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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso de pepas de aceituna como
soporte de inmovilizacion para la produccion de bioetanol 1.5G (etanol producido a partir de
lactosuero 4cido por un consorcio de Kluyveromyces spp. aislados de kéfir) empleando un
reactor batch y aceite de soya como solvente de extraccion .Las cepas de Kluyveromyces spp,
fueron aisladas de una muestra de kéfir, la muestra de kéfir utilizada, obtenida de un
proveedor independiente de la ciudad de Lima, transportada por via terrestre en un recipiente
de vidrio, dicha muestra fue caracterizada fisicoquimicamente, obteniendo 11,604 g de
biomasa al final del proceso de fermentacion, pH de 4,37, acidez titulable de 0,774%,
humedad de 88,65%, solidos totales 11,35%, densidad 1,0437g/ml. A partir de la muestra de
kéfir se obtuvieron 8 cepas en el medio saboraud suplementado con cloranfenicol, dichas
cepas fueron sembradas en TSI e inoculadas en medio selectivo para Kluyveromyces spp,
posteriormente se seleccionaron seis cepas utilizando como referencia el consumo de
azucares y la turbidez del medio selectivo. Se utilizaron pruebas bioquimicas y morfologicas
para confirmar que las seis cepas aisladas pertenecian al género Kluyveromyces spp.
Posteriormente fueron sembradas en medio YM. Para seleccionar las cepas de
Kluyveromyces spp. mas eficientes se realizd una cinética de crecimiento, en la cual se

determin6 el consumo de lactosa, biomasa y produccién de bioetanol 1.5G. Se
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seleccionaron dos cepas [.2a y L5a como cepas con mayor capacidad productora de bioetanol
1.5G. Las cuales fueron utilizadas en la formacion del consorcio. La produccion de bioetanol
1.5G usando la cepa L2a fue de 25,3707+/-0,0337 g/L y de 24,8919+/-0,0527g/L para la
cepa L5a. Para la elaboracion del medio de fermentacion se empled el lactosuero 4cido, que
fue obtenido de la empresa LAIVE S.A y caracterizado fisicoquimicamente obteniendo un
pH de 5,45, materia grasa 0,57%, densidad 1,022 g/ml, lactosa 3,09%, s6lidos no grasos
5,80%, solidos totales 6,37% y proteinas 2,15%. El lactosuero fue sometido a un tratamiento
termodcido. El medio de fermentacion se elabord suplementando el lactosuero con extracto
de levadura, sulfato de amonio y sulfato de magnesio. Seguidamente, se realizé un indculo
con las cepas seleccionadas para la formacion del consorcio (L2a yL5a). Posteriormente se
realizaron dos sistemas de fermentacion. En el primer sistema se utiliz6 63,66 g de pepas de
aceituna como soporte de inmovilizacion y en el segundo sistema no se empled soporte de
inmovilizacion. Para ambos sistemas se utilizo el indculo (10%) preparado anteriormente
para 1,5 L del medio de fermentacion. Transcurridas 8 horas se colocé 1,5L de aceite de
soya como solvente de extraccion, y se comenzo a sacar muestras cada hora; y asi para ambos
sistemas se obtuvieron 12 muestras. En estas muestras se determind la produccion de
bioetanol 1.5G en la fase acuosa y en el solvente de extraccion. Para el sistema de
fermentacion sin soporte se obtuvo 19,9102+/-0,6031 g/L de bioetanol 1.5G en la fase acuosa
y 6,2 g/L de bioetanol 1.5G en el aceite de soya utilizado como solvente extractivo, en el
sistema de fermentacion con soporte se obtuvo, 23,9569+/-1,0591¢g/L de bioetanol 1.5G en
la fase acuosa y 20 g/L de bioetanol 1.5G en el aceite de soya utilizado como solvente
extractivo. Se obtuvo una eficiencia de 39,9972% para el sistema de fermentacion sin soporte
y 67,3359% para el sistema de fermentacion con soporte. Concluyendo asi que el uso del
soporte de inmovilizacion es determinante en la produccion de bioetanol 1.5G por

fermentacion.

Palabras clave: Bioetanol 1.5G, Kluyveromyces, soporte de inmovilizacion, solvente de

extraccion.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of using olive pits as immobilization support for the
production of bioethanol 1.5 G (ethanol produced from acid whey by a consortium of
Kluyveromyces spp. isolated from kéfir) using a batch reactor and soybean oil as solvent
extraction. The Kluyveromyces spp. strains were isolated from a kéfir sample that was
obtained from an independent supplier at Lima city, transported by land in a glass container.
The sample was physicochemically characterized, obtaining 11,604 g of biomass at the end
of the fermentation process, with pH 4.37, a titratable acidity of 0.774%, moisture of 88.65%,
total solids of 11.35% and density of 1.0437 g/ml. Eight strains were obtained from the kéfir
sample in Sabouraud medium supplemented with chloramphenicol. These strains were
seeded in TSI and inoculated in selective medium for Kluyveromyces spp.; later six strains
were selected using as reference the consumption of sugars and turbidity of selective
medium. Biochemical and morphological tests were used to confirm that all six isolates
strains belonging to the Kluyveromyces spp. gender. They were then seeded in YM medium.
A growth kinetics study, in which the consumption of lactose, biomass and bioethanol 1.5 G
production was evaluated, was carried out to select the more efficient Kluyveromyces spp.
strains. Two strains, named L5a L2a, with the higher bioethanol 1.5 G production capacity
were selected, and were used in the formation of the consortium. The production of
bioethanol 1.5 G was 25,3707 +/-0,0337 and 24,8919 +/-0,0527 for LL.2a and L5a strains,
respectively. Acid whey was used for the preparation of the fermentation media, which was
obtained from the LAIVE S.A. Company and physicochemically characterized obtaining a
pH of 5.45, fat 0.57%, density 1.022 g/ml, lactose 3.09%, non-fat solids 5.80%, total solids
6.37% and protein 2.15%. The whey was thermoacid treated. The fermentation medium was
prepared by supplementing the whey with yeast extract, ammonium sulfate and magnesium
sulfate. Afterwards, an inoculum containing the selected strains was performed for the
formation of the consortia (L2a and L5a). Later, two fermentation systems were prepared.
63,66 g of olive-seed was used as a support for immobilization in the first system while the
second system does not used a support. 10% of previously prepared inoculum was used for
both systems with 1,5 L of fermentation medium. After 8 hours, 1.5 L of soybean oil was

included as an extraction solvent, and started taking samples every hour; thus, for both
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systems 12 samples were obtained. The amount of bioethanol 1.5G production in both the
aqueous phase and the extraction solvent were determined for all samples. For unsupported
fermentation system it was obtained 19,9102 +/-0,6031 g/L of bioethanol 1.5G in the aqueous
phase and 6,2 g/L of bioethanol 1.5G in soybean oil used as extraction solvent. On the other
hand, the yield of bioethanol 1.5 G in the fermentation system with support was 23,9569 +/-
1,0591 g/L in the aqueous phase and 20 g/L in soybean oil used as extraction solvent.
Efficiencies of 39,9972% and 67,3359% for the fermentation systems without support and
with support were obtained, respectively. Thus it was concluded that the use of

immobilization support is critical in the production of bioethanol 1.5 G by fermentation.

Keywords: Bioethanol 1.5 G , Kluyveromyces, immobilization support, extraction solvent.
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ABREVIATURAS

t: Tiempo

K: Cepas de Kluyveromyces spp.
SF: Sistema de Fermentacion
CB: Concentracion de Bioetanol
PB: Produccion de Bioetanol
CLR: Concentracion de Lactosa Residual
B: Biomasa

ATT: Acidez Titulable Total

H: Humedad

ST: Solidos Totales

p: Densidad

LR: Lactosa Residual

TSI: Agar Triple aztcar hierro
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La necesidad de investigacion y busqueda de combustibles alternativos van aumentando en
todo el mundo debido a la escasez de fuentes de energia de origen renovable. El bioetanol
también conocido como alcohol etilico no es so6lo el producto clave en la produccion de
bebidas alcohdlicas , sino también tradicionalmente empleado como material de alimentacion
quimico para un variedad de productos quimicos industriales, tales como acetaldehido , 4cido
acético , acetato de etilo y butadieno. En los ultimos afios, se estan desarrollando técnicas de
obtencién de combustibles liquidos y quimicos de forma sustentable y utilizando materias
primas de bajo costo como el lactosuero. El bioetanol tiene caracteristicas positivas para ser
utilizado como combustible a gran escala, debido a que su precio es relativamente bajo, emite
menos contaminacion y es obtenido a partir de procesos de fermentacion. Las levaduras son
los Ginicos organismos que actualmente se utilizan a gran escala en la produccion industrial
de etanol. La produccion de bioetanol por fermentacion es uno de los temas mas populares
en el mundo. Sin embargo, la fermentacion alcohdlica se limita debido a ciertos
inconvenientes tales como la baja productividad, la baja densidad celular, efectos inhibidores
tanto de sustrato y producto. La solucion a este tipo de limitaciones es la fermentacion
extractiva. Este tipo de fermentacion se ha desarrollado para eliminar el etanol presente en el
medio de cultivo producto de la fermentacion, permitiendo asi la fermentacion de
carbohidratos sin inhibicidn del producto. Otra de las alternativas para mejorar la produccion
de bioetanol es el uso soportes de inmovilizacion ya que varios estudios han demostrado que
el metabolismo de las células inmovilizadas es mucho mayor en comparacion al presentado
por células libres El incremento en la actividad metabolica, puede deberse a diferentes
factores; afirman que gracias al incremento de la biomasa en el soporte, asi como la

concentracion de nutrientes alrededor del soporte, permitiran que se presente este incremento.

Para aprovechar el lactosuero generado por las industrias lacteas en nuestro pais, el presente
trabajo de investigacion tiene por finalidad evaluar la capacidad de produccion de etanol por
cepas aisladas de kéfir, utilizando dos sistemas de fermentacion, el primer sistema de

fermentacion sin soporte de inmovilizacion y el segundo sistema con soporte de
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inmovilizacion utilizando pepas de aceituna como soporte y aceite de soya como solvente de

extraccion.
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HIPOTESIS

Debido a que el lactosuero de origen industrial presenta en su composicion lactosa, es posible
que Kluyveromyces spp. sea capaz de transformar la lactosa presente en el lactosuero a
bioetanol 1.5G utilizando como soporte de inmovilizacion pepas de aceituna y como solvente
de extraccion aceite de soya para mejorar significativamente la cinética de produccion de

bioetanol 1.5G en un ambiente artificial Batch.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto del uso de un soporte de inmovilizacion para la produccion de bioetanol
1.5G a partir de lactosuero por un consorcio de Kluyveromyces spp. Aislados de kéfir

empleando un solvente extractivo en un reactor batch.

Especificos

e Caracterizar fisicoquimicamente muestras de kéfir y lactosuero.

e Aislar y caracterizar bioquimica y funcionalmente cepas de Kluyveromyces
spp.aisladas de muestras de kéfir.

o Evaluar, comparar la cinética microbiana de las cepas aisladas y seleccionar
aquellas que demuestren mayor capacidad productiva de bioetanol 1.5G.

e Validar la determinacion de bioetanol 1,5G utilizando técnica electroquimica
emergente denominada VOLTAMETRIA LINEAL.

e Comparar la capacidad de produccion de bioetanol 1.5G entre los sistemas de
fermentacion con soporte y sin soporte utilizando pepas de aceituna como soporte

de inmovilizacion y aceite de soya como solvente extractivo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

NE CATOLICA
TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

VARIABLES DE ESTUDIO
Las variables de estudio de esta investigacion se presentan en las Tabla N°1 y Tabla N°2
Tabla N°1

Variables Independientes

Variable Abreviatura Indicador
Tiempo T Horas
Cepas de Kluyveromyces spp. K CPIT"
Sistema de Fermentacién SF CS

SS

* C: cepas lisas (L) o cepas granulosas (G); Pl: nimero de placa; T: tamafio de las cepas
pequenas (a) o grandes (b).

** CS: con soporte; SS: sin soporte.

Tabla N°2

Variables Dependientes

Variable Abreviatura Indicador
Concentracion de Bioetanol CB g/L
Produccion de Bioetanol en el PB g/L
Sistema

Concentracion de Lactosa CLR g/L
residual
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Kluyveromyces spp. y cepas microbianas fermentativas productoras de etanol

Existen aproximadamente 60 géneros y 500 especies ‘!); su forma predominante es la
unicelular; su reproduccion vegetativa, puede ser por gemacion o por fision @)

Las levaduras tienen una gran aplicacion en el campo de la biotecnologia y presentan grandes
diversidades entre si. La tecnologia actual puede proporcionar etanol a partir de la
fermentacion de biomasa ), donde esta via biotecnolégica, envuelve la accion de la levadura
sobre un sustrato. Las levaduras que asimilan aerébicamente la lactosa son comunes, sin
embargo aquellas que fermentan lactosa son mas raras, incluyendo por ejemplo

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Candida pseudotropicalis .
Las levaduras son clasificadas por dos criterios:

v" Convencionales o No Convencionales
v Crabtree-positivas  (preferencialmente fermentadoras) o Crabtree-negativas
(preferencialmente respiradoras) en esta clasificacion S. cerevisae es una levadura

convencional- Crabtree-positivas ©)y K.marxianus, es de tipo Crabtree-negativa.

Con base en la clasificacion de levaduras, se sabe que el microorganismo Kluyveromyces
marxianus es una levadura ascosporogena, pertenece al grupo de los Eumycota del tipo
Hemiascomycetes que se encuentra dentro de la clase Ascomicotina. Es del orden
Endomycetales; de la familia Saccharomicetaceae y subfamilia Saccharomycetoideae; del

genero Kluyveromyces 'y de la especie marxianus.

Produce de 1 a 4 ascosporas, su forma va de reniforme a media luna, puede fermentar glucosa,

galactosa, lactosa, sacarosa, rafinosa, D-xilosa e inulina. No asimila nitrato. Crece a 37 °C
(6)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

La asimilacion de la lactosa como fuente de carbono por levaduras del género
Kluyveromyces, es una caracteristica que estd ausente en S. cerevisae (. K. marxianus es
capaz de realizar la conversion directa de la lactosa en etanol, gracias a la actuacion de una
permeasa especifica (lactosa-permeasa), codificada por el gen LAC12, este sistema asocia el
transporte de una molécula de lactosa con el de un H+. El flujo de H+ es generado por una
ATPasa adjunta a la membrana plasmatica en el interior de la célula; realizando la
fermentacion de ese azucar ya que tienen la capacidad de producir la enzima p-galactosidasa,

que hidroliza lactosa en glucosa y galactosa.

Todavia esta levadura presenta problemas de inhibicion por etanol. K. lactis es una de las
especies més estudiadas, es considerada el organismo modelo del género Kluyveromyces ®,
sin embargo K. marxianus ha sido estudiado en los ultimos afos por causa de sus ventajas en
potencial biotecnologico. De esta forma esta levadura ha sido aceptada por las industrias
porque posee caracteristicas que son deseables para las aplicaciones biotecnoldgicas. K.
marxianus es una levadura respiro-fermentativa, generando energia a través del ciclo de
Krebs (ciclo del 4cido citrico) o por fermentacion en etanol .En contraste con S. cerevisiae,
las levaduras respiro-fermentativas no exploran plenamente su capacidad de captacion de
glucosa durante el crecimiento oxidativo. Sobretodo K. marxianus es capaz de realizar
simultaneamente fermentacion y respiracion, siendo el equilibrio entre estas dos vias depende
de la especificidad de la estirpe ®).Es también un organismo termotolerante. Se diferencia de
S. cerevisiae principalmente en cuanto al uso preferencial de la via respiratoria de obtencion
de energia, sobre la fermentativa (@). La fermentacion aerobia y anaerobia por la levadura X.
marxianus en el tratamiento de reduccion del potencial contaminante del suero y también
para la obtencidon de productos como proteinas celulares, enzimas, biomasa microbiana y

etanol (10,

Una ventaja significativa de K. marxianus consiste en su capacidad para crecer y fermentar
a temperaturas elevadas (40°C) una propiedad que permite la reduccién de costos
(principalmente debido al costo reducido de refrigeracion) en bioprocesos de produccion de
etanol. Se ha reportado que K. marxianus es capaz de crecer en condiciones aerobias a 52°C

en lactosa y permeado de suero V.
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2.2 Kefir

El kéfir es una bebida lactea fermentada artesanal viscosa, de sabor acido, levemente
efervescente y con un aroma caracteristico 1?. Es producida por fermentacién de leche con
granulos de kéfir. La leche fermentada contiene bacterias como Lactobacillus kefiri, especies
del género Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter, también levaduras fermentadoras de
lactosa (Kluyveromyces marxianus) como, levaduras no fermentadoras de lactosa
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisae y Saccharomyces exiguus) >, que
crecen en una estrecha relacion especifica; produciéndose durante la fermentacién acido

lactico y alcohol.

Los granulos de kéfir resultan ser masas gelatinosas, irregulares, color blanco o ligeramente

amarillento, y consistencia eldstica. Su tamafio es variable oscilando desde pocos milimetros

a 2 o 3 centimetros de didmetro y su forma semejante a las inflorescencias de coliflor.

74

Figura N°1. Granulos de Kéfir.

Es una asociacion de bacterias y levaduras, no patégenas, unidas por una matriz polisacarida,
denominada kefiran, producida por los microorganismos que viven en estrecha simbiosis
adaptandose constantemente a los cambios ambientales y manteniendo un equilibrio
constante!!*!5_ En los granulos, se encuentran inmersas bacterias 4cido lacticas (108-109
UFC/g de granulo), levaduras (107-108 UFC/g de granulo) y bacterias acido acéticas (105-
106 UFC/g de granulo) (%12,

Cuando los granulos de kéfir son adicionados a la leche, parte de los microorganismos pasan

a ella donde se multiplican y producen metabolitos que otorgaran a la leche fermentada sus
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caracteristicas quimicas y fisicas particulares. La composicion del kéfir, asi como sus
caracteristicas organolépticas estan sujetas a variaciones regionales. Estd documentado que
éstas variaciones pueden deberse a factores tales como el origen y almacenamiento de los
granulos de kéfir, el tipo leche utilizada, asi como a las condiciones de elaboracion del

producto siendo relevantes la relacion granulo-leche y la temperatura de fermentacion (7,

La composicién microbiologica del kéfir es compleja y se han aislado una gran variedad de

microorganismos tanto de estos como de la leche fermentada (Tabla N° 3)

Los granulos de kéfir estdn constituidos tanto por levaduras fermentadoras de lactosa
(Kluyveromyces marxianus) como levaduras no fermentadoras de lactosa (Saccharomyces

unisporus, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces exigus)” '8,

Los granulos se forman solamente a partir de otros granulos preexistentes y en el laboratorio
no ha sido posible formar un nuevo granulo partiendo de la asociacion de cepas aisladas de
los mismos (). Se cree que los granulos se originaron debido a practicas de las tribus de la
region del Caucaso, quienes dejaban fermentar la leche en odres hechos de estomago de

animales donde la transportaban.

Sin llegar a consumir totalmente el producto, el saco era nuevamente recargado con leche,
repitiendo el proceso durante mucho tiempo. Esta practica puede haber permitido la reunion

de los microorganismos y formacién de la asociacion simbidtica propia del kéfir 1),

Por poseer levaduras fermentadoras de lactosa, se ha sugerido el empleo de granulos de kéfir

en la produccién de alcohol a partir de suero %2V,
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Tabla N°3. Microbiota tipica aislada de los granulos de Kéfir ()

GENERO ESPECIE

Lactobacillus Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. casei subsp. alactosus, Lb.
casel subsp. casei, Lb. casei subsp. Rhamnosus, Lb.
cellobiosus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
delbrueckii subsp lactis, Lb. fermentum, Lb. fructivorans,
Lb. Gasseri, Lb. helveticus subsp. Lactis, Lb. hilgardii, Lb.

kéfir, Lb. kefiranofaciens subsp. kefirgranum,

Lactobacillus Lb. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lb. paracasei

subsp. paracasei, Lb. parakefiri, Lb. plantarum, Lb.

viridescens.
Streptococcus S. lactis, S. thermophilus.
Lactococcus Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis var. diacetylactis, Lc.

lactis subsp. lactis.

Levaduras Kluyveromyces | Kluyveromyces lactis var lactis, K.
spp. marxianus var. marxianus, Issatchenkia
occidentalis, K. bulgaricus, K.

fragilis/marxianus.

