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RESUMEN

Eltema “Uso de lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como materia
prima para la produccion de etanol a escala piloto, en el laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica, Departamento de Quimica, UNAN-Managua, Julio 2014 - Agosto 2015” ha
sido seleccionado ante la problematica contaminante que presenta el lacto suero para el

medio ambiente.

La Cooperativa Lactea Masiguito ubicada en el municipio de Camoapa cuenta con 5
tinas de desuerado, de las cuales se extrajo 1 litro de muestra por tina, almacenandolas en
bolsas de plastico para determinar los parametros fisico-quimicos del lacto suero. Las
muestras se preservaron y trasladaron al Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
(pabellon 11) donde se realiz6 su tratamiento e implementd la hidrélisis &cida y
simultaneamente se prepar6é el inéculo de levadura Saccharomyces cerevisiae.
Transcurrida la hidrolisis se enriquecieron las muestras con fosfato de sodio monobasico

monohidratado y se inocularon procediendo a la etapa fermentativa.

La cuantificacion del etanol obtenido en la fermentacion del lacto suero se realiz6 por
cromatografia de gas con detector de ionizacion de llama, la diferencia en los resultados de
los analisis entre cada muestra es significativa, estos resultados se relacionan con el pH
corroborando la dependencia del mismo con respecto a la generacion de etanol,
descartando relacion posible al contenido de sustrato y cantidad de levadura. Por lo antes
mencionado el proceso de produccion explicado por los autores demuestra que se puede
obtener etanol a partir de lacto suero hidrolizado acidamente en sinergia con

Saccharomyces cerevisiae.

Palabras clave: Lacto suero, lactosa, sinergia, Saccharomyces cerevisiae, etanol.
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ABREVIATURAS
M1 Muestra de tina 1.
M2 Muestra de tina 2.
Ms Muestra de tina 3.
Ma Muestra de tina 4.
Ms Muestra de tina 5.
Ma,1 Muestra tina 1 parte 1.
Ma,2 Muestra tina 1 parte 2.
M2,1 Muestra tina 2 parte 1.
Mz,2 Muestra tina 2 parte 2.
Ma,1 Muestra tina 3 parte 1.
Ms, 2 Muestra tina 3 parte 2.
Ma,1 Muestra tina 4 parte 1.
Ma 2 Muestra tina 4 parte 2.
Ms,1 Muestra tina 5 parte 1.
Ms,2 Muestra tina 5 parte 2.
LevM1 Levadura para muestra tina 1.
LevM:2 Levadura para muestra tina 2.
LevMs Levadura para muestra tina 3.
LevMa4 Levadura para muestra tina 4.
LevMs Levadura para muestra tina 5.
HTST (High Temperature/Short Time): Altas temperaturas en corto tiempo.
ADN Acido desoxiribonucleico.
NAD* Nicotinamida adenina dinucledtido.
NADH Forma reducida del NAD*.
ADP Adenosin difosfato.
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Adenosin trifosfato.

Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa.
Potencial de iones hidronios.
Cromatografia de Gas.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
Detector de lonizacion de Llama.
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.
Universidad Nacional de Ingenieria.
Ecuacion.

Factor de conversion.

Formula.

Suma de cuadrados.
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tratamientos los produce de la media global.

Es la suma de los cuadrados (desviaciones del grupo de medias o media de
medias).
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1.1. INTRODUCCION

Durante la elaboracién del queso la leche se descompone en dos partes: una masa
semisolida, compuesta de caseina y un liquido, que es el lacto suero. Histéricamente el
lacto suero fue utilizado por médicos de gran renombre como Hipdcrates, Galeno, Avicena,
entre otros, quienes recomendaban dosis reguladas de lacto suero por sus efectos
depurativos y desintoxicantes en el organismo. Incluso en el Siglo XVIII, se abrieron

sanatorios especializados en curas a base del lacto suero.

La lactosa es el componente principal del lacto suero y la que le confiere sus
propiedades mas importantes. La lactosa no se disocia por completo en la parte superior
del tracto gastrointestinal, sino que permanece en el intestino delgado y el colon en forma
de azucar. El 4cido lactico producido a partir de la lactosa favorece asimismo la asimilacién
del calcio, fosforo, potasio y magnesio al aumentar la solubilidad de estos elementos en el
intestino y actla como un laxante suave y natural con un efecto extraordinario sobre la

atonia intestinal y el estrefiimiento.

La Cooperativa para la produccion agropecuaria Masiguito R.L.; Productores de
Leche EI Triunfo, R.L.; Cooproleche R.L., entre otras cooperativas lacteas tienen gran
impacto en la economia local ya que el 98% de sus productos son exportados a El Salvador,
E.E.U.U. y Honduras. Estas empresas lacteas no cuentan con investigaciones que

involucren una propuesta para la utilizacion del lacto suero como materia prima.

Desde esta perspectiva el presente estudio tiene como proposito esencial
experimentar la utilidad del lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como
materia prima para la obtencion de etanol, generando asi una nueva alternativa de
aprovechamiento al lacto suero. Ademas de evitar la contaminacion ambiental que genera

el mismo al ser desechado sin tratamiento.
Cabe destacar que el Departamento de Quimica de la Universidad Nacional

Autonoma de Nicaragua, Managua (UNAN, Managua) no registra antecedentes

relacionados a investigaciones que propongan el uso de lacto suero como materia prima.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. General

o3 Utilizar el lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como materia prima
para la produccién de etanol a escala piloto, en el laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica, Departamento de Quimica, UNAN-Managua, Julio 2014-Agosto
2015.

1.2.2. Especificos
1. Describir las propiedades fisico-quimicas del lacto suero que hacen posible su

utilizacion para producir etanol.

2. Destacar la importancia que tiene el lacto suero en sinergia con Saccharomyces

cerevisiae como materia prima para la produccion de etanol.

3. Explicar el proceso de obtencion de etanol a partir de lacto suero a escala piloto

como una alternativa en la produccién de etanol.
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de los derivados de la leche se encuentra el queso, el cual durante su
produccion genera un residuo llamado lacto suero, una de las sustancias mas
contaminantes que existen en la industria alimentaria. Se estima que por cada diez litros de
leche procesada, se recuperan nueve litros de lacto suero (Alfa-Laval, 1990), cada 1,000 litros
de lacto suero genera cerca de 35 mg de O2/L de demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y
cerca de 68 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO). Esta fuerza contaminante es
equivalente a la de las aguas negras producidas en un dia por 450 personas (Alais C., 1986).

Es importante que la industria lactea tenga un portafolio de opciones para usar el
lacto suero con el fin de aprovechar este residuo generado en la produccion de queso y
ademas de evitar la contaminacion al medio ambiente obtener un valor monetario de este,
ya que representa entre el 80 — 90% del volumen total de la leche que va a ser procesada
y contiene aproximadamente el 50% de los nutrientes de la leche original: proteinas

solubles, lactosa, vitaminas y sales minerales.

El propésito de la investigacion es utilizar el lacto suero en sinergia con
Saccharomycces cerevisiae como materia prima para la produccién de etanol, realizando
para ello un analisis de las propiedades fisico-quimicas, tratamiento y procesamiento.
Considerando como una alternativa para pequefios y medianos empresarios usar el etanol
obtenido, en la mejora y diversificacion de los alimentos y procesos industriales en los
cuales se emplee como materia prima. Ademas de ser una opcion para la industria lactea

dar uso a este residuo y reducir la contaminacién ambiental que este genera.
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1.4. JUSTIFICACION

Entre los usos que se le da al lacto suero se encuentran: formulacién de cosméticos
y productos farmaceéuticos, leches reconstituidas, productos bajos en grasa y simuladores
de grasa que traen como funcion la gelatinizacion, retencion de agua, emulsién, mejora la
viscosidad y adhesion (Mundolacteo, 2005), formulacibn de queso y aumento de sus

rendimientos, en la formulacién de alimento animal, entre otras utilidades.

En Nicaragua la mayoria de las cooperativas productoras de leche ubicadas en los
departamentos de Boaco, Chontales, Esteli, Matagalpa y municipio de Nueva Guinea
(COMPAL, 2008), no dan utilidad al lacto suero resultante de la elaboracion del queso; por
esta razén el proposito de la monografia consiste en experimentar el uso del lacto suero
como materia prima para producir etanol, presentando sus propiedades fisico-quimicas y
los beneficios que traera a la industria alimentaria y al consumidor, presentando una nueva

opcion de producto derivado de la leche.

El lacto suero puede ser utilizado por su gran contenido proteinico y actividad
funcional; que traera como beneficio principal evitar la contaminacion ambiental (Mcintosh, y
otros, 1998). Una alternativa de aplicacion del etanol obtenido a partir de lacto suero es la
elaboracién de bebidas alcohdlicas, aprovechando este residuo de la producciéon de queso
para generar productos de agrado al consumidor, otra alternativa es la utilidad en los

laboratorios como desinfectante, para realizar analisis, entre otros.

Por lo antes mencionado, se considera que llevar a cabo este estudio es de gran
importancia puesto que se fundamenta en desarrollar el uso y proceso que debe darse al
lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como materia prima para producir
etanol, generando una alternativa de uso del residuo quesero, ademas de evitar la

contaminacion ambiental.
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1.5. ANTECEDENTES

Las proteinas de lacto suero son usadas ampliamente en una variedad de alimentos
gracias a sus propiedades gelificantes y emulsificantes, siendo la B-lactoglobulina el

principal agente gelificante (Dickinson, 2007).

Se pueden generar concentrados proteinicos para producir helados, mejorar los
panes, etc. Con el lacto suero se puede sintetizar exopolisacaridos (formas de polisacaridos
bacterianos encontrados fuera de la pared celular) y producir bebidas fermentadas,
bebidas refrescantes y mejorar el contenido proteinico de queso, quesillos y leches

infantiles (Huertas, 2008).

En Argentina se han realizado estudios en tecnologia de alimentos en los cuales
determinaron que el lacto suero puede tratarse y producir subproductos como el suero en
polvo, lactosa en polvo, suero en polvo deslactosado y aislados proteinico de suero. Debido
a la funcionalidad tecnolédgica que poseen algunos de estos concentrados proteinicos se
los utiliza como ingredientes en la formulacion de nuevos productos en diversos sectores

alimentarios y de bebidas, como alternativa en ingredientes tradicionales (Parzanese, 2010).

En la Universidad de Bogota “Jorge Tadeo Lozano” (Colombia), se experimento la
obtencion de etanol a partir del lacto suero a escala piloto. Primero esterilizé el lacto suero,
posteriormente hidrolizé la lactosa con la enzima B-galactosidasa y adiciond levadura
Saccharomyces cerevisiae, dejo en fermentacion durante 4 dias a 30 °C, sin agitacion. El
porcentaje de alcohol cuantificado después de una destilacion fue del 28%(v/v) (Carrion,
2010).
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2.1. LECHE
Figura 2.1. Leche de vaca

La leche es una secrecion nutritiva de color
blangquecino opaco producida por las glandulas mamarias
de las hembras de los mamiferos. Esta capacidad es una
de las caracteristicas que definen a los mamiferos. La

principal funcion de la leche es la de nutrir a las crias hasta

gue son capaces de digerir otros alimentos.

, Fuente: Extraido el 18 de mayo
La leche es la base de numerosos productos lacteos, g 2015 desde

http://www.zonadiet.com/
bebidas/leche.htm

muy frecuente el empleo de derivados de la leche en la industria agroalimentaria, quimica

como la mantequilla, el queso y el yogurt, entre otros. Es

y farmacéutica, como la leche condensada, en polvo, caseina o lactosa (Jelen, 2003).

Actualmente, la leche que més se utiliza en la produccion de derivados lacteos es la
de vaca debido a las propiedades que posee, a la cantidad que se obtiene, agradable sabor
y facil digestion. La leche proveniente de la vaca es la mas importante para la dieta humana

y la que tiene mas aplicaciones industriales.
2.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LECHE

No todas las leches de los mamiferos poseen las mismas propiedades. La
composicién y caracteristicas fisico-quimicas de la leche varian sensiblemente segun las

especies animales, e incluso segun las diferentes razas.
2.2.1. Propiedades fisicas

La leche de vaca tiene una densidad media de 1,032 g/mL. Es una mezcla compleja

y heterogénea compuesta por un sistema coloidal de tres fases (Farral, 1963):

o3 Solucidn: Los minerales asi como los carbohidratos se encuentran disueltos en el
agua.

@3 Suspension: Las sustancias proteinicas se encuentran con el agua en suspension.

o3 Emulsion: La grasa en agua se presenta como emulsion.
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2.2.2. Propiedades quimicas

Una de las propiedades importante en la leche es la cantidad de acido lactico, que

suele ser entre el 0,15 - 0,16%.

Tabla 2.1. Analisis quimico proximal de la leche de vaca

Composicion de laleche en gramos por cada 100 gramos

Agua Energia Materia Grasa Proteinas Lactosa  Materias Minerales
(9) (Keal) (9) (9) (9) (9)
88,0 61,0 3,4 3,2 4,7 0,7

Fuente: (Agrobit, 2015)

Las sustancias proteinicas de la leche son las mas importantes en el aspecto
guimico. Se clasifican en dos grupos: proteinas y enzimas (esta actividad enzimatica

depende de los factores temperatura y pH).
2.2.3. Propiedades microbioldgicas

La leche recién obtenida es un sustrato ideal para un gran nimero de géneros
bacterianos, algunos beneficiosos y otros perjudiciales, que provocan alteraciones diversas

del alimento y sus propiedades (Foster & Speck, 1965).

Tabla 2.2. Analisis microbioldgico de la leche cruda

Condiciones necesarias para
Su activacion

Tipo de

Efecto sobre el alimento.

bacteria
Generan coagulos grasos en la leche no

Butiricas acidificada. La alteracion de la grasa Requiere de poca acidez y
puede generar un espesor muy poco de un pH superior a 6,8.
deseado.
L Acticas Son las bacterias que convierten mediante Requiere de temperatura
la fermentacion la lactosa en &cido lactico. ambiental o superior.

