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Resumen

El presente trabajo aborda las potencialidades de aplicacién de lactosuero en Biotecnologia. Se
analiza la composicion del suero y su valor nutricional, asi como su impacto ambiental. Ademas de
los usos tradicionales de este coproducto de la fabricacion de queso: uso directo en alimento animal,
como fertilizante y la obtencidon de otros tipos de queso como el pecorino, se ofrecen otras
alternativas posibles como alimento humano en forma de bebidas energizantes, mantequilla de
suero y etanol para bebidas alcohdlicas. El aislamiento de las proteinas presentes en el lactosuero
para su venta en la red de gimnasios como reconstituyente parece una opcién promisoria de
revalorizacién. De igual forma la produccion de proteina microbiana y etanol para bebidas o
combustible sugieren aplicaciones con futuro en la revalorizacién de lactosuero.

Palabras clave: revalorizacion de lactosuero, aplicaciones biotecnolégicas, produccién de etanol,
aislados de proteinas, proteina microbiana.

Abstract

Present paper deals with cheese whey potential for Biotechnology. Whey composition is analyzed
together with its nutritional value and environmental impact. Apart from the traditional uses of this
cheese-making co-product, namely: direct use on animal feeding, fertilizer and other cheese
production as pecorino cheese, other alternatives are offered as human food as energizing
beverages, cheese butter, and ethanol for liquor production. The isolation of soluble proteins
remaining in whey after coagulation for muscle rebuild in gymns net, seems to be a promisory option
for whey upgrading. Likewise microbial protein production and fuel alcohol forecast future
development in whey uses.

Keywords: cheese whey upgradingt, biotechnological usage, ethanol porduction, whey protein
isolate, microbial protein.

Introduccion

El suero de leche es un liqguido amarillo-verdoso que se obtiene como subproducto de la fabricacion
de queso. El color amarillento se lo da la presencia de Riboflavina (De Wit, 2001). El tipo de suero
depende del procesamiento utilizado para eliminar la caseina de la leche. Los tipos mas comunes de
suero son el dulce (sweet whey) y el acido (acid whey).
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El primer paso para obtener el suero dulce es la adiciéon de cuajo (rennet) que es una mezcla de
enzimas, entre éstas, la proteasa quimotripsina. Esta enzima produce la cuajada de la caseina
(desnaturalizacién enzimatica). Los grumos son posteriormente separados del liquido remanente que
es el conocido lactosuero. El proceso de cuajado se produce a pH en el entorno de 6.5 (Panaser et al
2007).

El otro tipo de suero, el acido, se produce por la accién de microorganismos acidofilos tales como los
lactobacillus o por la adicion de acido lactico o acido mineral (sulfurico o clorhidrico generalmente) y
de ahi su pH que es significativamente mas bajo, encontrandose en el entorno de 4.5. El pH 4cido en
general desnaturaliza las proteinas haciéndoles perder sus estructuras superiores, en el caso de la
caseina se destruye la estructura terciaria y pierde la solubilidad (presenta punto isoeléctrico a pH
4.5) que conduce a la aparicién de los grumos. La Fig 1 presenta una vision esquematica de ambos
tipos de tratamiento.

LECHE
Adicion de / \Adicién de
o |
G;rumos deI caseina Suero Caseina acida S/uero
\ l Secad \ /
v
Queso Procesamiento de

Polvo de Caseina

Fig 1 Esquema de tratamientos para la produccién de quesos

El suero representa el 85%-95% del volumen original de la leche y retiene cerca del 55% de los
nutrientes de ésta. Aproximadamente 20% del total de proteinas de la leche es conservada en el
suero (Walsh 2014). El componente mayor del suero es agua, seguido por la lactosa (70%-72% de la
materia seca), proteinas (8%-10% de la MSG) y minerales (cenizas 12%-15%). Calcio, potasio, sodio y
magnesio proporcionan los componentes mayoritarios en forma de sales generalmente en forma de
cloruros y trazas de Zn y Cu (Venetsaneas et al 2009). Los dos tipos de suero difieren en su
composicion en el contenido de proteinas, pH y minerales. En el suero se ha informado la presencia
de acidos citrico y lactico, urea y acido urico y vitaminas del complejo B, pero éstos son componentes
minoritarios. (Kosikowski 1979, Marwaha y Kennedy 1988). Por otra parte la composicién de suero,
como es de esperar, se ve afectada por la procedencia de la leche.

La Tabla 1 muestra la composicién de proteinas de suero.

Tabla 1: Constituyentes mayoritarios de la fraccion proteica del suero

7
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Proteinas % del suero*
a-lactalbumina 20-25
Seroalbumina 5-10
Lactoferrina ~1-2
Glycomacropeptido (péptido de caseina) 10-15
B-lactoglobulina 50-55
Inmunoglobulinas 10

Proteosa peptona 12
Lactoperoxidasa ~0.5

* Depende del tipo de suero

Desnaturalizacidn térmica y dcida de las proteinas de suero

La proteina se desnaturaliza cuando su estructura nativa se deforma debido a la ruptura de algunos
de los enlaces de hidrogeno. Estos enlaces débiles se rompen cuando se aplica mucho calor o cuando
se exponen a la accion de acidos. Al deformarse, parte de la estructura se desarma y algunas
secciones de ésta que se encontraban escondidas se exponen promoviendo la formacidn de enlaces
con otras moléculas de proteinas y la coagulacion (Wijayanti et al 2014).

Las microempresas del sector lacteo en Ecuador fabrican queso principalmente del tipo fresco no
madurado, es decir, el que se debe consumir inmediatamente después de la fabricacidn, utilizando
como materia prima indistintamente la leche cruda o la leche pasteurizada (Mejia-Lépez et al 2017).
Aungue es conocido que la pasteurizacién ayuda a brindar leche y quesos inocuos, todavia existe la
creencia de que la pasteurizacion dafia a la leche y produce menos quesos que la leche sin
pasteurizar.

Estudios realizados en diferentes trabajos demuestran que los tratamientos térmicos provocan la
desnaturalizacion de las proteinas, es decir producen un cambio en su estructura fisica (estructuras
secundaria, terciaria y cuaternaria), pero en general no afectan a la composicién de aminoacidos
(estructura primaria mucho mas estable) y por lo tanto a las propiedades nutricionales de la leche
(Rynne et al 2004).

La pasteurizacién de la leche en las microempresas se realiza en forma discontinua aplicando fuego
directo, o con vapor, a diferentes temperaturas. Las temperaturas mas utilizadas son entre 63 a 65
°C por un tiempo de 30 minutos y de 72°C por 15 a 20 segundos.

La Fig 2 ilustra el proceso de denaturalizacién en general

Proteina en su forma Proteina desnaturalizada
Fig 2 vesnaturalizacion ge proteinas
La Fig 3 por su parte muestra las curvas de desnaturalizacion temperatura-tiempo de [-
lactoglobulinas en leche. Estas proteinas son las mas termolabiles de las presentes en la leche.
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% Denaturation of B-Lactoglobulin in Milk
DANNENBERG, 1986
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Fig 3 Desnaturalizacidon térmica de B-lactoglobulina en leche

Impacto ambiental de suero de leche

El principal problema en el manejo de suero de leche es su disposicion ambiental. Debido a sus
componentes biodegradables la DBO se eleva hasta 40,000-60,000 mg/L. La DQO es aun mayor
50,000-80,000 mg/L (Chatzipaschali y Stamatis 2012). Este elevado potencial contaminante hace
prohibitiva su disposicion ambiental, incluso previo tratamiento de degradacién de la materia
organica. La lactosa, el componente mayoritario, es el principal responsable de éstos valores de DBO
y DQO (Patel y Murthy 2011).