Saccharomyces Saccharomyces carlsbergensis, S.
Spp. cerevisiae, S. exiguous, S. lactis,
Saccharomyces  subsp.  torulopsis

holmii, S. turicensis sp. nov, S.

unisporus.
Enterococcus Enterococcus durans.
Leuconostoc Leuconostoc  mesenteroides  subsp.  cremoris, L.

mesenteroides subsp. mesenteroides.

Acetobacterias Acetobacter aceti, A. rasens

(DLopitz-Otsoa y col 1
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La leche fermentada con granulos de kéfir es una bebida refrescante, presenta burbujas
debido al CO2, con sabor ligeramente acido o agrio, con un suave aroma similar a la levadura
fresca. 1. Dentro de sus caracteristicas fisicoquimicas tenemos que contiene 0.03% a 1.8%
de alcohol, ademés de compuestos aromaticos como el acetaldehido y el diacetilo que

contribuyen a su sabor Unico y aroma agradable, especial de este tipo de leche fermentada
15)

Presenta una consistencia mas fluida que el yogurt. Esto quiere decir que la cuajada que se
forma cuando se fermenta la leche se fragmenta muy facilmente en particulas muy pequefias,
mientras que el cuajo del yogurt se mantiene cohesionado, o se deshace en pedazos,

facilitando su digestion, por presentar una mayor superficie de contacto.

El polisacarido en donde se agrupan los microorganismos es un polimero ramificado
moderadamente regular, su unidad de repeticion consiste en tres moléculas de glucosa y tres

de galactosa, (Figura N°2.), es soluble en agua y tiene textura viscosa 2.

La leche fermentada con granulos de kéfir contiene 0.2 a 0.7% del kefiran producido por los

granulos de kéfir, durante el proceso de fermentacion.

ASS

CH,OM
n

HzCOM “ou

23)

Figura N° 2. Estructura quimica de kefiran

Usando menos proporcion de leche durante la fermentacion, esta sustancia puede estar mas
concentrada en el producto final, este componente junto a las levaduras contribuyen a la

particular textura Unica, rica y cremosa de la leche fermentada con granulos de kéfir.
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En el intercambio entre la leche y los granulos de kéfir se produce una doble fermentacion

en la que se transforman los azucares y proteinas de la leche en:

e (CO2 y etanol, producido por el metabolismo de las levaduras y BAL
heterofermentativas.

e Acido acético; muchos Lactobacillus producen diacetilo.

e Acido lactico; producido por el metabolismo de las BAL, que reducen y trasforman
la lactosa (el azticar de la leche), en 4cido lactico, responsable de su acidez (pH de
4.2 a4.6).

e Proteinas coaguladas. Transforma la caseina y la albumina.

El kéfir presenta propiedades benéficas para la salud que se atribuyen a la presencia de una
microbiota compleja asi como a sus productos metabolicos. Dentro de estos productos se
pueden mencionar: acidos organicos, vitaminas (fundamentalmente del grupo B), etanol,
diéxido de carbono, acetaldehido, diacetilo, proteinas de superficie de algunos

microorganismos que se liberan al medio (capa S), y un exopolisacarido (kefiran) @¥.

2.3.Lactosuero

El lactosuero se define como la parte liquida que queda después de separar la cuajada al
elaborar el queso. Representa alrededor del 85% al 90% del volumen de leche usada en la

transformacion

De los productos lacteos es el que contiene la mayor parte de los compuestos solubles y una
pequena parte de los compuestos insolubles de la leche, lo que representa aproximadamente

la mitad de los sélidos totales.

El lactosuero es rico en lactosa, aminoacidos, vitaminas y proteinas solubles muy nutritivas.
No obstante tiene un contenido muy elevado de agua. Adicionalmente presenta cantidades

variables de minerales, 4cido lactico y nitrogeno no proteico .

En la elaboracion de quesos, aproximadamente el 90% en peso es lactosuero y el 10%
restante se convierte en queso. La composicion del lactosuero varia con la leche utilizada y

con el tipo de queso a fabricar, ademas depende del sistema de coagulacion.
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La composicion del lactosuero varia de acuerdo a las caracteristicas de la leche y de las
condiciones de elaboracion del queso del que proceda; a grandes rasgos, contiene 4.9% de
lactosa, 0,9% de proteina cruda, 0,6% de cenizas, 0,3% de grasa, 0,2% de 4cido lactico y

93,1% de humedad®®.

Se estima que por cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero, esto representa cerca del
85-90% del volumen de la leche y contiene aproximadamente el 55% de sus nutrientes. Entre
los més abundantes de estos nutrientes estan la lactosa (4,5-5% p/v), proteinas solubles (0,6-
0,8% p/v), lipidos (0,4-0,5% p/v) y sales minerales (8-10% de extracto seco) 0,6% de cenizas,
0,3% de grasa, 0,2% de 4cido lactico y 93,1% de humedad. 9.

Presenta una cantidad rica de minerales donde sobresale el potasio, seguido del calcio,
fosforo, sodio y magnesio. Cuenta también con vitaminas del grupo B (tiamina, acido

pantoténico, riboflavina, piridoxina, 4cido nicotinico, cobalamina) y acido ascorbico @7,

a) Proteinas: El lactosuero contiene alrededor del 20% de las proteinas de la leche,
siendo su principal componente la -lactoglobulina con cerca de 10% y a-
lactoalbumina con 4% de toda la proteina lactea, ademas, contiene otras proteinas

como albiminas séricas, proteopeptonas, inmunoglobulinas y otras®®.

v a-Lactoalbimina: Contiene un 25% del total de la proteina del suero. El
alfalactoalbumina es adicionado a formulas infantiles para hacerlas similares al
patrén aminoacidico de la leche humana. Por su alto contenido de aminoacidos de

cadenas ramificadas es utilizado también en suplementos para deportistas ).

v B-Lactoglobulina: Es la proteina soluble mas abundante en la leche de vaca, posee un
peso molecular cercano a los 18 kD y suele formar dimeros constituidos por dos

cadenas polipeptidicas iguales G,

v' Albimina Sérica: Es un componente del lactosuero idéntico a la seroalbumina
sanguinea, misma composicion en aminoacidos, mismo peso molecular (69.000), las

mismas propiedades electroforéticas y magnéticas, y la misma cinética de
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desnaturalizacién térmica. Estd formada por una cadena peptidica Unica con

numerosos repliegues estabilizados por puentes disulfuro GV,

v Proteopeptonas: Constituyen una fracciéon compleja formada por una mezcla
heterogénea de polipéptidos que permanecen solubles después del calentamiento de
la leche a 95 C durante 20-30 minutos con una acidificacion a pH 4.6.

v Inmunoglobulinas y otras proteinas: Las inmunoglobulinas o gamma globulinas

representan aproximadamente el 10% del total de las proteinas del lactosuero ©¢2).

Otras proteinas contenidas en el suero son las denominadas metaloproteinas, al tener la
capacidad de fijar especificamente y de forma reversible hierro y cobre. Entre ellas se

encuentran las siguientes: Lactoferrina, Transferrina y Ceruloplasmina

b) Lactosa: Es el aztcar presente en la leche de la mayoria de los mamiferos. Es un
disacéarido formado por galactosa y glucosa y se define quimicamente como O - 3 -
D - galactopiranosil - (1-4) - B - D-glucosa, C12H2011 ¢** ¢con un peso molecular
de 342 g/g-mol. Existe como dos formas isomeras: o y B, que se diferencian
unicamente en la posicion de un grupo —OH en el carbono C1 de la glucosa (isomeria

ciclanica) (Figura N°3.) 9,

CH,0H CH,0H

H OH H OH

Figura N°3. Estructura molecular de la lactosa®

Al hidrolizarse, la lactosa libera glucosa y galactosa, cuyo poder edulcorante combinado es
de aproximadamente el 80% del de la sacarosa. Este hidrolizado es también unas 3 o 4 veces
mas soluble que la lactosa y ademads, los monosacaridos son absorbidos facilmente en forma

directa por la mucosa digestiva %,
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La lactosa es considerada el principal carbohidrato de la leche y es uno de los principales
componentes del lactosuero. Es una fuente de energia de gran importancia para los nifios en
sus primeros afios de vida, siendo el responsable de sumistrar hasta el 50% de la necesidad
energética en los nifios ®®. La lactosa del suero de queso es generada en grandes cantidades,

donde nueve litros de suero por 1 kg de queso producido generan cerca de 0,45 Kg de lactosa

(37).

La industria lactea produce grandes cantidades de lactosa y parte de ella es recuperado
durante el proceso. Sin embargo, una gran cantidad de lactosa no es recuperada y, finalmente,

se convierte en un problema en la eliminacién de residuos.

Para que la lactosa pueda ser absorbida por el cuerpo humano debe ser hidrolizado en el
intestino por la enzima lactasa (B-D-galactosidasa). La lactasa hidroliza la lactosa en glucosa
y galactosa 4%, La lactosa se puede hidrolizar mediante 4cidos fuertes, resinas de
intercambio 10nico o por enzimas, siendo este tltimo método el que asegura un proceso de
hidroélisis sin afectar los otros componentes presentes en la leche. La enzima utilizada para
dicha hidrolisis se denomina -Galactosidasa o mas comunmente lactasa. La f-Galactosidasa
es también conocida como lactasa porque utiliza lactosa como sustrato. La B-Galactosidasa
cataliza la reaccion de hidrolisis de los residuos terminales no reducidos de B-D-galactosa en

compuestos B-D-galactésidos.

La B-Galactosidasa puede obtenerse de diversas fuentes, pero su produccién a escala
industrial para aplicaciones en la industria alimenticia, solamente se realiza mediante el
cultivo de microorganismos considerados seguros por organismos internacionales, tales
como las levaduras Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis y los hongos Aspergillus
niger y Aspergillus oryzae (*®). La lactasa de Escherichia coli no es utilizada en el
procesamiento de alimentos debido a su costo de produccién y problemas de toxicidad al
utilizar extractos crudos de coliformes.2Aunque no existe un conocimiento acabado de la
estructura de las distintas enzimas f-Galactosidasa, se dispone de un trabajo muy importante
para la aproximacion de la lactasa de la levadura de la leche Kluyveromyces lactis que puede

utilizarse como base para predecir posibles alteraciones quimicas en el medio de trabajo. En
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esta enzima, los 1025 amino4cidos que componen la cadena® se pueden clasificar como se

muestra en la Tabla N° 4.

Tabla N°4.: Composiciéon de aminoacidos presentes en la enzima [-Galactosidasa de

Kluyveromyces lactis sp V

Aminoacido N° de unidades Porcentaje
No polares
Alanina (Ala) 51 5,0
Valina (Val) 72 7,0
Leucina (Leu) 76 7,4
Isoleucina (Ile) 56 5,5
Prolina (Pro) 50 4,9
Metionina (Met) 9 0,9
Fenilalanina (Phe) 57 5,6
Triptofano (Trp) 19 1,9
Polares, neutros
Cisteina (Cys) 7 0,7
Glicina (Gly) 68 6,6
Serina (Ser) 63 6,1
Treonina (Thr) 48 4,7
Tirosina (Tyr) 54 5,3
Asparagina (Asn) 59 5,8
Glutamina (Gln) 27 2,6
Polares acidos
Ac. Aspartico (Asp) 75 7,3
Ac. Glutamico (Glu) 81 7,9
Polares, basicos
Arginina (Arg) 34 3,3
Histidina (His) 38 3,7
Lisina (Lys) 81 7,9

(DExPASy, 1999%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Del analisis de la composicion de aminoacidos presentada en la Tabla N° 4., se puede

establecer para esta f-Galactosidasa un peso molecular de 117.618,78 Da.

Cualquiera sea el origen de la enzima, el mecanismo de reaccion aceptado considera la
formacion de un complejo [enzima-sustrato] a través de la interaccion de la galactosa con el
sitio activo de la enzima. A partir de esto, se libera primero la glucosa y luego puede separarse
la galactosa o la reaccion del complejo [enzima-galactosa] con un mono o disacarido para
producir un di u oligosacarido 89. La galactosa, como producto de hidrélisis, puede
interactuar nuevamente con el sitio activo de la enzima, compitiendo por el mismo con la

lactosa 4. Este mecanismo se conoce como inhibicion por producto.

La composicion del suero de queso no sélo depende de las particularidades del proceso de
elaboracion, sino también de la composicion de la leche cruda. Existen dos tipos de

lactosuero que son:

v Lactosuero Acido: Se define como el producto de la fabricacion de quesos de pasta
fresca y pasta blanda asi como de la fabricacion de caseina lactica “! contiene lactato
de calcio, se sabe que cuando la coagulacion es realizada por el cuajo el complejo de
caseina —calcio se desdobla en paracaseinato de calcio y proteinas del lactosuero
permaneciendo en este caso el calcio unido a las proteinas coaguladas, en un medio
acido, el calcio se separa de la fosfocaseina y aparece en gran cantidad en el
lactosuero. Estos sueros tienen una acidez de 0,18 a 0,25% de acido lactico “?, los
sueros de queseria se denominan acidos cuando poseen valores de pH igual o inferior

a 5.0 2. Su contenido en extracto seco varia entonces entre el 4,5 y el 5,0%.4

v Lactosuero Dulce: Son producidos por otros tipos de queserias (pasta prensada y
pastas cocidas) y por los fabricantes de caseinas al cuajo. El lactosuero dulce, por
carecer de calcio, no puede formar lactatos y aunque se someta a una acidificacién no
puede transformarse en lactosuero 4cido **.En la Tabla N°5. muestra la composicion

de los dos diferentes tipos de lactosuero. Presentan un pH superior a 5,0.*
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Tabla N°5: Composicién media del lactosuero ()

PARAMETROS LACTOSUERO DULCE (%) LACTOSUERO ACIDO (%)

Agua 93 -95 93-95

Extracto Seco 5-7 5-7

Lactosa 45-473 38-52

Proteinas 0,6-1,1 02-1,1

Grasa 0,1-04 0,1-0,5

Sales Minerales 0,5-0,7 0,5-12

Acido Léctico 0,1 -0,2 02-1,2

Cloruros 0,15- 0,6 0,16 -0,6

Finos 0,05-0,3 0,05-0,3

(DSpreer, 19914

Entre los aspectos ambientales el lactosuero representa un problema ambiental importante
por los grandes volumenes producidos y por su alta demanda quimica de oxigeno 60,000-
80,000 mg/L. La solucion a este problema de contaminacion ha tenido una urgente atencion
debido al incremento en los volimenes de suero producido, la centralizacion de las plantas y

los requerimientos legislativos estrictos de los paises®.

Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es eliminada
como lactosuero el cual retiene cerca de 55% del total de ingredientes de la leche como la
lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales. Algunas posibilidades de la utilizacion
de este residuo han sido propuestas, pero las estadisticas indican que una importante porcion
de este residuo es descartada como efluente el cual crea un serio problema ambiental, debido
a que afecta fisica y quimicamente la estructura del suelo, lo anterior resulta en una
disminucién en el rendimiento de cultivos agricolas y cuando se desecha en el agua, reduce

la vida acuatica al agotar el oxigeno disuelto 47

La lactosa constituye una alta proporcion (> 75 %) de los sélidos de suero y contribuye en

gran parte a que el suero sea considerado uno de los alimentos més contaminantes del medio
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ambiente debido a que su demanda bioquimica de oxigeno es mayor a 35000 ppm y la

demanda quimica de oxigeno supera las 60000 ppm “9),

De esta forma, anualmente se generan grandes cantidades de suero, lo que implica graves
problemas para su eliminacion como asi también la pérdida de hidratos de carbono. En
nuestro pais se desechan anualmente mas de 2.000,000 de litros de suero que poseen una
demanda biolodgica de oxigeno (DBO) de aproximadamente 35.000 mg O2/1t de suero. La
problematica es tal que verter un litro de suero supone la muerte por asfixia de todos los peces

contenidos en 10 toneladas de agua.

La distribucion de la produccion de lactosuero en el mundo en el afio 2005 fue: Europa 53%,
América del Norte y central 28%, Asia 6%, Africa 5%, Oceania 4%, América del Sur 4%
48) " anualmente estos porcentajes representan 110-115 millones de toneladas métricas de
lactosuero son producidas a nivel mundial a través de la elaboracion de queso 9, de este
valor, el 45% se desechan en rios, lagos y otros centros de aguas residuales, o en el suelo, lo
que representa una pérdida significativa de nutrientes ocasionando serios problemas de
contaminacién ®%. El porcentaje restante es tratado y transformado en varios productos
alimenticios, de los cuales cerca del 45% es usado directamente en forma liquida, 30% en
polvo, 15% como lactosa y subproductos, y el resto como concentrados de proteina de

lactosuero ©V,

Debido a la legislacion vigente que prohibe el volcado de efluentes de alta carga organica sin
tratamiento previo a los cursos de agua, inicialmente parte del suero se suministraba a los
animales en granjas en reemplazo del agua y parte se arrojaba sobre el campo pero se
ocasionaron problemas tales como trastornos digestivos, dado la falta de héabito de los
animales para consumir un producto con elevado contenido de lactosa o problemas tales
como contaminacién ambiental, ya que con la formacion de charcos se produce mal olor y

presencia de insectos, o se puede elevar la acidez del suelo.

Surge asi la necesidad de implementar metodologias de tratamiento del suero como efluente

o deshidratarlo para usos posteriores, pero los costos de instalacion y los demandados para
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eliminar grandes volimenes de agua hacen también dificil esta operacién. Sumado a ello, los
grandes volumenes de suero producidos superan la capacidad de las plantas de secado, y por

lo tanto el suero actualmente es directamente eliminado como efluente.

2.4.Rutas Metabolicas para la obtencion de Bioetanol

a) Fermentacion Alcoholica:

Es una alternativa interesante para la biorremediacion del permeado contaminante que queda
después de la separacion de las proteinas de suero de leche. La fermentacion de la lactosa de
suero de leche a etanol, particularmente el uso de levaduras, se ha hecho referencia
frecuentemente en la literatura, por lo menos desde la década de 1940 ©2). Aunque las
levaduras que asimilan la lactosa aerobicamente estan muy extendidas, los que la lactosa
fermento son bastante raros (°°), incluyendo por ejemplo, Kluyveromyces lactis, K.

marxianus, y Candida pseudotropicalis.

b) Fermentacion de Lactosa a Bioetanol:

La fermentacion es la principal via para la obtencion de etanol ya que la lactosa es la fuente
bioquimica de obtencion de energia. La fermentacion de la lactosa del suero de queso a

etanol, usando levaduras ha sido estudiada frecuentemente desde 1940 ©2).

La fermentacion ocurre debido a que las células producen la energia necesaria para
sobrevivir, mediante fendmenos de degradacion de la materia organica: la respiracion que

necesita de oxigeno o la fermentacion que ocurre en la ausencia de oxigeno.

La fermentacion alcoholica consiste en un conjunto de reacciones bioquimicas donde la
levadura necesita transformar mucho azicar en alcohol, para asegurar sus necesidades. Eso
ocurre a partir de tres factores fundamentales: presencia de azlicares, microorganismos que

sean capaces de transformar el azlicar en etanol y gas carbonico en ausencia de oxigeno, debe
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ser rapida a fin de maximizar la productividad del proceso. Se debe minimizar la
concentracion de aztcar del efluente, la finalidad del proceso es normalmente el tratamiento

de residuos.

En la fermentacion realizada por el género Kluyveromyces spp. la lactosa es transportada por
una permeasa codificada por el gen LACI12 introducido tanto por lactosa y galactosa.
Después del transporte la lactosa es hidrolizada por la enzima B- galactosidasa, también
introducida por la lactosa, siendo codificada por el gen LAC4, originando de esta manera

glucosa y galactosa ©¥. La conversion enzimatica se puede observar en la Figura N°4.