Alteran todas las propiedades. La acidez Requiere de temperaturas de
disminuye, el pH comienza a hacerse 37 °C y de acidez baja.

Patogenas  basico, existe una separacion irregular de  Usualmente, la leche fuera
las grasas y la caseina (se "corta") y el olor de refrigeracion experimenta
se hace putrido. estos cambios.

Fuente: (Foster & Speck, 1965. Cap. 2.)
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2.3. COMPOSICION DE LA LECHE

La leche se sintetiza fundamentalmente en la glandula mamaria, pero una gran parte
de sus constituyentes provienen del suero de la sangre (Diaz, 2005). La leche estd compuesta

por (Braverman, 1967).
2.3.1. Agua

El valor nutricional de la leche como un todo es mayor que el valor individual de los
nutrientes que la componen debido a su balance nutricional Unico. La cantidad de agua en

la leche refleja ese balance.

En todos los animales, el agua es el nutriente requerido en mayor cantidad y la leche
suministra una gran cantidad de agua, conteniendo aproximadamente 90% de la misma. La
cantidad de agua en la leche es regulada por la lactosa que se sintetiza en las células
secretoras de la glandula mamaria. El agua que va en la leche es transportada a la glandula

mamaria por la corriente circulatoria.
2.3.2. Carbohidratos

El principal carbohidrato en la leche es la lactosa. A pesar de que es un azlcar, la
lactosa no se percibe por el sabor dulce. La concentracion de lactosa en la leche es
relativamente constante y promedia alrededor de 5% (4,8% - 5,2%).

A diferencia de la concentracién de grasa en la leche, la concentracién de lactosa es
similar en todas las razas lecheras y no puede alterarse facilmente con practicas de

alimentacion. La molécula de lactosa se encuentra constituida por glucosa y galactosa.
2.3.3. Proteinas

La mayor parte del nitrdgeno de la leche se encuentra en forma de proteina (Figura
2.2). Los blogues que construyen a todas las proteinas son los aminoacidos. Existen 20

aminoacidos gque se encuentran comunmente en las proteinas.
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El orden de los amino&cidos en una proteina, se determina por el codigo genético, y
le otorga a la proteina una conformacion GUnica. Posteriormente, la conformacion espacial

de la proteina le otorga su funcion especifica.

Figura 2.2. Estructura de las proteinas (R1, R2, etc., son los radicales especificos
de cada aminoacido. El nUmero de aminoacidos en la caseina de la leche varia de
199 a 209)

Enlace Arminnacido
peptidico L
\
) ) O
H H
+ H ll-I H | I H
H3N xéf&— xéf&—“xéfgn f““méf’cicj'
| | | |
F1 e R3 =i

Fuente: (Agrobit, 2015)

=T

La concentracion de proteina en la leche varia de 3,0 a 4,0% (30 - 40 gramos por
litro). El porcentaje varia con la raza de la vaca y en relacién con la cantidad de grasa en la
leche. Existe una estrecha relacidn entre la cantidad de grasa y la cantidad de proteina en

la leche, cuanto mayor es la cantidad de grasa, mayor es la cantidad de proteina.

Las proteinas se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%) y séricas (20%).
Histéricamente, esta clasificacion es debida al proceso de fabricacion de queso, que
consiste en la separacién del cuajo de las proteinas séricas luego de que la leche se ha
coagulado bajo la accién de la renina (una enzima digestiva colectada del estbmago de los

terneros).
2.3.4. Lipidos

Las propiedades de la leche son el reflejo de los acidos grasos que contiene. Asi
tenemos varios grupos de lipidos presentes en la leche, los cuales se presentan en la

siguiente tabla.
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Tabla 2.3. Composicion de lipidos en laleche

Lipido Porcentaje del total de lipidos
Triglicéridos 97 - 98
Diglicéridos 0,4-0,6
Monoglicéridos 0,02 -0,03
Fosfolipidos 0,3-0,8
Acidos grasos libres 0,03-0,1
Colesterol 0,25-0,35

Fuente: (Hernandez, 1999)

Los Triglicéridos se encuentran como pequefias particulas llamadas glébulos.
Contienen una gran cantidad de &cidos grasos, identificandose hasta 400 tipos diferentes
en la leche de vaca. Sin embargo, el 96% del total lo conforman sélo 14 acidos grasos,

siendo los mas importantes el &cido miristico, palmitico y oleico.

Figura 2.3. Estructura de los triglicéridos (R1, R2, R3, representan las cadenas de

acidos grasos que le otorgan a los triglicéridos sus caracteristicas individuales)

Glicerol  Acidas Grasos Thglicridas
| | | | | |
0 0
= &
HymC=OH  OH=C =Rt HomC =0 = C =R
| 0 | 0

BaCmlf b el P gefe0 -l B
| 0 — 0

HmC=08  CHeC =R HomC =0 = =3

Fuente: (Agrobit, 2015)
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2.3.5. Minerales y vitaminas

Tabla 2.4. Concentraciones de minerales y vitaminas en la leche (mg/100ml)

Minerales mg/100 ml Vitaminas p1g/100 ml
Potasio 138 A 30,0
Calcio 125 D 0,06
Cloro 103 E 88,0
Fosforo 96 K 17,0
Sodio 8 Bl 37,0

Azufre 3 B2 180,0
Magnesio 12 B6 46,0
Minerales trazas <0,1 B12 0,42
C 1,7

Fuente: (Braverman, 1967)

Los minerales trazas en la leche incluyen cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno,
zinc, selenio, yodo y otros. La leche es una fuente excelente de la mayoria de los minerales
requeridos para el crecimiento del lactante. La digestibilidad del calcio y fésforo es
generalmente alta, en parte debido a que se encuentran en asociacion con la caseina de la

leche.
2.4. QUESO

Figura 2.4. Queso Moralique El queso es un alimento sélido elaborado a partir
de la leche cuajada de vaca, cabra, oveja, camello u
otros mamiferos rumiantes. Es la conserva ideal pues
muy dificilmente se estropea con el transcurso del tiempo
ya que al secarse mejoran sus cualidades en relacién al

peso.

)

: La leche es inducida a cuajarse usando una

Fuente: Specialty Cheese. Extraido combinacion de cuajo (o algun sustituto) y acidificacion.

el 19 de mayo del 2105 |gasbacterias se encargan de acidificar la leche, jugando
desdehttp://www.specialcheese.com

/queso.htm también un papel importante en la definicion de la textura
y el sabor de la mayoria de los quesos. Algunos también contienen mohos, tanto en la

superficie exterior como en el interior.
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Para algunos quesos se cuaja la leche afiadiéndole acidos tales como vinagre o jugo
de limon. Sin embargo, la mayoria se acidifica en grado menor gracias a las bacterias que
se le afladen, que transforman los azlcares de la leche en acido lactico, a lo que sigue la

adicion de cuajo para completar el proceso de cuajado.

El cuajo es una enzima tradicionalmente obtenida del estbmago del ganado lactante,
pero actualmente también se producen sustitutos microbiolégicos en laboratorio.

2.4.1. Propiedades nutricionales del queso

Los datos nutricionales del queso pueden variar en funcidén de su contenido en grasa,
pero en general se puede decir que es una rica fuente de calcio, proteinas, y fosforo. El
gueso también comparte con la leche sus problemas nutricionales, derivados del alto

contenido en grasas saturadas, consistentes en triglicéridos y acido graso saturado (Guzman,
2007).

2.4.2. Descripcion del proceso de elaboracion del queso

Para elaborar queso industrialmente (Dilanjas, 1976), las empresas lacteas emplean
los siguientes pasos (Anexo 1):

a. Acopio de leche en planta:

La leche cruda es transportada en cisternas de acero inoxidable y en bidones
plasticos; al acopiar la leche se toman muestras de las mismas para hacer los analisis antes
de ser almacenadas en cisternas. Realizada esta operacion los bidones y cisternas son

lavados en &reas externas a la planta.
b. Higienizacion / Medicion / Enfriamiento:

Se hace pasar por un filtro de tela fina, en ese momento puede ser medida ya sea
por volumen (contando el nimero de pichingas llenas y su nivel) o a través de una balanza

incorporada al tanque de recepcion para medir el peso.

Luego se bombea hacia el sistema de enfriamiento de placas para bajar su

temperatura a 4 °C. Este procedimiento no siempre se cumple en todas las queseras.
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c. Almacenamiento de leche en planta:

La leche cruda enfriada a 4 °C es almacenada en los tanques silos de leche cruda,

antes de ser impulsada a la linea de proceso.
d. Estandarizacion:

Es bombeada hacia la descremadora para estandarizar el contenido de materia
grasa a 2,5 %, separando la grasa en exceso del parametro en forma de crema.

e. Pasteurizacion / Enfriamiento / Traslado de leche:

Es impulsada hacia el intercambiador de calor de placas denominado sistema de
pasteurizacion HTST (High Temperature/Short Time) por medio de bombeo, en el cual se
realiza el ciclo de pasteurizacion a 76 °C durante 15 segundos en la seccién de
calentamiento del intercambiador de calor y el tubo de mantenimiento (serpentin) para ser
enfriada en la seccion de enfriamiento del HTST hasta 33 — 34 °C, luego es impulsada a la

tina en la que se elaborara el producto.

f. Inoculacién:

A la leche enfriada se le agrega los aditivos (cuajo liquido y cultivos lacticos
mesofilos) y se agita para lograr una distribucion homogénea de los aditivos. Esta operacion

es realizada en un tiempo aproximado de 10 - 15 minutos.
g. Coagulacion:

La mezcla inoculada coagula totalmente a 33 — 34 °C durante un periodo de 30 - 40

minutos.

h. Corte manual de la cuajada:

Una vez que se lleva a cabo la coagulacion de la leche se procede al corte del
producto formado, utilizando liras de acero inoxidable, que son las que realizan el corte de

la leche cuajada.
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i. Desuerado:

Se da previamente 30 minutos de agitacion rapida auxiliado con las palas plasticas,
10 minutos de agitacion lenta y se procede a realizar el desuerado total del producto a 33

— 34 °C durante 45 minutos, haciendo drenar todo el suero contenido en él.

J. Molienda/ Salado:

El queso concentrado a 33 — 34 °C, en una alternativa, es llevado en bloque a la
maquina picadora para su trituracion y se le va agregando la sal con una dosificacion de

0,18 libras de sal por cada 4 litros de leche procesada.

k. Moldeo /Prensado:

El producto salado es colocado en moldes de acero inoxidable y prensados a 100
PSI en una prensa hidraulica por un periodo de 48 horas.

|. Maduracion:

Es la ultima fase de la fabricacion del queso. La cuajada, antes de iniciarse la
maduracion, presenta una capacidad, volumen y forma ya determinadas. Suele ser acida
en razén de la presencia de acido lactico. En el caso de los quesos frescos la fabricacion

se interrumpe en esta fase.
m. Empaque:
El producto terminado es empacado en bolsas de Poli-Etileno de Baja Densidad.

n. Almacenamiento:

Los quesos son llevados al cuarto frio de almacenamiento de producto terminado

manteniéndose la temperatura a 4 — 8 °C para garantizar una vida atil de 60 dias.
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2.5. LACTO SUERO

El suero de leche es un liquido obtenido Figura 2.5. Muestra de lacto suero
en el proceso de fabricacién del queso y de
la caseina, después de la separacion de la
cuajada o fase micelar. Sus caracteristicas
corresponden a un liquido fluido, de color
amarillento, turbio, de sabor débilmente dulce,

de caracter acido, con un contenido de

nutrientes o extracto seco de 63 g/L a 70 g/L
Fuente: Diario Fuerza, Mexico. Extraido el 19

(Nutrisol, 2009), tal como se muestra en la tabla de mayo de 2015 desde
http://fuerza.com.mx/2013/06/04/desarrollan-
2.5. tecnologias-para-uso-de-suero-lacteo-en-
chiapas/
2.5.1. Clases de lacto suero

Existen dos clases de suero: el dulce y el &cido los cuales dependen de los métodos
empleados para la coagulacion de la leche (Nutrisol, 2009):

o3 Lacto suero dulce: Procedente de fabricaciones por el uso de enzimas
coagulantes, presentando un pH préximo a 6,5. La precipitacion de las proteinas se

produce por hidrdlisis especifica de la caseina.

o3 Lacto suero acido: Obtenida de una coagulacién &cida o lactica de la caseina,
presentando un pH préximo a 4,5. Se produce al alcanzar el punto isoeléctrico de
la caseina con anulacion de las cargas eléctricas que las mantienen separadas por

las fuerzas de repulsion que generan, impidiendo la floculacién.

2.5.2. Composicién

La composicién del lacto suero varia con la composicién de la leche cruda vy el tipo
de queso a fabricar dependiendo de la cuajada, se logra cortar la leche por acidificacién o
por adicion de cuajo y se obtiene una variacion importante en el contenido de las sales
minerales. Enla Tabla 2.5, se puede detallar la composicion nutricional del lacto suero dulce

y acido.
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Tabla 2.5. Composicion nutricional del lacto suero

Lacto suero dulce (g/L) Lacto suero acido (g/L)

Solidos totales 63,0 - 70,0 63,0 - 70,0
Lactosa 46,0 - 52,0 44,0 - 46,0
Proteinas 6,0 - 10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 12-1,6
Fosfatos 1,0-3,0 20-45
Cloruros 1,1 1,1
Acido lactico 2,0 6,4
Fuente: (Panesar & Bunko, 2007)

Componentes

El suero dulce, obtenido por adiciéon de cuajo, contiene poco calcio, en el caso del
suero obtenido por acidificacién, el acido lactico se convierte en lactato calcico que aparece
en el suero. En la Tabla 2.6 se puede ver la composicion del suero dulce y acido.

Tabla 2.6. Composicion del suero dulce y acido.

