos en las muestras, se obtenian muy bajos
porcentajes de permeato en relacion al retentato, lo que dificultaba la separaciéon de las proteinas. Es por esta razon,
gue se evaluaron tres diferentes procesos de separacién de sélidos dentro de los cuales se incluyé la ultrafiltracion. Los
resultados en cuanto rendimiento de sdlidos recuperados y el porcentaje de proteina que contenian esos sélidos se
presentan en la Tabla 1. El analisis de varianza de los resultados (a = 0.05) y la comparacién de medias (Tukey)
mostraron que existe diferencia significativa entre los tratamientos. La mayor cantidad de solidos recuperados se
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encontrd en el tratamiento térmico, pero el contenido proteico de estas muestras (32.84%) fue inferior al de los sélidos
recuperados por tratamiento combinado térmico-ultrafiltracion (77.00%).

Tabla 1. Resultados de la extraccion de proteina de suero de leche mediante el uso de tres métodos de extraccién

Tratamiento Rendimiento de sélidos (g/L) Contenido de proteina
(mg/g de sélidos)
Término (P1) 32.50+£5.60 32.84 £9.55
Térmico-Ultrafiltracion (P2) 9.13+0.82 77.00 £5.38
Térmico-Quimico (P3) 13.8 £0.05 4.19+1.65

Con base a los resultados obtenidos se estimé la cantidad maxima de proteina recuperada multiplicando el rendimiento
de sodlidos de tratamiento térmico (32.5 g de sdlidos/L de suero) por el contenido de proteina del mismo tratamiento
(32.84 mg/g de sdlidos) y se obtuvo un valor de 1.067 mg de proteina/L de suero, este valor representa
aproximadamente el 56% del contenido total de proteina del suero, lo que indica que aun es factible realizar mejoras
al proceso.

El principal sustrato que utilizan los microorganismos en las fermentaciones (en este caso en la fermentacién
alcohdlica) son los azucares, por ello, es importante determinar cémo afecta el proceso de desproteinizacion la
concentracién de este componente. Los resultados mostraron que las concentraciones mas altas se obtienen cuando
se usa tratamiento térmico y se recupera mayor cantidad de azlcares en el suero dulce desproteinizado (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de azucares reductores de los sueros desproteinizados por diferentes métodos

Tratamiento Concentracién de azucares reductores (g/L)

Suero dulce Suero acido
Término (P1) 48.78 £ 0.79 3844+1.71
Térmico-Ultrafiltracion (P2) 29.59+1.28 30.97 £ 0.55
Térmico-Quimico (P3) 22.20+0.37 25.83+0.98

Fermentacion alcohdlica en dos etapas (hidrdlisis-fermentacion).
1. Optimizacion de la hidrolisis de lactosa
Durante el proceso de optimizacién se obtuvo un modelo de superficie de respuesta (Ecuacion 1; Box-Benhken,

P=0.016). Mediante este modelo se obtuvieron las condiciones éptimas de hidrolisis enzimatica con B-galactosidasa
cuyos valores fueron: 15 minutos, 0.45 mL de enzima y 35°C (Figura 2).

azucares reductores (%) = 124.6 — 5.34t — 4.7E — 2.31T + 0.0421t? — 2.84E? + 0.0072T? + 0.436¢t - E +

(1)
0.0805t - T — 0.018E - T

donde, T es la temperatura; t es el tiempo; y E es la concentracion de enzima.

Para verificar los resultados estimados en el modelo (24.38 mg de glucosa/mL) se debe realizar el ensayo con las
condiciones dptimas.
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Figura 2. Grafico que muestra los rendimientos de glucosa obtenidos durante la hidrolisis enzimatica de lactosuero
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En la hidrolisis quimica el analisis estadistico mostré diferencia significativa (P=0.000; Tabla 3; Figura 3) entre los
tratamientos y las interacciones (P=0.000; Tabla 3; Figura 3). Los rendimientos son mejores a medida que se incrementa
el tiempo de incubacidn de 30 a 90 min. En relacién a la temperatura, en general se observo una relacion inversa, es
decir, al incrementar la temperatura se reduce la concentracion de glucosa obtenida. La eficiencia de hidrolisis es baja
cundo se utilizan bajas concentraciones de acido (0.01, 0.1 mol/L) y se incrementa notablemente cuando se usan
concentraciones de 1 mol/L. Los mejores resultados se obtienen cuando las condiciones del proceso son 90 minutos,
100°Cy 1 mol de acido/L.