La produccién de suero de leche a escala mundial es casi igual a los volimenes de leche procesada
en la fabricacién de quesos y se estima en el entorno de 190 millones de toneladas por afio (Baldasso
et al 2011). La relacién de queso a suero es 9 L de suero/kg de queso y los volimenes de éste, a nivel
mundial, se incrementan en la misma proporcién que lo hace la leche destinada a fabricar quesos.
La disposicion de suero crudo directamente en los cursos de agua esta prohibida en la mayoria de las
naciones productoras. Un derrame accidental en un cuerpo acuifero en Ohio en 2008 produjo la
muerte de mas de 5400 animales silvestres, en su mayoria peces por el consumo total del oxigeno
disuelto en las aguas, esencial para la vida acuatica. El consumo de oxigeno es debido a su utilizacién
por los microorganismos presentes en el agua para la degradar la lactosa como sustrato.

La aplicacién de suero como agua de riego tiene también enormes peligros por la solubilizacién de
Fe y Mn presentes, lo que tiende a incrementar la salinidad de los suelos (Ghaly et al 2007).

Las tecnologias de tratamiento de aguas residuales tanto aerdbicas como anaerdbicas pueden
ameliorar el impacto ambiental del suero, pero son en su mayoria procesos caros. Los sistemas
antiguos de tratamiento aerdbico presentan serias dificultades al lidiar con estas altas cargas
organicas lo que conduce a la necesidad de diluir estos residuos previamente para adecuarlos a las
capacidades del sistema (incremento significativo de los volumenes a manejar) y por tanto, altos
tiempos de retencidn para ser eficientes en la reduccion de la carga organica hasta limites manejables
por los acuiferos receptores (Rivas et al 2010). Por otra parte los lodos (biomasa microbiana)
producidos también conforman un serio problema para su disposicién (Prazeres et al 2012). Los
sistemas anaerdébicos tienen la ventaja de poder manejar altas cargas organicas y producir biogas que
puede ser empleado como combustible alternativo en cocinas y plantas de generacidn eléctrica
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(Chatzipaschali y Stamatis, 2012). No obstante, no son aplicables en todo tipo de latitudes ademas
de ser de dificil mantenimiento.

Valor nutricional del suero

Es conocida la excelente calidad nutricional y las propiedades funcionales de los sélidos del suero, en
especial de las proteinas (Macwan et al 2016). Su valor nutricional solo es superado por las proteinas
del huevo. En general, el valor biolégico (BV), la razén de eficiencia proteica (PER) y la utilizacion neta
de proteinas (NPU) de las proteinas de huevo y suero son 104 y 100, 3.6 y 3.8 y 92 y 94
respectivamente. El suero es rico también en aminodacidos esenciales, i.e. lisina, metionina y cisteina
(Smithers 2008).

Usos tradicionales de suero de leche

La utilizacion mas extendida es su empleo directo en la alimentacién animal (cerdos, ovejas y ganado
vacuno), o como fertilizante (Watson et al 1977). Como alimento animal, usualmente diluido con
agua para beber, proporciona proteinas de alta calidad y ademas lactosa como fuente de energia.
Suministra tambi:én calcio, fésforo, azufre y vitaminas hidrosolubles. Se ha observado sin embargo,
que el exceso de lactosa y minerales puede ocasionar problemas en los animales si no se limitan las
cantidades de suero crudo en la dieta (Sienkiewicz y Riedel 1990).

La irrigacién presenta también limitaciones significativas por el exceso de Ky Mg que puede conducir
a la salinizacion excesiva de los suelos dafiando asi la fertilidad de éstos. Ambos usos estan a su vez
limitados por los grandes voliumenes de suero y el alto costo de transportacion, sin tener en cuenta
que es un material perecedero por la tendencia a la fermentacion de la lactosa.

El suero como alimento humano

El suero puede emplearse en la elaboraciéon de productos alimentarios como queso de suero y
bebidas. El conocido queso ricotta, al contrario que la cuajada, no se extrae directamente de la leche
sino del lactosuero, obtenido en la elaboracién de mozzarella, provolone y sobre todo de pecorino.
Por esta razon se le denomina con frecuencia queso de suero (Chandan 2003).

Las bebidas mdas comunes sobre la base de sueros son los jugos de frutas mezclados con suero
(Guimar3es et al 2010). Este se puede emplear también para producir bebidas alcohdlicas.

Es preciso calentar el suero previamente hasta 80°C para desnaturalizar las proteinas presentes y
separarlas del medio a fermentar. Los grumos producidos son entonces empleados en la fabricacién
de queso. La fermentacion alcohdlica presenta limitaciones con relacién a las levaduras a emplear
qgue deben ser capaces de utilizar la lactosa como sustrato como las del género Kluyveromyces que
desdoblan el disacarido en sus componentes glucosa y galactosa que despu:és son fermentados
anaerdbicamente para producir etanol.

La mantequilla de suero es otro producto potencial. La crema de suero es extraida antes de secarlo
después de la elaboracién de queso o la produccién de concentrados de proteinas. La mantequilla
producida es ligeramente mas blanda que la normal de leche entera y un poco mas salada.

Estos productos, no obstante, tienen limitadas opciones comerciales por las dificultades para
procesar los enormes volumenes de suero producidos.

Las proteinas de suero por su parte, poseen muy favorables propiedades funcionales y pueden
emplearse como emulsionantes, gelificantes, retenedores de agua y formadores de espuma en los
sistemas alimentarios (Svanborg et al 2015). Estas propiedades son Utiles en numerosos alimentos
como sopas, aderezos de ensaladas, carnes procesadas y productos horneados (Walsh 2014). La
Tabla 2 muestra algunas de las alternativas de empleo de suero de leche.

Tabla 2: Algunos productos industriales que pueden obtenerse de suero de leche

10
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Productos del Uso Produccidn Disponible
suero comercialmente
Bioetanol Combustible, bebidas Fermentacion de Si
suero
Biobutanol Combustible, industria Fermentacion de
quimica suero
Antibidticos Industrias alimentaria y Fermentacion de
(Bacteriocinas) farmacéuticas permeado del suero
Proteina Alimento animal Propagacion de Si
microbiana biomasa  microbiana
en suero
Glicerol Combustible, industria Fermentacion de
quimica suero
Aceite microbiano  Industrias de alimentoy Fermentacién de
y farmacéuticas suero
Vinagre Industria alimenticia Fermentacion de
suero

Polvos de suero y permeados

El polvo de suero se obtiene mediante el secado por atomizacién (Kosikowski 1979, Yang y Silva
1995). El secado conserva el suero por un tiempo mas prolongado para su transporte y manipulacion
posterior. El polvo seco se ha empleado bdsicamente en la alimentacion animal mezclado con
melazas de cafia o harina de soja.

Para la obtencién de proteinas de mayor pureza, la lactosa de suero debe ser separada por medio de
la tecnologia de membranas de ultrafiltraciéon o diafiltracion. La ultrafiltracion es un proceso
gobernado por la presién y usa membranas caracterizadas por su selectividad en relacién con el peso
molecular de las especies presentes. Esta técnica es adecuada para clarificar soluciones con sélidos
suspendidos, bacterias y elevadas concentraciones de macromoléculas. En el proceso los sélidos
suspendidos y los solutos con alto peso molecular, son retenidos en tanto que el agua y los
componentes de bajo peso molecular pasan a través de la membrana hacia el permeado. La
ultrafiltracién puede ser aplicada en flujo tangencial (cross flow) o de extremo muerto (dead end) en
dependencia del tipo de membrana empleada. La primera es mucho mas eficiente en el control de la
formacion de artefactos (fouling) por deposicion de los sélidos sobre la superficie interna de la
membrana (Singh 2015).

La técnica de diafiltracién continua (conocida como diafiltracion a volumen constante) es usada
mayormente para el lavado de impurezas de bajo peso molecular en la muestra por la adicién de
agua o buffer. Es un proceso mas amable en el procesamiento de macromoléculas que la
ultrafiltracién (Lipnizki 2010).