Lacto suero dulce (%) Lacto suero acido (%)

Humedad 93-94 94 - 95
Lactosa 4,6 -5,2 4,4—-4,6
Proteinas 0,8-1,0 0,8-1,0
Grasa 0,2-0,7 0,04
Minerales 0,05 0,4
Fuente: (Madrid, 1999)

Componentes

El lacto suero contiene un poco mas del 25% de las proteinas de la leche, cerca del

8% de la materia grasa y cerca del 95 % de la lactosa (Inda, 2001).

En cualquiera de los tipos de lacto suero obtenidos, se estima que por cada 10 kg de
gueso se producen 9 kg de lacto suero, esto representa cerca del 85 - 90 % del volumen
de la leche y contiene aproximadamente el 55 % de sus nutrientes (Liu, Chung, & Yuosef, 2005).
Entre los mas 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 %) y sales minerales (8 - 10 % de extracto seco)
(Mufii, 2005).
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También presenta una cantidad rica de minerales donde sobresale el potasio,
seguido del fésforo, sodio y magnesio. Cuenta con vitaminas del grupo B (tiamina, acido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico, cobalamina) y acido ascorbico (Londofio,
2006).

2.5.3. Calidad del lacto suero

Los sueros obtenidos durante el corte de la cuajada de los quesos texturizados y no
texturizados, son menos acidos que los que se obtienen durante la texturacion o el
prensado. La concentracion de lactosa en el suero es bastante constante pero depende de

la produccioén de lactosa original.

El contenido proteinico depende en su mayor parte del tipo de coagulo, de su
tratamiento y la presencia en el mismo de particulas de cuajo puede aumentarla
considerablemente. El porcentaje de grasa depende en su mayor parte del tratamiento, el
contenido en sales suele ser bastante constante, depende de la adicion a la leche de

algunos compuestos como nitrato y muy especialmente de cloruros o hidréxidos célcicos.

2.5.4. Beneficios que aporta en el organismo

Aporta elementos depurativos, desintoxicantes y prebidticos, a la vez que permite
acumular una buena reserva de sales minerales y vitaminas que favorecen el

rejuvenecimiento interno (Discovery Home & Health, 2012):

o3 Minerales: Calcio, magnesio, manganeso, sodio, potasio y fosforo.
o3 Vitaminas: A, B1, B2, B3, B5, B6, C, Ey D.

Sus componentes naturales (beta lactosa, acido lactico L (-), oligosacaridos e
inulina), generan un gran efecto prebidtico fundamental para mantener una flora intestinal

correcta y equilibrada, fundamental para el organismo.

Las proteinas del lacto suero no s6lo desempefian un papel nutritivo importante como
una fuente balanceada de aminoacidos, sino que ademas parecen tener en muchos casos
efectos biolégicos y fisioldgicos positivos en nuestro organismo. Por ejemplo, tienen una

actividad anticancerosa, pues se ha demostrado su papel preventivo frente al cancer de
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colon, y asimismo como un estimulador de la respuesta inmune, 0 sea, ayudan a prevenir

infecciones causadas por virus o bacterias.

Al referirse a las proteinas del suero de queso (lacto suero), no se puede evitar hacer
mencion del glicomacropéptido, también conocido como caseinomacropéptido o
caseinoglicopéptido, que es un glicopéptido presente en el suero que es liberado por la
caseina al agregar el cuajo a la leche durante la fabricacién del queso. Se le han atribuido
numerosos efectos; entre los cuales los mas importantes son los siguientes (Discovery Home

& Healt, 2012):

o3 Efecto en la motilidad gastrointestinal: Se ha hallado que reduce
significativamente la secrecion gastrica, ayudando con esto a la prevenciéon de

diferentes tipos de diarreas.

o3 Efecto sobre la actividad antitrombadtica: Posiblemente uno de los papeles
fisiologicos mas importantes asociados con este péptido es su actividad
antitrombdética, pues evita la formacién de coagulos responsables de la obstruccion

del flujo sanguineo, lo que ocasiona graves riesgos a la salud.

2.5.5. Contaminacion por lacto suero

El lacto suero constituye el principal subproducto de la industria lactea y su alto
contenido de materia organica lo convierte en un importante contaminante si es vertido
directamente al medio acuatico o al terreno. Igualmente, cuando es vertido a la red de
saneamiento puede saturar las estaciones de depuracién de aguas residuales. Su gestiéon
como residuo es muy dificil y costoso por el alto volumen de agua que contiene y por el alto
costo de tratamiento que requiere, ademas, supone una pérdida de materia prima de alto

valor nutritivo ya que contiene proteinas, lactosa, vitaminas, etc. (Pozo, 2013)

La descomposicion del lacto suero en los rios ha de acarrear fuertes consecuencias
para la fauna fluvial: Su rigueza en azlcares, proteina y sales minerales, hacen que este
producto sea el principal responsable de la polucion (contaminacién del medio ambiente)

causada por el sector lacteo.
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La contaminacién organica de las corrientes fluviales depende de la cantidad de
materia organica que se vierta en el rio y del volumen de agua limpia que existe para su
dilucion. La incorporacion de lacto suero a las corrientes fluviales, y siempre de acuerdo
con el caudal de sus aguas, produce un enriguecimiento de materia organica, que en
pequefias concentraciones estimulan la produccion primaria de peces, bacteria, algas,
crustaceos, etc., pero cuando la contaminacion es avanzada por una gran concentracion
de materia organica, el consumo de oxigeno aumenta, existe un excesivo crecimiento de
seres microscopicos con una demanda enorme de oxigeno en concentraciones mayores

gue la que es capaz de disolverse en el agua. (Lain, 2000)

Si a pesar de la agitacion de la corriente fluvial, hay deficiencias o carencias de
oxigeno, el resultado es que los organismos aerdbicos, tanto de plantas como de animales,
no pueden vivir muriendo por asfixia, desarrollandose una poblacion anaerobia, en un agua
turbia, maloliente, con formacion de gases, depositdndose lodos, con abundante materia

muerta en descomposicion al agotarse el oxigeno disuelto.

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. La continua descarga de este
subproducto en la tierra afecta fisica y quimicamente la estructura del suelo, lo anterior
resulta en una disminucion en el rendimiento de cultivos agricolas por las variaciones de
pH y provocando serios problemas de contaminacién de agua subterranea en las

deposicion. (Rodriguez, 2012)
2.6. LACTOSA

La lactosa es un disacarido formado por la unién de una molécula de glucosa y otra
de galactosa (Diaz de la Vega., 2007). Especificamente intervienen una B-galactopiranosa y
una B-glucopiranosa unida por los carbonos 1 y 4 respectivamente (Figura 2.6). Ademas es
el Unico glucido libre que existe en cantidades importantes en todas las leches. De los
componentes de la leche es el mas abundante (40% de los so6lidos de la leche de vaca), el

de estructura quimica mas simple y el mas constante en proporcion.
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La lactosa, 4-O-(f-D-galactopiranosil-(1—4)-« -D-glucopiranosa) de férmula
condensada C,,H,,0,;, con una masa molecular de 342 g/mol. Desde el punto de vista

quimico, la lactosa es un gltcido reductor perteneciente al grupo de los diholésidos (nombre

genérico de los carbohidratos que resultan de la unién de dos osas), dando por hidrélisis

glucosa y galactosa.

La lactosa se encuentra en la leche en dos formas quimicas isomeras: « y £, ellas

se diferencian entre si por la posicion del grupo OH ™, por el desigual giro del rayo polarizado

y por su diferente solubilidad en el agua.

Figura 2.6. Formula estructural de la lactosa

Lactosa
(B-p-Galactopiranosil-(1— 4)-a-pD-glucopiranosa)
Fuente: (Académica, 2014)

La lactosa no es tan dulce como otros azlicares como: sacarosa, glucosa y fructuosa.
A concentraciones mayores es relativamente mas dulce. Asi por ejemplo, soluciones de
sacarosa de 1, 5, 10 y 20 % tienen el mismo poder edulcorante que soluciones de lactosa
del 3,5 %, 15 %, 30 %y 33 %.

Es el componente de la leche mas débil frente a la accion microbiana. La leche es
facilmente presa de bacterias de diversos tipos, que transforman la lactosa en acido lactico
y en otros acidos alifaticos; transformacion a veces nociva y frecuentemente muy util. Los
microorganismos transforman la lactosa en acido lactico, de este modo provocan la

fermentaciéon lactica, que trae como consecuencia la coagulacion de la leche.

Puede sufrir también la fermentacion alcohdlica cuando es atacada por levaduras
gue producen una enzima que hidroliza este azucar en glucosa y galactosa (Diaz de la Vega.,

2007).
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2.6.1. Hidrolisis acida de la lactosa

La hidrdlisis &cida es un proceso en el que un acido proético se utiliza para catalizar
la escision de un enlace quimico a través de una reaccion de sustitucion nucledfila, con la

adicion de agua.

La hidrdlisis de la lactosa es bastante dificil; es un azlcar que presenta una cierta
estabilidad frente a los agentes quimicos. Se precisa la accion de los acidos en caliente

para desdoblarla.

Figura 2.7. Molécula de lactosa, descompuesta mediante la hidrolisis en f-D-
glucosa (2) y p-D-galactosa (1)

CH-OH
o, OH
CH-OH OH CH-OH
OH o_ <o o OH
oOH OoH oH
\ HO
OH - HO oH
CH-OH 2
OH o. OH
oH
OH

Fuente: (Yikrazuul, 2014)

2.7. SACCHAROMYCES CEREVISIAE

La Saccharomyces cerevisiae es una especie Figura 2.8.  Saccharomyces
cerevisiae. Vista microscoépica

de levadura que pertenece al reino Fungi, del orden con lente x 40

Saccharomycetales y género Saccharomyces
(Caceres J.,, 2002). Es un hongo unicelular
perteneciente a los Ascomicetos, las diferentes
morfologias en que se puede encontrar son évalos,

esféricos o cilindricas; el ciclo de vida de las

levaduras alterna dos formas, una haploide y otra

diploide. o , B
Fuente: P4gina de la Sociedad Espafiola

., de Microbiologia. (Extraido el 16 de
También estas levaduras se conocen coOmo gctubre de 2014 desde
http://fresno.pntic.mec.es/msap0005/1
eso/T09-virus-bacteria-otros/Tema_9.
htm)

un sistema eucariota, con una complejidad soélo

ligeramente superior a la de la bacteria pero que
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comparte con ella muchas de sus ventajas técnicas. Ademas de su rapido crecimiento, la
dispersion de las células, la facilidad con que se replican cultivos y aislan mutantes, destaca
por un sencillo y versatil sistema de transformacion de ADN. Por otro lado, la ausencia de

patogenicidad permite su manipulacion con las minimas precauciones.

Las utilidades industriales més importantes de esta levadura son la produccion de
cerveza, pan y vino, gracias a su capacidad de generar dioxido de carbono y etanol durante
el proceso de fermentacion. Basicamente este proceso se lleva a cabo cuando esta
levadura se encuentra en un medio muy rico en azlcares (como la D-glucosa e incluso bajo
ciertas condiciones galactosa). En condiciones de escasez de nutrientes, la levadura utiliza
otras rutas metabdlicas que le permiten obtener un mayor rendimiento energético, y por

tanto no realiza la fermentacion.

2.7.1. Nutricion de Saccharomyces cerevisiae
a. Requerimientos de macroelementos

o3 Requerimientos de Carbono: Los azlcares son la principal fuente de carbono y
energia donde la levadura es capaz de fermentar la sacarosa (glucosa y fructosa),
galactosa, manosa y en general hexosas. Por el contrario, no fermenta la maltosa,

lactosa y pentosas.

o3 Requerimientos de Nitrégeno: Este elemento constituye el 10 % de la materia
seca. Las principales fuentes son las sales de amonio inorganicas, el acetato de
amonio, carbonato, bicarbonato, lactato, sulfato y tartrato de amonio. Los
aminoacidos necesarios para un 6ptimo crecimiento son la anilina, arginina,
asparagina, acido aspartico, acido glutamico, leucina y valina. Aquellos
aminoacidos para un crecimiento moderado son la isoleucina, metionina,

fenilalanina, serina y triptofano.

o3 Requerimientos de Fosforo: El dihidrogeno fosfato de potasio suministra las

necesidades de fosforo en la levadura a partir del anion monovalente H,PO, .

o3 Requerimientos de Azufre: En cuanto a estas necesidades, el sulfato de amonio,

el sulfito y el tiosulfito suple dichos requerimientos.
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b. Requerimientos de microelementos

Se encuentran el potasio, magnesio, calcio, zinc, manganeso y el cloro. Ademas de
los mencionados anteriormente también se incluyen el cobalto, boro, cadmio, cromo, cobre,

yodo, molibdeno, niquel y vanadio como microelementos.

c. Inhibidores de crecimiento

Entre los elementos inhibidores se tienen la plata, arsénico, bario, litio, niquel, osmio,

plomo, selenio y telurio.

2.7.2. Factores y condiciones de crecimiento

Entre los principales factores para el desarrollo de la levadura se tienen:

a. Vitaminas: Biotina, tiamina, piridoxina, acido p-amino benzoico, niacina, &acido
folico, riboflavina.

b. Inositol: Esta sustancia es esencial para la division celular.

c. pH: El pH debe estar entre 5,8 y 6,3.

d. Temperatura: Entre 0 °C y 40 °C con un valor 6ptimo entre los 28 °C y 35 °C.

e. Actividad de Agua: Debe ser mayor a 0,6.
2.8. FERMENTACION ALCOHOLICA

Es un proceso anaerdbico que genera etanol, desprende grandes cantidades de
dioxido de carbono (CO,) y energia para el metabolismo de las bacterias anaerdbicas y

levaduras (wWard, O.P., 1991).

La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico de fermentacion en plena
ausencia de aire, originado por la actividad de algunos microorganismos que procesan los

hidratos de carbono para obtener como productos finales: un alcohol en forma de etanol (

CH, -CH, —OH), di6xido de carbono (CO,) en forma de gas y unas moléculas de ATP que

consumen los propios microorganismos en su metabolismo celular energético anaerdbico.