CH,OH CH,OH H-0 CH,0OH CH,OH
HO | o - 2 HO | o OH | o
W OH ™\ N ™ >| + JOHTN
L | B-Galactosidase
OH HO | OH
OH OH OH OH
Lactose Galactose Glucose

Figura N° 4. Conversion enzimatica de la lactosa en glucosa y galactosa®>

Una vez hidrolizada la lactosa, la glucosa y la galactosa son fosforiladas antes de incorporarse
a la via glucolitica o de Embden-Meyerhof (EMP). La hexoquinasa cataliza el paso de
glucosa a glucosa-6-fosfato, para lo que requiere ATP y Mg?* % La galactosa es fosforilada

por la galactoquinasa y transformada en glucosa-fosfato antes de integrarse en la ruta EMP
(57)

En funcion de la disponibilidad de oxigeno, puede cambiar el destino del piruvato, metabolito
final de la ruta EMP, con distinto resultado en cuanto a rendimiento energético. En presencia
de oxigeno, la piruvato deshidrogenasa convierte el piruvato en acetil-CoA, que se incorpora
al ciclo de los acidos tricarboxilicos o de Krebs, que en conexion con la cadena respiratoria
genera ATP, CO2 y H20. Ante una limitacion de oxigeno, sin embargo, se activa la piruvato
decarboxilasa que media el paso de piruvato a acetaldehido, luego convertible en etanol, con

menor rendimiento de CO2 y nula produccion de energia y agua. No so6lo la concentracion
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de oxigeno encamina al piruvato por una u otra ruta; también influye en ello la cantidad de
azucares metabolizados, canalizados en la glucolisis. La piruvato deshidrogenasa tiene por
el piruvato una afinidad 10 veces mayor que la piruvato decarboxilasa, por lo que capta
preferentemente a este sustrato cuando su nivel es bajo, debido a un menor flujo glucolitico.
Sin embargo, cuando este flujo aumenta, el piruvato se conduce en mayor proporcion hacia

la formacion de etanol ®®, (Figura N°5).

Por lo que se refiere a la cadena de transporte electronico, en las levaduras existen NADH
deshidrogenasas localizadas en la superficie externa de la membrana mitocondrial que
aceptan electrones del NADH o NADPH procedentes del exterior de la mitocondria, sin
necesidad de un mecanismo especial (como en los organismos eucaridticos superiores) para

transportar los coenzimas reducidos al interior de la mitocondria ©?).

Lactose

Lactose Glicose

Gal7 ‘l’

> Gal1 ,
. Galactose—>Gal-1-P x> Glc-1-P —>Glc-6-P—> Glicslise

uDP-Gl DP-Gal
ity PIRUVATO

Ny

Etanol

Figura N°5. Metabolismo de la lactosa ©?
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¢) LaFermentacion Extractiva:

Es un proceso que combina la biorreaccion y la extraccion del producto principal de ésta, en
un régimen continuo y de manera simultanea en el recipiente de fermentacion. Es un proceso
unificado muy promisorio para aumentar la produccion de quimicos como antibioticos,

vitaminas, alcoholes, acidos orgéanicos y solventes.

Esta técnica ha encontrado aplicacion en sistemas donde el crecimiento microbiano (y por
ende la generacion de producto) se ve inhibido por la concentracion del producto en el
fermentador, fendmeno conocido como inhibicién por producto final, o por algin otro
metabolito indeseable. La recuperacion del producto por extraccion es de particular interés

para tales sistemas, ya que permite la remocion in situ del agente inhibidor ¢,

La extraccion se consigue generando una segunda fase con el uso del contacto continuo de
un solvente orgéanico inmiscible en el caldo de fermentacion, que por lo general es de
naturaleza acuosa. Esto provocara una menor concentracion inhibidora del producto en el

caldo, haciendo mayor la velocidad de reaccion.

Adicionalmente, este proceso permitira la fermentacion de mezclas mas concentradas en
sustrato (debido a las altas velocidades de crecimiento celular, que se presentan al no existir
inhibicion por producto), disminuciéon en los costos de recuperacion de producto (la
purificacion se efectua al extracto, no al caldo fermentado), en los costos de tratamiento de

agua de desecho y en el consumo de energia (se emplea menos agua) ).
Ejemplos de fermentaciones inhibidas por el producto son:

v Fermentacion alcohdlica para la produccion de etanol.
v Fermentacion para la produccion de Acidos organicos (acético, lactico, butirico, etc.).
v" Fermentacion para la produccion de polisacaridos, debida al aumento en la viscosidad

del caldo, que dificulta la transferencia de masa.

Existe un método denominado extraccion liquido-liquido, el cual separa los componentes

basandose en la diferencia de solubilidades en dos disolventes inmiscibles. El caldo de
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fermentacion se pone en contacto con un solvente organico inmiscible en agua y el
componente de interés (etanol en este caso) se remueve parcialmente en el disolvente
organico. La destilacion se utiliza entonces para recuperar el componente de interés del
solvente organico relativamente volatil. Esto puede reducir el costo de la recuperacion de
etanol como disolventes organicos, ya que entran en ebullicion a temperatura relativamente
baja en comparacion con el agua y generalmente tienen una entalpia de vaporizacion menor

que el agua 3.

La extraccion con solventes es ampliamente utilizado para la recuperacion del producto en

muchos procesos de fermentacion ©4-6),

La identificacion del solvente adecuado es la principal desventaja o complejidad de esta
técnica. El solvente a utilizar debe cumplir las caracteristicas fisicoquimicas que se exponen
en secciones subsecuentes y ademas, caracteristicas biolégicas que se relacionan con la
biocompatibilidad, es decir, con el buen desempefio y supervivencia de los microorganismos
durante el proceso de fermentacion, cuando éstos entran en contacto con el solvente (asi sea

en minimas cantidades).

Esta caracteristica es tan importante debido a que se requiere un buen contacto entre el
solvente extractor y el caldo, para asegurar la transferencia de masa sin recurrir a la
separacion de microorganismos antes de la extraccion, ya que no resultaria econémico en

procesos a gran escala ©9),

Un solvente para uso en la extraccion de etanol a partir de un caldo de fermentacion debe

tener idealmente:

e Un alto factor de separacion para el bioetanol

e Una alta capacidad de etanol para minimizar el uso del solvente

e Un solvente de baja solubilidad en la fase acuosa para minimizar la pérdida de
solvente

¢ Una suficiente diferencia de densidad entre la fase del solvente y la fase acuosa para
permitir una rapida separacion de fases

e Una buena estabilidad quimica

e Un punto de ebullicion bajo (presion de vapor)
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e Una baja toxicidad para los microorganismos fermentadores
e Un método eficaz para la recuperacion de etanol a partir del solvente

e Un bajo costo

En su forma mas simple, la extraccion liquido-liquido implica agitacion de dos fases juntas
seguido de separacion por gravedad. Las transferencias de soluto desde la fase acuosa a la
fase del solvente. El solvente que contiene el soluto se procesa adicionalmente para recuperar
el soluto. Para evaluar la factibilidad de la separacion de etanol por extraccion liquido-liquido
(extraccion con solvente), coeficiente de distribucion o el coeficiente de particion de etanol

necesita ser conocido.

Ademas, la selectividad del disolvente para el etanol puede ser importante, de manera que

los otros componentes no se eliminan del caldo de fermentacion por el disolvente.

Acido oleico ha sido el solvente de eleccion en la mayoria de las fermentaciones extractivas.
Esto es porque el alcohol oleico no es toxico, tiene una muy alta selectividad relativa para el
etanol, pero tiene un coeficiente de particion bajo (menos de 0,4). Un bajo coeficiente de
particion significa que una gran cantidad de solvente debe ser utilizado para extraer
eficientemente etanol a partir de los medios de fermentacion; esto, por supuesto da como

resultado una baja concentracion de etanol en el solvente.

El Acido laurico tiene una alta toxicidad para los microorganismos y una solubilidad
relativamente alta en la fase acuosa. 2 - etil- hexanol es también un buen agente de extraccion,
ya que tiene una buena capacidad de separacion de fases, un coeficiente de distribucion de

mas de 0,4, un punto de ebullicién alto y es relativamente barato ©7).

Recientemente, los aceites vegetales y sus derivados han sido investigados para su uso como
agentes de extraccion en las fermentaciones. El aceite de ricino tiene un alto coeficiente de
distribucion para el etanol en comparacion con los otros aceites vegetales no toxicos 7,

También se utiliz6 aceite de soya como solvente de extraccion ©%).
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e Solvente de Extraccion: Aceite de Soya

La soya es uno de los productos mas antiguos que el hombre conoce. Su planta pertenece a
la clase Dicotyledoneae, subclase Archichlamydae, orden Rosales, suborden Leguminosinae,
familia Leguminosae, subfamilia Papilionaceae, género Glycine L., subgénero Glycine
(Moench) e especie Glycine max (L.). El grano posee textura suave, sabor amargo, elevados
niveles de 4cido ascorbico y S-Caroteno, con 17-19% de proteinas y 35-40% de aceites .
Alrededor del 99% de triglicéridos presentes en el aceite de soya se componen de acidos
grasos, linolénico y estedrico, palmitico, linoleico oleico, como puede verse (Tabla N°6)

Ademas, hay pequenas cantidades de componentes no glicéridos tales como fitosteroles,

ceras, hidrocarburos, carotenoides, tocoferoles y fosfatidos.

Tabla N° 6: Composicion de Acidos grasos del aceite de soya (!

Acidos Grasos Saturados N° de Carbonos Concentracion (%)
Latrico C12:0 0,1 (max.)
Miristico C 14:0 0,2 (max.)
Palmitico C 16:0 99-122
Estearico C 18:0 3-54

Araquidico C 20:0 0,2-0,5
Behémico C22:0 0,3-0,7
Lignocérico C24:0 0,4 (max.)
Acidos Grasos Insaturados N° de Carbonos Concentracion (%)
Palmitoleico C16:1(9) Trazas — 0,2
Oleico C18:1(9) 17,726
Linoléico C18:2(9,12) 49,7 -56,9
Linolénico C 18:3 (9,12,15) 5,5-9,5
Gadolé¢ico C20:1(5) 0,1-0,3
Erucico C22:1 0,3 (max.)

(DFuente: Embrapa 79
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2.5. Soporte de Inmovilizacion

La inmovilizacion celular puede ser definida como la ubicaciéon fisica de células en un
espacio o region especifica, de forma natural o inducida, en la cual son capaces de mantener
una actividad catalitica deseada. Es un evento que se da naturalmente gracias a procesos de
adherencia a superficies o a otros microorganismos, debido a estructuras celulares 6 a
sustancias que estos mismos segregan. Bajo muchas condiciones las células inmovilizadas
tienen ventajas sobre las células libres.

La estabilidad catalitica puede ser mayor para células inmovilizadas que para células libres
y algunos microorganismos inmovilizados toleran concentraciones mas altas de compuestos

toxicos que su contraparte no inmovilizada 7.

La inmovilizacién de microorganismos ha sido estudiada durante las Gltimas décadas como
la solucion y el mejoramiento de sistemas de tratamiento de aguas, suelos y aires
contaminados. Algunos de los aspectos mas importantes considerados en esta técnica son

expuestos a continuacion, asi como algunas aplicaciones ambientales.

La inmovilizacién de diferentes microorganismos en diversos soportes que van desde los
biodegradables como residuos organicos o agroindustriales, hasta aquellos de dificil o nula
degradacion como plasticos y fibras de vidrio han permitido el interés y el desarrollo de

nuevas tecnologias debido a algunas ventajas que presentan como son:

v" Concentracion de biomasa.
v" Actividad metabdlica

v" Resistencia a la toxicidad

Varios estudios han demostrado que el metabolismo de las células inmovilizadas es mucho
mayor en comparacion al presentado por células libres El incremento en la actividad
metabolica, puede deberse a diferentes factores; afirman que gracias al incremento de la
biomasa en el soporte, asi como la concentracion de nutrientes alrededor del soporte,

permitiran que se presente este incremento 72,
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De igual forma debido a que tanto el soporte como la misma biopelicula que algunos de estos
microorganismos forman, atrapan gran parte de los nutrientes y sustancias presentes en el
medio, estos estaran mas disponibles para las células inmovilizadas, que si estuvieran libres
(73) Al estar inmovilizados algunos microorganismos pueden “encender” genes especificos

que permiten un incremento en el metabolismo de estos.

La inmovilizacion pasiva es un tipo de inmovilizacion en la que algunos microorganismos
de forma natural tienden a formar aglomerados o unirse a superficies y crecer en ellas. Esta
interaccion con superficies puede darse por la presencia de estructuras celulares como la

capsula y las fimbrias en el caso de las bacterias, y en el caso de los hongos sus propias hifas.

Durante la inmovilizacion pasiva puede darse un proceso de formacion de biofilms el cual
tan solo de un 15 — 25% corresponde a células vivas. El porcentaje restante estd compuesto
por agua en su mayoria, exopolisacaridos (EPS), proteinas y acidos nucleicos; estos 3 ultimos
compuestos son conocidos como sustancias poliméricas extracelulares (SPE). Son complejas
estructuras, con sistemas de canales de agua y aireacion, los cuales permiten el transporte de
nutrientes, desechos, oxigeno, y agua, entre otros. Gracias a estos canales se generan
diferentes gradientes de tension de pH y oxigeno, lo cual permite que se desarrollen

micronichos y diversos grupos bacterianos @,

Las matrices organicas tienen mayor adsorcion de la que pueden brindar las matrices
sintéticas. Esto se debe a que los materiales organicos tienen mayor cantidad de grupos
radicales como amino, carboxil, entre otros; asi como una mayor cantidad de nutrientes, lo
cual permite una adherencia y crecimiento més eficaz 7.

Para lograr una inmovilizacion que sea eficaz para el proceso a realizar, se deben tener en
cuenta que los espacios que se usaran como soporte de inmovilizaciéon cumplan con ciertos
parametros tales como la presencia de una superficie de adherencia amplia, que sea de facil
operacion y regeneracion; debe tener buena porosidad con el fin de permitir un intercambio
constante de sustratos, productos, gases, etc.; debe tener una buena estabilidad quimica,

bioldgica, mecéanica y térmica, asi como resistente a enzimas, solventes 6 cambios de presion
20)
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En cuanto a las células a inmovilizar, afirman que estas deben ser viables y deben mantener
un metabolismo activo por periodos largos, asi como su metabolismo no debe verse afectado

por los procesos de inmovilizacion.

a) Hueso de Aceituna como Soporte de Inmovilizacion

El hueso de aceituna es uno de los residuos sélidos mas importantes que genera la industria
del olivar, por lo que se han encontrado algunas vias de aprovechamiento debido a sus

grandes volimenes de generacion.

Teniendo en cuenta el elevado porcentaje que representa el hueso con respecto al total del
fruto (entre 18 y 23 %), su aprovechamiento ha despertado la atenciéon de numerosos
investigadores en los ultimos afios. Es utilizado como soporte de inmovilizacion debido a su
porosidad y superficie por la cual estd compuesta. La composicion se muestra en la Tabla

Ne7.

Tabla N°7.Composicion elemental del hueso de aceituna 9

Compuesto Porcentaje (%0)
Carbono 21,98

Cenizas 1,62

Humedad 13,12

Carbono 50,79
Hidrogeno M,

Nitrogeno 0,48

Azufre 0,04

Oxigeno 42,74

MFuente: OPET 2002 (4
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2.6.Biocombustibles y Bioetanol

Los biocombustibles pueden definirse en general como de los combustibles so6lidos, liquidos
0 gases y son por lo tanto distinguibles de los combustibles fosiles, que se derivan de
fosilizado de un material bioldgico. En la actualidad, los biocombustibles mas ampliamente
producidos son el etanol, diesel y metanol. El bioetanol es el etanol (alcohol etilico)
producido a partir de materias primas agricolas a través de la accion microbiana. El bioetanol
tiene el potencial para reemplazar los combustibles liquidos derivados del petrdleo en algunas

aplicaciones.

El bioetanol se puede producir de manera sostenible desde recursos renovables, tales como
la celulosa, cafia de aziicar, la melaza, la papa, el maiz y la cebada 7. El bioetanol se esta
utilizando para desplazar los combustibles de petroleo, ya que tiene el potencial para reducir
la emision neta de dioxido de carbono, el principal gas de efecto invernadero. La produccion

de bioetanol utiliza la misma tecnologia utilizada en las bebidas alcohodlicas.

El etanol es de baja toxicidad, volatilidad y reactividad fotoquimica. Al combustionar

produce didxido de carbono y agua 79,

El bioetanol es ampliamente utilizado como combustible en Brasil, Estados Unidos y algunos
paises europeos. Los mayores productores son Brasil (37 % de la produccion mundial),
EE.UU. (33 % de la produccion mundial) y la Union Europea con un 14% de la produccion

mundial.

Hoy en dia, la produccion de etanol requiere un 50 por ciento menos de energia que lo hizo
en la década de 1980. La tecnologia de la produccion de bioetanol estd mejorando
continuamente. Por ejemplo, el rendimiento de etanol a partir del maiz se ha incrementado

en mas de un 22 % en los EE.UU. en comparacion a 1980.
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a) Propiedades y usos de bioetanol:

Es un liquido incoloro con un olor y sabor caracteristico.El grupo de compuestos quimicos
cuyas moléculas contienen un grupo hidroxilo, -OH unido a un 4tomo de carbono.Tiene un
punto de fusion de -114.1°C, densidad de 0,789g/ml a 20°C 7. Con un punto de ebulliciéon
de 78,4 ° C. Es miscible con agua en todas las proporciones,y es dificil de separar del agua.
El etanol puro es también conocido como etanol absoluto o ethanol anhidro . El etanol forma

una mezcla de ebullicion constante , 0 azedtropo con agua 7,

El etanol se produce por métodos petroquimicos también , pero esto no es bioetanol .Etanol
derivado quimicamente es comunmente conocido la industria del etanol y se utiliza

ampliamente como un disolvente’” y el precursor de otros productos quimicos .

El desarrollo de métodos para la produccion de biocombustibles (bioetanol ) se considera
renovable y sostenible. Un combustible de bioetanol reduce las emisiones de CO2. También
mantiene y permite el desarrollo de las actividades agricolas y , de un punto de vista

econdmico , una reduccion de la importacion de productos de combustible extranjero.
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CAPITULO HII

MATERIALES Y METODOS

3.1.LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la Universidad Catélica
de Santa Maria, Arequipa y en el laboratorio de Electroquimica e Nanotecnologia (LEN) del
Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), situado en el campus Aracaju-Farolandia de la

Universidad de Tiradentes (UNIT) —Brasil.

3.2.MATERIALES

3.2.1. Material Biol4gico

Lactosuero acido proveniente del queso parmesano, suministrado por empresa LAIVE S.A.

(Parque Industrial, Calle Eduardo Lopez de Romafia 112-AREQUIPA)
Kéfir artesanal.

3.2.2. Material de vidrio

e Frascos de Vidrio de boca ancha
e Probetas 100ml, 250ml

e Fiola 250ml

e Bureta 25 ml

e Picnometro 50 ml

e Beaker 500ml

e Matraces 250ml, 500ml

e Bagueta
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e Placas Petri 90x15mm

e Pipetas 1ml, Sml, 10ml

e Laminas Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Tubos de ensayo 13x100 mm, 16x150 mm, 20x150 mm

3.2.3. Reactivos
e Lactosa Q.P

e Maltosa Q.P

e Glucosa Q.P

e (Galactosa Q.P

e Agar Saboraud Q.P-DIPROQUIM

e Peptona bacteriologica Q.P

e Extracto de levadura Q.P- DIPROQUIM
e Cloruro de Sodio Q.P- DIPROQUIM

e (loruro de Magnesio Q.P

e Dicromato de potasio Q.P

e Sulfato de Magnesio Hepta Hidratado Q.P- DIPROQUIM
e Cloruro de Calcio Q.P

e (Cloruro de potasio Q.P- DIPROQUIM

e Bicarbonato de Sodio Q.P

e Bromuro de Sodio Q.P
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e Cloranfenicol 500 mg

e Penicilina

e Agar-agar

e Tincién de Gram

e Aceite de Inmersion

e Etanol 96% DIPROQUIM

e Fenol Q.P

e Alcohol isoamilico 98%

e Acido sulftirico concentrado
e Acido Fosforico 85%

e Hidréxido de Sodio Q.P

e Accite de soya refinado FRIOL
e Leche UHT “GLORIA”

3.2.4. Equipos

Incubadora P. SELECTA

e Autoclave FRAVILL AV-30

e Refrigeradora BOSCH

e V ortex GENIE 2

e Estufa P.SELECTA CONTERM

e Micropipetas 20 ul, 200 pl, 1000 ul, EPPENDORF
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e Potenciémetro HI-1048P

e Cocina eléctrica

e Balanza analitica electronica OHAUS AR 2140
e Microscopio CARL ZEISS PRIMOSTAR

e Centrifuga HETTICH EBA-20

e Espectrofotémetro BELTEC SCIENTIFIC

e Bafo Maria PASSED LONDON

3.2.5. Otros
e Algodon

e Asade kohle

e Barbijo

e Cooler

e QGasa

e Qradilla

e QGuantes

e Papel filtro WHATMAN N°42
e Papel aluminio

e Papel craft

e Tubos eppendorf
e Parafilm

e Tubos eppendorf 1,5 ml, 2 ml.
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3.3.METODOS

3.3.1. Obtencién de muestra de Kéfir

La muestra de Kéfir artesanal, obtenida de un proveedor de Lima; fue transportada por via
terrestre de la ciudad de Lima a Arequipa en una caja de tecnopor, la cual contenia un envase
de vidrio (50 ml) con la muestra de kéfir. Recibida la muestra fue pesada. Posteriormente la
muestra fue conservada en la refrigeradora a una temperatura de -4°C para evitar la

proliferacion de los granulos de kéfir.