Tabla 3. Resultados de rendimiento de glucosa obtenidos en la hidrolisis quimica (acida) de lactosuero

Tiempo Temperatura (°C) Concentracion de acido Concentracion final de glucosa
(min) clorhidrico (m/L) (mg/mL)
0.01 0.518 + 0.004
121 0.10 0.803 + 0.010
1.00 12.305 + 0.338
30 0.01 0.863 + 0.002
100 0.10 0.995 +0.011
1.00 1.540+0.056
0.01 0.968 + 0.005
121 0.10 0.780 + 0.004
1.00 19.996 + 0.221
%0 0.01 0.770 + 0.008
100 0.10 1.013 £ 0.007
1.00 24.058 £ 0.942
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Figura 3. Evaluacion estadistica de los efectos de los diferentes tratamientos de hidrolisis quimica (acida) de lactosuero
2. Fermentacion de alcohol en dos etapas.

El consumo de azucar de Saccharomyces cerevisiae cultivada sobre suero dulce mostré una tendencia polinomial de
segundo orden, en los tres casos, se observaron dos fases: una de consumo acelerado y otra de consumo lento (Figura
4A, 4B y 4C). En suero entero se observé una velocidad maxima de consumo durante las primeras 48 h (0.659 g de
azucar/h), y una reduccién en la velocidad de consumo de las 48 a las 120 h (0.1866 g de azlcar/h), mientras que, en
el suero desproteinizado por tratamiento térmico la velocidad maxima de consumo de azlcar se detecto antes de las
96 h (0.24 g de azucar/h) y se redujo después de este periodo (0.026 g de azucar/h). En el suero dulce desproteinizado
por tratamiento térmico, la maxima velocidad de consumo de azucar también se presentd antes de las 96 h (0.31 g de
azucar/h) y posteriormente se redujo (0.16 g de azucar/h). La reduccién en la velocidad de consumo de azlcar en los
tres tratamientos, puede deberse al agotamiento de algln otro nutriente diferente a los azlcares que esté actuando
como sustrato limitante tal como nitréogeno (Stambury et al.,, 2013). Sin embargo, en este trabajo dicho componente
no fue determinado durante la cinética.

En el suero 4cido la velocidad de consumo de azucares se mantuvo constante durante toda la cinética por parte de la
levadura Saccharomyces cervisiae (Figura 4D, 4E, y 4F). La velocidad maxima de consumo fue muy similar en los tres
sustratos (0.16, 0.16 y 0.15 g de azlcar/h, para suero entero, suero desproteinizado por tratamiento térmico y suero
desproteinizado por tratamiento quimico).

En relacion a la produccién de etanol en general por cada litro de lactosuero se obtuvieron valores de 12-19 mL. El
rendimiento de etanol con relacion al sustrato fue mejor en suero desproteinizado por tratamiento térmico (0.759 g
de etanol/g de glucosa). Por otro lado, la eficiencia en el consumo de azlcar en este tratamiento indica que es posible
incrementar los rendimientos hasta casi el doble si se logra aumentar el consumo de azucar durante la fermentacion
(Tabla 4).
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Figura 4. Grafico que muestra el consumo de azucares durante la fermentacién del suero de leche pre-tratado por dos diferentes

métodos de desproteinizacidn: (A) Suero dulce, (B) Suero dulce con tratamiento térmico, (C) Suero dulce con precipitacion

quimica, (D) Suero acido, (E) Suero acido con tratamiento térmico, (F) Suero acido con tratamiento quimico.

Tabla 4. Produccién de etanol mediante hidrolisis enzimatica con B-galactosidasa y Saccharomyces cerevisiae (dos etapas) usando

como sustrato lactosuero.

Tipo de suero Tratamiento Produccion de etanol  Yp/s (g de etanol / g de Eficiencia de consumo de
(g/L de suero) glucosa) azucar (%)

Entero 15.80+ 0.00 0.334 83.09
Dulce Desproteinizado térmico 18.96 + 0.00 0.759 57.93
Desproteinizado quimico 15.80 £ 0.00 0.759 57.93
Entero 12.64 + 0.00 0.625 57.03
Acido Desproteinizado térmico 15.80 £ 0.00 0.631 67.08
Desproteinizado quimico 15.80+0.13 0.894 47.89