La reaccion general es la siguiente:

C¢H,,0, >2 CH,CH,OH +2 CO, + ATP
Glucosa — 2 Etanol + 2 Dioxido de carbono + Adenosin Trifosfato
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La fermentacién alcohdlica tiene como finalidad biolégica proporcionar energia
anaerobica a los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno a partir

de la glucosa. En el proceso las levaduras obtienen energia disociando las moléculas de

glucosa y generan como desechos alcohol y di6éxido de carbono CO, .
2.8.1. Bioguimica de la reaccion de fermentacion

La glucdlisis es la primera etapa de la fermentacion, por lo que necesita de enzimas
para su completo funcionamiento. A pesar de la complejidad de los procesos bioquimicos
una forma esquematica de la reaccion quimica de la fermentacién alcohdlica puede
describirse como una glucdlisis de tal forma que puede verse como participa inicialmente

una molécula de hexosa (Lehninger, 2004):

C,H,0,+2 Pi+2 ADP—2 CH,—-CH,—-OH+2 CO,+2 ATP+255 Kcal

Diagrama 2.1. Mecanismo de reaccion para la produccion de etanol a partir de
glucosa (Glucdlisis)

— GLUCOLISIS
_g 2(ADP) + 2@ 2(ATP) 2HO_ O
H—C—-OH C
i
HO—C—H = > C=0
1
H—C—OH CHy,
H—C—OH Acido piravico
CH_OH
Glucosa  ,NaD ) 2 (NADH,)

2H FERMENTACION O B

I 7
H-C—OH ALCOHOLICA p / y 2H_o

CH3 / 7~ : 1
Etanol \_// CH,

Fuente: (Ortiz, 2014).

Como es de todo conocimiento la fermentacién alcohdlica es una reaccion
exotérmica, se libera una cierta cantidad de energia. Un calculo realizado sobre la reaccion
guimica que se muestra en el diagrama 2.1 el etanol resultante es de 51 % del peso, los
rendimientos obtenidos en la industria alcanzan el 28 %. De igual forma la presencia de

fosfatos, es importante para la evolucion del proceso de fermentacién.
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La presencia de azucares asimilables superiores a una concentracion de los 0,16 g/L
produce invariablemente la formacion de alcohol etilico en proceso de crecimiento de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) incluso en presencia de exceso de oxigeno
(aerdbico), este efecto es tenido en cuenta a la hora de estudiar y tratar de modificar la

produccion de etanol durante la fermentacion.

Si bien el proceso completo descrito simplificado anteriormente explica los productos
resultantes de la fermentacion etilica de una hexosa, cabe destacar que el proceso se
puede detallar en una glucdlisis previa gobernada por un conjunto de enzimas en la que se
obtiene 2 moles de piruvato tal y como se describe a continuacién (Audesirk & Audesirk, 2003):

La reaccion quimica se describe como la reduccibn de dos moléculas de
Nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) a NADH (forma reducida del NAD*) con un
balance final de dos moléculas de ADP que finalmente por la reaccion general mostrada
anteriormente se convierten en ATP (adenosin trifosfato). Otros compuestos trazados en
menores proporciones que se encuentran presentes tras la fermentacion son: el acido

succinico, el glicerol, el acido fumarico.

En mas detalle durante la fermentacién etilica en el interior de las levaduras, la via
de la glucdlisis es idéntica a la producida en el eritrocito (con la excepcion del piruvato que
se convierte finalmente en etanol). En primer lugar el piruvato se descarboxila mediante la

accion de la piruvato descarboxilasa para dar como producto final acetaldehido liberando
por ello diéxido de carbono (CO,) a partir de iones del hidronios (H") y electrones del

NADH.

Tras esta operacion el NADH sintetizado en la reaccion bioquimica catalizada por el
GADHP (Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa) se vuelve a oxidar por el alcohol
deshidrogenasa, regenerando NAD™ para la continuacién de la glucdlisis y sintetizando al
mismo tiempo etanol. Se debe considerar que el etanol va aumentando de concentracion
durante el proceso de fermentacién y debido a que es un compuesto toxico, cuando su
concentracion alcanza aproximadamente un 12 % de volumen las levaduras tienden a
morir. Esta es una de las razones fundamentales por las que las bebidas alcohdlicas (no

destiladas) no alcanzan valores superiores a los 20 % de concentracion de etanol.
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2.8.2. Limitaciones del proceso de fermentacion

La determinacion de los factores que limitan la glucdélisis fermentativa son complejos,
debido a la interrelacion existente y a la naturaleza de los parametros intervinientes durante
el proceso de fermentacion. En las limitaciones que surgen durante el proceso se pueden

enumerar algunos de los mas importantes como son (Riegel & Kent, 2003):

a. Concentracion de etanol resultante: Una de las principales limitaciones del
proceso, es la resistencia de las levaduras a las concentraciones de etanol que se
llegan a producir durante la fermentacion, algunos microorganismos como el
Saccharomyces cerevisiae pueden llegar a soportar hasta el 20 % de concentracion

en volumen.

b. Acidez del substrato: El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacion
ya que las levaduras se encuentran afectadas claramente por el ambiente, bien sea

alcalino o acido.

Por regla general el funcionamiento de las levaduras esta en un rango de pH que
va aproximadamente desde 3,5 a 5,5. Se debe procurar mantener los niveles
optimos de acidez durante la fermentacion usualmente mediante el empleo de
disoluciones tampon. Los acidos de algunas frutas (acido tartarico, malico) limitan

a veces este proceso.

c. Concentracion de azucares: La concentracion excesiva de carbohidratos en
forma de monosacéridos y disacaridos puede frenar la actividad bacteriana. De la
misma forma la baja concentracion puede frenar el proceso. Las concentraciones
limite dependen del tipo de azucar asi como de la levadura responsable de la

fermentacion.

d. Contacto con el aire: Una intervencion de oxigeno (por minima que sea) en el
proceso lo detiene por completo (es el denominado Efecto Pasteur). Esta es la

razon por la que los recipientes fermentadores se cierren herméticamente.
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e. Latemperatura: El proceso de fermentacion es exotérmico, y las levaduras tienen
un régimen de funcionamiento en unos rangos de temperatura 6ptimos, se debe

entender ademas que las levaduras son seres mesofilos.

Si se expone cualquier levadura a una temperatura cercana o superior a 55 °C por
un tiempo de 5 minutos se produce su muerte. La mayoria cumple su mision a

temperaturas de 30 °C.

f. Ritmo de crecimiento de las cepas: Durante la fermentacion las cepas crecen en
namero debido a las condiciones favorables que se presentan en el medio, esto

hace que se incremente la concentracién de levaduras.
2.8.3. Etapas en el proceso de fermentacion y obtencién de etanol

El proceso de produccion de etanol estd compuesto por las siguientes etapas o fase
(Limpias, 2014):

a. Clarificacion

El objetivo de esta etapa es disminuirle a la materia prima el contenido de azucar
para una buena incubacion de la levadura; esta preparacion consiste en clarificarlos
convenientemente, acidularlos y afiadirles los nutrientes necesarios para la levadura. Todo
ello depende de las condiciones y caracteristicas de la materia prima que se utilice, ya que
como se menciono en el punto 2.8.2 las propiedades de estas dependen el crecimiento

adecuado de la levadura.

b. Esterilizacién

Se realiza esta etapa con el fin de evitar en la levadura cualquier infeccion por causa
de microorganismos que estén presentes en la materia prima y que al contrario de ser
necesarios para la fermentacién, son perjudiciales para la misma. La esterilizacion se opera
a temperaturas cercanas a los 107 °C, aunque la temperatura estara en dependencia de la

materia prima que se emplea para la fermentacion.
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c. Fermentacién

La fermentacion puede llevarse a cabo mediante procesos discontinuos, alimentados
a intervalos o continuos. Los cultivos discontinuos pueden considerarse como un sistema
cerrado, excepto para la aireacion, que contiene una cantidad limitada del medio. Los
sistemas de cultivos discontinuos alimentados a intervalos o continuos, se utilizan en la
mayoria de los procesos de fermentacion industrial y estan particularmente adaptados a los
procesos de fermentacion en los que el producto se forma mayoritariamente después de la

fase de crecimiento exponencial.

La principal desventaja de la fermentacion discontinua cuando se utiliza para la
produccién de productos asociados al crecimiento, es que la formacion eficiente de

producto tiene lugar unicamente durante una fraccion del ciclo de fermentacion.

Los sistemas continuos con volimenes de salida de producto elevados pueden ser,
en consecuencia, mucho mas eficaces en determinadas aplicaciones en términos de
productividad del fermentador. Las fermentaciones continuas pueden considerarse como
un sistema abierto en el que el medio se va afiadiendo continuamente al bioreactor y se va

eliminando simultaneamente igual volumen de medio fermentado.

El proceso fermentativo, es el resultado de una serie de reacciones parciales, las
cuales se realizan a una gran velocidad hasta tal punto que el reconocimiento de los
productos intermedios en presencia de la célula viva es muy dificil y en algunos casos
imposibles. De ahi el gran obstaculo que se tiene para formular un mecanismo de la

reaccion.

d. Destilacion

La destilacion es la operacion mediante la cual se separan los componentes de una
mezcla de varios liquidos; los liquidos se separan suministrando calor a la mezcla, llegando
al instante en que la temperatura alcanzada es la temperatura de ebullicion del componente
mas volatil; las moléculas de este se escapan de la mezcla liquida pasando a un estado de

vapor y mediante la refrigeracion posterior son condensados.
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Diagrama 2.2. Diagrama de bloque general para el proceso de fermentacion

Opcional

Biomasa —™

Cortado .
Agua — » mezclado Trats:::rl;inln Fermentacion
Productos ajuste pH P
quimicos
Levadura
Carbonilos «
Etanol
Destilacion Destilacion Separacion
de alcohol de jugo de levadura
Levadura

—» Residuo ™ en exceso

Fuente: (eBIO, 2014).
2.9. CROMATOGRAFIA DE GAS (CG)

La cromatografia de gases es una técnica muy utilizada para separar los diferentes
compuestos volatiles de una muestra. La fase movil es un gas inerte, (nitrégeno o helio)

gue transporta la muestra volatilizada en el inyector a través de la columna cromatogréfica.

La fase estacionaria generalmente esta constituida por una columna de metil
polisiloxano, o derivados de éste. Los diferentes compuestos se separan en funcion de su
grado de volatilidad (punto de ebullicion, peso molecular) y su afinidad por la fase

estacionaria.

La cromatografia de gases tiene la ventaja de disponer de detectores mucho mas
universales (por ejemplo, el de ionizacion de llama). Ademas, para numerosas aplicaciones,
los métodos son mas simples, mas rapidos y mas sensibles que los correspondientes a la

cromatografia liquida de alta resolucion.

Sin embargo, en cromatografia de gases, la influencia de la temperatura sobre la
distribucion del equilibrio es considerable, a diferencia de la cromatografia liquida. Por ello,

la cromatografia de gases presenta limitaciones en tres casos:

a. Compuestos poco volatiles, generalmente los de peso molecular superior a 300

u.m.a.
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b. Compuestos sensibles a una elevacion de la temperatura incluso moderada
(determinados compuestos de interés bioldgico).

c. Compuestos que se encuentran en forma ionica (puesto que son en general poco

volatiles).

Por esta razon, la cromatografia de gases se emplea cuando los componentes de la
mezcla problema son volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de
hasta 350-400 °C. A menudo la cromatografia de gases se emplea para confirmar de la

presencia o ausencia de un compuesto en una muestra determinada.

2.9.1. Cromatografia de Gas con Detector de lonizacién de Llama (CG-FID)

La cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama o GC-FID es una
técnica analitica muy comun cuyo uso esta muy extendido en los mercados petroquimicos,
farmacéuticos y de gas natural. Un detector de ionizacion de llama suele utilizar una llama
de aire o hidrégeno por la cual se pasa la muestra para oxidar las moléculas orgénicas y
gue produce particulas con carga eléctrica (iones). Los iones se recogen y se produce una

sefal eléctrica, que se mide a continuacion.

Como es habitual también en otras técnicas de cromatografia de gases, se necesita
un gas portador con pocas impurezas de agua y oxigeno, ya que el agua y el oxigeno
pueden interactuar con la fase estacionaria y provocar problemas significativos, como un
elevado ruido de linea base y purga de la columna en el cromatograma de gases de salida,
lo que reduciria la sensibilidad del analizador y la vida util de la columna.

El detector de ionizacion de llama es ademas extremadamente sensible a las
impurezas de hidrocarburo del suministro de hidrogeno y aire de la llama. Estas impurezas

pueden aumentar el ruido de linea base y reducir la sensibilidad del detector.
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Efectuando hidrélisis acida al lacto suero y después fermentando en

sinergia con Saccharomyces cerevisiae se obtiene etanol a escala piloto.
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4.1. Descripcion del ambito de estudio y tecnolégico

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Departamento
de Quimica, Facultad de Ciencias e Ingenieria de la Universidad Nacional Autbnoma de
Nicaragua, Managua (UNAN-Managua); Julio 2014- Agosto 2015.

En cuanto al area tecnolégica el estudio se ubica en Biotecnologia Industrial, ya que
la principal materia prima es un residuo procedente de la industria lactea, utilizado en

conjunto a microorganismos biolégicos para obtener etanol a escala piloto.

4.2.Tipo de estudio

De acuerdo a las caracteristicas del estudio es descriptivo (Piura, 2006), puesto que se
seleccion6 una serie de conceptos o variables y se mide cada una de ellas

independientemente de las otras, con el fin, precisamente, de describirlas.