3.3.2. Activacion y produccion de los granulos de kéfir (7%12)

Los granulos de kéfir originarios de Lima fueron extraidos de la refrigeradora y puestos a
temperatura ambiente; la muestra de kéfir fue colocada en un colador para separar los
granulos de kéfir de la leche fermentada, posteriormente los granulos fueron lavados con 50
ml de agua destilada a temperatura ambiente para eliminar restos de particulas de la leche
fermentada, se escurri6 el agua. Se pesaron los granulos de kéfir en una balanza analitica para
determinar la biomasa. Los granulos de kéfir fueron colocados en un recipiente de vidrio
(250 ml) con tapa de pléstico para evitar el contacto directo con el aire y se le agregd 25 ml
de leche entera UHT “GLORIA, se incubd a temperatura ambiente durante 72 horas.
Transcurridas las 72 horas se separaron los granulos de kéfir de la leche fermentada con
ayuda de un colador de plastico, se lavaron con S0mL de agua destilada, se escurrieron y se

les determin6 la biomasa final.

La produccion de los granulos de kéfir se realizd durante cuatro semanas, siguiendo
procedimiento indicado anteriormente. Transcurridas cuatro semanas se determiné el peso

de los granulos de kéfir en una balanza analitica para determinar la biomasa.
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3.3.3. Caracterizacién Fisicoquimica del Kéfir

* Determinacion de biomasa 7®: Se pes6 10,0 g (biomasa inicial) de granulos de kéfir
y fueron colocados en un recipiente de vidrio (250 ml) con tapa de plastico y se le
agregd 100 ml de leche entera UHT “GLORIA (relacion 1:10), se incubd a
temperatura ambiente durante 48 horas. Transcurridas 48 horas se separaron los
granulos de kéfir de la leche fermentada con ayuda de un colador de plastico, se
lavaron con 50mL de agua destilada, se escurrieron y se les determind la biomasa
final. Posteriormente se realizaron los célculos para determinar el porcentaje del
aumento de biomasa.

Se determinaron las caracteristicas sensoriales, pH y acidez titulable al kéfir producto

de la fermentacion.

e Medicion de pH: Se calibr6 el potenciometro HI-1048P - con buffer pH 4 y buffer
pH 7, se agitd la leche fermentada por 24 horas a 22°C con una bagueta,
posteriormente se sumergi6 electrodo.

e Acidez Titulable "): Para determinar el porcentaje de acidez titulable se colocé 15
ml de muestra de kéfir (leche fermentada) en un erlenmeyer de 50 mL y se agreg6 15
ml de agua destilada, para diluir la muestra. Posteriormente se afiadieron 3 gotas de
fenolftaleina, se agitd y se valoré con solucion de NaOH 0,1 N para determinar la
acidez titulable como el equivalente en masa de acido lactico, hasta obtener un color
rosa persistente, se reportd la acidez como porcentaje de acido lactico por peso

utilizando la siguiente ecuacion 7):

% Acidez Total = ZLN20HXNX009 .10 (Ec.1)

g de muestra

Donde:
N = Normalidad del hidroxido de sodio.

0,09 = Miliequivalentes del acido lactico.
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e Humedad: El porcentaje de humedad fue determinado por el método gravimétrico.
Se calento la estufa a 135°C, el envase de vidrio vacio fue colocado en la estufa
durante una hora para eliminar el porcentaje de humedad existente en el envase.
Transcurrida la hora, se trasladod el envase al desecador empleando pinzas para evitar
que el recipiente absorba humedad del medio ambiente, se dejo enfriar durante 30
minutos y se colocd el recipiente en una balanza para determinar su peso.
Posteriormente se peso6 2,0 g de muestra en el recipiente de vidrio, se coloco el envase
que contenia 2,0 g de la muestra en la estufa a 135°C lo durante 2 horas. Empleando
pinzas, se trasladaron los contenedores al desecador, se dejaron enfriar y luego se

pesaron para determinar el porcentaje de humedad.

- Se calculo la pérdida de peso como humedad utilizando la siguiente formula:

%Humedad = —=—2x 100 (Ec.2)

m2-m1l

Donde:

mi = Peso del envase vacio, en gramos.
m2 = Peso del envase con la muestra antes del secado, en gramos.

m3 = Peso del envase con la muestra desecada, en gramos.

e Solidos Totales ®%: Se determiné el porcentaje de solidos totales a partir de la

siguiente ecuacion:
% Solidos totales=100%-Humedad (Ec.3)

e Determinacion de Densidad ®?: La medicion de esta propiedad, se realizo a través
del método gravimétrico, empleando un picndémetro. Se determind el peso del
picndometro vacio (mi1) de 50 ml en la balanza analitica, antes de determinar el peso
del picnémetro, fue limpiado y secado; posteriormente se llend el picndmetro con
agua destilada hasta rebosar, se colocd el tapon, el picndémetro fue secado

cuidadosamente por fuera, se procedio a determinar el peso del picnémetro con el
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agua (m2). Se descarto el agua del picnometro; finalmente se determiné el peso del
picnémetro con el kéfir (ms).
La densidad se obtiene con la siguiente ecuacion:

— (m3—myq)
(my—my)

p (Ec.4)

e Caracteristicas sensoriales ®?: Se determin¢ las caracteristicas sensoriales de
aspecto, olor, color, sabor, y textura a la muestra de kéfir producto del proceso de

fermentacion.

3.3.4. Aislamiento del consorcio de levaduras Kluyveromyces spp. obtenidas de la

muestra de kéfir

Se prepar6 medio Saboraud cuya composicion se muestra en la Tabla N°8. Se diluyo6 6,5 g
de medio en 100 ml de agua destilada; se llevo a la autoclave por 15 min a 121°C. Se dejé
enfriar a una temperatura no menor a los 40°C para poder colocar el antibidtico Cloranfenicol
(0.4g/1) sin producir desnaturalizacion. El medio fue distribuido en cinco placas y se dejo
enfriar. Posteriormente se tom6 0,5 ml de muestra de kéfir, y se sembro en el medio Saboraud

utilizando el método de estria, se incubaron a 37°C por 72 horas.

Tabla N°8. Composicién del medio Sabouraud con cloranfenicol )

Peptona de Caseina 50g
Peptona de Carne 50¢g
Glucosa 40,0 g
Agar Agar 15,0 g
Cloranfenicol 0,05¢
Agua Destilada 1000 ml

() Marshall @D
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Las cepas que crecieron en el medio Saboraud fueron evaluadas segun sus caracteristicas
morfologicas. Posteriormente las colonias fueron sometidas a un estudio microscopico que
consistio en preparar un frotis delgado sobre un portaobjetos, donde se realizo la tincion de

Gram. Las muestras fueron observadas al microscopio optico a 100x con aceite de inmersion
().

e Medio de cultivo selectivo ®233: Se seleccioné el medio de cultivo selectivo para
Kluyveromyces spp. Se pesaron los reactivos del medio selectivo para Kluyveromyces
spp. cuya composicion se observa en la Tabla N° 9, se llevo a la autoclave por 15
min a 121°C. El medio fue distribuido en 8 frascos de vidrio de 15 ml (previamente
autoclavados).

Tabla N°9. Composicién del medio de aislamiento (V

(NH4)2SO04 30g
Mg>S04-7TH20 0,7¢g
NaCl 0,5¢g
CaClz 04¢g
KH2PO4 10g
K2HPO4 0,lg
Lactosa 20,0 g
Extracto de Levadura 10g
Penicilina 6.2 mg
Agua 1000ml

'Barnett et al ®?

La seleccion se realizd de la siguiente manera: se tomo las cepas seleccionadas del agar
sabouraud, las cuales fueron inoculadas en el medio selectivo y homogenizadas
mecanicamente, se cultivaron por 48 h a 37 ° C en un agitador rotatorio a 100 rpm. Pasadas
las 48 h se tomaron seis de las muestras ya que presentaron mayor turbidez en el medio

selectivo

Se realiz6 una diluciéon 1: 10 de la siguiente manera: se tom6 1 ml de cada inoculo y se le

afiadio a un tubo con 9 ml del medio selectivo. Se prepararon placas de medio YM cuya
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composicion se muestra en la Tabla N° 10, se sembro6 utilizando el método por estrias y se
incubo a 37°C por 72 horas; las cepas aisladas fueron caracterizadas posteriormente. Seis de

los aislados fueron elegidos para caracterizacion adicional después de este procedimiento.

Tabla N°10. Composicién del medio YM )

Lactosa 20,0 g
Peptona 10,0 g
Extracto de Levadura 50¢g
Agar 20,0 g
Agua 1000ml

WVarga-Erdei %

3.3.5. Caracterizacion Bioquimica y Morfologica de las colonias: Se identificaron las
colonias crecidas en el medio de cultivo de acuerdo al color, forma y tamafio de las
mismas. Luego se procedid a hacer una coloracion gram para identificarlas al
microscopio.

Para asegurar la presencia de Kluyveromyces spp. Se procedi6 a realizar las siguientes

pruebas: Tincion Gram, TSI, determinacién de produccion de etanol, citrato, fermentacion

de azucares.

a) Tincion GRAM ®9: Se realizo un frotis de las seis cepas y se fijaron al calor, luego
se anadiod el reactivo cristal violeta y se esperé 1 minuto. Todas las células gram
positivas y gram negativas se tifien de color azul-parpura. Se enjuagd con agua y se
agrego lugol, se esper6 1 minuto, nuevamente se enjuagd con agua y se agrego
alcohol- acetona, se esper6 de 8 a 15 segundos aproximadamente, se enjuagd con
agua y se agrego el reactivo safranina por 45 segundos. Este tinte dejara de color
rosado-rojizo a las células Gram negativas. Se enjuagd con agua y se dejo secar a
temperatura ambiente. Posteriormente se observo al microscopio a 100x con aceite

de inmersion.
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b) TSI ®Y: Se inocularon las seis cepas, la siembra se realizé tanto en superficie
(aerobiosis) como en la profundidad del agar (anaerobiosis). Se inocularon las seis
cepas en tubos con medio TSI inclinado, para eso se introdujo el asa de siembra hasta
3 a 5 mm. del fondo del tubo. Luego de retirar el alambre del fondo, se deslizo el asa
suavemente por su superficie en zig-zag, se realizé tanto en superficie (acrobiosis)

como en la profundidad del agar (anaerobiosis). Se incubd a 37°C durante 48 horas.

c) Citrato ®9: Se inocularon las cepas aisladas en tubos con medio citrato inclinado,
para eso se introdujo la punta hasta 3 a 5 mm. del fondo del tubo. Luego de retirar el
alambre del fondo, se desliz6 el asa suavemente por su superficie en zig-zag. Se

incubaron a 37°C durante 48 horas.

d) Fermentacion de Azucares ®%: Se determin6 la fermentaciéon de lactosa, glucosa,
galactosa y maltosa de las seis cepas. Se preparo6 el medio basal de fermentacion para
lo cual se peso 4,5 g de extracto de levadura, 7.5 g peptona, 20,0 g de azucar (los
azucares utilizados fueron lactosa, glucosa, galactosa y maltosa); los reactivos fueron
diluidos en 1 litro de agua destilada; posteriormente se adiciond 4 ml de solucion de
azul de bromotimol (50mg/75ml en agua destilada) por cada 100ml del medio basal
de fermentacion. El pH del medio fue ajustado a 7 con NaOH 0,1 N.

El medio se dispensoé en tubos de Durham (4 ml en cada tubo) y se esterilizé al 121 °
C durante 10 min. Los tubos fueron inoculados con un cultivo al 10% v/v en fase

exponencial y se incub6 al 37 © C durante 7 dias.
Este procedimiento se realizé para cada uno de los azucares utilizados.

Los resultados positivos fueron indicados por la acumulacion de gas en los tubos de

Durham y el cambio de color en el indicador del verde oscuro al amarillo.

e) Determinacion de la cualitativa de bioetanol 1.5G (% ): Se determind
cualitativamente la produccion de bioetanol 1.5G por las levaduras aisladas mediante
el método de yodoformo. Se agregd Sml del medio de cultivo con crecimiento de
levaduras durante 48 horas, 2 ml de hidroxido de sodio 10% y 3 ml de lugol

lentamente, la mezcla se dejé reposar por 5 minutos. Se determind la presencia de
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etanol por la formacion de un precipitado amarillo correspondiente a la formacién de
yodoformo. Para establecer diferencias en la formacion del precipitado se prepararon

controles de etanol.

3.3.6. Recoleccion de muestras de lactosuero proveniente de empresas lacteas de la

provincia de Arequipa

e Recoleccién de muestra: La muestra de lactosuero, producto del proceso de
fabricacion de queso Parmesano; fue recolectada en 2 recipientes de plastico con
capacidad de 7 litros cada uno, dichas muestras fueron proporcionadas por la empresa
LAIVE S.A. después de obtener la muestra, los recipientes fueron sellados con
parafilm y cerrados herméticamente con las tapas para evitar contaminacioén. Luego
de realizar la recoleccion de la muestra, fue distribuida en 6 envases de plastico con

capacidad de 2,5 litros cada uno para su conservacion a -4°C hasta su posterior uso.

3.3.7. Determinacion de las caracteristicas Fisicoquimicas del lactosuero.

a) Determinacion de Lactosa ®7

La lactosa fue determinada mediante el Método colorimétrico del fenol-acido sulfarico @7
Preparacion de la Curva de Calibracion
Para la preparacion de la curva de calibracion se prepararon las siguientes soluciones:

a) Solucion stock de lactosa 0.1mg/ml: se pesd 25 mg. de lactosa y se disolvio con 15
ml de agua destilada, se traspaso la solucion a una fiola de 25 ml y se enras6 con agua
destilada.

b) Fenol al 5%: se peso6 5 g de fenol, se disolvio en un vaso de precipitado con 25 ml de
agua y se traspaso a una fiola de 100ml y se enrasé con agua destilada. Se almacend

en un frasco &mbar para evitar la degradacion de los componentes.
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e Curva de Calibracién:

Se prepararon soluciones a partir de la soluciéon stock de lactosa 0,1mg/ml en un rango de
0,02 a 0,1 mg/ml. Se realizaron los calculos correspondientes para determinar los volumenes
de los patrones de concentracion (Tabla N°11). Para realizar la curva de calibracion se utilizd
250 pl, de Fenol 5%, acido sulftrico concentrado y volumenes de 100, 200, 300, 400, 500
ul, de solucion stock de lactosa 0,1mg/ml. Los tubos que contenian los patrones fueron
agitados tubo por tubo para capturar algunos restos de acido por las paredes del tubo, se dejo
reposar por 10 minutos y se puso en bafio maria a 30°C por 30 minutos ya que el complejo
alcanza su maximo desarrollo a los 30 min. Las mediciones de las absorbancias de cada
patrén de concentracion se realizaron a 492 nm. Se utilizé como blanco agua destilada (patron
de 0 mg/ml). Posteriormente se construyd la curva de calibraciéon utilizando los datos de la

absorbancia leida contra los mg/ml de lactosa.

Tabla N°11. Elaboracion de la curva de calibracion para determinacion de lactosa.

N°Dilucién Blanco 1 2 3 4 5 6
Solucidn stock de lactosa 0 100 200 300 400 450 500
0.1mg/ml (ul,)

H>O destilada (pl,) 500 400 300 200 100 50 0
Concentracion Final (mg/ml) 0 0,02 0,04 0,06 008 0,09 0,1
Fenol 5% (ul,) 250 250 250 250 250 250 250
Ac. Sulfurico (ul,) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Tratamiento de la muestra:

Para determinar la concentracion de lactosa se realizo una dilucion de 1: 500 para cada una

de las muestras obtenidas, se tomdé 500 pl, de la dilucién, se adiciond 250 ul, de fenol al 5%
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y rapidamente se afiadié 1000 ul, de acido sulfurico concentrado tratando de no deslizarlo
por las paredes del tubo. Posteriormente se agito6 el tubo para capturar algunos restos de acido
sulfurico en las paredes del tubo, se dejé incubar por 10 minutos y se puso en bafio maria a

30°C por 30 minutos. La medicion de la absorbancia se realiz6 a 492 nm.

3.3.8. Tratamiento del suero de leche ©®

Se realiz6 un tratamiento termoacido para separar las proteinas coagulables del suero de
leche. Se midi6 1 L de lactosuero y se ajustd el pH con HCl 1IN hasta llegar a 4,5,
posteriormente el lactosuero fue sometido a un tratamiento térmico a 115 °C por 20 minutos
en autoclave para su concentracion. Se dejo enfriar hasta una temperatura por debajo de 35°C
para la precipitacion de proteinas. Finalmente las proteinas fueron separadas por decantacion

y filtrado al vacio con papel Whatman N°42.

3.3.9. Elaboracién del Medio de Fermentacién ©9

El medio de cultivo, con la concentracion deseada de lactosa, fue suplementado con
extracto de levadura, sulfato de amonio y sulfato de magnesio. Se prepar6 1,5 L del medio
de fermentacion cuya composicion se muestra en la Tabla N°12.Se pesaron los reactivo y
Se esterilizé en un a 121 °C durante15 minutos, para su posterior almacenamiento a -4°C.

Tabla N°12.Composicion del medio de Fermentacion !

Reactivo Cantidad (g)
Extracto de levadura 0,75
Sulfato de Amonio 0,84
Sulfato de Magnesio 0,05
Lactosuero 100 ml

!Araujo et al. &
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3.3.10. Cinética de crecimiento, consumo de Lactosa y produccion de Bioetanol

a) Preparacion del In6culo:
Cada una de las seis cepas fue inoculada, se tomo 1 ml del medio liquido que contenia
las cepas de Kluyveromyces spp. (Se inocul6 1,5 ml de medio liquido con colonias
aisladas hasta que se obtuvo una suspension equivalente a la escala 4 de Mac Farland).
Este in6culo se incubd por 24 horas a 37° C con agitacion constante (60 rpm). El
volumen del indculo 25ml correspondié al 10% del volumen total de trabajo. Se

establecio 12x108 u.f.c/ml

b) Determinacion de la cinética de crecimiento 69

Para determinar la cinética de crecimiento se inoculd Kluyveromyces spp. 10% (v/v)
en 250 ml de medio de fermentacion cuya composicion se muestra en la Tabla N°11.
Se dejo crecer por 13 horas a 37° C con agitacion constante (100 rpm).

Para determinar la curva de crecimiento de cada una de las cepas, se tomd muestras
para realizar la medicion espectrofotométrica. Se tomo6 muestras de 4,5 ml de medio
de fermentacion en 3 tubos eppendorf, cada hora durante 13 horas. Luego de ser
tomadas las muestras, fueron colocadas en el refrigerador para detener su crecimiento.
Con las muestras obtenidas se realizaron los analisis de determinacion de biomasa,

consumo de lactosa y produccion de bioetanol 1.5 G posteriormente.

c) Métodos de Analisis

e Biomasa (9): La concentracion de biomasa se determiné turbidimétricamente,
midiendo la absorbancia de la muestra en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 580 nm. Para lo cual se tom6 2ml del medio de fermentacion se enrasd y se
midio6 en el espectrofotdmetro con una celda de cuarzo de 1cm a 540nm utilizando
como blanco el medio de fermentacion sin indculo. Este procedimiento se realizo con

cada una de las muestras obtenidas.

e Determinacion de Lactosa ®7): La lactosa fue determinada mediante el método

colorimétrico del fenol-acido sulfurico cuyo procedimiento se encuentra en la pagina
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43, para lo cual se utilizé6 0,5 ml del medio de fermentacion y se siguid el
procedimiento mencionado anteriormente. Este procedimiento fue realizado con cada

una de las muestras producto del proceso de fermentacion.

e Determinacion de Bioetanol 1.5G:

El bioetanol 1.5G fue determinado mediante el método del Dicromato de Potasio ¢

Preparacion de Reactivos:
Para la preparacion de la curva de calibracion se prepararon las siguientes soluciones:

v" Solucién Oxidante: Se mezclo 4,165 g de dicromato de potasio y 250 ml de acido
sulfurico concentrado en un vaso de precipitado de 600 ml. Luego esta solucion se
paso6 a una fiola de 1000ml y se completo hasta el aforo con agua destilada.

v Solucion de carbonato de potasio: Se mezeld 20 g de carbonato de potasio en un vaso
de precipitado de 250 ml hasta su disolucion. Luego esta solucion fue transferida a
una fiola de 100ml y se completd con agua destilada hasta el aforo.