Suero de leche como recurso biotecnoldgico

Concentrados de proteina de suero

Las membranas de UF poseen un corte de peso molecular (cut-off) entre 3000 y 100,000 Da. El mas
comun en esta industria es el estandard de 10,000 Da. Este es el corte tradicional para eliminar la
lactosa y retener las proteinas (Patel et al 1990). De esta forma se producen tanto los concentrados
(WPC) entre 35% y 85% de proteinas, como los aislados (WPI) con 90% o mas de contenido proteico.
La alternativa de secado directo de suero no compite en calidad con los productos procesados por
tecnologias de membrana debido a su granulometria y baja solubilidad.
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El problema principal de uso de membranas radica en la formacion de artefactos en la superficie
sobre todo cuando el suero presenta contenidos relativamente altos de fosfato de calcio. El control
de estas deposiciones puede llevarse a cabo si se emplea diafiltracién a volumen constante para
mantener la sal disuelta. El inconveniente es que genera altos volumenes de permeado libre de
proteinas altamente contaminante (Mollea et al 2013).

Proteinas y péptidos de suero

Comercialmente la proteina de suero se ofrece en tres diferentes formas:

e Concentrados (WPC) usualmente tienen un contenido bajo de grasas y colesterol, aunque aun es
significativo, pero en general, contienen entre 35% y 85% de proteinas por unidad de peso.

e Aislados (WPI) son procesados para eliminar tanto la lactosa como las grasas presentes.
Contienen 90% o mas de proteinas. Ambos WPC y WPI tienen sabor ligeramente lacteo.

e Hidrolizados (WPH) son las mismas proteinas de suero predigeridas e hidrolizadas parcialmente
para facilitar el metabolismo pero el costo de produccion es alto (Foegeding et al 2002)

Las proteinas de suero son térmicamente sensibles y en ese sentido, el tratamiento térmico de suero

para la obtencidon de WPC o WPI debe ser estrictamente controlado para conservar la solubilidad de

las proteinas una propiedad deseada para las aplicaciones posteriores (Wijayanti et a/ 2014, Qian et

al 2017).

Lactosa

Lactosa o azUcar de leche puede recuperarse del permeado que se obtiene en los procesos de
filtraciéon (UF o DF) por cristalizacion (Patterson 2009). La lactosa se utiliza ampliamente en la
industria alimenticia por su bajo poder educlcorante. Se emplea en los productos horneados para
promover el oscurecimiento de la corteza por la reaccion de Maillard.

Otro uso potencial es hidrolizarla y obtener sus componentes glucosa y galactosa. Este proceso es
catalizado por la enzima B-Galactosidasa que puede inmovilizarse en diferentes soportes. La solucién
resultante muestra un poder edulcorante muy superior al de la lactosa tal cual (Joesten et al 2006) y
tiene aplicaciones en la industria alimentaria.

Bioconversion de suero en otros productos utiles

Bioetanol

Se ha venido llevando a cabo esfuerzos en todo el mundo con el objetivo de revalorizar el suero como
alimento mediante la produccién de productos de alto valor agregado. La produccion de bioetanol
es una de las mas estudiadas por el conocimiento actual sobre las tecnologias de fermentacién,
deshidratacion y purificacion en columnas de destilacién (Ling 2008, Pasoti et al 2017). Se ha
estudiado igualmente la produccién de vinagre (Parrondo et al 2009), levadura para produccién de
extracto (Revillion et al 2003) y proteina microbiana (SCP) entre otras aplicaciones (Schultz et al
2006).

En las ultimas tres décadas muchos autores han investigado la produccién de etanol a partir de
lactosa por medio de la fermentacion directa del permeado de suero con levaduras tales como K.
fragilis, K. marxianus y Candida kefyr (previamente Candida pseudotropicalis). Esta ultima sin
embargo no es aconsejable para el uso a gran escala por los eventos de toxicidad potenciales
(Dufresne et al 2014). El empleo de S. cerevisiae para la produccién de etanol a partir de suero, ha
atraido mucha atencién. Inicialmente su empleo obligaba a la prehidrélisis por cuanto esta levadura
no es capaz de degradar la lactosa. Sin embargo el desarrollo de técnicas modernas de manipulacion
genética ha hecho posible la obtencion de cepas de S. cerevisiae capaces de consumir lactosa por
medio de fusidon de protoplastos y expresion de R-galactosidasa y permeasa heterdloga que son
segregadas al medio. El sistema operando en reactor continuo resultd en una productividad de etanol
de ~10g/L/h (Domingues et al 2010).
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Hasta la fecha, sin embargo, estas investigaciones no han ido mas alla de los estudios de laboratorio.
Solo unos pocos procesos han sido implementados a escala comercial para producir etanol a partir
de suero, con plantas en Irlanda, Estados Unidos, Nueva Zelanda, Dinamarca y Alemania.

El Grupo Carbery (Cork, Irlanda) fue la primera compafiia en el mundo en operar un proceso de
produccion de etanol de suero. La planta se inaugurd en 1978. El proceso fue disefiado para producir
etanol para bebidas, usos farmacéuticos y productos industriales. Los dos primeros requieren etanol
de superior calidad. A partir de 2005 la fabrica derivd su produccion hacia la obtencidn de etanol
combustible (Doyle 2005, Ling 2008). La planta opera el sistema de fermentacion batch empleando
K. marxianus. Antes de la fermentacién el permeado de suero se concentra por dsmosis inversa para
elevar la concentracion de lactosa en el medio hasta 80 g/I. La levadura se recupera al final y se
reincorpora al sistema como indculo varias veces. La concentracién de etanol fluctua entre 2.5-4.2%
(v/v). El medio fermentado se destila en un sistema de columnas. Carbery produce alrededor de 10.5
millones de litros de etanol por afio (Irish Bioenergy Association 2012).

En Nueva Zelanda, Anchor Ethanol, opera tres plantas que convierten suero en etanol y produce en
total alrededor de 15 millones de litros/afio (Lee-Jones 2009). Las plantas producen etanol de
diferentes calidades, desde etanol para bebidas hasta etanol anhidro combustible.

Los mercados principales para etanol de suero han sido: farmacéutico, cosméticos, solventes
industriales y por supuesto la industria de alimentos y bebidas (Thiele 2005). Desde 2007 se ha
suministrado por esta compafiia etanol combustible a una empresa petrolera para producir E10 (10%
de etanol en gasolina).

Aungue como se ha dicho anteriormente el proceso varia entre las diferentes plantas, en general
comparten los principios bdsicos comunes y etapas de proceso. Asi, después de separadas las
proteinas presentes por ultrafiltracion se inocula el microoganismo al permeado rico en lactosa. La
lactosa se fermenta por cepas de levadura especialmente adaptadas (se piensa sea K. marxianus en
el proceso Carbery, Streptococcus fragilis en el proceso Dansk Gaerings y K. fragilis en el proceso
Milbrew aunque no se tiene la certeza absoluta por formar parte del know how del proceso) todas
eficientes en la fermentacion de lactosa.

El proceso de produccién de etanol a partir de suero es sin dudas muy atractivo pero desde el punto
de vista econémico no es competitivo cuando se compara con la produccién de etanol de otras
fuentes como la cafia de azlcar o maiz. El costo de etanol de suero se estima alrededor de $1.60-
1.85/galdn, en tanto que el etanol de maiz se obtiene a costo de $1.14/galdn y el de cafia de azlcar
aun menor en el entorno de $0.83/galdn (Ling 2008).

Biobutanol
La produccion de biobutanol a partir de suero se ha investigado también. Este tiene la ventaja sobre
el etanol combustible que puede ser empleado directamente en los motores de petréleo mientras
que el uso del etanol requiere modificaciones. No obstante, los estudios se han limitado al empleo
de hongos del género Clostridia para la produccién de butanol de suero (Raganati et al 2013, Qureshi
et al 2014).

Proteina microbiana (SCP)

La proteina microbiana o como se conoce también Single-cell protein (SCP) es una referencia a las
fuentes de proteinas mezcladas que se extraen de cultivos puros o mixtos de microalgas, levaduras,
bacterias y hongos. En general estas se producen a partir de residuos agro-industriales.