Si los valores de una variable aumentan en tanto que disminuyen los de la otra, se
considera un estudio de correlacion negativa, por lo tanto a mayor consumo de lactosa por
las levaduras (reduccién de la misma) aumenta el contenido de etanol producido; esto
qguiere decir que el estudio cumple con este concepto y es un estudio de correlacién

negativa. (Hernandez, Férnandez, & Baptista, 1991)

Con respecto a la aplicabilidad que se da a los resultados indica un tipo de
investigacion aplicada y basado en el nivel de profundidad del conocimiento y su orientacion

en el tiempo puede considerarse como un estudio longitudinal de caracter explicativo. (Piura,
2006)

4.3. Poblacion y muestra
4.3.1. Poblacion:

Una poblacion es el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones (Hernandez, Férnandez, & Baptista, 1991), por lo tanto el universo en estudio es
el lacto suero generado como residuo durante la elaboracién de queso por las cooperativa

lacteas distribuidas en todo el pais.
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Por consiguiente se ha escogido como poblacién el lacto suero generado en la

produccién de Queso Moralique en la cooperativa lactea Masiguito.

4.3.2. Muestra:

La muestra seleccionada es no probabilistica intencional (Hernandez, Férnandez, &
Baptista, 1991), puesto que las muestras no probabilisticas es la eleccion de los elementos,
no dependiente de la probabilidad, sino de causas relacionadas con el investigador o del
gue hace la muestra. En base a lo mencionado el lacto suero que se utilizé para producir

etanol es el de origen dulce por su mayor contenido de lactosa.

El lacto suero se obtuvo de la Cooperativa de Servicio y Crédito para la Produccién

Agropecuaria Masiguito R.L.

Figura 4.1. Cooperativa de Servicio y Crédito para la Produccion Agropecuaria Masiguito
R.L, este negocio se ubica en el municipio de Camoapa, Departamento de Boaco, a 120 km

de Managua.

DEPARTAMENTO DE BOACO

Fuente: Propia.

El suero es desechado en una pila de oxidacién que la empresa dispone, al ser un
unico desecho diario, la muestra se tomo directamente de las tinas de desuerado (un total
de cinco tinas diferentes, un litro por cada tina). La muestra de cada tina de desuerado se
extrajo con una pala plastica de mano (polipropileno) y se almacené en bolsas de polietileno
de alta densidad (Plyflex) preservandolas a una temperatura de 6 °C. Hasta el momento de

la realizacion de los andlisis fisico-quimicos en la Cooperativa lactea (Anexo 2).
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4.3.2.1. Criterios de inclusion:

Los criterios de inclusién considerados para la delimitacion poblacional son los

siguientes:

a. Lacto suero de origen bovino.
b. Lacto suero generado en un proceso de coagulacién enzimatico.
c. Lacto suero obtenido a partir de la produccion de queso Moralique.

4.3.2.2. Criterios de exclusion:

Los criterios de exclusion considerados para la delimitacién poblacional son los

siguientes:

a. Lacto suero diferente al de origen bovino.
b. Lacto suero generado en un proceso de coagulacion acida.
c. Lacto suero obtenido a partir de la produccion de crema, quesillo u otro derivado

lacteo.
4.4. Variables y operacionalizacién
Las variables de estudio en este trabajo se han clasificado de la siguiente forma:

4.4.1. Variables independientes

a. Porcentaje de lactosa contenido en el lacto suero dulce.

b. pH del lacto suero dulce.

4.4.2. Variables dependientes

a. Cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae.

b. Cantidad de etanol obtenido durante el proceso fermentativo.

c. Concentracion de etanol.
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4.4.3. Operacionalizacion de las variables

Variable

Indicador

Unidad de medida

Independiente

Porcentaje de lactosa
contenido en el lacto
suero dulce

pH del lacto suero
dulce

Dependiente
Cantidad de levadura
Saccharomyces
cerevisiae

Cantidad de etanol
obtenido durante el
proceso fermentativo

Concentracion de
etanol

Concepto

Masa de lactosa presente en 100 mL
de lacto suero dulce.

Concentracion de iones hidronio (H*)
en el lacto suero dulce.

Microrganismo capas de sintetizar
etanol bajo condiciones anaerdébicas.

Alcohol producido por el catabolismo
de la glucosa y galactosa en presencia
de las levaduras Saccharomyces
cerevisiae.

Porcentaje de alcohol resultante de la
fermentacion.

Porcentaje
masa/volumen

pH

Masa

Volumen de
etanol

Porcentaje
volumen/volumen

58-6,3

6,16 - 6,18

45 - 50

20-70

g de Lactosa

100 mL de Lacto suero dulce

Unidades de pH

Gramos de levadura

Mililitros (mL)

mL de E tanol
100 mL de solucion
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4.5. Material y método

45.1. Materiales para recolectar informacion
Los materiales con los que se contaron son los siguientes:

a. Fichas de articulos cientificos.
b. Fichas de resumen.

c. Fichas de citas textuales.
d. *Técnica de investigacion: Entrevista no estructurada al personal laboral de la

empresa lactea MASIGUITO.

4.5.2. Materiales para procesar la informacion

Los materiales utilizados para procesar el trabajo son los siguientes:

a. Tablas descriptivas.
b. Figuras, diagramas y procesos.

c. Software:
Nombre del software Versién Compafiia
Office Word 2013 15.0.4623.1000 Microsoft Corporation Inc
Office Excel 2013 15.0.4433.1506 Microsoft Corporation Inc.
Office Power Point 2013 15.0.4623.1000 Microsoft Corporation Inc.
Bloc de notas 6.1 Microsoft Corporation Inc.
Paint 6.2.9200.16384 Microsoft Corporation Inc
PROMT Professional 9.0 PROMT Ltd.
Adobe Photoshop CS6 15.0 Adobe Systems Inc.
Adobe Reader XI 11.0.12 Adobe Systems Inc.

Minitab 16 Statistical
16.1.0 Minitab Inc.

Software
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d. Equipos:

@: Diametro

Barnstend electrothermal
Barnstend electrothermal
Barnstend electrothermal
Barnstend electrothermal
Barnstend electrothermal
Electrothermal

Brisk heat

Brisk heat
Brisk heat

Brisk heat
BUNSEN

BUNSEN

BUNSEN

BUNSEN

BUNSEN

COMECTA
Agilent
JADEVER

CRISON INSTRUMENTS, S.A.
Milkanalyser ultrasénico

M242X1
M242X1
M242X1
M242X1
M242X1
HM 2000-HS1

HM 1000-HS1

HM 1000- HS1
HMO0250-HS1

HMO0250-HS1

Dispenfix
7890
SNUG Il

GLP 21
LASO

10872425
10862230
10872449
10872451
10872452
7773-8/4

98864/17

08864/7
102233/10

101974/8
29064

29065

29066

29067

29069

51598
A
1.02
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e. Materiales:

Nombre del material

Balon 100 mL clase A TC 20 °C TOL. + 0.08 N0.5642
Erlenmeyer esmerilado 24/40 TOL. £ 5% No. 5000
Termometros
Termometros
Pizeta wash bottle polyetilene 03-409-22C
Beacker
Beaker No. 7000 TOL. £ 5%

Beaker No. 7000 TOL. £ 5%

Beaker No. 7000 TOL. + 5%

Beaker No. 7000 TOL. + 5%

Probeta TC 20°C TOL.x 10
Probeta TC 20°C No. 3020

Tubos de ensayo 16x125 mm No. catalogo 339-317

Papel filtro No. HB-1 para clarificacién de agua muy
retencivo y moderadamente rapido Categoria No. E-1047

Pipeta TD 20°C No. 7080 1 in 1/20 mL
Pipeta TD 20°C TOL. = 0.04 mL No.7100
Succionador
Frasco winkler 3.3 borosilicato
Soporte de base metalica

Capacidad

100 mL
250 mL
200 °C
120 °C
1000 mL
25 mL
50 mL
100 mL
600 mL
1000 mL
100 mL
1000 mL

10 mL

15cm @

1mL

10 mL
10 mL
100 mL

Marca

PIREX®USA
PIREX®USA

FisherBrand
Simax Czech republic
PIREX®USA
PIREX®USA
PIREX®GERMANY
PIREX®GERMANY
PIREX®ASIM

PIREX
CURTIN MATHESUM
SCIENTIFIC Inc.

CALGON CORPORATION

PIREX®USA
PIREX®USA

Fisher
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Termoémetros de 400 mm, mercurio, 76 mm Im inversién

1498556
Pinza tres dedos

Conector para destilacién 3440
Codo angular 2440 No. 8940-24

Perla de ebullicibn 4 mm No. Catalogo 11-31213 -

Tapon mono horadado
Espétulas dobles 8333J95
Papel aluminio

f. Reactivos:
Reactivo Cantidad

Fosfato de sodio monobasico 500
monohidratado 9
Acido clorhidrico 25L
Agua destilada (Grado 1) 4.40 L
Levadura Sac_c_haromyces 450 g

cerevisiae.

Alcohol etilico 1L

Soluciones Lactodaily 1L
Hidréxido de sodio 500 g

-10 - 400 °C FisherBrand
- Fisher Castalog®
- PIREX®USA
- PIREX®USA
FisherScientific
No. -

Formula quimica

NaH,PO, - H,0
HCl
H,0

CH,—CH, —OH

NaOH

LUBAN INTERNATINAL

Marca

Fisherbrand
Fisherquimical

Fisherbrand

Nevada®

EMPROQUIM
LactoGandolfo

Cddigo cas

1049-21-5

7732-18-5
NC-ISO 3696:
2004

3421
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45.3. Método

El procesamiento del lacto suero comienza desde el muestreo hasta la hidrolisis; se
inoculan las muestran, empieza la fermentacion y luego se extrae etanol para envasarlo. El

método aplicado se divide en las siguientes etapas:

4.5.3.1. Muestreo

La muestra de cada tina de desuerado se extrajo con una pala plastica de mano
(polipropileno) y se almacend en bolsas de polietileno de alta densidad (Plyflex) entre las
9:00 a.m. y 10:00 a.m. rotulandose cada bolsa de la siguiente forma: M1, M2, M3, Ma y Ms,
respectivamente. Se preservaron las muestras a una temperatura de 6 °C hasta el momento

de la realizacion de los analisis fisico-quimicos en la Cooperativa lactea.

Para el traslado de las muestras desde Camoapa hasta Managua se almacenaron
en una hielera (Rubermaid) con suficiente hielo para mantener la temperatura a 6 °C, para

continuar con su tratamiento.

4.5.3.2. Analisis fisico-quimicos

El andlisis fisico-quimico del lacto suero se realiz6 con un analizador de leche
ultrasonico, el equipo es un Lactoscan LA50, los parametros fisico-quimicos analizados con
el respectivo equipo son porcentaje de grasa, solidos no grasos, lactosa, sélidos, proteina,

humedad, densidad, punto de congelacion, pH y conductividad eléctrica.

453.2.1. Optimizacién y limpieza del Lactoscan LA50

El equipo se enciende y automaticamente se estabiliza en un tiempo aproximado de
3 a4 minutos, pita y aparece “Ready to Start” (listo para usarse) en la pantalla del mismo.
En segunda instancia se hicieron tres corridas con agua destilada Grado 1 (NC-ISO 3696:

2004) con el fin de cerciorar que el equipo no presente interferencias o trazas de analisis

previos.
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Ademas para evitar inexactitud durante la medicion entre cada una de las
repeticiones y muestras por contaminacion de analisis previos, el equipo se ajusta a una
limpieza automatica, la cual consiste en hacer pasar una solucion alcalina al 3 %
(Lactodaily, distribuido por LACTOGANDOLFOQO) para eliminar cualquier residuo que pudo
haber quedado en el equipo, esta solucidon se encuentra conectada por mangueras al

equipo (Anexo 3). Por ultimo se realiza un corrido con agua destilada Grado 1 (NC-ISO

3696: 2004).

45.3.2.2. Preparacion de la muestra

La muestra debe estar a una temperatura de 25 °C segun indicaciones del equipo
(Lactoscan LA50), para este paso en un matraz volumétrico de 500 mL se adicioné 100
mL de lacto suero y se mantuvo en refrigeracion durante 5 minutos aproximadamente (este

paso se realiza al haber expuesto las muestras fuera del refrigerador).

Utilizando un termdémetro (-10 °C a 120 °C) se midi6 la temperatura. La muestra no

necesita ningun tratamiento, por lo tanto es colocada directamente.

453.2.3. Lectura de la muestra en Lactoscan LA50

Se adicioné 25 mL de muestra en el portamuestras (graduado de plastico con
capacidad de 30 mL). Se coloco el portamuestra en la tuberia de entrada del analizador, se
presiona el botén OK del equipo y aparece reflejado en la pantalla el menu Milk Selector

(Selector de leche), se escoge la opcion Call-Cow (Call-Vaca).

Instantaneamente el analizador succiona la muestra de lacto suero, pasa por el tubo
neopreno y de silicona hasta el titular de pH, después por el sensor ultrasonico y por ultimo
entra al conducto para la recogida de liquidos residuales (Anexo 4). Durante la medicion de

la muestra la temperatura se muestra en la pantalla.

Una vez finalizada la medicion los resultados se muestran en la pantalla hasta que
se inicia una nueva medicién. Como el analizador esta conectado a una impresora por un

puerto serial RS232, los resultados son impresos automaticamente.
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45.3.2.4. Determinacion de acido lactico por volumetria

Con un dosificador de acidez (bureta y frasco sople) con capacidad de 1 mL se
determind el porcentaje de acidez titulable (acido lactico). En un matraz de 250 mL se
adicion6 100 mL de lacto suero, se endulzo con 10 mL de muestra un Beaker con capacidad
de 50 mL y una pipeta graduada de 10 mL.

Se midié con la pipeta 9 mL de muestra, se desalojo en el Beaker de 50 mL y se
adicionaron 3 gotas de fenolftaleina al 1 %. Se aforé con solucion de NaOH 0,1 N el
dosificador de acidez y se comenz6 a titular la muestra de lacto suero hasta la aparicion

de un color rosa persistente por 30 segundos (Anexo 5).

4.5.3.3. Tratamiento de la muestra

Para el tratamiento de las muestras se ejerci6 la filtracion, se emple6 un montaje de
filtracion simple con embudo, soporte universal, soporte para embudos (madera), Beaker

de 600 mL y papel filtro circular.