Después de tener las dos soluciones preparadas se realizé la solucion final:

v Solucion final: Se tomaron 4 ml de la solucion oxidante en un tubo de ensayo y luego
se adiciond gota a gota, 2 ml de solucion de carbonato de potasio.
v’ Preparacion de la Curva de Calibracion: Se prepararon diferentes concentraciones de

etanol en agua destilada como se muestra en la Tabla N°13.

Tabla N°13. Reactivos empleados en la curva de calibracion para la determinacion de

Bioetanol 1.5 G.

N°Dilucion Blanco 1 2 3 4 5
Etanol (ul,) 0 400 800 1000 1200 1400
H20 destilada (pl,) 2000 1600 1200 1000 800 600
Concentracion Final g/L 0 20 40 50 60 70
Solucion final (pl,) 2000 2000 2000 2000 2000 2000
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Se determino el bioetanol 1.5G mediante la técnica del dicromato, se tomo 2 ml de medio de
fermentacion (se centrifugoé a 3200 rpm durante 30 min) y fue mezclado con 2ml de solucion
oxidante de dicromato de potasio. La mezcla se homogenizo en vortex a 1500 rpm y se
calent6 en bafio maria a 85°C por 30 min. Se enfrid a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 440nm, posteriormente se interpold en la curva de calibracion. Los resultados
de etanol fueron reportados en g/L. Se reportd el valor de etanol en g/L.. mediante la prueba

de dicromato de potasio se eligieron las dos mejores levaduras productoras de bioetanol.

3.3.11. Balance Estequiométrico para la produccion de Bioetanol 1.5 G

Se planted la ecuacion elemental para el proceso de produccion de Bioetanol 1.5 G, los datos
utilizados fueron obtenidos de la fermentacion alcohdlica con Kluyveromyces spp. Para
plantear la ecuacion elemental se utilizd la composicion promedio de los reactivos y
productos. El modelo estequiométrico tomé forma de un sistema de ecuaciones lineales
obtenidas al realizar los balances elementales, con los cuales se aplico balances a la ecuacion

elemental.

La estructura general de la ecuacion de produccion de bioetanol 1.5 G siguid la siguiente

secuencia:

A CxHyOw+B O2+D NiHaOp —» E CHuOgNs+F CH:OsNi+ G C O2+JH20
(Ec.5)

Donde:

Cx Hy Ow: Fuente de carbono.
NdHaOb: Sustrato Nitrogenado
02: Oxigeno

C HoOp N; : Biomasa

C H:rOs Nt : Etanol

Generando también H20 y COx.

AN N N N RN
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Para la solucion del modelo estequiométrico planteado en este trabajo, se utiliz6 una hoja de
Microsoft Excel con macros en visual basic, dichos balances fueron resueltos formando una
matriz elemental. La hoja de célculo utilizada fue estequiometria microbiana xlIsx. en

Microsoft Excel 2007 @V,

3.3.12. Disefio del sistema de fermentacion Batch: Comparacién entre dos sistemas de

fermentacién: con soporte y sin soporte en un reactor Batch.

Se utilizd un reactor Batch de acero inoxidable con una capacidad de 3,5 L cerrado y
enchaquetado. La agitacion se realiz6 por medio de paletas de acero inoxidable, las cuales
iban conectadas a un motor a 100 rpm, se utilizo6 las paletas como sistema de agitacion, este
se realiz6 para aumentar el area de contacto entre las levaduras y el sustrato, ademas de
garantizar que las muestras tomadas fueran homogéneas, para los posteriores analisis. El
biorreactor permanecio durante todo el proceso de fermentacion a una temperatura de 37°C.
Se realizé comparaciones de produccion entre un reactor con soporte (pepas de aceituna) y

un reactor sin soporte.

a) Sistema de fermentacion sin soporte: Inicialmente se prepard el indculo, para la
preparacion del indculo se utilizaron las dos cepas con mayor produccion de etanol
para la formacion del consorcio. Las dos cepas seleccionadas fueron inoculadas, se
tomo 1 ml del medio liquido que contenian las cepas de Kluyveromyces spp. (Se
inocul6 1,5 ml de medio liquido con colonias aisladas hasta que se obtuvo una
suspension equivalente a la escala 4 de Mac Farland). Este indculo se incub6 por 48
horas a 37° C con agitacion constante (60 rpm). El volumen del in6culo fue de 150
ml que correspondié al 10% del volumen total de trabajo. Se establecié 12x10%
u.f.c/ml La fermentacion se llevd a cabo en un reactor Batch, cilindrico de acero
inoxidable de una capacidad de 3,5 litros, cerrado y enchaquetado (Figura N°6-A)
que se agitd a 100 rpm, al cual se le agreg6 1,5 L del medio de fermentacion cuya
composicion se encuentra en la tabla N°12, posteriormente se inoculd Kluyveromyces

spp. 10% (v/v) en fase exponencial; transcurridas 8 horas se agrego6 1,5 L del aceite
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de Soya refinado “FRIOL”, se dejé a una temperatura de 37°C, se sacé muestras cada

hora durante 12 horas.

b) Sistema de fermentacion con soporte

v Preparacion del soporte °?): Se selecciond pepas de aceitunas (1-2cm), las
cuales se sumergieron durante una hora en una solucion de detergente a una
temperatura de 80 ° C, luego fueron enjuagados tres veces durante 10 minutos
con agua destilada para eliminar la contaminacion presente en la superficie. Las
pepas de aceituna se calentaron a 80°C, posteriormente se autoclavaron a una

temperatura de 121 ° C durante 15 minutos antes de la fermentacion.

v Preparacion del semillero: Se esterilizo6 300 ml solucion de lactosuero
suplementado (Tabla N°12), la solucion se colocod en un envase de vidrio de
500ml que contenia el soporte natural. Se inoculd Kluyveromyces spp. 10% (v /
v) en fase exponencial en la solucidon de lactosuero. Se incub6 durante 14 dias a
30 ° Cy 100 rpm. La fermentacion se llevo a cabo en un reactor Batch, cilindrico
de acero inoxidable de una capacidad de 3.5 litros, cerrado y enchaquetado
(Figura N°6-B), que se agito a 100 rpm. Inicialmente el soporte con las
Kluyveromyces adheridas fueron colocados en el reactor, se agrego 1,5 L del
medio de fermentacion (Tabla N°12), transcurridas 8 horas se agreg6 1,5 L de
aceite de soya refinado “FRIOL”, se dejo6 por 12 h a una temperatura de 37°C, se

fueron sacando muestras cada hora.
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Figura N°6. Disefio del sistema de fermentacion para la produccion de bioetanol 1.5 G.
A) Disefio del sistema de fermentacion sin soporte. B) Disefio del sistema de fermentacion

con soporte.
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Métodos de Andlisis

a) Determinacién de Bioetanol 1.5G:

e Determinacion de Bioetanol 1.5 G en la fase acuosa: Después de 8 horas de
fermentacion se comenzaron a sacar muestras (10 ml) cada hora durante 12 horas del
medio de fermentacion en el sistema de fermentacion sin soporte, el mismo
procedimiento se realizo con el sistema de fermentacion con soporte; dichas muestras
fueron analizadas por el método del dicromato de potasio cuyo procedimiento se

muestra en la pagina 47.

e Determinacion de Bioetanol 1.5 G en el Solvente de Extraccion: Después de 20
horas de fermentacion se tomo una muestra del aceite de soya refinado “FRIOL” del
sistema de fermentacion con soporte y una muestra del aceite de soya refinado del
sistema de fermentacion sin soporte. Cada muestra fue almacenada en frascos de 15
ml. Las muestras fueron almacenadas en la refrigeradora a una temperatura de -4°C.
Posteriormente fueron enviadas al Laboratorio de Electroquimica e Nanotecnologia
(LEN) del Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), situado en el campus Aracaju-
Farolandia de la Universidad de Tiradentes (UNIT) —Brasil.

El equipo utilizado para la deteccion electroquimica de etanol fue un
potenciostato/galvanostato modelo (Autolab PGSTAT 302N) acoplado a un
computador. Para los estudios electroquimicos fue utilizada una celda electroquimica
de un compartimiento con volumen de 40 mL, confeccionada en vidrioPirex®, con
tapa de Teflon con orificios para los electrodos de trabajo, referencia y contra
electrodo, asi como, para la entrada y salida de gases. El electrodo de trabajo consistia
en un disco de platina con 4rea de 19,63 mm?, un electrodo auxiliar (contra electrodo)
de placa de platina con 4rea de 200 mm? y un electrodo de referencia de hidrogeno
preparado en la misma solucion (EHMS), que se encontraba inmerso en un capilar de

Luggin.

Para la produccién de hidrogeno en el electrodo de referencia, fue utilizada una

solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 mol L™!, que es la concentracion basica
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de trabajo utilizada en todos los experimentos, aplicindose un potencial negativo
constante de aproximadamente 4,0 V, usando una fuente estabilizadora por un tiempo
aproximado de 20 segundos. Todos los potenciales presentados aqui se encuentran

referidos a este electrodo de referencia.

Un esquema del sistema usado abarcando el potenciostato, la celda y el sistema de

adquisicion de datos se encuentra en la Figura N°7.

7

Potenciostato

O &

1Electrodo de trabajo

—

2 Electrodo de referencia

1 2 3
Celda electroquimica

3 Electrodo auxiliar

Figura N°7. Diagrama en bloques de la celda electroquimica, del potenciostato y del

sistema de adquisicion de datos.

v Limpieza y activacion del electrodo de trabajo:

Fue preparada una solucién electrolitica de hidréxido de sodio (0,1 mol L) para ejecutar la

limpieza y activacion de los sitios activos del electrodo de disco de platina.

Para la activacion del electrodo de disco de platina fue realizada una secuencia de
voltametrias ciclicas con diferentes velocidades de barrido entre los potenciales
correspondientes a las reacciones de descomposicion del agua (entre -0,1 V y 1,4 V).
Inicialmente fueron realizados ciclos voltamétricos a 500 mV s™! (500 ciclos), luego a 200
mV s (50 ciclos) y finalmente a 100 mV s™' (20 ciclos) y se guardé él lltimo ciclo para hacer

una comparacion antes de cada deteccion.
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e Deteccidn electroquimica del Bioetanol 1.5 G:

Para la deteccion del bioetanol 1.5 G fueron inicialmente preparadas diferentes soluciones
de NaOH (Sigma-Aldrich, P.A. 98%) con concentracién de 0,1 mol L' las que contenian
diferentes concentraciones de etanol (Sigma-Aldrich, 99,5%),desde 0,2 g L™ hasta 30 g L.
Con estas soluciones fue construida una curva analitica donde se determind la corriente de
pico obtenida para cada concentracion de etanol, la misma corresponde a la corriente de pico
de oxidacion de etanol, permitiendo de esta forma su futura deteccion y cuantificacion en la

muestras de la fermentacion, obtenidas en este trabajo.

La técnica electroquimica usada para la determinacion de etanol y construccion de la curva
analitica fue la voltametria lineal, barriendo desde un potencial de 0,1 V hasta 1,4 V (versus
EHMS) a 100 mV s\, En esta técnica se hace un barrido de potenciales usando una velocidad
de barrido previamente determinada y monitorea la corriente obtenida de algiin proceso
electroquimico. Esta corriente es directamente proporcional a la concentracion del
compuesto electro activo.

Para la determinacion de la concentracion de bioetanol 1.5 G en las muestras del
fermentado (Etanol en solvente de extraccion 1, Etanol en solvente de extraccion 2) fueron
colectadas alicuotas de 2 mL del fermentado y disueltas en 33 mL de soluciéon de NaOH 0,1
mol L. Después de homogenizadas usando una corriente de nitrégeno puro, se realizaron

las experiencias electroquimicas para la deteccion de etanol por voltametria lineal.

3.3.13. Andlisis Estadistico

Se aplicd un analisis de varianza (ANOVA), completamente aleatorio, para evaluar los
resultados obtenidos en la produccion de bioetanol 1.5 G, consumo de lactosa y biomasa; asi
como también los datos en la determinacion del efecto del soporte de inmovilizacion en la
produccion de bioetanol 1.5 G.Los calculos estadisticos fueron realizados utilizando el
programa computacional Statgraphics Centurion X4 Un valor de P <0,05 fue considerado

significativo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtenciéon de muestra de Kéfir.

La obtencion de muestra de kéfir se realizo en el mes de abril del 2013. Obtenida de un
proveedor de la ciudad de Lima, fue transportada por via terrestre de la ciudad de Lima a
Arequipa. Recibida la muestra fue pesada en la balanza analitica, obteniendo un peso de
4,3982 g de granulos de kéfir y 12,8 ml de leche fermentada, la mayoria de los granulos
estaban apelmazados. La muestra fue conservada en la refrigeradora a una temperatura de-

4°C para evitar la proliferacion de los granulos de kéfir.

4.2. Activacion y produccion de los granulos de Kéfir

Los granulos de kéfir fueron activados y cultivados en leche “GLORIA UHT” se realizaron
10 subcultivos a 20°C durante 30 dias, este procedimiento fue realizado para aumentar la
cantidad de granulos de kéfir. Transcurrido el tiempo indicado, se determiné la cantidad de

biomasa.

La biomasa inicial de granulos de kéfir fue de 4,3982g y en el lapso de 30 dias se incrementd
hasta obtener un peso de 19,8580 g, es decir hubo un incremento de 15,4598 g de granulos
de kéfir. Al cultivar los granulos de kéfir en leche “GLORIA UHT” incrementan su peso
debido al crecimiento de los microorganismos y €l aumento de la matriz de polisacéarido y
proteina que rodean los granulos de kéfir. Asimismo no se observaron diferencias en la
apariencia de los granulos luego de 10 subcultivos sucesivos. Los resultados obtenidos fueron
alentadores ya que el aspecto de los granulos nos da informacion acerca de su estado
fisiologico y el aumento de peso indica que la microbiota presente en los granulos estéd activa
y el balance de microorganismos es adecuado siendo esto necesario para la sintesis de los

componentes de la matriz que los inmovilizan 1%
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4.3. Caracterizacion Fisicoquimica del Kéfir

En el estudio realizado también se determind el crecimiento de los granulos de kéfir como
aumento de peso de los granulos por etapa de fermentacion, se tomaron 10,00g de granulos
de kéfir, se agregd 50 ml de leche “GLORIA UHT” y se dej6 fermentar durante 48 h;
transcurrido el tiempo se procedid a pesar los granulos de kéfir obteniendo 11,604g. Los
calculos para determinar el porcentaje de aumento de la biomasa fueron realizados,
obteniendo un incremento de 1,6%. Posteriormente se determind el aspecto, pH,
concentracion de lactosa de la leche producto de la fermentacion, de acuerdo a la metodologia

descrita en el capitulo 3.

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla N° 14. y los calculos en extenso se

muestran en el Anexo 1.

Tabla 14. Composicion Fisicoquimica del Kéfir.

Caracteristica Resultado
Ph 4,37

Acidez valorable, expresada como % de 0,774%

acido lactico (% w/w)

Humedad (%ow/w) 88,65%
Solidos Totales (Yow/w) 11,35%
Densidad (g/ml) 1,0437g/ml

En la Tabla N° 14. se observa que los valores de pH obtenido al final de la fermentacion
(durante 48 horas) fue 4,37, el cual estd dentro del rango establecido que es de 4,2 a 4,5, pH
establecido como caracteristico por bibliografia para las leches fermentadas con granulos de
kéfir 19,

Se obtuvo 0,774% de acidez expresada como acido lactico, por tanto estan conforme con las
especificaciones establecidas por la norma del CODEX para leches fermentadas, que
especifica 0,60% minimo de acidez titulable como 4cido lactico, el porcentaje de humedad

debe ser de 87,5% y se obtuvo un valor de 88,65% , esta diferencia, pudo haberse debido a
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que antes de preparar la leche con los granulos, a éstos, les quedara agua, por lavarse antes y

después de cada fermentacion y que al escurrirlos no la perdieron toda permaneciendo en la
superficie, lo cual otorga cierta cantidad de agua al producto. El porcentaje de humedad es
util porque influye en la textura, sabor y apariencia del producto final. Se obtuvo 11,35% de
solidos totales y una densidad de 1,0437 los cuales estan dentro del rango establecido como
caracteristico para las leches fermentadas con granulos de kéfir. En Pert no hay una norma
especifica para leches fermentadas, por lo cual se compararon los resultados obtenidos con

la Norma del CODEX para Leches Fermentadas CODEX STAN 243-2003 ©3).

4.3.1. Caracteristicas sensoriales del Kéfir

Se les determino las caracteristicas sensoriales a la leche fermentada obtenida a 22°C durante
48 horas. En la siguiente tabla (Tabla N° 15) se presentan las caracteristicas sensoriales y

los resultados obtenidos al final del proceso de fermentacion.

Tabla N° 15. An4lisis sensorial de la leche fermentada obtenida al final de la fermentacion
7).

Caracteristica Organoléptica  Especificacion

Color Blanco.

Sabor Ligeramente acido, picante.

Olor Caracteristico de un producto fermentado.
Textura Consistencia viscosa.

Los resultados obtenidos del analisis sensorial estdn conformes a lo que se establece en la

Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 para leches fermentadas ©%.
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4.4. Aislamiento del consorcio de levaduras Kluyveromyces spp. obtenidas de la
muestra de kéfir

REPOSITORIO DE

4.4.1. Fase de seleccion.

Se realizo el cultivo inicial de la muestra de kéfir en agar sabouraud con cloranfenicol para
evitar el crecimiento de bacterias, a una temperatura de 37°C por 72 horas, se obtuvieron 8
colonias de gran diversidad, de diferentes tamafios y formas. Cuya codificacién se muestra
en la Figura N° 8. Cada cepa fue nombrada con las letras L y G correspondientes a cepas lisas
o cepas granulosas respectivamente, la letra a para las cepas pequenas, la letra b para cepas
grandes y los nimeros del 1 al 5 correspondiente a la placa en que crecieron y fueron

evaluadas segun sus caracteristicas morfologicas.

FIGURA N°8. Crecimiento en el medio de cultivo Agar Saboraud (A) Cepa L1a; Cepa Glb,
(B) Cepa L2a; Cepa L2b, (C) Cepa G3a, (D) Cepa L4a, (E) Cepa L5a; Cepa G5b.

En la Figura N°8-A se puede apreciar una placa con dos tipos de colonias, la primera la
cuyas colonias son de aproximadamente 3mm de didmetro con una superficie lisa y 1b con
colonias de Smm de didmetro con apariencia granulosa en su superficie, ambas de color
crema- blanquecino y consistencia cremosa, se observd que la mayoria de las colonias se
encontraban apelmazadas; en la figura N°8-B se observo colonias de diferentes tamafios: 2a

de colonias con una medida aproximada de 2mm y 2b con colonias de 4 mm ambas con
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superficies lisas, de color blanquecino y consistencia cremosa; en la figura N°8-C se obtuvo

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

una placa con un tipo de colonia, con una medida de 2-3 mm de diametro, de color crema,
con apariencia granulosa en su superficie y consistencia cremosa; en la figura N°8-D se
aprecia una placa con un tipo de colonia, con colonias de una medida aproximada de 2-3 mm
de diametro, color crema-blanquecino y consistencia cremosa, todas las colonias se
encontraban apelmazadas; en la figura N°8-E se obtuvo dos colonias, la primera (5a) con una
medida de aproximadamente 1-2 mm de didmetro, de superficie lisa y la segunda (5b) con
una medida aproximada de 3-5 mm, con una superficie de apariencia granulosa, ambas de
color blanco y consistencia cremosa.

A partir de las colonias obtenidas en el medio saboraud con cloranfenicol se realizo la
coloracion Gram respectiva para cada una de las cepas y se observod en el microscopio dptico

a 10X, 40X y 100X. Los resultados se presentan en la Figura N°9 y Tabla N° 16.

F ‘.:' |t‘~‘ ‘.
Ea = "

FIGURA N°9. Coloracion de GRAM de las cepas obtenidas. (A) Cepa L1a, (B) Cepa Glb,
(C) Cepa L2a, (D) Cepa L2b, (E) Cepa G3a, (F) Cepa L4a, (G) Cepa L5a, (H) Cepa G5b.
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Tabla N°16. Caracterizacion microscopica mediante Tincion GRAM de las cepas aisladas.