En el caso de suero de leche, la produccion se lleva a cabo bien por la propagacion directa sobre éste
o el permeado de suero con microorganismos capaces de utilizar lactosa como sustrato. También se
ha aplicado la hidrdlisis previa de ésta, por via enzimatica o quimica (Moeini et al 2004).

La lactosa puede ser convertida directamente en biomasa microbiana por muchos microorganismos.
En su mayoria los estudios se han conducido empleando levaduras, mayormente cepas de K. fragilis
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o Kluyveromyces marxianus que ofrecen buen rendimiento biomasa/sustrato, altas tasas de
crecimiento y son microorganismos GRAS (Ghaly et al 2005, Otero et al 2009, Anvariy Khayati 2011).
Es importante tener en cuenta que la proteina microbiana en este caso se produce sobre la base del
principal contaminante del suero, la lactosa por lo que la obtencidon de un producto valioso va a
compafiada de la reduccién de DBO y DQO reduciendo significativamente su poder de polucién.

Conclusiones

Para el inicio de producciones a partir de suero existen numerosas alternativas. Algunas requieren de
tecnologias relativamente poco costosas, bien conocidas en la actualidad, en tanto otras precisan de
una inversion mayor.

El factor econdmico dependera de la escala de produccion cualquiera sea el producto y el precio mas
probable de éste en el mercado local principalmente. La instalacién de sistemas de membranas
(UF/DF) para la separacion de las proteinas del suero y posterior secado por atomizacidon para
obtener WPC o WPI parece viable aln a escalas no muy grandes. Existen en el mercado equipos de
filtracién por membrana de diferentes capacidades (laboratorio, planta piloto y escala industrial). La
limitacion radicara en los voliumenes de suero disponibles para su procesamiento que permitan una
recuperacion de la inversion en un periodo de tiempo razonable.

Para el caso de volumenes pequefos, la disposicion de suero como alimento animal —previo secado-
puede resultar lo mas atractivo pues no requiere grandes inversiones ni tecnologias complicadas;
probablemente solo un evaporador y un secador de tambor (drum dryer). Estos equipos pueden
obtenerse de segunda mano a precios no muy elevados.

La recuperacion de proteinas es una alternativa igualmente interesante para obtener concentrados
o aislados, pero esto requerira de equipos de filtracion por membranas que en general son caros,
aunque su precio varia en funcion de las capacidades de procesamiento.

La proliferacion actual de gimnasios y el consumo en aumento de productos para la rapida
recuperacion corporal sugieren un mercado en expansidon que siempre podrad colocar nuevos
productores que sean capaces de producirse con los estandares de calidad necesarios. En el mercado
norteamericano (USA) por ejempl un frasco de 2 libras (984 g) se vende en $44.99. La disposicion de
permeado rico en lactosa puede ser la alimentacién animal mezclado con otros productos disponibles
en el mercado local.

Finalmente, la produccién de etanol y de proteina microbiana precisa de inversiones mayores que no
pueden ser asumidas por pequefios productores. Una alternativa interesante pudiera ser la unién de
diferentes productores suficientemente cercanos para evitar los costos de transportacién y comenzar
una produccién conjunta a mayor escala.

Otras producciones que se han estudiado en los Ultimos afios como antibidticos, glicerol por via
fermentativa parecen mas lejanos. En el caso de éste uUltimo la industria de produccién de jabdn
produce volumenes importantes de glicerol a partir de sebo de res.

La obtencién de grasas microbianas, el llamado single-cell oil, no parece una opcidn viable por varias
razones.

Las cepas de levadura capaces de acumular aceites no estan dentro de las que utilizan la lactosa y
seria preciso hidrolizar previamente el disacdrido o manipular genéticamente estos
microorganismos. Adicionalmente, la extraccion de aceite de las células precisa la ruptura celular y
por ultimo las productividades son en general modestas (Suman et al 2015).
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Resumen

Desde hace mas de veinte afios algunas especies de bacterias, levaduras y hongos han sido
empleadas para la produccion de proteina microbiana (PM), a partir de sustratos de bajo valor y
residuos como fuente carbonada y energia. El papel de la PM como alimento seguro para animales
y humanos, ha sido alin mas enfatizado debido a la escasez mundial de proteinas. Adn cuando la PM
ha sido comercialiuzada exitosamente por décadas, las diferentes etapas para desarrollar procesos
de este tipo no han cambiado. Las condiciones dptimas de propagacion, los sustratos potenciales y
un amplio rango de microorganismos es aun un blanco perseguido por muchos investigadores. En
este articulo los métodos commmente empleados para la produccién y los diferentes arreglos de
propagacion sumergida, se destacan como los mas apropiados.

Palabras clave: Lactosuero, residuo industrial, biomasa de levadura, condiciones de fermentacion,
proteina microbiana

Abstract

Since one score ago, some species of bacteria, yeast and fungi have been used to produce protein
biomass or single-cell protein (SCP), with inexpensive feedstock and wastes being used as their
sources of carbon and energy. The role of SCP as a safe food and feed is being highlighted more
because of the worldwide protein scarcity. Even though SCP has been successfully commercialized
for decades by now, the different steps to develop such a process have not change. The optimal
fermentation conditions, potential substrates, and a broad range of microorganisms is still being
pursued by many researchers. In this paper, commonly used methods for the production of SCP and
different fermentation systems are briefly reviewed, with submerged fermentation being highlighted
as a more commonly used method.

Keywords: Cheese whey, industrial waste, yeast biomass, Fermentation conditions, microbial protein,

Recibido: 18 de agosto de 2019
Aceptado: 18 de septiembre de 2019

Introduccion

El suero de leche es un liquido amarillo verdoso subproducto de la fabricacion de quesos que queda
después de la coagulacién y extraccion de la caseina y la grasa de la leche entera. Representa
alrededor del 85-90% del volumen inicial de leche.

Uno de los usos mas atractivos del suero es el desarrollo de productos basados en las proteinas
remanentes (Jelen 2009, Boland et a/ 2011, Jeewanthi 2015) para obtener concentrados de proteinas
de excelente calidad para consumo animal y/o humano. Este proceso de aislamiento de proteinas
requiere de tecnologia de membranas (ultrafiltracion) para separarlas y rinde un permeado de suero
con alto contenido de lactosa y por tanto un elevado poder contaminante (Atra et a/ 2005). El
permeado después de la separacién de las proteinas es rico en lactosa (39-48 g/L), las cenizas
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originales, que no son retenidas por las membranas y un pequefio remanente de proteinas de bajo

peso molecular (1-3 g/L) (Paraskevopoulou et al 2003, Ghaly et al 2005, Kotoupas et al 2007).

La industria lactea genera mas de 80 millones de toneladas de suero anualmente, por lo que su

adecuada disposicién es un importante problema medioambiental dado su elevado poder

contaminante, la DBO estd en el rango de 30000-50000 mg/I mientras la DQO asciende hasta 60000-

80000 mg/L lo que hace imposible su disposicion directa en curso de agua alguno. La lactosa es, por

mucho, el mayor responsable de esta elevada demanda de oxigeno (Paterson 2009, Panesar y

Kennedy 2012) .

La lactosa presente puede ser utilizada para la producciéon de proteinas microbianas (MP) empleando

levaduras capaces de asimilar este azlcar como las del género Kluyveromyces altamente productivas

e seguras para el consumo humano (Babu et al 2014). Existen también otras levaduras pertenecientes

al género Candida, especialmente Candida kefyr (anteriormente Candida pseudotropicalis). Esta

ultima sin embargo, no es aconsejable para el uso a gran escala por los eventos de toxicidad

potenciales (Dufresne et al 2014).

Las tecnologias de produccion de proteina microbiana se empezaron a estudiar como parte de la

solucién a la escasez de proteinas en el mundo. Estos enfoques evolucionaron posteriormente como

procesos de bioconversidn para la utilizacion de desechos o subproductos industriales y la obtencion

simultanea de productos de alto valor agregado.