Las muestras se adicionaron a los embudos con probetas de 100 mL (una probeta
por muestra); al ser la capacidad de los Beaker de 500 mL en los cuales se depositaba el
lacto suero filtrado, al llegar a su capacidad se trasvas6 cada muestra a Beaker de 1000

mL respectivamente.

La filtracién de las muestras fue simultanea para las cinco muestras (Anexo 6). Los
tiempos de filtracion son los siguientes: M1 = 10 horas; M2 = 11,15 horas; Ms = 10,05 horas;
M4 = 10 horas; Ms = 10,15 horas.

Este método de separacion se aplicé con el fin de separar materia grasa, sélidos no

grasos y otros solidos (como minerales), los cuales desfavorecen el crecimiento de la

Saccharomyces cerevisiae.
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4.5.3.4.Hidrdlisis acida de lactosa

La hidrdlisis se llevd a cabo en dos partes, por lo tanto las muestras se codificaron
de la siguiente forma: M1,1; M1,2; M2,1; M22; M3 1; M32; Ma,1; Ma2; Ms1y Ms2. La hidrolisis de
las muestras M11; M21; Ms1; Ma1; y Msa se realizd simultaneamente, de igual forma la

hidrélisis de las muestras Mz,2; M2,2; M32; Ma2 y Ms 2 (Anexo 7).

Cada muestra se trasvasO a un Beaker Pyrex con capacidad de 600 mL
respectivamente. Para efectuar la hidrélisis en el lacto suero se tom6é como base las
condiciones de hidrélisis para sacarosa, teniendo en cuenta la similitud estructural de los

dos disacaridos (lactosa y sacarosa). Por lo tanto se utilizé la siguiente relacion:
3,0289 g de é&cido
Kg de lactosa

El montaje para la hidrolisis consta de un soporte universal, un termostato eléctrico

con agitador magnético, magnetos, pinza para termémetro, termémetro (-10 °C a 120 °C).

Se introdujo el magneto dentro del Beaker con lacto suero y se activo el termostato.
Cuando la temperatura del lacto suero fue constante a 80 °C se adiciond con una
micropipeta de 1000 pL el volumen de acido clorhidrico al 32 % calculado con la relacion

mencionada anteriormente, en ese instante se activo la agitacion del termostato a 600 rpm.

El tiempo de hidrélisis estimado para cada una de las muestras fue de 74,14 minutos.
Donde los factores temperatura, agitacion y tiempo son las condiciones éptimas para

hidrdlizar lactosa en lacto suero con una conversion de 88,59 % (Rios, 2006).

Transcurrido 30 minutos después de la hidrdlisis (tiempo de enfriamiento) se tomo
una alicuota de 25 mL con una pipeta de 50 mL y se midi6é el pH del lacto suero (con el
objetivo de cerciorar el grado de acidez adecuado al inocular), se utilizé un pH-Meter GLP
21 CRISON INSTRUMENTS (Anexo 8).
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Se trasvas6 cada muestra de lacto suero a su respectiva botella de borosilicato con
capacidad de 3,3 litros codificadas como: Muestra 1, Muestra 2, Muestra 3, Muestra 4 y
Muestra 5. Se tapd cada botella con un corcho nimero 7 monohoradado unido a una

manguera en espera de la adicién del medio de cultivo para la fermentacion.

4.5.3.5. Proceso fermentativo

El lacto suero se prepar6 como sustrato para la accibn de las levaduras
(Saccharomyces cerevisiae); por lo tanto se enriquecié con los siguientes componentes:
como nutrientes se adicion6 con un Beaker de 25 mL la cantidad de 20,4 gramos de fosfato

de sodio monobasico monohidratado (NaH,PO, -H,0) como fuente de fésforo y sodio

(Anexo 9). También los fosfatos actian como agentes catalizadores (Grajales B., 2001).
Ademas como antiséptico y regulador del pH se agreg6 con una pipeta automatica 800 pL

de acido clorhidrico como fuente de iones cloruro.

El proceso fermentativo se divide en adicion de la levadura, propagacion de los

microorganismos y la generacion de etanol.

4535.1. Inoculaciéon de la levadura en el suero lacteo

La presentacion de levadura Saccharomyces cerevisiae es seca e inactiva, por lo tanto se
requiere una preparacion del mismo para lograr su activacion y poder inocular en el medio

gue contiene el sustrato necesario para su crecimiento y reproduccion.

La preparacion consiste en rehidratar la levadura seca en un recipiente antes de su
inoculacién, para esta accion se utilizaron Beakers de 600 mL de capacidad. La cantidad
de levadura a pesar y después preparar esta en dependencia de la cantidad de sustrato,

esta proporcion se calculd con la siguiente relacion (Merchuk, 2003):

"2% en masa de levadura en relacién a la masa de sustrato en el medio de cultivacion"

Esta relacion nos indica que en dependencia de la masa de lactosa (también se toma
en cuenta los azucares libres de glucosa y galactosa) presente en el suero lacteo se

preparara 12 % en masa de levadura. El procedimiento de preparacion fue el siguiente:
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a.

Se lavé con detergente y agua destilada el Beaker. Ademas se esterilizé con
etanol al 70 %, se sec6 con papel toalla y se tapd con papel aluminio. Los Beakers

se codificaron de la siguiente forma: LevM1, LevMz, LevMs, LevM4, LevMs.

Se pesoO en una balanza analitica con sensibilidad de 0,05 g (Jadever) el Beaker
y se adiciond la levadura Saccharomyces cerevisiae hasta llegar al peso
calculado. Se tapé nuevamente con papel aluminio, evitando contaminacion

durante el traslado de cada Beaker con levadura.

En un Beaker de 100 mL se calentdé 100 mL de agua destilada a una temperatura
de 32 °C (temperatura a la cual la levadura Saccharomyces cerevisiae no es

eliminada).

El agua a la temperatura mencionada en el punto anterior se trasvaso a una
probeta de 100 mL y se adiciono lentamente los 100 mL de agua estéril sobre la

levadura Saccharomyces cerevisiae contenida en el Beaker, sin mezclar.

Se homogenizo el contenido del Beaker con una espatula (previamente lavada y
esterilizada con alcohol al 70 %) durante 15 minutos hasta que se consiguié una

especie de pasta o crema densa.

Obtenida la pasta o crema se procedi6 a realizar la oxigenacion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae de tal forma que se agitdé durante media hora.
Trascurrido 14 minutos la crema comenzd a desprender gases y aumentar su

volumen.

Una vez pasado este tiempo se inocula la crema resultante en el fermentador
(botella de borosilicato). Se adiciono utilizando un embudo plastico y haciendo
lavados al Beaker con lacto suero hidrolizado, con el fin de no perder levadura
(Anexo 9).

4535.2. Fermentacion

Cada fermentador se construyé con una botella de borosilicato con capacidad de 3,3

litros, un tapdén de hule nimero 7 monohoradado unido a una manguera la cual el extremo
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de salida se sumergié en un Beaker (capacidad 600 mL) con 500 mL de agua para

completar un sistema anaerdbico (Anexo 10).

Después de la inoculacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae se tapo el
fermentador y se agitdé para liberar el oxigeno que se encontraba dentro del fermentador
(este paso se realiz6 con el fin de acelerar el metabolismo de la levadura Saccharomyces

cerevisiae). El control de la fermentacion se realizé bajo las siguientes condiciones:

a. Temperatura del sistema entre los 30 - 32 °C. Medida con un termometro colocado
en los alrededores de los fermentadores, también se introducia dentro del Beaker
con agua para indicador real de la temperatura del sistema.

b. Agitacibn manual constante durante un tiempo de 15 minutos dos veces al dia (9:00
a.m. y 3:00 p.m.) para cada uno de los cinco fermentadores.

c. Eliminacion de gases (CO,) generados durante la fermentacion.

El proceso fermentativo dur6 7 dias y 7 horas. En las primeras 7 horas no se observo
ninguna actividad (observable de forma macroscépica ante la produccion de CO,, es decir
un burbujeo en el agua contenida en el Beaker donde esta sumergida la salida de la
manguera del fermentador). Se observo liberacion de CO, hasta el control del primer dia a
las 3:00 p.m.; en el transcurso de los dias 2, 3, 4, 5y 6 se observd constante liberacion de

CO, durante la agitacion manual.
4,5.3.5.3. Culminacion de la fermentacion

La fermentacion se dio por culminada el dia 7 al no presenciar liberacién de CO,,
este suceso indica que la levadura Saccharomyces cerevisiae redujo el sustrato y su ciclo
de vida ha terminado, es decir ya no existen levaduras Saccharomyces cerevisiae por las

concentraciones de etanol.

4.5.3.6. Extraccion y purificacion del etanol

Para la extraccion del etanol se utilizo un montaje con mantas calefactoras,
termostato, soporte universal, pinzas tres dedos, aro metalico y Kits de destilacion 14/24
(condensador lineal o sencillo), el alcohol obtenido en la destilacion se almacend en

Erlenmeyers de 250 mL esmerilados, codificados como: 1, 2, 3,4y 5 (Anexo 11).
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La extraccion de etanol se realiz6 en 2 horas por cada muestra, a una temperatura
constante de 78 °C (temperatura de ebullicion del etanol). Los destilados obtenidos se
trasvasaron a unos balones de 500 mL y se adicion6 100 mL de agua destilada a cada

balon.

Los destilados diluidos se sometieron a una segunda destilacion como método de
purificacion. Esta segunda destilacion duré 45 minutos a temperatura constante de 78 °C.
Cada muestra obtenida se adicion6 nuevamente en Erlenmeyers de 250 mL codificados de

la misma forma descrita en el primer parrafo del punto 4.5.3.6.

Con una pipeta graduada de 10 mL se tomé una alicuota de 15 mL por cada muestra
y se adicioné en tubos de ensayo con capacidad de 20 mL, se taparon los tubos con tapones
de hule y codificaron como M1, M2, M3, M4y Ms; estas alicuotas se refrigeraron y se realizo
la cuantificacion de etanol. Cada Erlenmeyer se tapd, envolvié el borde del tapén y boca

del mismo con cinta adhesiva para su preservacion (refrigeracion).

4.5.3.7. Cuantificacion de etanol

La cuantificacion del porcentaje de etanol obtenido se determind con un
Cromatografo de Gas (CG) marca Agilent 7890. Se creé la curva de calibracién del método
con estandares de 20, 40, 60, 80 y 96 % de etanol absoluto grado HPLC, el valor de
correlacién en la curva de calibrado (tipo lineal) es de 0,99901 (Anexo 12). Se realiz6 dos
corridas por cada muestra, el volumen de muestra inyectado fue de 0,2 pL y el tiempo de
retencion promedio para el analito de interés fue de 2,423 minutos.

En primera instancia se filtr6 cada muestra con un econofiltro de nylon (0,45 um de
poro), se cargo el método en el equipo (Method ETANOLPERCENTS.M), se coloco cada
vial, se preparo la jeringa mediante secuencias de lavado previo y posterior a cada corrida
(jeringa de 5 pl, FN 23-26s/42/HP, 5181-1273) y se realizo la inyeccion de la muestra. La
muestra pasa por el inyector (Split/Splitless a 250 °C, con relacion de split 01:10:00) donde

se vaporiza la muestra.

El gas portador es Nitrégeno a 30 mL/s, isotérmico a 40 °C durante 5 minutos y
luego se realiza una rampa de temperatura de 40 a 120 °C lo cual genera una rampa con
un incremento de 20 °C por cada minuto, siendo el tiempo final de cada corrida de 9

minutos.
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Luego la muestra vaporizada pasa por la columna (HP-5 19091J-413 30 m x 0,25

pm, 320 pum), el horno debe funcionar a 40 °C durante 5 min, 40-120 °C a 20 °C/min y 260
°C durante 3 min para separar los componentes de la muestra. Llega al detector FID
(Detector de ionizacion de llama a 320 °C, el gas auxiliar utilizado fue nitrégeno a 30
mL/min) donde cada componente se ioniza para que el detector cuantifique cada sefal y

obtener el cromatograma.
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La organizacion y analisis de los resultados que se presentan se fundamentan en las

variables del estudio.
5.1. Determinacion de parametros fisico-quimicos del lacto suero

El andlisis fisico-quimico del lacto suero se realizé con un analizador de leche
ultrasonico, el equipo es un Lactoscan LA50; excluyendo el porcentaje de &cido lactico el
cual se determiné por volumetria. Se realizaron seis réplicas por cada una de las cinco tinas

de desuerado, los resultados son los siguientes:

Tabla 5.1. Parametros fisico-quimicos de lacto suero en T1

Pardmetros Ri1 R2 Rs R4 Rs Re
Grasa (%) 0,01 0,09 0,01 0,09 0,13 0,13
SNF (So"d?(;)”o grasos)  5g4 593 58 = 593 594 504
Densidad (Kg/m?) 1025,60 1025,85 1025,60 1025,85 1025,88 1025,88
Lactosa (%) 3,28 3,28 3,28 3,28 3,29 3,29
Solidos (%) 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
Proteinas (%) 2,15 2,18 2,15 2,18 2,19 2,19
Cantidad de agua (%) 32,69 31,53 32,69 31,53 31,34 31,34
Temperatura (°C) 26,1 26,1 28 28 28,7 28,7
Punto de(fg‘ge'ac'on 0,350 -0356 -0,350 -0,356 -0,357  -0,357
pH 6,58 6,70 6,58 6,70 5,27 5,27
Conductividad (mS/cm) 7,46 6,90 7,46 6,90 6,64 6,64
Acido lactico (%) 8,5 9 8,5 9 9 9