CEPA FORMA CELULAR GRAM

Lla Ovoide Negativas

Glb Ovoide Positivas

L2a Ovoide Positivas

L2b Ovoide Positivas y negativas
G3a Ovoide Positivas

L4a Ovoide Positivas

L5a Ovoide Positivas y negativas
G5b Ovoide Positivas

Se realizd la tincion de Gram como primer paso de identificacion para cada una de las cepas

aisladas, en la cual se aprecio que el 100% de las células observadas tenian forma ovoide, el

70% de las células eran gram positivas y el 30 % gram negativas. La identificacion particular

para cada cepa se puede observar en la tabla N°16.

e Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple Azdcar Hierro)

Todas las cepas aisladas fueron sometidas a esta prueba y los resultados fueron:

Tabla N° 17.Resultados obtenidos para TSI.

Lla Glb L2a L2b G3a L4a L5a G5b
K/A K/K A/A A/A A/A A/A A/A A/A
Solo No Fermen Fermenta Fermenta Fermenta Fermenta Fermenta
fermenta fermenta ta tanto tanto tanto tanto tanto tanto
glucosa azlcares glucosa glucosa  glucosa  glucosa  glucosa  glucosa
Formacién como como como como como como
de H2S lactosa  lactosa lactosa lactosa lactosa lactosa
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En la Figura N° 10 se puede observar los tubos con resultados obtenidos en la prueba de TSI

TESIS UCSM

realizadas a las ocho cepas aisladas; para las cepas L2a, L.2b, L4a, L5a, G3a, G5b se obtuvo
un color amarillo uniforme en todo el tubo lo cual nos indicé que el microorganismo presente
en cada tubo fue capaz de fermentar glucosa y lactosa por lo cual acidifica el medio, virando
de color naranja a amarillo; para las cepas L.1a y G1b se observo un color rojo en el pico y
amarillo en el fondo lo que nos indic6 que el microorganismo presente en cada tubo sélo fue
capaz de fermentar glucosa pero no lactosa, adicionalmente para la cepa Glb hubo

produccion de acido sulfurico. Se puede observar el resumen de los resultados en la Tabla
N°17.

Figura N°10. Resultados de la prueba del TSI para las cepas aisladas.

4.4.2. Medio de cultivo selectivo para Kluyveromyces spp.

Se realizé un cultivo de cada muestra en medio liquido para Kluyveromyces spp a una

temperatura de 37°C por 48 horas con agitacion de 100 rpm (Figura N° 11.).
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FIGURA N°11. Medio de cultivo liquido selectivo para Kluyveromyces spp. con

crecimiento.

El medio de cultivo selectivo tiene como fuente de carbono lactosa, es un medio selectivo
debido a que la especie Kluyveromyces spp es la unica levadura capaz de metabolizar y
utilizar la lactosa como fuente de carbono, extracto de levadura como fuente de nitrégeno y

fosfato dipotasico como factor de crecimiento.

Transcurridas las 48h se seleccionaron 6 cepas (L2a, L2b, G3a, L4a, L5a, G5b) las cuales
presentaron un mayor crecimiento en el medio selectivo (fueron seleccionadas de acuerdo a
la turbidez en el medio liquido) .Posteriormente se realizé una dilucion de 1:10 de cada una

de las cepas seleccionadas.

Las muestras diluidas se sembraron en placas de medio s6lido YM; luego de una incubacion
de 72 horas a 37°C, del total de cepas del cultivo inicial, se seleccionaron 6 cepas. Se
realizaron diversos repiques para obtener las cepas puras. Después de haber realizado 8
repiques se obtuvieron cultivos de las 6 cepas seleccionadas, se observaron sus
caracteristicas La dilucion sirvid para obtener cepas mas aisladas y separadas, asi se pudo
escoger las cepas con caracteristicas deseadas. Se observo el crecimiento de colonias con
caracteristicas similares en cuanto a la textura pero de diferentes tamafios (Figura N°12).

Posteriormente se procedioé a evaluar morfologicamente cada placa.
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Figura N°12.Fotografias de las 6 cepas seleccionadas, cultivadas en medio MY a 37°C por
72 horas (A) Cepa L2a, (B) Cepa L2b, (C) Cepa G3a, (D) Cepa L4a, (E) Cepa L5a, (F) Cepa
G5b.

Las cepas seleccionadas fueron identificadas microbioldgica y bioquimicamente. Tienen
como caracteristica principal su consistencia cremosa, un tamafio de aproximadamente 1-5

mm y una coloracion crema, dichas caracteristicas son descritas en la Tabla N°18.

Tabla N°18.Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas del kéfir

N° Cepa Color Forma Superficie  Consistencia  Tamafio
1 L2a Crema Circular  Lisa Cremosa 2-3 mm
2 L2b Crema Circular  Lisa Cremosa 1-2 mm
3 G3a Crema Circular ~ Granulosa  Cremosa 4-5 mm
4 L4a Crema Circular  Lisa Cremosa 2 mm

5 L5a Crema Circular  Lisa Cremosa 2-3 mm
6 G5b Crema Circular ~ Granulosa  Cremosa 1-2 mm
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Las seis cepas obtenidas presentaron caracteristicas macroscopicas tipicas del género
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Kluyveromyces spp. de acuerdo a la bibliografia, la cual nos indica que el crecimiento en
medio YM del género Kluyveromyces spp. presenta colonias de color crema a marron, de

apariencia cremosa.

4.5. Caracterizacion Bioquimica y Morfologica de las colonias aisladas

45.1. Resultados de la Tincién Gram

Posteriormente se realizd la caracterizacidon microscopica de las 6 cepas seleccionadas
anteriormente, para lo cual cada una de las cepas fue colocada en un portaobjetos y se realizé
la tincion de gram. Los portaobjetos fueron observados al microscopio optico (100X),
observandose levaduras en su mayoria gram positivas con una coloracion azul violeta y una
cepa gram negativa con una coloracion rosacea (Tabla N°19). Los resultados se observan en

la Figura N°13.

Figura N° 13. Observacion microscopica a 100 x con coloracion Gram de las 6 cepas
seleccionadas. (A) Cepa L2a, (B) Cepa L2b, (C) Cepa G3a, (D) Cepa L4a, (E) Cepa L5a, (F)
Cepa G5b.
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Se realizé la tincién gram como primera prueba de identificacion para las cepas aisladas,

posteriormente se realizd pruebas bioquimicas para identificarlas.

Se puede observar en la Tabla N° 19 que el 100% de las cepas aisladas son levaduras por su
morfologia (forma ovoide): 83% gram positivas (L2a, L2b, G3a, L4a, G5b) y 17% gram
negativas (L5a)

Tabla N°19. Caracterizacion microscopica mediante tincion GRAM de las seis cepas

aisladas.

CEPA FORMA CELULAR GRAM
L2a Ovoide Positivas
L2b Ovoide Positivas
G3a Ovoide Positivas
L4a Ovoide Positivas
L5a Ovoide Negativas
G5b Ovoide Positivas

Resultados de las prueba bioquimicas realizadas

Se identificaron cada una de las cepas aisladas mediante pruebas bioquimicas. Todas las

pruebas bioquimicas y sus resultados se presentan en la Tabla N°23.

a) Prueba TSI (Triple Sugar Iron ¢ Triple Azlcar Hierro)

Las cepas seleccionadas fueron sometidas a esta prueba y los resultados fueron los siguientes:
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Tabla N° 20. Resultados de la prueba TSI para las seis cepas aisladas

L2a L2b G3a L4a L5a G5b
A/A A/A A/A A/A A/A A/A
Fermenta Fermenta Fermenta Fermenta Fermenta Fermenta

todos los todos los todos los todos los todos los todos los

azucares azucares azucares azucares azucares azucares

Al realizar la prueba del TSI, se pudo evaluar la capacidad de las cepas de formar acido. Para
todas las cepas aisladas (L2a, L2b, G3a, L4a, L5a, G5b) se observo como resultado el pico
y fondo amarillo lo cual indica que todas las cepas aisladas fermentan lactosa y glucosa.
(Figura N°14.). Este medio nos permite investigar la degradacion de cualquiera de los 3
azucares presentes (lactosa, sacarosa y glucosa), se forman 4cidos que hacen virar el
indicador rojo de fenol a un color amarillo (inicialmente el color del medio es rojizo). La
degradacion de la lactosa ocurre en la parte superior (pico de flauta), la sacarosa en la parte

intermedia y la glucosa en la parte profunda.

Figura N°14. Resultados de la prueba del TSI para las seis cepas aisladas.
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b) Prueba Simmons Citrato Agar

Con las cepas seleccionadas se realizo esta prueba y los resultados se muestran en la Tabla

N°21.

Tabla N° 21. Resultados de la prueba de citrato para las seis cepas aisladas

Cepa Citrato Color del medio
L2a Negativo Verde
L2b Negativo Verde
G3a Negativo Verde
L4a Negativo Verde
L5a Negativo Verde
G5b Negativo Verde

Todas las cepas aisladas (L2a, L2b, G3a, L4a, L5a, G5b) dieron como resultado negativo
debido a que el color del citrato permanecio constante, lo cual nos indica que las cepas
aisladas no tienen la capacidad de degradar el citrato por lo tanto el medio de cultivo no puede

alcalinizarse®®. Los resultados se pueden observar en la Figura N°15.

Figura N° 15. Resultado de la prueba del citrato para las cepas aisladas.
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a) Fermentacién de Azucares

REPOSITORIO DE

En este estudio fueron utilizadas las 6 cepas aisladas; las cepas fueron identificadas mediante
la capacidad de fermentar azicares como la maltosa, glucosa, galactosa, lactosa, para lo cual
se utilizé el medio basal de fermentaciéon y como indicador la solucion de azul de
bromotimol, el cual nos indica la capacidad de fermentacion de azticares mediante el cambio
de color de azul verdoso a amarillo por acidificacion del medio de fermentacion. Para la
fermentacion de azlcares se utilizo los tubos de Durham. Los resultados obtenidos se pueden

observar en la Figura N°16.

Figura N°16. Resultados de la fermentacion de azicares (A) fermentacion de Maltosa (B)

fermentacion de Glucosa (C) fermentacion de Galactosa (D) fermentacion de Lactosa.

L2a y L4a fueron capaces de fermentar maltosa, sin embargo cuatro cepas (L5a, L2b, G3a,
G5b) fueron incapaces de fermentar dicha azucar (Figura N°16.a). Para las cepas L2a y L4a
el color del medio cambid de azul verdoso a amarillo debido a la capacidad de fermentar
maltosa, en cambio el color del medio que contenia las cepas L5a, L2b, G3a y G5b

permanecio constante.
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Todas las cepas (L2a y L4a, L5a, L2b, G3a, G5b) fueron capaces de fermentar Glucosa
(Figura N°16.b), Galactosa (Figura N°16.c). y Lactosa (Figura N°16.d).

Tabla N°22. Resultados de la fermentacion de azucares.

Cepa Maltosa Glucosa Galactosa Lactosa
L2a + + + +
L4a + + + +
L5a - + + +
L2b - + + +
G3a - + + +
G5a - + + +

e Determinacion de Bioetanol 1.5 G

Se determino la produccion cualitativa de etanol mediante el método del yodoformo

Las seis levaduras elegidas eran posibles productoras de etanol a partir de lactosuero, ya que
formaron un precipitado de color amarillo. La prueba del yodoformo (CHI3) se basa en la
formacion de este compuesto que se observa como un precipitado de color amarillo a partir
de una reaccion de halogenacion en medio béasico . Al realizar la prueba a los tubos con

las cepas aisladas se presentd un precipitado color amarillo laminado. (Figura N°17)

Figura N° 17. Determinacion de bioetanol 1.5 G de las cepas aisladas, mediante el método

del yodoformo.
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Tabla N°23. Resumen de las pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de las

levaduras aisladas.

Fermentacion de AzUcares

Cepa TSI Citrato Maltosa Glucosa Galactosa Lactosa Produccion de etanol

L2za A/A - + + + + +
L4a A/A - + + + + +
L5a A/A - - + + + +
L2b A/A - - + + + +
G3a A/A - - + + + +
Gha A/A - - + + + +

Al realizar la tincidon gram como primera prueba de identificacion se observo la presencia de
levaduras; segiin Romero en los granulos de kéfir y en la leche fermentada se encuentran dos
tipos de levaduras. Las fermentadoras de lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras no
fermentadoras de lactosa (Saccharomyces wunisporus, Saccharomyces cerevisae 'y
Saccharomyces exiguus) ‘Y. Observando la Tabla N°23., que es la tabla resumen de las
pruebas bioquimicas se puede observar que los resultados encontrados tienen relacion con
los reportados por varios estudios de aislamiento de levaduras a partir de kéfir, los cuales
mencionan que especies del género Kluyveromyces spp. se encuentran en el kéfir, debido a
que es el unico género capaz de fermentar lactosa, como se puede observar todas las

levadurasaisladas son capaces de fermentar lactosa.

Adicionalmente especies del género K/uyveromyces spp. se han reportado como productoras
de etanol. Dichas investigaciones dan soporte a los resultados encontrados en este estudio,
ya que se determind que las cepas obtenidas eran capaces de producir etanol a partir del
metabolismo de lactosa; el género Kluyveromyces spp. es el Unico capaz de realizar la
conversion directa de lactosa a etanol, debido a que es capaz de producir la enzima -

galactosidasa que hidroliza lactosa en glucosa y galactosa (7).

Se compararon las pruebas bioquimicas de todas las cepas aisladas con las reportadas por
Kurtzman y col ©®. De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas L5a, L2b, G3a, G5b

podrian pertenecer al género Kluyveromyces var. marxianus ya que son capaces de fermentar
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glucosa, galactosa pero incapaces de fermentar maltosa. Las cepas L2a y L4a podrian

pertenecer al género Kluyveromyces var. lactis, debido a que esta levadura fermenta glucosa,
galactosa, lactosa, pero puede fermentar o no maltosa es decir los resultados son variables

para la fermentacién de maltosa®”.

Tabla N°24. Tabla resumen de identificacion de las levaduras aisladas

Codificacion de la Cepa Nombre de la levadura aislada
L2a Kluyveromyces lactis

L4a Kluyveromyces lactis

L5a Kluyveromyces marxianus

L2b Kluyveromyces marxianus

G3a Kluyveromyces marxianus

Gb5a Kluyveromyces marxianus

4.6. Recoleccion de muestras de lactosuero proveniente de empresas lacteas de la
provincia de Arequipa

4.6.1. Obtencion de la muestra de lactosuero

La recoleccion de muestra de lactosuero se realizo en el mes de abril del 2013. Se recolectod
14L de muestra de lactosuero producto de la elaboracion del queso parmesano procedente de
la empresa “LAIVE S.A” la muestra obtenida tuvo una temperatura de 25°C. Se realiz6 el

transporte de las muestras y se conservaron a -4°C hasta su posterior uso.

4.7. Determinacion de las caracteristicas Fisicoquimicas del lactosuero.

Posteriormente se la muestra de lactosuero fue llevada a las instalaciones del Laboratorio
Veterinario del Sur “LABVETSUR” donde realizaron la determinacion de pH, materia grasa,
densidad, lactosa, solidos totales y proteinas utilizando el equipo Lactoscan. La certificacion

proporcionada se puede observar en el Anexo 8.
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Tabla N°25. Parametros fisicoquimicos del lactosuero.

Caracteristica Lactosuero Fresco
pH 4,8

Materia grasa g/100 0,57

Densidad g/cc a 15°C 1,022

Soélidos Totales g/100 (%) 6,37

Proteinas g/100 (%) 2,15

Se compararon los valores obtenidos con los resultados de la Tabla N°5. Los valores
obtenidos en esta investigacion salieron ligeramente del promedio, una posible causa es la
diferencia del tipo de leche del cual proviene el lactosuero, ya que la calidad de la leche es
diferente y con muchos mas nutrientes en nuestra region, otra posible causa sea el proceso

en la elaboracion del queso de partida.

e Determinacion de Lactosa

a) Elaboracion de la curva de Calibracion

Con el proposito de determinar la cantidad de lactosa presente en el lactosuero se utilizo el
método colorimétrico del fenol-acido sulfurico, para lo cual se prepar6 la curva de calibracion

por triplicado. Los datos en extenso se muestran en el Anexo 2.

La curva de calibracion para determinar la lactosa mostrada en la Figura N°18. fue construida
empleando seis concentraciones conocidas de lactosa (0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,09, 0,1 g/L)
y un blanco, se puede observar en color azul la linea de tendencia construida para el modelo
lineal observandose un buen ajuste de los datos, por su parte las cotas de color rojo muestran

los limites al 95.0% de confianza.
La ecuacion del modelo ajustado para lactosa (Ec.5) se muestra a continuacion.

Concentracion Lactosa = -0.00211745 + 0,163548*Absorbancia (Ec.5)
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Figura N° 18. Curva de calibracion para la evaluacion de lactosa (g/L.).

Posteriormente se utiliz6 la curva de calibracion y se realizaron los célculos respectivos para
determinar la cantidad de lactosa presente en el lactosuero, obteniendo una cantidad de

28,9¢g/L.

4.8. Tratamiento del suero de leche

Se realiz6 un tratamiento termodcido para separar las proteinas coagulables del suero de
leche. Después de realizar el tratamiento termoacido y de realizar dos filtraciones, se tomaron
dos muestras de 50 ml cada una las cuales fueron llevadas a las instalaciones del Laboratorio
Veterinario del Sur “LABVETSUR?”, en el cual analizaron las muestras utilizando el equipo
Lactoscan para determinar los pardmetros fisicoquimicos (La certificacion proporcionada
se puede observar en el Anexo 8), la cantidad de lactosa fue determinada mediante el método

colorimétrico del fenol-acido sulfurico.

La curva de calibracion para la determinacion de lactosa se muestra en la Figura N°18, los

resultados se muestran en la Tabla N°26.
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Tabla N° 26. Parametros fisicoquimicos del lactosuero tratado.

Caracteristica Lactosuero Fresco Primer Filtrado Segundo Filtrado
pH 4,8 5,45 6,05

Materia grasa g/100 0,57 0,39 0

Densidad g/cc a 15°C 1,022 1,0212 1,0182

Lactosa g/L 28,9 28,5 28,2

Solidos Totales ¢/100 6,37 5,73 5,7

(%)

Proteinas g/100 (%) 2,15 1,99 1,94

El lactosuero tratado fue utilizado para la preparacion del medio de fermentacion cuya

composicion se muestra en la Tabla N° 12.

4.9. Cinética de crecimiento, consumo de Lactosa y produccion de Bioetanol de las
cepas seleccionadas.

e Determinacion produccion de Bioetanol 1.5 G

a) Elaboracién de la curva de Calibracion
La produccion de bioetanol 1.5G en los sistemas estudiados fue realizada mediante métodos
espectrofotométricos como el método del dicromato de potasio, siendo necesaria la
construccion de una curva de calibracion la cual se realizo por triplicado. Los datos en
extenso se muestran en el Anexo 3. La curva de calibracion para bioetanol 1.5G mostrada en
la Figura N° 19. fue construida empleando seis concentraciones conocidas de etanol (10, 20,
40, 50, 60, 70 g/L) y un blanco, se puede observar en color azul la linea de tendencia
construida para el modelo lineal observandose un buen ajuste de los datos los cuales

presentaron un coeficiente de correlacion de 0,9990 y un R? de 99,8115 con un error estindar
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La ecuacion del modelo ajustado para bioetanol (Ec. 6) se muestra a continuacion.

Absorbancia Bioetanol = 0.00890068 + 0,00830011*Cc Bioetanol (Ec.6)
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Figura N° 19. Curva de calibracion para la evaluacion de Bioetanol 1.5 G (g/L)

Para poder seleccionar las cepas de Kluyveromyces mas eficientes se utilizd el medio de
fermentacion cuya composicion se muestra en la Tabla N°12.