Hay que tener en cuenta que a pesar de que las proteinas microbiales se producen a partir de

sustratos de bajo valor, o incluso valor negativo por su impacto ambiental, la rentabilidad de estos

procesos es aun incierta y altamente dependiente de la escala de produccién por el elevado costo de

la instalacion requerida (Yanav et al 2016).

Aun asi, cuando se comparan estas proteinas con otras fuentes convencionales, la produccion de

proteina microbiana en escalas adecuadas presenta numerosas ventajas, a saber:

e Los microorganismos tienen una alta tasa de multiplicacién celular

e Poseen contenidos de proteina (Nx6.25) en el entorno de 50%

e Pueden utilizar una amplia gama de sustratos de bajo valor como lactosuero, vinazas de
destilacion de alcohol, entre otros subproductos y desechos industriales

e las dreas de produccion ocupan poco espacio y producen elevados rendimientos
biomasa/sustrato, y

e Sonindependientes de las variaciones climaticas o estacionales

Un problema a tener en cuenta si el objetivo es el consumo humano, es el alto contenido de acidos

nucleicos en especial ARN (Otero et al 2012, Otero y Almazan 2012). Los tratamientos disefiados para

reducir su contenido hasta limites aceptables para la salud humana, son dificilmente escalables.

Proceso de produccién de proteina microbiana
La implementacién de la produccion de proteina microbiana transita a través de diferentes pasos

Seleccion de las materias primas:
Es un aspecto esencial y es preciso enfocarse en la correcta composicion de la fuente carbonada de
modo que rinda altas producciones de biomasa en el menor tiempo posible.
Los sustratos carbonados para la produccién de PM empleados a escalas de laboratorio, planta piloto
e industriales pueden clasificarse en tres categorias:
e Fuentes altamente energéticas (gas natural, n-alcanos, gas-oil, metanol, etanol, acido
acético);
e Desechos o subproductos industriales (melazas de cafia, licores negros papeleros, lactosuero,
desechos de frutas, etc), y
e Recursos renovables (azlcares, almiddn, celulosa)
En el caso que nos ocupa, el lactosuero, pertenece a la segunda categoria y es el sustrato a emplear.
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Es pertinente aclarar que en la medida que el sustrato real, en el caso del suero la lactosa, esta mas
oxigenado, menores seran los requerimientos de transferencia de oxigeno al medio y por tanto
menor el gasto de energia para lograrlo.

Seleccion de microorganismos:
Este es un paso fundamental en el proceso de produccion, todo el trabajo lo hard el microorganismo
inoculado, por tanto, su selecciéon debe ser muy cuidadosa. Este debe cumplir varios requisitos, a
saber:

e altos rendimientos biomasa/sustrato.

e altas tasas de duplicacién celular, y

e un elevado contenido de proteinas.
Lo mds conveniente es seleccionar las cepas a estudiar de la propia flora natural de la fuente de
carbono y energia a utilizar. Estas poblaciones ya traen adelantada la adaptacion al sustrato. No es
recomendable el empleo de microorganismos modificados genéticamente pues existe la posibilidad
de reversién de la mutacidon durante el proceso. Un método empleado en la seleccion de
microorganismos es el uso de corridas en cultivo continuo por tiempos prolongados y seleccionar las
poblaciones que prevalecen en el tiempo y muestran las mejores condiciones de produccion (Arai et
al 2003).

Ingenieria de proceso:

Las condiciones técnicas de cultivo para las cepas optimizadas se llevan a cabo a través de estudios
de propagacion bajo diferentes condiciones a escala de banco (2-5L) y se determinan las rutas
metabdlicas de asimilacidon de sustrato, en caso de no ser conocidas, asi como las estructuras vy el
contenido celular.

El proceso en algunos casos precisa ser escalado a escala de planta piloto para establecer los
parametros tecnoldgicos y obtener datos fidedignos para el estudio econdmico del proceso.

Desarrollo de tecnologia:

Este es el siguiente paso en el que se adopta la tecnologia a seguir.

e Modo de produccién continuo, lotes alimentados (fed batch) o por lotes (batch).

e Temperatura del proceso. Este es un pardmetro de vital importancia y debe estar cercana al
6ptimo del microorganismo. Sin embargo, la generacion de calor bioldgico en el proceso tiende
al incremento de la temperatura y deben instalarse sistemas de refrigeraciéon para matenerla
dentro de limites razonables para las células y la economia del proceso.

e pH. Los microorganismos presentan valores éptimos de pH entre 5y 7. Este debe mantenerse
dentro del rango para garantizar un desarrollo estable de las células. Uno de los productos del
metabolismo celular son los acidos organicos de cadena corta (acético, propidnico etc) y por tanto
el pH tiende a bajar, asi, no se puede dejar flotar libremente este pardmetro pues iria en
detrimento del proceso.

e Transferencia de oxigeno (agitacion). Es consumidor importante de energia

e Adicién de antiespumante al cultivo. Esto evita los procesos de cavitacion en bombas vy
separadoras.

e Enelcasodelcultivo continuo, el flujo de alimentacién debe ser éptimo. Flujos bajos incrementan
los tiempos de retencidn y obligan a capacidades de reactores mayores, flujos muy altos pueden
producir el lavado del sistema (wash out) ante cualguier cambio fortuito. Debe tenerse en cuenta
que la tasa de alimentacion al sistema en el modo continuo establece la tasa de crecimiento de
la poblacién microbiana por lo que el proceso transcurre a tasas de crecimiento inferiores a la
maxima.
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Factores econdmicos asociados:

Consumo energético y los costes de produccion son los factores mas importantes para un proceso a
gran escala. Esta por tanto debe ser cuidadosamente establecida en funcién de los costes y la
eficiencia del proceso.

Demandas de seguridad y proteccion ambiental:

Desde que la MP se produce para la alimentacién animal o bien directamente para humanos, la
seguridad del producto debe quedar fuera de toda duda. En el caso del suero existe la ventaja que
las levaduras capaces de utilizar eficientemente la lactosa son del tipo GRAS (Generally Regarded As
Safe). Una vez que el proceso pasa a la escala de produccion se precisa un seguimiento exhaustivo
de la presencia de contaminantes en el cultivo, a menos que este se lleve a cabo en condiciones de
esterilidad, no recomendables por su alto coste.

La disposicion de los residuos finales deben ser objeto de estudio igualmente a fin de cumplimentar
las regulaciones ambientales de cada pais. Como en general se emplean fuentes carbonadas
contaminantes, el proceso tiene la ventaja de servir al mismo tiempo como tratamiento primario de
éstas (Chatzipaschali y Stamatis 2012, Chanfrau et al 2017).

Resultados

Factores de influencia en la produccion de proteina microbiana

Fuente de carbono

El lactosuero es rico en lactosa, un disacarido constituido por glucosa y galactosa unidas por enlaces
R-1,4 glicosidicos. La Fig 1 muestra la estructura de la lactosa

CH,OH
O. OH
CH,OH (K OH
OH}—0, O
OH OH
OH

Fig 1 Estructura del disacarido lactosa

El contenido de lactosa en suero varia en funcién del tipo de leche pero en general se encuentra en
el entorno de 50 g/L (Ryany Walsh 2016). El sustrato, si bien no requiere un tratamiento severo antes
de su empleo, no debe ser utilizado directamente. El contenido de proteinas remanente después de
la fabricacion de queso (ver Tabla 1) estd en el entorno de 9-10 g/L. Estas proteinas solo van a la zaga
en calidad nutricional a las del huevo entero. En general, el valor bioldgico (BV), la razén de eficiencia
proteica (PER) y la utilizacién neta de proteinas (NPU) de las proteinas de huevo y suero son 104 y
100, 3.6 y 3.8 y 92 y 94 respectivamente (Smithers 2008). De ahi que sea preferible la separaciéon
previa de las proteinas por membranas seguida de secado por atomizacion y obtener a partir de éstas
un polvo comercializable en forma de concentrado (< 85%) o aislado (> 90%), conveniente para la
economia global del proceso.