Tabla 5.2. Parametros fisico-quimicos de lacto suero en T2

Parametros R1 R2 R3 Ra Rs Re
Grasa (%) 0,18 0,18 0,21 0,21 0,23 0,23
SNF (50"0'?(;))”0 grasos) g g7 5,97 5,99 5,99 5,99 5,09
Densidad (Kg/m?3) 1025,97 1025,97 1026,00 1026,00 1026,02 1026,02
Lactosa (%) 3,31 3,31 3,31 3,31 3,32 3,32
Soélidos (%) 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
Proteinas (%) 2,20 2,20 2,21 2,21 2,21 2,21
Cantidad de agua (%) 30,96 30,96 30,76 30,76 30,57 30,57
Temperatura (°C) 28,2 28,2 27,8 27,8 28,0 28,0
Punto de(fg;‘ge'ac'on 0359 -0359 -0,360 -0,360 -0,361  -0,361
pH 6,44 6,44 5,89 5,89 5,89 5,89
Conductividad (mS/cm) 6,36 6,36 6,23 6,23 6,23 6,23
Acido lactico (%) 8,5 8,5 9 9 9 9
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Tabla 5.3. Parametros fisico-quimicos de lacto suero en T3

Parametros R1 R2 R3 Ra Rs Re
Grasa (%) 021 021 021 021 0,23 0,23
NF (sli
SNF (so 'd‘(’oz)”o grasos) 600 600 599 599 599 5,99
Densidad (Kg/m®  1026,06 1026,06 1026,00 1026,00 1026,02 1026,02
Lactosa (%) 332 332 331 331 3,32 3,32
sélidos (%) 049 049 049 049 0,49 0,49
Proteinas (%) 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21 2,21
Cantidad de agua (%) 30,57 30,57 30,76 30,76 30,57 30,57
Temperatura (°C) 28,7 28,7 29,0 29,0 28,0 28,0
Punto de (fg;‘ge'ac'on 0,361 -0361 -0360 -0,360 -0,361 -0,361
pH 490 490 541 541 5,22 5,22
Conductividad (mS/cm) 6,05 605 600 6,00 6,02 6,02
Acido lactico (%) 9 9 9 9 9 9

Tabla 5.4. Parametros fisico-quimicos de lacto suero en T4

Parametros R1 R2 R3 Ra Rs Re
Grasa (%) 023 023 022 0,22 0,25 0,25
SNF (SO"d?;))”O grasos) 503 6,03 6,01 6,01 6,03 6,03
Densidad (Kg/m®  1026,16 1026,16 1026,07 1026,07 1026,15 1026,15
Lactosa (%) 334 334 333 333 3,34 3,34
Selidos (%) 049 049 049 0,49 0,49 0,49
Proteinas (%) 222 222 222 222 2,22 222
Cantidad de agua (%) = 30,19 30,19 30,57 30,57 30,19 30,19
Temperatura (°C) 28,7 28,7 27,8 27,8 27,8 27,8
Punto de (fg;]ge'ac'on 0,363 0363 -0361 0361 -0363 -0,363
pH 593 = 503 @ 492 = 492 4,83 4,83
Conductividad (mS/cm) 5,88 5,88 5,92 5,92 5,88 5,88
Acido lactico (%) 9 9 9 9 9 9
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Tabla 5.5. Parametros fisico-quimicos de lacto suero en Ts

Parametros R1 R2 R3 Ra Rs Rs
Grasa (%) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
SNF(SO“dzz;“’grasos) 603 603 603 603 603 603
Densidad (Kg/m?3) 1026,15 1026,15 1026,13 1026,13 1026,13 1026,13
Lactosa (%) 3,33 3,34 3,33 3,34 3,34 3,34
Sélidos (%) 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
Proteinas (%) 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22 2,22
Cantidad de agua (%) 30,19 30,19 30,19 30,19 30,19 30,19
Temperatura (°C) 27,8 27,8 27,9 27,9 27,9 27,9
Punto de(fg;‘ge'ac'on 0,363 -0,363 -0,363 -0,363 -0,363  -0,363
pH 5,35 5,35 5,07 5,07 5,39 5,39
Conductividad (mS/cm) 5,84 5,84 5,82 5,82 5,78 5,78
Acido lactico (%) 9 9 9 9 9 9
5.1.1. Andlisis del porcentaje de lactosa

Se determind la media y la desviacion estandar de cada uno de los valores del
porcentaje de lactosa con respecto a las cinco tinas evaluadas. Las férmulas utilizadas son

las siguientes:

X = ‘Zln (Ec. 1)
X, = X)
S_\Z(nl—l) (Ec. 2)

Los resultados se presentan en la tabla 5.6:

Tabla 5.6. Calculo de la media y desviacion estandar del porcentaje de lactosa en
cada unade las tinas de desuerado

N° Tina R1 R2 Rs Ra Rs Re X S
1 3,28 3,28 | 3,28 | 3,28 3,29 | 3,29 3,2800 0,00516398
2 331 331 331 331 3,32 | 332 3,3133 0,00516398
3 332 3,32 331 331 3,32 | 3,32 3,3200 0,00516398
4 334 3,34 | 3,33 333 3,34 | 3,34 3,3467 0,00516398
5 333 3,34 | 3,33 3,34 3,34 3,34 3,3400 0,00516398
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El valor de la media para el porcentaje de lactosa en cada tina de desuerado se
encuentra en un rango cercano, con una diferencia entre el valor madximo y minimo para
cada réplica de 0,01. La desviacion estandar calculada es de 0,00516398, este valor indica
gue los datos obtenidos en las seis replicas para cada tina de desuerado no se encuentran

dispersos o bien dicho de otra forma la variabilidad es minima.

Por lo tanto desde el punto de vista de los autores, no existe mucha dispersion entre
las repeticiones y se concluye que el promedio del porcentaje en lactosa tiene una
tendencia a variar por debajo o por encima de 0,00516398 por ciento; es decir que no hay

variacion significativa en los datos.

El porcentaje de lactosa tedrico presente en el lacto suero no coincide con el valor
cuantificado; esto se debe a que en las bibliografias (Panesar & Bunko, 2007) Y (Madrid, 1999)
caracterizan la cantidad de lactosa presentes en el lacto suero como carbohidratos totales,

es decir que incluyen los monosacaridos libres presentes en el mismo.

Por otro lado en las tablas de composicién nutricional presentadas por USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) en su base de datos nutricional no
especifica el valor del contenido de lactosa en lacto suero, mas bien especifican cantidad
de azucares el cual su valor coincide con el de carbohidratos totales, donde este valor se
determina por diferencia (Anexo 13). Por tal razén no se contrastan los datos obtenidos en

relacion al porcentaje de lactosa al no tener una referencia teérica especifica.

Con el fin de comprobar la distribucion y comportamiento de los resultados obtenidos
en los andlisis del porcentaje de lactosa entre cada tina (comparacion entre las medias) se
aplicé andlisis de varianza (ANOVA). A partir de los datos presentados en la tabla 5.6 se
establecieron los parametros para comprobar si existe evidencia de diferencia significativa

entre las medias del porcentaje de lactosa en las cinco tinas de desuerado:
Se formuld una hipétesis nula y una alternativa:

[Esta hipétesis se interpreta asi: Las medias de las 5

Ho: p1 = Po=Hs=pa = p5. & .
tinas son iguales.

=TAI menos uno de las tinas de desuerado tiene una
Huipo # P2 = s = Wa =M. =] i distinta del resto.

—
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Se aplicé el analisis de varianza unidireccional con un nivel de confianza del 95 %

utilizando Minitab 16, las férmulas utilizadas son las siguientes:

sc gl MC F

x| K-1 (Ec.6 SSene st/ (Ec. 11
SSentrezn'Z(Xi""Xj (Ec. 3) ( ) S =Vewel (Ec. 9) %22 (Ec. 11)

— 2 . —
SSDemm:Z(waj (Ec.4) K-(-1) (Ec.7) SZZZSSDemmK.(n_l) (Ec. 10)

SSTotal =SS —-SS (EC 5) (K . n)—l (EC 8)

entre Dentro

El resultado de la prueba de analisis de varianza es el siguiente:

ANOVA unidireccional: T1, T2, T3, T4, T5.

Fuente GL sC CM F P
Factor 4 0.0108000 0.0027000 101.25 0.000
Error 25 0.0006667 0.0000267

Total 29 0.0114667

S = 0.005104 R-cuad. 94.19% R-cuad. (ajustado) = 93.26%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —tm———————— o ——————— o ——————— o ——————

T1 6 3.28333 0.00516 (==*--)

T2 6 3.31333 0.00516 (-=*--)

T3 6 3.31667 0.00516 (==*=—-)

T4 6 3.33333 0.00516 (=*--)

T5 6 3.33667 0.00516 (=*=-)
—mm - o Fo———————— o
3.280 3.296 3.312 3.328

Desv.Est. agrupada = 0.00516

Como el Fcarcuado > Fravla (101,25 > 2,76) se rechaza la hipétesis nula y se acepta la
alternativa, concluyendo que existe diferencia significativa en el valor de la media del
porcentaje de lactosa al menos de una tina de desuerado con respecto a las otras cuatro a

un nivel de confianza del 95 %.

Ante esta conclusién el problema radica en saber entre qué tinas se encuentran las
diferencias, para dar respuesta ante esta situacién se aplic6 el método de Tukey; los

resultados en minitab son los siguientes:
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacién
T5 6 3.336667 A
T4 6 3.333333 A
T3 6 3.316667 B
T2 6 3.313333 B
Tl 6 3.283333 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simulténeos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones en parejas

o)

Nivel de confianza individual = 99.29%

Se restd Tl a:

Inferior Centro Superior -———+----——---- Fommm - Fomm Fom————
T2 0.021251 0.030000 0.038749 (==*=-)
T3 0.024584 0.033333 0.042082 (—=*-=-)
T4 0.041251 0.050000 0.058749 (==*=-)
T5 0.044584 0.053333 0.062082 (—=*---)
—— Fmm Fmm Fo————-
-0.025 0.000 0.025 0.050
Se restd T2 a:
Inferior Centro Superior —--—+--——------ Fo——————— Fmm—————— Fm————
T3 -0.005416 0.003333 0.012082 (—=*---)
T4 0.011251 0.020000 0.028749 (-=*--)
T5 0.014584 0.023333 0.032082 (—=*---)
—— et Fomm Fomm Fo————-
-0.025 0.000 0.025 0.050
Se restd T3 a:
Inferior Centro Superior -———+----—---- Fommm - Fomm Fom————
T4 0.007918 0.016667 0.025416 (===*--)
T5 0.011251 0.020000 0.028749 (—=*--)
i Fmm Fmm Fo————-
-0.025 0.000 0.025 0.050
Se restd T4 a:
Inferior Centro Superior -—-—--+--—-----—- to——————— Fm——————— Fm————-
T5 -0.005416 0.003333 0.012082 (-=*---)
i Fom Fom Fo————-
-0.025 0.000 0.025 0.050

En el método de Tukey si la diferencia entre dos promedios es mayor que el
comparador de Tukey, se concluye que los dos promedios no son iguales, en caso contrario
se concluye que si son iguales. Se utiliza el mismo comparador para todos los pares de
promedios que se comparan. Los resultados se indican con letras, por lo tanto las medias

que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Al aplicar el método de Tukey se determiné que la media del porcentaje de lactosa
para la tina 1 es significativamente diferente en comparacion a las cuatro tinas de
desuerado restante. En el caso de las medias correspondientes al porcentaje de lactosa de
la tina 2 y 3 no presentan diferencia significativa, no obstante en comparaciéon a las tres
tinas restantes (1, 4 y 5) si presentan diferencia. Con respecto a las medias del porcentaje
de lactosa de las tinas 4 y 5 son similares, pero significativamente diferente en relacion a

las otras tres tinas de desuerado (1, 2y 3).

En conclusion a Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95 % y Nivel de
confianza individual del 99.29 %, existe diferencia significativa entre las medias del
porcentaje de lactosa entre las tinas indicando que las muestras no provienen de la misma
poblacién. Sin embargo la desviacion estandar y por consiguiente la varianza es igual para
los datos correspondientes al porcentaje de lactosa en cada una de las tinas de desuerado,

por lo tanto las medias son homogéneas.
5.2. Estimacién del volumen de &cido clorhidrico para la hidrélisis acida

En la tabla 5.7 se presentan los datos de conversion en las unidades de la lactosa

(%_)K%j, adecuando los valores para el calculo de acido clorhidrico. La relacion de

conversion es la siguiente:

Se calculé la masa de lactosa promedia a partir del porcentaje de lactosa promedia
calculada para cada tina de desuerado; el volumen utilizado corresponde al tamafio de la

muestra analitica analizada en el Lactoscan:

Miactosa(9)
% m — lactosa X 100 %
/6 VLactosuero(m L) (EC 12)

(96M, )}V ostmneML)]

= mlactosa(mL) = 100 %

(Ec. 13)

La masa calculada con la ecuacién anterior se expresa en unidades de volumen
(mL), por lo tanto se multiplica por la densidad promedia del lacto suero para convertir la

unidad a gramos:
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Se convierten las unidades de gramos a kilogramos, utilizando la siguiente relacion:

mLactosa(g) 1000 mL 1 Kg _ Kg de Lactosa
25mL © 1L 1000 g L de Lacto Suero (FC. 1)

Muestra

0,0336
0,0339
0,0340
0,0342
0,0342

Nota: El valor del porcentaje de lactosa en cada una de las muestras es el valor promedio de los datos
presentados en las tabla 5.6.

Convertidas las unidades de medida del contenido de lactosa en el lacto suero se
procedio a calcular el volumen de &cido clorhidrico con la relacion descrita en el apartado
4.5.3.4. Los resultados se presentan en la tabla 5.8. La relacion queda de la siguiente forma:

3,0289 g de HCIl ~1 Kg de lactosa o 41T (3,0289 g de HCI)(x Kg de lactosa)
x g de HCl ~ x Kg de lactosa =Xxgce . 1 Kg de lactosa (FC. 2)

El volumen de acido clorhidrico se calcul6 utilizando su densidad (1,16 g/mL; al 32

%). La ecuacion es la siguiente:

(Ec. 14)

Por ultimo se convirtieron las unidades de medida, pasando de mL — 4l :

(FC. 3)
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Tabla 5.8. Célculo del volumen de HCI que debe ser utilizado en la hidrdlisis de la
lactosa

Muestra Masa del a&cido clorhidrico (g) Volumen (mL) Volumen (L)
M1 0,1017710 0,0877336 87,7336
M2 0,1026797 0,0885169 88,5169
M3 0,1029826 0,0887781 88,7781
Ma 0,1035883 0,0893002 89,3002
Ms 0,1035883 0,0893002 89,3002

Al haber realizado la hidrdlisis acida en dos partes como se explica en el punto
4.5.3.4, los volumenes de acido clorhidrico se redondearon a su numero entero préximo y
se adicionaron en partes iguales a cada muestra. Por lo tanto en la primera y segunda parte
de la hidrélisis se adicionaron los siguientes volumenes de acido clorhidrico
respectivamente: M1=44 4, M2=44 4, M3=44 4l ,Ma=45 ul yMs=45 4l .