Se evalud la produccion de bioetanol 1.5G para lo cual se utiliz6 el método del dicromato de
potasio (se utilizo la curva de calibracion que se muestra en la Figura N°19); el consumo de
lactosa (utilizando el método colorimétrico del fenol-acido sulfurico, cuya curva de
calibracion se puede observar en la Figura N° 18.) y la produccion de biomasa en g/L de las
seis cepas aisladas denominadas como L2a, L4a, L5a, L2b, G3a y G5b, tal y como se muestra
en la Figura N°20. El desarrollo de las lecturas fueron hechas por triplicado. El analisis
estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante el uso del programa computacional
Statgraphics Centurion X4, para los datos obtenidos en la produccion de biomasa, consumo
de lactosa y produccion de bioetanol 1.5 G. Primero se realizé la prueba ANOVA, para
determinar si existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos para cada cepa
aislada. Al determinar el valor de P<0,05, concluimos que si existe diferencia significativa

entre las cepas aisladas, y se realizo el test de Tuckey para agruparlos segun sus diferencias.
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En la figura N° 20-a se puede observar el crecimiento de biomasa de la cepa L2a, dicho
crecimiento es minimo con respecto a las demas cepas aisladas, se obtuvo un crecimiento
maximo de 2,6667 g/L a un tiempo de 8 horas, en cuanto al consumo de lactosa llegd a
5,8780+/-0,6810 de lactosa sin consumir a un tiempo de 13 horas de fermentacién, la
produccion de bioetanol 1.5 G llegd a 25,3705+/-0,0318 g/L, esta cepa es la que tuvo una
mayor produccion de bioetanol 1.5 G y mayor consumo de lactosa con respecto a las demas
cepas aisladas.

En la Figura N° 20-b se aprecia el crecimiento de biomasa de la cepa L4a, dicho crecimiento
alcanzod una concentraciébn maxima a un tiempo de 7 horas con una concentracion de 4,4524
g/L también se observé una disminucion paulatina de la biomasa, con respecto al valor de
lactosa residual fue de 6,9183+/-2,1226 g/L, la produccién de bioetanol 1.5 G a un tiempo
de 13 horas fue de 22,959+/-0,1779. En la figura N° 20-c se muestra la grafica de la cinética
de la cepa L5a, en la cual se puede observar que la produccion de biomasa tuvo un maximo
a un tiempo de 7 horas con una produccion de 4,4048 g/L, el valor de lactosa residual fue de
6,1743+/-0,4469 y la produccion de bioetanol 1.5 G alcanzo6 un valor de 24,8420+/-0,5845,
esta es una de las cepas con mayor produccion de bioetanol 1.5G.

En la Figura N° 20-d se observan las graficas de produccion de biomasa, consumo de lactosa
y produccion de bioetanol1.5 G de la cepa L2b, la produccion de biomasa tuvo una maxima
concentracion a un tiempo de 5 horas con 5,3571 g/L, dicha concentracion fue disminuyendo
con gran rapidez, el consumo de lactosa residual fue paulatina teniendo como resultado final
7,7590+/-0,7535 g/L. de lactosa residual, una produccién de 20,6410+/-0,0253 g/L de
bioetanol 1.5 G en un tiempo de 13 horas.

La Figura N°20-e muestra la cinética de produccion de biomasa de las cepa G3a la cual
alcanza una maxima produccion en un tiempo de 5 horas con 4,5238 g/L posteriormente la
concentracion de biomasa va disminuyendo lentamente hasta llegar a una concentracion de
0,6667 g/L a un tiempo de 13 horas, la concentracion de lactosa residual a las 13 horas fue
de 7,6710+/-0,8939, la produccion de bioetanol 1.5 G fue de 19,7860+/-0,0381 g/L, el
consumo de lactosa y produccion de bioetanol 1.5 G fue constante. En la Figura N° 20-f se
aprecia una concentracion maxima de 5,9524 g/L a un tiempo de 4 horas correspondiente a
la cepa G5b, posteriormente la concentracion disminuye rapidamente hasta obtener una

concentracion de 2,0238 g/L a un tiempo de 13 horas, se obtuvo también una concentracién
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de lactosa residual de 5,8780+/-0,6810 g/L y una produccion de bioetanol 1.5 G de 20,4015
+/-0,0698.

El consumo de lactosa es directamente proporcional a la produccion de bioetanol 1.5G. Se
puede observar un comportamiento similar en cuanto al consumo de lactosa por parte de las
seis cepas estudiadas llegando a valores cercanos a cinco g/L de lactosa sin consumir a tiempo
de 13 horas de fermentacion; por su parte la produccion de etanol por parte de las cepas
Kluveromyces spp. pese a que presento similar tendencia, se diferencié en la concentracion
final alcanzada por las cepas L2a y L5a las cuales registraron una concentraciéon de
aproximadamente 25g/L. de bioetanol 1.5G tal y como se observa en las Figuras N° 20-a y
20-c; las demas cepas solo permitieron alcanzar concentracion de aproximadamente 20 g/L.
En cuanto al desarrollo de biomasa cada cepa presentd su propia cinética de crecimiento
mostrando un pico maximo y luego una disminucion paulatina de biomasa en menor o mayor

rapidez dependiendo de la cepa.

or "
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Figura N° 21. Diagrama de barras para comparacion de consumo de lactosa,
produccion Bioetanol 1.5 G y crecimiento de biomasa a un tiempo de 13 horas para las

seis cepas en estudio.
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En la Figura N° 21. se muestra un diagrama de barras de frecuencia acumulada en la cual se
puede observar claramente la variacion de los parametros de consumo de lactosa en la cual
las cepas L2a, L5a y G5b son las que tuvieron un mayor consumo de lactosa, en cuanto a la
produccion de bioetanol 1.5 G las cepas con mayor capacidad de produccion fueron L2a y
L5a, también se analizo el crecimiento de biomasa en la que se observa que la cepa L2b fue
la que tuvo la mayor disminucién de biomasa y la cepa L4a fue la que tuvo la mayor
produccion de biomasa en comparacion con las demads cepas, los resultados fueron obtenidos
en un tiempo de 13 horas, los pardmetros fueron analizados para las 6 cepas seleccionadas.

Los datos en extenso se muestran en el Anexo 4.

Por los motivos expuestos anteriormente se recurrio a realizar un analisis de varianza y la
respectiva prueba de Tuckey para identificas la posible presencia significativa entre cepa y

cepa y de esta manera proceder a la seleccion.

Tabla N°27. Analisis de varianza para la produccion de Bioetanol 1.5 G de seis cepas

aisladas de Kéfir

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 58,4702 5 11,694 470308,11 0,0000
Intra grupos  0,000149188 6 0,0000248646

Total (Corr.) 58,4703 11

En la Tabla N° 27. se puede observar una razén F de 470308,11 que indica la fuerte
diferencia entre las cepas estudiadas, puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0,05(P=0,00) con la prueba ANOVA, se confirma que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los promedios de produccion de etanol en g/L de las seis cepas con un
95,0% de confianza, por lo que se procedio a realizar la prueba de Tuckey, para agrupar las

muestras, segun su diferencia.
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Tabla N°28. Comparacion de la concentracion de Bioetanol 1.5 G en g/L a tiempo 13

horas
L2a L4a L5a L2b G3a G5b
Promedio 25,3707+ 22,9476+ 24,8919+/ 20,6408+/ 19,7859+/ 20,4014+/-
-0,03372 -0,0301° -0,0527¢ -0,0281¢  -0,0366° 0,0712f
Error estandar 0,0026 0,0023 0,0041 0,0022 0,0028 0,0056
Desviacion estandar 00,0037 0,0033 0,0058 0,0031 0,004 0,0079

*Las letras a lado de los valores presentados en la tabla indican la division de grupo, segin

la prueba de Tuckey (P<0,05)

En la Tabla N° 28. se compara la produccion de bioetanol 1.5G en g/L de las seis cepas en
un tiempo de 13 horas, reportando el promedio de las seis cepas estudiadas, el error estandar
y la desviacion estandar de cada una de ellas. Mediante la prueba de multiples rangos de
Tuckey se evidencia que todos los microorganismos pertenecen a un grupo distinto por lo
cual cada cepa estéd representada por diferentes letras, concluyendo asi que los seis grupos
son estadisticamente diferentes entre si. En la Figura N° 22. se observa el promedio de
produccion de Bioetanol 1.5 G, se aprecia la diferencia entre cada una de las cepas y la que
existe entre cada una de las repeticiones realizadas para cada cepa, en este caso se observa
que las cepas L2a y L5a son las que muestran claramente la mayor produccién de Bioetanol
1.5 G, con 25,3707+/-0,0337 y 24,8919+/-0,0527 respectivamente, por este motivo las cepas

L2ay L5a fueron seleccionadas para ser utilizadas en la siguiente etapa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

&l i Br-CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA
27 =
25 |- - " .
o I |
® 23 . s
§ L _
21 - o -
19 -
Ccl2a Cclda Ccloa Ccl2b CcG3a CcGbb

Figura N° 22. Comparacion de promedio de produccién de Bioetanol 1.5 G en g/L. para

las seis cepas en estudio a un tiempo de 13 horas.

Por los resultados expuestos, se concluy6 que las cepas L2a y L5a fueron las cepas con mayor
eficiencia ya que tuvieron una mayor produccion de bioetanol 1.5G y mayor consumo de
lactosa, en un tiempo de 13 horas, a una temperatura de 37°C con una agitacién de 100 rpm.
La asimilacion de la lactosa como fuente de carbono por levaduras del género Kluyveromyces
spp., es capaz de realizar la conversion directa de la lactosa en etanol, realizando la
fermentacion de lactosa ya que tiene la capacidad de producir la enzima B-galactosidasa, que
hidroliza lactosa en glucosa y galactosa. Todavia, esta levadura presenta problemas de
inhibicion de etanol (7). Las levaduras pertenecientes al género Kluyveromyces spp., son
levaduras respiro-fermentativa pudiendo generar energia, a través del ciclo de krebs (ciclo
del 4cido citrico) o por fermentacion en etanol7, es capaz de de realizar simultaneamente
fermentacion y respiracion, siendo el equilibrio entre estas dos vias. Un suceso importante
en el proceso de fermentacion y la capacidad de levadura para soportar los efectos toxicos

del etanol producido 19
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4.10.Balance Estequiométrico para la produccion de Bioetanol 1.5 G

e Balances elementales

Los balances elementales permiten relacionar al sistema bioldgico con la descripcion

matematica de la siguiente manera:

Se propone una biorreaccion como la presentada en la Ec. (7) para estimar los coeficientes

mediante un balance estequiométrico para la produccién de Bioetanol 1.5G. Asumiendo la

composicion elemental promedio de microorganismos C Hi.79 Oo.s No.2 ©¥.

A CxHyOw+B O2+D NiHaOb —» E CHuOgNs+F C HrOsNt+ G C O2+J H20
(Ec.7)

La ecuacion elemental del proceso de produccion de Bioetanol 1.5 G a partir de lactosuero

es la siguiente:
A Ci2H2011+B0O2+DNHs —» ECHi79 OosNo2+F CH300s5 +GCO2+JH20
(Ec. 8)

Los datos utilizados fueron obtenidos de la fermentacion alcohdlica con Kluyveromyces spp.
La fuente de carbono (Ci12H22 O11) corresponde a lactosa proveniente del lactosuero, Oxigeno
y extracto de levadura utilizado como sustrato nitrogenado. De este modo, las tasas medidas
son sustrato (lactosa), Oz, sustrato nitrogenado (extracto de levadura), biomasa (C Hi.79 Oo.s

No.2), etanol (C H3 Oo.5), CO2y H20.

Balances elementales en mol:

v Carbono: E+F+G-12=0 (Ec.9)

v Hidrogeno: 3D-1.79E-3F-2J+22=0 (Ec.10)
v" Oxigeno: 2B-0.5E-0.5F-2G-J +11=0 (Ec.11)
v’ Nitrégeno: D-0.2E=0 (Ec.12)

Donde A, B, D, E, F, G, J corresponden a los coeficientes estequiométricos.
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En la (Ec.8) se utiliza la composicion elemental de la biomasa C Hi.79 Oo.5 No2 ®® y C12H2z
O11 que es la composicion elemental para la lactosa utilizada como sustrato en la
fermentacion. Al aplicar balances elementales a la (Ec. 8) se obtiene un sistema algebraico
definido. Se muestran los valores y las unidades de los coeficientes obtenidos utilizando una
hoja de Microsoft Excel con macros en visual basic V), en el cual dichos balances fueron
resueltos formando una matriz elemental. La hoja de calculo utilizada fue estequiometria

microbiana xIsx. en Microsoft Excel 2007, cuyos resultados se visualizan en el Anexo 5.

Los valores obtenidos para los coeficientes en el balance estequiométrico utilizando una hoja

de Microsoft Excel con macros en visual basic fueron:

v’ B:2.1465
v' D:0.8290
v' E:5.5403
v F:1.9780
v G:4.0214
v J: 41816
Reemplazando los coeficientes en la ecuacion elemental se obtiene la siguiente ecuacion

balanceada estequiométricamente:

Ci2H22 O11 +2.1465 02 +0.8290 N Hz —» 5.5403 C Hi.79 005 No2+ 1.9780 C H3 Oos +
4.0214 C O2+4.1816 H20

Al obtener la ecuacion balanceada, la molécula de H20 fue descompuesta en H'y OH™
posteriormente se simplifico con los H" del sustrato nitrogenado. Obteniendo la siguiente

ecuacion:

C12H22 011 +2.1465 02+0.8290 N —5»5403 C Hi.79 O0.5 No2+ 1.9780 C H3 Qo5 + 4.0214
C 02+ 1.6946 H20 +2.487 OH

Al finalizar el balance estequiométrico se observa que por cada mol de lactosa se obtiene

1.97 C-mol de Bioetanol 1.5 G 0 0.985 de C2HsOH.
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4.11.Comparacion entre dos sistemas de fermentacién: con soporte y sin soporte en un
reactor Batch.

La produccién de bioetanol 1.5G se determin6 mediante la comparacion de dos sistemas de
fermentacion, un sistema con soporte de inmovilizaciéon y otro sistema sin soporte de

inmovilizacion.

Una vez seleccionadas las cepas se procedio a preparar los sistemas de fermentacion sin
soporte y con soporte; para el sistema de fermentacion con soporte se procedio a realizar el
semillero, para lograr que las levaduras elegidas (L2a y L5a) se adhieran a las pepas de
aceituna las cuales fueron utilizadas como soporte de inmovilizacion; posteriormente se
realiz6 un estudio por microscopia electronica realizada en la Universidad San Agustin de
Arequipa; en el cual se pudo observar la superficie de las pepas de aceituna sin presencia de
levaduras (Figura N°23-A), en la Figura N°23-B puede observar la distribucion de las
levaduras elegidas (L2a y L.5a) a lo largo de la superficie de las pepas de aceituna con un
aumento de 167x , en la Figura N°23-C se puede observar las levaduras apelmazadas en una
parte de la superficie de la pepa de aceituna con un aumento de 631x, en la Figura N°23-D
se puede observar otra area de la superficie de la pepa de aceituna en la cual se encuentran
las levaduras distribuidas de manera uniforme en la superficie de la pepa de aceituna a un
aumento de 669x. En la Figura N°23-E se puede observar una mayor cantidad de levaduras,
las cuales adheridas a la superficie, se observa también una parte de las levaduras
apelmazadas, se puede observar mejor la morfologia de las levaduras debido al aumento
(1337x). Se observé la presencia de una abundante cantidad de levaduras adheridas en la
superficie del soporte de inmovilizacion, dichas levaduras presentaban distinta longitud y

tamafio. Esto se evidencia claramente en las fotografias de menor aumento (Figura N° 23.).
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Las fotografias realizadas por el Centro de Microscopia Electrénica de la Universidad

Nacional de San Agustin fueron:

Dal WD B
J16 O CME-UNSA Adhessorn

Figura N°23. Microscopia electronica de la superficie de pepas de aceituna utilizadas como

soporte de inmovilizacion. El aumento se indica al pie de cada fotografia.
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Las levaduras seleccionadas (L2a y L5a) se adhirieron a la superficie de la pepa de aceituna
debido a que estas presentan un area de adherencia y porosidad, ademés que se realizd un
tratamiento térmico al soporte (pepas de aceituna), la cual consistio en calentar las pepas a
una temperatura de 80°C para generar una mayor porosidad aumentando asi la superficie.
Germeiner y colaboradores (1994) ©®, demostraron que las matrices organicas tienen mayor
adsorcion de la que pueden brindar las matrices sintéticas. Esto se debe a que los materiales
organicos tienen mayor cantidad de grupos radicales como amino, carboxil, entre otros; asi
como una mayor cantidad de nutrientes, lo cual permite una adherencia y crecimiento mas
eficaz. El no ser toxico, ni reactivo, asi como su bajo costo, permite que sea usado

ampliamente en la inmovilizacidon de microorganismos como las pepas de aceituna.

Posteriormente se procedié a evaluar y comparar la produccion de bioetanol 1.5G en un
reactor Batch sin soporte y con soporte de inmovilizaciéon Anexo 6, para lo cual se utilizo el
lactosuero suplementado como medio de fermentacion y aceite de soya como solvente de
extraccion de bioetanol, a tiempo de 20 horas de fermentacion. El ensayo fue realizado por

triplicado y los valores de produccion en g/L son mostrados en el Anexo 6.

a) Determinacion de Bioetanol 1.5G en la fase Acuosa:

Se evalud la produccién de bioetanol 1.5G en la fase acuosa para lo cual se utiliz6 el método

del dicromato de potasio y se utilizo la curva de calibracion que se muestra en la Figura N°19.

Tal y como se muestra en la Figura N°24, la produccién de bioetanol 1.5G en ambos
reactores fue similar; para la elaboracion de la curvas se transformoé la respuesta de
produccion de bioetanol 1.5G elevandolo al cuadrado obteniendo un R? para el reactor sin
soporte de 98,88% y para el reactor con soporte de 96,67%. Los datos en extenso se muestran

en el Anexo 6.
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Figura N° 24. Produccion de Bioetanol 1.5 G en reactores tipo Batch. a) Sistema de

fermentacion sin soporte, b) Sistema de fermentacion con soporte de inmovilizacion.

Enla figura N° 24, se observa los intervalos de confianza (bandas rojas) y las bandas externas
son los limites de prediccion los cuales nos indican que tan exacta seria una prediccion de un
nuevo valor. Se muestra graficamente los promedios de la produccién de etanol en g/L en un
tiempo de 20 horas (después de 8 horas de fermentacion se obtuvieron las muestras utilizadas
en este estudio, las cuales fueron obtenidas durante 12 horas consecutivas), en los dos
reactores construidos, identificando una produccion de etanol de 19,9102 +/- 0,6032 y
23,9569 +/- 1,0591 (fase acuosa), en reactores sin soporte y con soporte respectivamente.

Los datos en extenso se muestran en el Anexo 6. Graficamente se evidencio la diferencia de
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promedios tal y como se muestra en la Figura N° 24, en la cual se puede observar sin embargo
fue necesario realizar una prueba ¢-Student la cual brindo un valor-p de 0,000139471, lo cual
indica que si existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos promedios con un

95,0% de confianza.

Tabla N°29. Comparacion de la concentracion de Bioetanol 1.5 G en g/L a tiempo 20
horas para reactores sin y con soporte

Sin soporte Con soporte
Promedio 19,9102 +/- 0,6032 23,9569+/- 1,0591
Varianza 0,0589552 0,181778
Desviacion Estandar 0,242807 0,426355

En la Tabla N°29 se realiz6 una comparacion de la concentraciéon de Bioetanol 1.5G en la
fase acuosa, entre el sistema de fermentacion sin soporte en el cual se obtuvo 19,9102 +/-
0,6032 g/L y el sistema de fermentacion con soporte en el cual se obtuvo 23,9569+/- 1,0591
g/L, con lo cual se puede observar que el uso del soporte de inmovilizacion influye en la

produccion de Bioetanol 1.5G en el sistema de fermentacion.
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Figura N° 25. Diagrama de cajay bigotes para la produccion de Bioetanol 1.5 G en g/L

para los reactores sin soporte y con soporte.
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El diagrama de caja- bigote presentado en la Figura N° 25 nos proporciona una vision general
de la simetria de la distribucion de los datos; la linea de color azul ubicada en el centro de la
caja representa la mediana. Mediante el estudio de estos diagramas se puede observar la
variabilidad de los resultados obtenidos con respecto a la produccion de Bioetanol 1.5 G en
el sistema de fermentacion sin soporte y el sistema de fermentacion con soporte. Se observa
que los datos obtenidos en la produccion de Bioetanol 1.5G para el sistema de fermentacion
sin soporte poseen valores mas proximos entre si por lo que aparecen mas agrupados que los
datos obtenidos en la produccion de Bioetanol 1.5 G en el sistema de fermentacién con

soporte en el cual se observa que existe mucha mas variabilidad.

b) Determinacion de Bioetanol 1.5 G en el Solvente de Extraccion

La produccion de etanol en el solvente de extraccion se evaludé mediante el uso de un
potenciostato/galvanostato. (Anexo 7) modelo (Autolab PGSTAT 302N) acoplado a un
computador. Para los estudios electroquimicos fue utilizada una celda electroquimica de un

compartimiento (Anexo 7).

e =R s - T SR )
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E (V versus EHMS)

Figura N° 26. Voltamograma ciclico (altimo ciclo) realizado sobre el electrodo de platina

utilizando como solucién electrolitica NaOH (0,1 mol L") con velocidad de barrido de 100 mV s!
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En las voltametrias, las cuales se muestran en la Figura N° 27, podemos observar la presencia
de un pico entre 650 y 750 mV, correspondiente a la oxidacion de etanol, por otro lado se
observa también un aumento de la corriente de pico cuando la concentracion de etanol es

incrementada.