No obstante, es posible también la utilizacion directa del suero sin previa separacion de las proteinas
presentes pues los microorganismos son capaces de utilizarla en una proporcion importante. A pesar
que el suero es rico también en aminodcidos esenciales como lisina, metionina y cisteina (Smithers
2008), es un sustrato pobre en cuanto a su contenido de otros nutrientes esenciales para el
crecimiento microbiano, por lo que es precisa su suplementacién (Macawan et al 2016).

La Tabla 1 muestra la composicién tipica de suero de leche.
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Tabla.1 Composicion tipica del suero de leche*

Componente Suero dulce Suero acido Chana/Paneer
Total solids (%) 7.0 7.0 6.5
Fat (%) 0.3 0.1 0.5
Protein (%) 0.9 1.0 0.4
Lactose (%) 49 5.1 5.0
Ash (%) 0.6 0.7 0.5

*Gupta, 2000

Un producto disponible ampliamente en la industria azucarera son las melazas de cafia, subproducto
de la cristalizacion de la sacarosa. Las melazas se han empleado sistematicamente en Cuba, para el
enriquecimiento de vinazas de destilacién de alcohol para la produccién de biomasa utilizando la
levadura Candida utilis a escala industrial (Otero et al 2003, Martinez et al 2004). Los autores
emplearon como criterio de formulacién del medio de propagacién el valor de DQO en vinazas y
melazas, proponiendo una composicion de medio de 80:20 respectivamente. En el caso del suero se
puede aplicar un enfoque similar si se tiene en cuenta que las vinazas de destilacion de etanol
presentan un valor de DQO entre 60-80 mg/L (Otero et al 2002). Las melazas de cafia por su parte,
han sido empleadas como Unica fuente de carbono en la produccién de etanol en sus dos etapas
(propagacion aerdbica de levadura y fermentacion alcohdlica) con la sola suplementacién de sales de
amonio, lo que demuestra la riqueza de este sustrato.

La Fig 2 muestra el comportamiento de la propagaciéon de Candida utilis en mezclas vinazas-melazas
(80:20 sobre DQO).
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Fig 2 Cinética de crecimiento celular de C. utilis en mezclas vinazas-melazas (80:20 base DQO). El
proceso se basa en un medio con DQO =50 000 mg/L

Esta combinaci®:én funciona igualmente para el suero libre de proteinas con resultados incluso
superiores. Es de esperar incluso resultados superiores, si se tiene en cuenta que el lactosueroes mas
rico que las vinazas por su alto contenido de lactosa.
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Otero et al (2009) reportaron reportado el consumo de lactosa por especies de Kluyveromyces spp. Los autores
obtuvieron concentraciones de levadura utilizando solamente lactosuero suplementado con sales de amonio
y de 7 g/L después de 10 horas de propagacion. Se ha reportado igualmente el consumo de lactosa y proteinas
de lactosuero por células de levadura del mismo género Kluyveromyces (Koushki et al 2012, Zoppellari y Bardi
2013). Estos autores observaron un consumo de lactosa superior a 95% del contenido inicial, en tanto que el
consumo de proteinas por las células fueron en el entorno de 70.00%.

La reduccién de DQO fue también un resultado a destacar en estos estudios. La Fig 3 muestra resultados
analogos obtenidos por Murari et al 2017.
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Fig 3 Consumo de lactosa (A) y proteina (B) por K. marxianus en diferentes concentraciones de
suero después de 48 horas de cultivo (Murari et al 2017).
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Con relacion a DQO presente en el medio inicial, la Fig 4 muestra los resultados obtenidos por estos
autores.

70000
60000
50000
40000

30000

COD (mg mL'l)

20000

10000 4

(0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Fermentation (hours)

—a— NI —O— M2 —v— M3 —&— M4

Fig 4 Reduccion de DQO durante la propagacion de K. marxianus en suero de leche crudo
(Zoppellari y Bardi 2013)

Fuente de nitréogeno

Debido a las propiedades estructurales de las células, es preciso suplementar el medio con fuentes
de nitrégeno para garantizar la sintesis de proteinas. La biomasa se calcula para 50% de proteina
cruda (Nx6.25) y por tanto la concentracién de nitrégeno en el medio de cultivo debe ser la suficiente
para estos propodsitos. Estas fuentes pueden ser de origen orgdnico o inorganico. Se prefieren las
ultimas, sin embargo, por su menor costo. Las fuentes de nitrégeno mdas empleadas son amonio como
tal, urea y sales de amonio (Reihani y Khosravi-Darani 2019). No todas las fuentes conducen a los
mismos resultados en cuanto a rendimiento y productividad. Cuando se empled urea como funte de
nitrégeno en la produccién de Candida utilis se obtuvieron valores bajos de concentracién celular en
comparacién con otras fuentes como sulfato de amonio (Zhao et a/ 2010). No obstante el empleo de
urea combinada con sales de amonio permite controlar el pH en el entorno de 4 lo que es favorable
para limitar las contaminaciones por bacterias ambientales si el proceso se lleva a cabo en cultivo
continuo.

En la utilizacién de suero como sustrato puede emplearse una composicién de medio parecida al de
la produccion a partir de vinazas de destilacion (Otero et al 2002) empleando sulfato de amonio y
fosfato de amonio como fuentes de nitrégeno y fésforo en concentraciones similares a las utilizadas
en esta tecnologia.

Aeracion

La aeracidn es una operacion importante en el cultivo sumergido pues es la via de absorcién de
oxigeno por los microorganismo en la propagacion aerdbica. Como se ha mencionado anteriormente
mientras mas reducido estd el sustrato (menos oxigeno en su composicién) mayor el rendimiento,
pero mayor también la cantidad de oxigeno requerida para su completa oxidacién a CO; y agua y
mayor energia para transferirlo al medio.

Se ha reportado (Nanou et al 2011) que la morfologia del microorganismo juega un rol esencial en la
absorcién de oxigeno (Fonseca et al 2007). Un estudio realizado ha demostrado que la mejor tasa de
aeracion (volumen de aire/volumen de medio/minuto -vwm) vy el oxigeno disuelto para producir un
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mayor rendimiento de Candida utilis fueron de 1 vvm y 50% respectivamente (Rajoka et al 2006).
Un trabajo posterior (Anvari y Khayati 2011) con diferentes cepas de Kluyveromyces spp. mostraron
que los mayores rendimientos se obtuvieron con una aeracién de 1 vvm.

Temperatura y pH

Ya hemos visto la influencia de la temperatura sobre el crecimiento de los microorganismos y por
tanto en la productividad del proceso de produccién de MP (Rao et al 2010, Ferreira et al 2014).
Aungue se ha reportado la temperatura ambiente como la 6ptima para la mayoria de los
microorganismos, en el caso de las levaduras como es el caso de K. marxianus este valor es
significativamente superior y se encuentra entre 33 and 35°C (Ghaly et a/ 2005, Zhao et al 2010).

El consumo de lactosa por la levadura requiere de la secrecion de la enzima lactasa (R-galactosidasa).
Por tanto, las condiciones para una expresion Optima de esta enzima son las del crecimiento del
microorganismo y coinciden con las reportadas previamente.

La Tabla 2 muestra el efecto de pH y temperatura sobre la produccion de R-galactosidasa producida
sobre suero.

pH | Actividad enzimatica | Temperatura, °C | Actividad enzimatica
Ul/g peso seco Ul/g peso seco

4.0 | 1370 20 1330

4.5 | 1460 25 1470

5.0 | 1490 30 1490

5.5 | 1480 35 1370

6.0 | 1440 40 250

Tabla 2. Efecto de pH y temperatura sobre la produccién de R-galactosidasa por Kluyveromyces
marxianus

Conclusiones

De acuerdo con los estudios realizados por diferentes autores, los factores de mayor influencia en la
propagacion de biomasa de levadura a partir de suero de leche son los mencionados anteriormente.
La seleccion y aislamiento del (los) microorganismo a emplear debe ser llevada a cabo a partir del
sustrato y sus poblaciones autéctonas.

El empleo de cepas certificadas no siempre es recomendable pues la adaptacién al sustrato especifico
no estd garantizada y seria preciso ademas pagar por esta.