Fermentacion alcohdlica en una etapa

Para hidrolisis-fermentacién simultanea del lactosuero se probaron dos cepas de Kluyveromyces marxianus Km 837 y
Km 946.En general, la cepa Km 837 se adaptd mejor al lactosuero principalmente en suero dulce, lo cual se refleja en
el consumo de azucar durante la fermentacién (Figura 5). Los resultados fueron mejores cuando se empled suero
entero acido con la cepa Km 837 (velocidad de consumo 0.509 g de glucosa/h), seguido de suero con pretratamiento
de desproteinizacion térmica (0.426 g de glucosa/h; Figura 5 y Tabla 5). Los mismos tratamientos resultaron ser los
mejores en la obtencién de etanol, la produccién maxima obtenida fue de 25.28 y 25.12 g de etanol/g de lactosuero en
suero acido entero y en suero acido tratado térmicamente respectivamente, ambos valores se obtuvieron cuando se

uso la cepa Km 837.
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Figura 5. Consumo de azucares durante la fermentacion en una etapa usando dos cepas de Kluyveromyces marxianus cultivado
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Tabla 5. Pardmetros de produccién de etanol y consumo de azucar por fermentacidén con Kluyveromyces marxianus (una etapa)

usando como sustrato lactosuero.

Tipo de suero Cepa de Pre-tratamiento  Velocidad de Eficienciaenel Produccién de Yp/s(gde etanol /
microorganismo consumo de consumo de etanol (g/L de g de glucosa)
azucar (g de azucar (%) suero)
glucosa / h)
Km 837 Entero 0.183 43.92 15.80 £ 0.00 1.38
Térmico 0.353 62.34 18.96+ 0.00 0.79
Dulce Quimico 0.084 22.13 18.96 £ 0.00 0.759
Km 946 Entero 0.099 16.31 0.00 £0.00 -
Térmico 0.105 19.53 0.00 £0.00 -
Quimico 0.045 10.14 0.00 £0.00 -
Km 837 Entero 0.509 77.22 22.12 £0.00 0.64
Térmico 0.426 94.12 25.28 £ 0.00 0.91
Acido Quimico 0.071 2391 0.00 £0.00 -
Km 946 Entero 0.177 27.37 0.00 £0.00 -
Térmico 0.076 18.86 0.00 £0.00 -
Quimico 0.062 16.25 0.00 £0.00 -
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En la Tabla 6 se presentan los mejores resultados obtenidos en los dos procesos evaluados (proceso de una y de dos
etapas). Con base a los mismos, se determind que para la produccion de bioetanol en suero acido es mejor utilizar el
proceso de una etapa (con Kluyveromyces marxianus como microorganismo) y para el suero dulce el proceso mas
apropiado es el de dos etapas (hidrolisis enzimatica-fermentacion con Saccharomyces cerevisiae). En ambos casos se
recomienda desproteinizar el suero antes de la fermentacién por tratamiento térmico debido a que se obtendra un co-
producto adicional (proteina alimentaria) y se incrementaran los rendimientos de etanol.

Tabla 6. Pardmetros de produccién de etanol y consumo de azlcar por fermentacién con Kluyveromyces marxianus (una etapa)
usando como sustrato lactosuero.

Tipo de proceso Pretratamiento de Proceso usado Tipo de sustrato Produccion de etanol (g /
desproteinizacion L de suero)
Sin tratamiento Ferme'ntauon con k. Suero acido 22.12
Una etapa marxianus Km 837
Térmico 25.28
Hidrolisis enzimatica,
Dos etapas Térmico fermentacion con S. Suero dulce 18.96
cerevisiae

Conclusiones

Se implementaron y evaluaron las operaciones de tratamiento térmico, precipitacién quimica y ultrafiltracion para la
obtencidn de diferentes fracciones proteicas del suero de leche y se determind que la cantidad de sélidos en el suero
de queso afecta la produccién de etanol, pues se obtuvieron incrementos en la tasa de produccion de etanol en aquellos
a los cuales se les aplicé un tratamiento térmico o quimico. Durante la evaluacién de la fermentacién de los permeatos
obtenidos por diferentes tratamientos de desproteinizacion se confirmé que el mejor método es el que utiliza
tratamiento térmico. Por otra parte, los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento térmico del suero, debido
a que bajo estas condiciones se recupera la mayor cantidad de proteina, sin afectar la cantidad de azlcar residual en
el suero de leche, lo que permite que este pueda usarse en la fermentacion. Para las fermentaciones con Kluyveromyces
marxianus, se encontrd que la cepa Km 837 tuvo una mejor adaptacion al suero de queso, principalmente en sueros
dulces y con desproteinizacion térmica, en las cuales se obtuvieron producciones de etanol de 25.28 g de etanol por
cada litro de suero de leche. Para sueros 4acidos, se encontrd que la mayor cantidad de etanol se obtuvo con la
fermentacién en dos etapas y utilizando Saccharomyces cerevisiae, previamente tratados térmicamente, obteniendo
hasta 18.96 g de etanol por cada litro de suero de leche. El proceso de una etapa tiene la ventaja de que es mas sencillo
en la operacion.
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