I (MA)

0,2 0,4 0,6 : 0,8 1,0 1,2 1,4
E (V versus EHMS)

Figura N°27. Voltametrias lineares obtenidas sobre o electrodo de platina, para diferentes

concentraciones de Bioetanol 1.5 G.

Asi, a partir de estas curvas fue construida la curva analitica de la Figura N°28. Se observa
que las corrientes de pico en funcidon de la concentracion de etanol siguen una relacion
bastante lineal, con un R? de 0,9997. A partir de esta curva podemos determinar la
concentracion de etanol para cualquier muestra con concentraciones en el rango usado en

este estudio.
Se realiz6 un sistema de recuperacion in situ, para la extraccion de Bioetanol 1.5G en los

sistemas de fermentacion, a fin de extraer el Bioetanol 1.5 G del medio de fermentacion, se

utilizd como solvente de extraccion el aceite de soya. Para determinar la cantidad de
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Bioetanol 1.5 G presente en la muestra se utilizé la curva analitica de la variacion de la
concentracion de bioetanol 1.5 G en funcion de la corriente de pico, mostrada en la Figura

N°27.
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Figura N°28. Curva analitica de la variacion de la concentracion de Bioetanol en funcion de

la corriente de pico.

En la Figura N° 28 se puede observar la curva de calibracion, para la deteccion de bioetanol
1.5 G en el solvente de extraccion, para lo se prepard diferentes soluciones de NaOH (Sigma-
Aldrich, P.A. 98%) con concentracion de 0,1 mol L' las que contenian diferentes
concentraciones de etanol (Sigma-Aldrich, 99,5%), desde 0,2 g L™ hasta 30 g L''. Con estas

soluciones fue construida una curva de calibracion, en la cual se obtuvo un R? de 0.99974.
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Tabla N°30. Valores de concentracion de Bioetanol 1.5 G obtenido para las muestras.

Muestra Concentracién de Bioetanol 1.5 G (g/L)
Bioetanol 1.5G en Solvente de Extraccion 1 6,2
Bioetanol 1.5G en Solvente de Extraccion 2 20,0

La tasa de extraccion de bioetanol 1.5G para el sistema de fermentacion con soporte fue de

20 g/L y para el sistema de fermentacion sin soporte fue de 6,2 g/L. (Tabla N° 30).

Tabla N° 31. Comparacion de produccion de Bioetanol 1.5 G entre sistema de fermentacion

con soporte y sistema de fermentacion sin soporte.

Sistema Bioetanol 1.5 G en | Bioetanol 1.5 G | Total de | Eficiencia
medio de fermentacion | en aceite de | Bioetanol 1.5 G | (Bioetanol
(g/L)” soya (g/L)™ en el Sistema | Total/Bioetanol
(g/L) esperado™™)%
Sistema sin | 19,9102 +/- 0,6032 6,2 26,1102 39,9972%
soporte
Sistema con | 23,9569+/- 1,0591 20 43,9569 67,3359%
soporte

*Las determinaciones fueron realizadas por triplicado analizadas estadisticamente a un

95,0% de confianza.
**[a determinacion fue realizada en una sola muestra.
*#%Etanol tedrico: 65,28 g/L1%,

Se detectaron diferencias significativas en cuanto a la cantidad de bioetanol 1.5 G producida
al final del proceso de fermentacion, para el sistema de fermentacion sin soporte se obtiene
un promedio de 19,9102 +/- 0,6032 g/L de bioetanol 1.5 G en el medio de fermentacion y en
el aceite de soya el cual fue utilizado como solvente de extraccion se encontrd 6,2 g/L de

bioetanol 1.5 G; el sistema de fermentacion con soporte se obtuvo un promedio de 23,9569+/-
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1,0591 g/L de bioetanol 1.5 G en el medio de fermentacion y en el aceite de soya se obtuvo

20 g/L. Los resultados se pueden observar en la Tabla N°31.

Se utilizo un solvente de extraccion en el sistema de fermentacion debido a que ayuda a la
prolongacion del crecimiento de Kluyveromyces spp., debido a la baja tolerancia que tiene la
levadura Kluyveromyces spp a altas concentraciones de bioetanol, el solvente de extraccion
permite una mayor produccion de bioetanol 1.5 G, el efecto inhibitorio del bioetanol afecta
la membrana celular, ocasiona una alteracion del flujo de electrones incrementando la
permeabilidad. Los resultados obtenidos ilustran los beneficios de la técnica extractiva, se
logra una produccion mayor de bioetanol en un tiempo similar al proceso convencional. La
adicion del solvente de fermentacion produce la extraccion del bioetanol 1.5 G en el medio
de fermentacion, permitiendo que la levadura siga metabolizando lactosa y produciendo mas

bioetanol.

Al comparar la produccion volumétrica del sistema de fermentacion con soporte (43,9569
g/L) y el sistema de fermentacion sin soporte (26,1102 g/L) se observé que el uso del soporte
de inmovilizacion reflej6 un incremento en la produccion de Bioetanol 1.5 G. Este
rendimiento es importante y demuestra que el sistema con soporte puede operar
eficientemente para convertir una cantidad dada de substrato, evitando de esta manera la
inhibicion de la levadura por efecto de la concentracion de Bioetanol 1.5 G alcanzada en el

medio de fermentacion.

Con el sistema de fermentacion sin soporte se obtuvo una eficiencia de 39,9972% menor al
sistema de fermentacioén con soporte cuya eficiencia fue de 67,3359%, esto puede deberse a
que el uso de microorganismos sin soporte de inmovilizacion, existe una pérdida casi total
de la biomasa, asi como la susceptibilidad que pueden tener a factores ambientales como
temperatura, pH, entre otros; de igual forma pueden tener menor resistencia a la misma
sustancia que se quiera degradar ?.El tipo de inmovilizacion realizada en este estudio fue
una inmovilizacion pasiva, la cual puede ser definida como la ubicacion fisica de células en
un espacio o region especifica, de forma natural o inducida, en la cual son capaces de
mantener una actividad catalitica deseada. El uso de microorganismos inmovilizados permite
la operacion de biorreactores con agitacion constante. La estabilidad catalitica puede ser

mayor para células inmovilizadas que para células libres y algunos microorganismos
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inmovilizados toleran concentraciones mas altas de compuestos téxicos que su contraparte
no inmovilizada Y. Varios estudios han demostrado que el metabolismo de las células
inmovilizadas es mucho mayor en comparacion al presentado por células libres. El
incremento en la actividad metabdlica, puede deberse a diferentes factores; Madigan y
colaboradores (1997) 1%V, afirman que gracias al incremento de la biomasa en el soporte, asi
como la concentracion de nutrientes alrededor del soporte, permitiran que se presente este

incremento de producto.

Se compararon los resultados obtenidos en este estudio con los resultados reportados por
Padin (%% en un sistema de fermentacion convencional (sin solvente de extraccion ni soporte
de inmovilizacion), donde se obtuvo un resultado de 35 g/L en el medio de fermentacion y
una eficiencia de 53%, menor a la eficiencia reportada en este estudio en el cual se utiliz6 las
pepas de aceituna como soporte de inmovilizacion y el aceite de soya como solvente de
extraccion, la cual fue de 67,3359%. Concluyendo de esta manera que a pesar de ser las
mismas cepas, el medio de fermentacion y el solvente de extraccion; el sistema con el soporte

de inmovilizacion favorece de manera significativa la produccion de Bioetanol 1.5 G.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

PRIMERA.-Se caracterizo fisicoquimicamente la muestra de Kéfir obteniendo una biomasa
al final del proceso de fermentacion de 11,604 g, pH de 4,37, acidez titulable de
0,774%, humedad de 88,65%, solidos totales 11,35%, densidad 1,0437g/ml, la
muestra de lactosuero fue caracterizada fisicoquimicamente por en el equipo

Lactoscan del Laboratorio Veterinario del Sur “LABVETSUR”.

SEGUNDA .-Se aisl6 seis cepas del género Kluyveromyces spp. a partir de una muestra de
kéfir, se realizo las pruebas bioquimicas a todas las cepas aisladas, las cuales se
identificaron como pertenecientes al género Kluyveromyces spp., debido a que
tuvieron las caracteristicas tipicas del género: todas fermentadoras de glucosa,
galactosa, lactosa y dos de ellas fermentadoras de maltosa, todas las cepas son

productoras de etanol.

TERCERA.-Se evalu6 y compard la produccion de bioetanol 1.5 G, consumo de lactosa y
produccion de biomasa entre las seis cepas denominadas como L2a, L4a, L5a,
L2b, G3a y G5b; se obtuvo mayor produccion de bioetanol 1.5 G por parte de las
cepas L2a y L5a. Se seleccionaron dos cepas: L2a y L5a las cuales tuvieron una
mayor produccidn de bioetanol 1.5 G; L2a obtuvo un promedio de produccion de
bioetanol 1.5 G de 25,3707+/-0,0337 g/L y L5a un promedio produccion de
bioetanol 1.5 G de 24,8919+/-0,0527 g/L. Las cepas seleccionadas fueron

utilizadas para elaborar los sistemas de fermentacion.

CUARTA.-Se valido la metodologia de determinacion de bioetanol 1,5G en el solvente
extractivo utilizando una técnica electroquimica emergente denominada
voltametria lineal; se obtuvo una concentracion de 6,2 g/L de bioetanol 1.5 G en
el aceite de soya utilizado como solvente extractivo en el sistema de fermentacion
sin soporte y 20 g/L de bioetanol 1.5 G en el aceite de soya utilizado como

solvente extractivo en el sistema de fermentacién con soporte.
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QUINTA.-Se comparo6 la capacidad de produccion de bioetanol 1.5 G, entre los sistemas de
fermentacion; en el sistema de fermentacion sin soporte se obtuvo una
produccion de 19,9102+/-0,6031¢g/L de bioetanol 1.5 G en la fase acuosay 6,2
g/L de bioetanol 1.5 G en el solvente extractivo, en el sistema de fermentacion
con soporte se obtuvo 23,9569+/-1,0591g/L de bioetanol 1.5 G en la fase acuosa
y 20 g/L de bioetanol 1.5 G en el solvente extractivo. Se obtuvo una eficiencia
de 39,9972% para el sistema de fermentacion sin soporte y 67,3359% para el
sistema de fermentacion con soporte. Concluyendo asi que el uso del soporte de

inmovilizacién es determinante en la produccion de bioetanol 1.5 G.
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RECOMENDACIONES

v’ Realizar estudios con diferentes pardmetros como variables, tales como
temperatura, pH, tiempo de fermentacion, con el fin de determinar las condiciones
Optimas para las cepas identificadas en este estudio.

v Realizar en base a los datos obtenidos en este estudio una optimizacion del proceso
realizado.

v Determinar la pureza y calidad del bioetanol 1.5 G producido.

v’ Realizar una caracterizacion molecular de las cepas aisladas en este estudio.

v" Determinar otro tipo de aplicaciones para las cepas aisladas, como la produccion de
otros metabolitos de importancia.

v' Realizar ensayos utilizando diferentes desechos organicos como soportes de

inmovilizacién y evaluar su efecto en la produccion de bioetanol 1.5 G.
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ANEXOS

ANEXO 1: CALCULOS

Este anexo presenta los diferentes calculos realizados para obtener los datos de los

parametros fisicoquimicos del kéfir.

v' Acidez Titulable

) mL NaOH x N x 0,09
% Acidez Total = x100
g de muestra

8,6mL NaOH x0.1 N x 0,09

0, 1 —
Y% Acidez Total TTeg = x100

% Acidez Total = 0,774

v Humedad
m2 — m3
%Humedad = mx 100
46,160 — 44,387
%Humedad = 26 160 — 44 160X100
%Humedad = 88,65
Donde:

m1 = Peso del envase vacio, en gramos.
m2 = Peso del envase con la muestra antes del secado, en gramos.

m3 = Peso del envase con la muestra desecada, en gramos.

v' Sélidos totales
% Solidos totales=100%-Humedad
% Solidos totales=100%-88,65%
% Solidos totales=11,35%
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v" Determinacion de Densidad.

La densidad fue determinada con la siguiente formula:

_ (m3 —m,)
(m; —my)

_ (92,36 —38,33)
~ (90,10 — 38,33)

p

p=1,0437g/m

ANEXO 2. DATOS CURVA DE CALIBRACION LACTOSA

Tabla N°32. Curva de calibracion para lactosa en g/L

[Lactosa]g/L Abs1l Abs2 Abs3

0 0 0 0
0.02 0,153 0,145 0,139
0.04 0,272 0,277 0,254
0.06 0,386 0,374 0,368
0.08 0,522 0431 0,496

0.1 0,612 0,524 0,608

0 0 0 0

Donde Abs: Absorbancia

ANEXO 3. DATOS CURVA DE CALIBRACION BIOETANOL 1.5G

Tabla N°33.Curva de calibracion para Bioetanol 1,5 G en g/L

[Etanol]g/L Abs1l Abs2 Abs3

0 0 0 0
10 0,084 0,095 0,092
20 0,179 0,193 0,185
40 0,343 0,342 0,343
50 0,424 0426 0435
60 0,498 0,523 0,511
70 0,575 0,586 0,578

Donde Abs: Absorbancia
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ANEXO 7: GALERIA DE FOTOS

Figura N°30. Fotografia de reactor Batch utilizado en la produccion de Bioetanol 1.5G,
constituido por (1) Agitacion, (2) Valvula de alivio de presion, (3) Manometro, (4)
Control de temperatura, (5) Entrada de agua, (6) Salida de agua.
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Figura N° 32. Fotografia de la celda electroquimica de un compartimiento, siendo
constituida por: (1) electrodo de trabajo, (2) electrodo de referencia, (3) contra

eléctrodo, (4) entradade nitrogeno y (5) salida de gases.
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ANEXO N°8: CERTIFICACION

Este anexo presenta los certificados proporcionados por el Laboratorio Veterinario del

Sur (LABVETSUR) consultado para la caracterizacion fisicoquimica del lactosuero.

LABVETSUR

Laboratorio Veterinario del Sur

INFORME DE ENSAYO
DE CONTROL DE CALIDAD FISICOQUIMICO DE LACTOSUERO

1 SISTEMA DE MUESTREO EMPLEADO:
Muestreo realizado por el solicitante.

II. DATOS DEL SOLICITANTE
Nombre Srta. Alexandra Daniela Barrios Eguiluz
Direccion Urb. Independencia Americana A 1 Umacollo

IIIl. DATOS DEL SERVICIO

No. De diag 332

Referencia de LVS C9/5

Fecha de envio 23/5/2013

Servicio solicitado Examen Fisicoquimico

IV. DATOS DE LA MUESTRA

Nombre de la muestra Lactosuero

Presentacion En envase de vidrio >

Fecha de recoleccion 23/5/2013 = =
Lugar de recoleccion No indica

V.ASPECTOS TECNICOS DEL MUESTREO
Muestreado por La interesada
Fecha del muestreo 23/5/2013
Condicion de la muestra  Aparentemente en buenas condiciones
No. De unidades de muestra Dos (02)

VI.PROPOSITO DEL ENSAYO
Control de calidad solicitado por el interesado.

VILESPECIFICACION TECNICA:

No aplica
. ABVETSUR
T T——
TVZ g, JORGE MANRIGUE 14EZA
CcMVP - 803
SERENTE

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
Arequipa - Pert
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LABVETSUR

Labiorwtons Vetarnanie del S

VIil. RESULTADOS

M1 Lactosuero |
2352013
pH 48
Mat. Grasa g/100 | 0.57
| /100 (%)
Sélidos totales 637
100 (%)
Proteinas g/100 (%) | 2,15

IX.METODOS DE ENSAYO EMPLEADOS
Determinacion de pH, matenia grasa, densidad, lactosa, solidos no grasos, sélidos totales y
proteinas el Método de Ultrasonido. Lactoscan.

Nota: Los resultados sélo se refieren a las muestras recepcionadas en el laboratorio.

Arequipa, 23 de Mayo del 2013

o,

TR Tenad)
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Laboratorio Veterinario del Sur

INFORME DE ENSAYO
DE CONTROL DE CALIDAD FISICOQUIMICO DE SUERO DE LECHE

| SISTEMA DE MUESTREO EMPLEADO: ?
Muestreo realizado por el solicitante. :
1L DATOS DEL SOLICITANTE
Nombre Srta. Katherine Quispe Maribal
Direccion Urb. Piedra Santa V-11

III. DATOS DEL SERVICIO
No. De diag 578
Referencia de LVS  C12/8
Fecha de envio 29/8/2013
Servicio solicitado  Examen Fisicoquimico

IV. DATOS DE LA MUESTRA
Nombre de la muestra Suero de Leche
Presentacion En envase de vidrio
Fecha de recoleccion 29/8/2013
Lugar de recoleccion No indica

V.ASPECTOS TECNICOS DEL MUESTREO
Muestreado por La interesada
Fecha del muestreo 29/8/2013
Condicion de lamuestra  Aparentemente en buenas condiciones
No. De unidades de muestra Una (01)

VI.PROPOSITO DEL ENSAYO
Control de Calidad segun solicitud del interesado

VILESPECIFICACION TECNICA:
No aplica

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
Arequipa - Per(
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LABVETSUR

Vetarwars dul B

VIHL RESULTADOS

I —— 148
Mat. Grasa g/100
Densidad giec a 15°C | 102
Solidos Totales 873
2100 (%)
Proteinas 1L
/100 (%) — —
Agua adicionada »
LB/100 (%)

IX.METODOS DE ENSAYO EMPLEADOS
Determinacion de pH, materia grasa, densidad, lactosa, sblidos totales, proteinas y agua
adicionada por el Método de Ultrasonido, Lactoscan.

Nota: Los resultados sélo se refieren a las muestras recepcionadas en el laboratorio.

Arcquipa, 29 de Agosto del 2013

bze
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LABVETSUR

Laboratorio Veterinario del Sur

INFORME DE ENSAYO
DE CONTROL DE CALIDAD FISICOQUIMICA DE SUERO DE LECHE

I SISTEMA DE MUESTREO EMPLEADO: !
Muestreo realizado por el solicitante. ) - G

I DATOS DEL SOLICITANTE
Nombre Alexandra Barrios Eguiluz
Direccién Urb. Independencia Americana A1 Umacollo

III. DATOS DEL SERVICIO

No. De diag 850
Referencia de LVS V8/12
Fecha de envio 11/12/2013
Servicio solicitado Examen Fisicoquimico
IV. DATOS DE LA MUESTRA 3
Nombre de la muestra Suero de leche
Presentacion En envases de vidrio
Fecha de recoleccion 11/12/2013 .
Lugar de recoleccion No indica

V.ASPECTOS TECNICOS DEL MUESTREO
Muestreado por El interesado
Fecha del muestreo 11/12/2013
Condicion de la muestra  Aparentemente en buenas condiciones
No. De unidades de muestra Dos (02)

VLPROPOSITO DEL ENSAYO
Control de Calidad de Leche segun solicitud del interesado

VILESPECIFICACION TECNICA:
No aplica

Av. Alfonso Ugarte N° 500-A
Teléfonos: 054-213677 - 232175
e-mail: labvetsur@hotmail.com
Arequipa - Pert
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LABVETSUR

Latoretare Vetarnars del Sur

VIII. RESULTADOS

Mi
pH 6.0¢
|Mat. Grusag/ioo |0 |
Densidad gce 3 15°C | 1,0182 e
Sblidos Totaks 57
/100 (%)
Protcinas 194
100 (%)
Agua adicionada 380
| 2/100 (%)

IX.METODOS DE ENSAYO EMPLEADOS
Determinacion de pH, materia grasa, densidad, lactosa, sdlidos totales, proteinas y agua
adicionada por ¢l Método de Ultrasonido. Lactoscan.

Nota: Los resultados sélo se refieren a las muestras recepcionadas en el laboratorio.

Arequipa, 11 de Diciembre del 2013

s
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