Otros factores como temperatura y pH dependeran de los estudios a escala de banco (2-5L) pero en
general se pueden establecer en el entorno de pH 3.5-4.5 y temperatura entre 33 y 35°C.

La agitacion y aeracion deben ser objeto especial de estudio por cuanto son de primordial
importancia en la economia del proceso por el consumo energético.

Dado que la mayoria de los estudios se han realizado a escala de banco (< 2L) el escalado a planta
piloto, 250-1000L, puede aclarar la influencia de estos parametros en el proceso global.

Si como se puede suponer, el suero muestra un comportamiento similar al de las vinazas de
destilacion de alcohol, los resultados cinéticos obtenidos a escala de banco pueden trasladarse sin
etapas intermedias a nivel industrial, no asi para los consumos de energia.

Un aspecto que no debe olvidarse es la disponibilidad de suero de manera estable para alimentar
esta produccién durante la mayor parte del afio. A estos efectos la posibilidad de asociacion de varios
productores cercanos puede ser un enfoque apropiado y por tanto seria conveniente estudiar la
posibilidad de mezclar diferentes sueros y su influencia en los resultados del proceso.

El cultivo continuo parece ser el modo de propagacion mas prometedor, no obstante no es
descartable el uso del modo de lotes alimentados (fed batch) para la reduccién de la contaminacién
por microorganismos indeseados.
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Resumen

Se estudid la factibilidad para elaborar diferentes productos a partir de suero de queso. Los
resultados mostraron que el desarrollo de una bebida energizante representa un proceso simple para
obtener productos de alto valor agregado y utiliza todos los componentes del suero lacteo.
Experimentalmente, se hidrolizé la lactosa presente al 80% y se formularon bebidas frutales. Estas
fueron evaluadas mediante pruebas sensoriales descriptivas, mostrando mejores caracteristicas
organolépticas para la bebida sabor naranja. Los analisis microbioldgicos realizados en la bebida
lactea se ajustaron a los valores solicitados por el Codigo Alimentario Argentino para leches UAT. Se
concluye que la elaboracién del producto no presenta dificultades tecnoldgicas, reduce la
contaminacion ambiental y aprovecha el valor nutricional del efluente.

Palabras clave: Efluente, industria lactea, hidrolisis, lactosa.

Abstract

The feasibility to elaborate different products from whey of cheese was studied. The results showed
that the development of an energy drink represents a simple process to obtain products of high
added value and uses all serum components. Experimentally, the lactose was hydrolyzed to 80% and
fruit drinks were made. These were evaluated by descriptive sensory tests, showing better
organoleptic characteristics for orange-flavored drink. The microbiological analyses carried out in the
milk drink were consistent with the values requested by the Argentine Food Code for milk UHT milk.
We conclude that the development of the product has not technological difficulties, reduce
environmental pollution and takes advantage of the nutritional value of the effluent.

Kevwords: Effluent, dairy, hydrolysis, lactose
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Introduccion

La industria lactea conforma uno de los complejos agroalimentarios mdas importantes y dindmicos
dentro de la economia mundial, constituyendo un motor fundamental para las economias regionales,
donde conviven grandes, medianas y pequefias empresas.

La industria quesera produce grandes volUmenes de suero lacteo, Unico subproducto remanente en
el proceso de elaboracion. Por cada kg de queso, se producen aproximadamente 9 litros de efluente,
desechado casi en su totalidad, incrementando los niveles de contaminacion (Cuellas, 2008; Miranda,
2007; Gonzélez-Martinez et al., 2002). El 45% del suero lacteo, proveniente en su mayoria de grandes
industrias, se procesa, mientras que el 55% restante, producido en medianas y pequefias queseras,
se destina a la alimentacién animal o se vuelca como deshecho industrial a lagos, lagunas y rios
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aledafios. Por cada 1000 litros de lactosuero se generan cerca de 35 kg de demanda bioldgica de
oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO), lo que se traduce en un
marcado incremento en los niveles de contaminacion. (Jelen, 1979; Cuellas, 2010; Gonzales Caseres,
2012)

Por otro lado, el suero lacteo posee un alto valor nutritivo, contiene mas del 50% de los sélidos de la
leche, incluyendo proteinas, lactosa, minerales y vitaminas (Atra et al., 2005; Smithers, 2008). El
poder contaminante del suero lacteo y su atractivo valor nutricional han impulsado investigaciones
que permitan su empleo en el desarrollo de ingredientes y productos alimenticios. Sin embargo, el
pequefio y mediano productor quesero no dispone de recursos ni de equipos industriales para el
tratamiento del efluente (Monsalve y Gonzalez, 2005).

El lactosuero esta constituido principalmente por lactosa, un azlcar relativamente insoluble, de bajo
poder edulcorante, que no siempre puede ser absorbida por el sistema digestivo humano. De esta
forma la hidrdlisis de la lactosa es de vital importancia para el empleo del efluente en la industria
alimenticia, ya que produce glucosa y galactosa, una mezcla que presenta mayor solubilidad, mayor
poder edulcorante y es de facil absorcién por la mucosa digestiva (Zadow, 1984; Barnes, 1994;
Cuellas, 2005).

Las caracteristicas y composicién del efluente permiten disefiar un abanico de opciones para el
desarrollo de productos alimenticios. En la tabla 1, se presentan una serie de productos que pueden
obtenerse a partir del suero de queseria. El criterio de seleccién para la elaboracién de algunos de
estos productos debe adecuarse a las necesidades y posibilidades de los establecimientos queseros
y considerar aspectos fundamentales, como el costo del proceso, el tiempo de produccién vy la
posibilidad de ingresar el producto obtenido en el mercado. Este trabajo incluye un estudio de pre
factibilidad para la elaboracién de distintos productos en base a suero de queseria y una segunda
etapa experimental en la que se desarrolla la formulacién del producto seleccionado.

TABLA 2: Posibles productos obtenidos a partir del Suero Lacteo

PRODUCTOS DESCRIPCION ELABORACION

» Temperaturas entre 70 y 80° C de 30
Se aprovechan solamente las propiedades nutricionales de minutos.

Requesones o las proteinas, no Ia_s f_uncionales. . F’rgcipitaoic’)p de las proteinas por
. Se pueden comercializar como tales o se pueden usar para adicion de cuajo.
Ricotta reemplazar parcial o totalmente el queso para untar. » Adicion de cloruro de calcio.
* lactosuero fresco, o lactosuero enfriado
Se emplean todos los sélidos del lactosuero rapidamente para minimizar el
Quesos tipo Comprenden una familia de productos cuya composicién, desarrollo de gcidezA
textura y color es variable. Su tecnologia es un proceso de
MYSOSt Baja inversién. concentracion de sélidos, casi idéntica a
la de fabricacién de dulce de leche
yogurt Reemplazo de leche por suero lacteo Su tecnologia es la misma que la
Se pueden elaborar a base de lactosueros o permeado elaboracién de yogurt
» Bebidas pasteurizadas,
Se pueden elaborar a base de lactosueros o permeado homogenizadas, con pH ajustadoa 6.6 -
Bebidas Son bebidas nutritivas de bajo costo 6.7.

» Se recomienda el envasado caliente,
bajo condicionesde calidad
microbiologica controlada.
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Materiales y Métodos

1. Estudio de pre-factibilidad para la elaboracién de productos a partir del suero

En el estudio de factibilidad se incluye el andlisis de aspectos considerados fundamentales para la
elaboracién de productos alimenticios a partir del suero, como: nivel de aprovechamiento, tiempo y
costo de produccion, reduccion de contaminacion y aceptaciéon para distintos productos (Ricotta,
Concentrado proteico, quesos tipo Mysost y bebidas).