5.2.1. Andlisis de los resultados en la hidroélisis acida

Al haber transcurridos 20 minutos de hidroélisis las muestras presentaron un ligero
cambio de coloracion (amarillo verdoso a un amarillo tenue) y la formacién de dos fases,
una de las cuales era color blanca en el fondo del Beaker. Este fenomeno se debe a la
descomposicion de la lactosa en sus monosacéridos (glucosa y galactosa) ante la accion
del acido clorhidrico. Al terminar la hidrolisis y al disminuir la temperatura de las muestras
hasta condiciones ambientales se observo un precipitado color blanco de 0,1 cm de espesor
(medido con una regla desde el exterior, es decir por la parte lateral del Beaker).

En conclusion teéricamente como indica (Rios, 2006) el rendimiento en la conversion
de lactosa es del 88,59 %, esto nos indica que con respecto al contenido de lactosa de cada
uno de los valores de las medias expuestas en la tabla 5.6 los resultados de la hidrolisis

acida son los siguientes:

. % Lactosa inicial *88,59%
% Lactosa hidrolizado = T (FC. 4)
0
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% Lactosa final =% Lactosa inicial —% Lactosa hidrolizado | (ra. 1)

Tabla 5.9. Porcentaje de lactosa hidrolizado

Muestra % Lactosa inicial % Lactosa hidrolizado % Lactosa final
Mi 3,2800 2,9057 0,3743
M2 3,3133 2,9353 0,3780
M3 3,3200 2,9411 0,3789
Ma 3,3367 2,9560 0,3807
Ms 3,3400 2,9589 0,3811

Por lo tanto existe un 11,41 % de lactosa que no fue hidrolizada en cada una de las

muestra, generando pérdidas de sustrato, por lo que disminuye el contenido de

monosacaridos ante la accion de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Entonces con

respecto al dato presentado en la tabla 5.9 de forma general se puede decir que hay 1,45

% aproximadamente de cada monosacaridos (glucosa y galactosa) en las muestras como

resultado de la hidrélisis acida.

5.3. Medicién de pH en el lacto suero hidrolizado

Hidrolizado el lacto suero se tomaron alicuotas de las muestras como se indica en

el punto 4.5.3.4 y se midi6 el pH de las muestras. Los resultados de la medicion del pH se

presentan en la tabla 5.10.

Tabla 5.10. Valores de pH realizada la hidrdlisis del lacto suero

Muestra

M1
M2
Ms
Ma
Ms

Ri1
5,90
6,11
6,02
5,95
5,95

R2
591
6,12
6,02
5,94
5,96

Rs
5,90
6,12
6,03
5,95
5,96
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5.3.1. Analisis de resultados en las mediciones del pH

Con los datos obtenidos en la medicion del pH de la tabla 5.10 se calcul6 la media y
la desviacion estandar con las ecuacion 1y 2 respectivamente, los resultados se presentan

en la siguiente tabla:

Tabla5.11. Calculo de la mediay desviacion estandar de las mediciones de pH

Muestra X S
M1 5,903 0,006
M2 6,117 0,006
M3 6,023 0,006
Ma 5,947 0,006
Ms 5,957 0,006

El valor de las medias y desviaciones estandar calculadas para cada una de las
muestras indica que los datos para cada muestra de forma independiente no presentan
dispersion considerables (confirma el valor de la desviacion estandar), incluyendo el rango
entre cada una de las réplicas el cual tiene un valor de 0,01. Ademas se cumple el intervalo
establecido en la operacionalizacién de las variables, puesto que todos los resultados se

encuentran dentro del intervalo mencionado.

5.4. Determinacion de la cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae

Para determinar la cantidad de levadura que debe ser pesada para la inoculacion se
tomo6 como base la cantidad de lactosa presente en el lacto suero y los monosacaridos

libres, considerando la suma de ambos como carbohidratos totales.

Para realizar el calculo se utilizé la relacién presentada en el apartado 4.5.3.5.1,

guedando de la siguiente forma:

(masa total de Carbohidratos J12%)
100%

Masa de Levadura= (FC.5)
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Por lo tanto la masa de lactosa (g/L)en cada muestra se suma a la cantidad de

monosacaridos teoricos presentes en el lacto suero (Agriculture, 2011), los resultados se

presentan en la tabla 5.12.

Tabla 5.12. Masa de levadura Saccharomyces cerevisiae para preparar el medio
de cultivo

Masa de lactosa por Masa de Masa total de Masa de
Muestra litro monosacaridos carbohidratos levadura
(%) (%) (%) (9)

M1 33,60 17,8 51,4 6,168
M2 33,98 17,42 51,4 6,168
M3 34,00 17,4 51,4 6,168
Ma 34,20 17,2 51,4 6,168
Ms 34,20 17,2 51,4 6,168

5.4.1. Andlisis de la determinacién de masa en levadura Saccharomyces cerevisiae

Al determinar la masa de levadura Saccharomyces cerevisiae se considero la
referencia de la USDA, pues es recomendable pesar mayor cantidad de levadura por las
pérdidas que se dan al preparar el inoculo (oxigenacion y propagacién) y al trasvasar al
fermentador (inoculacion). Se considera que solamente el 1,45 % de lactosa no es

hidrolizada segun el rendimiento en la conversion de lactosa del 88,59 % de Rios, 2006.

Ademas es necesario considerar que no debe ser la levadura el reactivo limitante
con relacion al sustrato, por lo que es apropiado un de exceso en microorganismo. También
al momento de generarse el alcohol en dependencia del porcentaje al cual se obtenga,
dentro del fermentador los microorganismo (levaduras Saccharomyces cerevisiae) mueren

puesto que el mismo medio se vuelve nocivo para los mismos.

5.5. Volumen y concentracion de etanol obtenido

Los volumenes de etanol obtenidos en la segunda destilacion (purificacion) se
encuentran en la tabla 5.13. Para medir los volimenes se utilizé6 una probeta de 100 mL,
se almaceno en un Erlenmeyer de 250 mL (uno por cada muestra) y refrigerados como

medio de preservacion.
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Tabla 5.13. Volumen de etanol obtenido a partir del lacto suero

Muestra

M1

Volumen (mL)

52
40
50
51
51

La concentracion de etanol obtenida en las muestras se determiné por Cromatografia

de Gas como se indica en el apartado 4.5.3.7. El reporte de la curva de calibracion, los

cromatogramas y tablas de resultados proporcionados por el Laboratorio de Cromatografia

perteneciente al Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Ingenieria Quimica

de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI) se presenta en el anexo 14. De forma

conjunta en latabla5.14 y grafica 5.1 se presenta los datos obtenidos en el andlisis (analitos

y estéandares).

Tabla 5.14. Resultados de cuantificacion de etanol

Nombre
Estandar 1 (20 %)
M2
Estandar 2 (40 %)

Estandar 3 (60 %)
Mi

Estandar 4 (80 %)
Estandar 5 (96 %)

Porcentaje

20,00000
26,51638
40,00000
40,21560
49,99353
50,26672
60,00000
69,30315
80,00000
96,00000

Area
9343,78125
1,16097x10*
1,78468 x10*
1,71438 x10*
2,10939 x104
2,12042 x104
2,56402 x10*
2,88945 x104
3,29616 x104
3,91706 x104

El coeficiente de relacion para la distribucion de los resultados es de 0.999, esto

indica que los datos tienen correlacion lineal, también que presenta precision y confiablidad.
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Grafica 5.1. Concentracidon en porcentaje volumen-volumen de etanol
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Fuente: Elaborada por los autores.
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5.5.1. Rendimiento de los volumenes obtenidos de etanol.

Para determinar si generara un beneficio econémico la produccion de etanol a partir
de lacto suero se calcula el porcentaje de rendimiento en la fermentacion para cada una de

las muestras:

- volumen del etanol
% rendimiento = x 100 (Ec. 15)
volumen del lacto suero

El volumen de etanol corresponde al obtenido después de la segunda destilacion o
purificacion y el volumen del lacto suero al utilizado para la fermentacion. Los célculos del

porcentaje de rendimiento para cada una de las muestras se presentan en la tabla 5.15.

Tabla 5.15. Célculo del porcentaje de rendimiento para la obtencién de etanol

Volumen de etanol Volumen del lacto suero -
Muestra % Rendimiento
mL mL

M1 52 925 5,6216
M2 40 925 4,3243
Ms 50 925 5,4054
Ma 51 925 5,5135
Ms 51 925 5,5135

Desde el punto de vista industrial el rendimiento en un proceso de produccion,
especificamente en los productos obtenidos tiene gran impacto en la rentabilidad
empresarial. Por lo tanto si el rendimiento de un proceso es bajo, a la empresa no le
conviene generar ese determinado producto, puesto que no se remunerara el capital

invertido al no obtener la cantidad de sustancia necesaria para distribuir y generar ingresos.

El porcentaje de rendimiento en los volimenes de etanol obtenido de la fermentacién
son pobres (menor al 40 %). En referencia al volumen de lacto suero fermentado (925 mL)

y la cantidad de etanol producido no cumple con el rendimiento esperado.
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5.5.2. Andlisis de resultados en la concentracién de etanol obtenido

Todo el proceso de produccion de etanol a partir de lacto suero se realizé bajo los
mismas condiciones, al analizar los resultados del porcentaje de etanol obtenido y cada una
de las variables del proceso se encontro la relacion y dependencia no solamente del
sustrato y de la cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae inoculada, sino también
del pH.

En lo que respecta a la cantidad de sustrato todas las muestras fueron controladas
y se ha demostrado con los resultados presentados en sus respectivos apartados. La
cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae no varia pues se inoculo la misma
cantidad en cada muestra. Pero la otra variante es el pH, el cual es primordial ante la

proliferacion de los microorganismos empleados en este proceso.

Tabla 5.16. Comparacion entre la concentracion de etanol y el pH de las muestras

Muestra pH Concentracion de etanol
M1 5,903 69,30315
M2 6,117 26,51638
M3 6,023 40,21560
Ma 5,947 50,26672
Ms 5,957 49,99353

En la tabla 5.16 se encuentran los datos de pH y concentracién de etanol obtenido
para cada muestra. En la grafica 5.2 se observa claramente la dependencia de la

concentracion de etanol ante el pH.

En la muestra 1 el pH es mas acido en relacion a las otras cuatro muestras, del cual
se obtuvo el mayor porcentaje de etanol, seguido de la muestra 4 la cual presenta un pH

no muy diferente al de la muestra 1.

En la muestra 5 se obtuvo etanol con una concentracion por debajo solamente de

0,27 por ciento y la diferencia de pH es de 0,010.

Por ultimo se encuentran la muestra 3 en la cual la concentracion disminuye 9,7797
porciento al aumentar el pH en 0,076 y en la muestra 2 la concentracion disminuye 13,699

porciento al aumentar el pH 0.094.
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Grafica 5.2. Dispersion de la concentracion de etanol en relacion al pH de la muestra
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Fuente: Elaborada por los autores.

Esto indica que a medida que disminuye el grado acido en las muestras aumenta el porcentaje de etanol de forma gradual.
Por lo tanto se puede interpretar que a un pH de 5.8 valor referido al minimo grado de acidez indicado en la operacionalizacion

de las variables, puede obtenerse etanol a una mayor concentracion.

Pdgina | 69



b,

CAPITULO VI
CONCLUSIONES

-«



Uso de lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como materia prima para la produccion de etanol a escala
piloto, en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Departamento de Quimica, UNAN-Managua, Julio 2014-
Agosto 2015.

Teniendo en cuenta que la obtencion de etanol a partir de lacto suero en sinergia con
Saccharomyces cerevisiae realizada en el presente estudio ha alcanzado los objetivos

planteados y en base a los resultados obtenidos se formulan las siguientes conclusiones:

El porcentaje de lactosa en conjunto a los monosacaridos libres (glucosa, galactosa)
y el pH son las propiedades quimicas que permiten el uso de lacto suero como materia

prima para producir etanol.

Al lacto suero por ser uno de los mayores contaminantes generados por la industria
lactea debe darsele utilidad con el fin de evitar la contaminacion ambiental y dar un

aprovechamiento a su contenido proteinico.
El proceso considerado para utilizar el lacto suero en sinergia con Saccharomyces

cerevisiae como materia prima para la produccion de etanol a escala piloto no cumple con

el rendimiento esperado, en relacién al volumen obtenido.

Pdgina | 71



2,

CAPITULO VIl
RECOMENDACIONES

-«



Uso de lacto suero en sinergia con Saccharomyces cerevisiae como materia prima para la produccion de etanol a escala
piloto, en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Departamento de Quimica, UNAN-Managua, Julio 2014-
Agosto 2015.

Cuando se realiza una investigacion se desea que haya una mejora continua de la

misma, por lo tanto recomendamos lo siguiente:

Evaluar el control de las condiciones operacionales en cada uno de los puntos
criticos del proceso con el fin de mejorar el proceso de obtencién de etanol a partir de lacto

suero a escala piloto.

Proponer diferentes aplicaciones que se pueden dar al lacto suero como materia
prima o complemento en procesos ya existente con el fin de tratar este residuo y presentar
ofertas de utilidad proporcionando ingresos econdmicos a las cooperativas o bien a
cualquier empresa que disponga a dar utilidad al lacto suero; erradicando la contaminacion
ambiental que genera al ser desechado en los suelos o rios cercanos a las plantas

procesadoras.
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