2. Desarrollo del producto

Obtencién de jarabes de lactosa con distintos grados de hidrdlisis: La bebida se formuld en base a
suero de queso en polvo sin desmineralizar (Lacteos Vidal S.A), reconstituido al 5% p/v de lactosa, tal
como se encuentra naturalmente en el efluente. La hidrolisis enzimatica de lactosa se realizé en Batch
por accion de la enzima B-galactosidasa (Lactozym 3000 | Novo Nordisk) a 37 °C, pH 6.8-7 y se frend
con la adicion de acido citrico, hasta alcanzar pH 4. Dependiendo del tiempo de contacto de la enzima
con el suero lacteo, se obtuvieron hidrolizados de lactosa de 20%, 50% y 80%. El grado de hidrolisis
se determiné midiendo la concentracién de glucosa liberada por dosaje enzimatico mediante un kit
de glucemia (Wiener Lab.), midiendo la absorbancia a 505 nm y comparando con un estandar.

2.1. Formulacién de la bebida:
Luego de determinar que el suero hidrolizado al 80% presenta mejores aptitudes para la elaboracion
del producto, se formularon bebidas en base a este jarabe, adicionando benzoato de sodio, sacarosa
y mezclas aditivas (saborizante y colorante) de naranja (formulacién 1), pomelo (formulacién Il) y
frutilla (formulacion I11).

2.2. Evaluacién de las caracteristicas organolépticas a partir de panel sensorial:
La evaluacién de la magnitud de los atributos sensoriales (aroma, color, sabor y consistencia) de las
bebidas formuladas se realizé mediante pruebas sensoriales descriptivas, empleando una escala
estructurada de tres puntos (Débil-Medio-Bueno). Para tal fin se entrend un panel de 20 jueces,
conformado por estudiantes y docentes de la Universidad Nacional de Quilmes.

2.3. Analisis microbiolégicos:
La bebida formulada se somete a los siguientes controles microbioldgicos: Recuento de Coliformes
totales a 30 2C - NMP (ICMSF, 2000). Recuento de Coliformes Fecales y E. Coli. Recuento de Mesofilos
Totales (ICMSF, 1983). Recuento de S. Aureus (Met. 975.55 AOAC 1995).
Estos controles se realizan al finalizar el proceso de elaboracién a escala laboratorio, se almacena el
producto a 4-5 C y se repiten los analisis en los dias 15 y 30. Todos los ensayos microbioldgicos se
realizaron por triplicado.

Resultados y Discusion

1. Estudio de pre-factibilidad para la elaboracion de productos a partir del suero de queseria:

De acuerdo a las caracteristicas de las opciones analizadas (Tabla 1), se ha determinado que los
productos que presentan mayores ventajas y mayor oportunidad de aceptacion son la bebida
energizante y el yogurt. Sin embargo, la primera, permite un uso integral del efluente y tiene la
capacidad de re utilizar los volimenes de suero lacteo producidos en pequefias y medianas plantas
queseras. Productos similares como bebidas isoténicas y energizantes responden a la nueva
tendencia de consumo de alimentos naturales y funcionales, constituyendo un mercado en
expansion. Por otro lado, el proceso de elaboracién de la bebida utiliza de forma integral los recursos,
emplea una tecnologia sencilla de implementar y reduce casi en su totalidad el impacto ambiental
generado por este efluente (Inda Cunningham, 2000).
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Producto Nivel de Tiempo y costo Reduccion de | Aceptabilidad del
aprovechamiento | de produccién contaminacioén producto
Ricotta Medio / bajo Mediano Bajo Mediana
Queso tipo Alto Mediano Alta Baja
Mysot
Yogurt Medio / alto Mediano Alta Alta
Bebida Isotonica Alto Bajo Alta Alta

TABLA 2. Posibles productos obtenidos a partir del Suero Lacteo

2. Desarrollo del producto

Determinacion del grado de hidrdlisis: La eleccién del jarabe que se utilizd como base en la
formulacién se relaciond con la cantidad necesaria de sacarosa que se debe adicionar al producto
final para conferirle un sabor dulce. Las bebidas formuladas con sueros hidrolizados al 80%, 50% y
20% de conversion de la lactosa tendran composicidon constante en todos los ingredientes menos en
sacarosa, que requerird una adicion baja, media y alta, respectivamente. Teniendo en cuenta la
solubilidad, el poder edulcorante y la digestibilidad de los azlcares, a mayor grado de hidrdlisis la
bebida presentard ventajas nutricionales y tecnoldgicas, por contener una mayor proporcién de
monosacaridos y menor sacarosa y lactosa (lo que favorece la rapida absorcion y una menor
respuesta insulinica) y un menor costo de produccion.

Evaluacién sensorial

En los Graficos 1, 2 y 3 se muestran los resultados del estudio organoléptico descriptivo sobre las
caracteristicas sensoriales de las tres bebidas formuladas (naranja, pomelo, frutilla) a partir de
lactosuero hidrolizado al 80%. Estos ensayos, ademas de caracterizar los atributos sensoriales,
describen la intensidad de los mismos, mostrando una evaluacién favorable de las propiedades
sensoriales de los sabores citricos (naranja y pomelo) en bebidas isoténicas. Por su parte, el panel
describid mejores caracteristicas referentes al color y al aroma en la bebida de naranja, por lo que se
decidié incorporar este sabor en la formulacién final del producto.

Aspectos evaluados
w.r| AROMA | color CONSISTENCIA

70 §

[ PORCENTAGE DE ACEPTACION ]

Grafico 1: Evaluacién sensorial descriptiva de bebida lactea sabor naranja formulada a partir de suero
hidrolizado al 80%
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Grafico 2: Evaluacién sensorial descriptiva de bebida lactea sabor pomelo formulada a partir de suero
hidrolizado al 80%
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Grafico 3: Evaluacion sensorial descriptiva de bebida lactea sabor frutilla formulada a partir de suero
hidrolizado al 80%

Formulacion final y caracteristicas del producto obtenido:

Los estudios realizados conducen a la formulacion de una bebida lactea hidrolizada sabor naranja de
pH acido, que posee un proceso de elaboracidn sencillo. La composicion nutricional cada 100 ml de
producto incluye 13 g de hidratos de carbonos, 1 g de proteinas, 54 mg de sodio y 1.5 mg de otros
minerales, representando un aporte de 56 kcal. Por su contenido de sales e hidratos de carbono se
clasifica como bebida isotonica (Grafico 4).

En este procedimiento se considerd el uso de un conservante, en particular si la cadena comercial no

garantiza que la bebida se mantendra siempre a temperatura no mayor de 4 °C. Teniendo en cuenta

que la adicién de acido citrico confiere un pH dacido vy el sabor elegido es citrico, el conservante

adecuado es el benzoato de sodio (que realza su actividad a pH acido) y la dosificacién maxima es de
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0.1 %. Es importante mencionar que la funcion de un conservador es conservar la buena calidad que
ya existe en el producto, pero no la puede mejorar, por lo que es de gran importancia realizar el
desarrollo bajo Buenas Practicas de Manufactura (BPM).

INFOTMACION NUTRICIONAL

BEBIDA ISOTONICA EN BASE A SUERO LACTEO

Cantidad cada 100ml % Aporta ala VDR
de producto

Valor Energético [ Kcal) 56 28
Hidratos de Carbono (g) 13 4.33
Proteinas (g) 1 1.33
Grasas Totales (g ) No significativas B
Grasas saturadas (g ) No contiene

Grasas insaturad=s (2) No contiene -
Sodio (mg) 54 2.25
Minerales (g ) 0.5 -

(* V alores diarios de referencia de matrientes, con base a una dieta de 2000 Kcal. Sus valores dietarios
pueden ser mayores o menores segun sus necesidades energéticas

Grafico 4: Informacion Nutricional de la Bebida energizante.

Resultados microbiolégicos:

Coniformes Totales: NMP< 3 / Coliformes Fecales: Ausencia / E. Coli: Ausencia / Recuento de
Mesofilos Totales < 10 UFC/ ml / S. Aureus: Ausencia (para todas las muestras analizadas), estos
valores se ajustan a los solicitados por el Codigo Alimentario Argentino para leches UAT.

Conclusiones

Las caracteristicas y composicion del efluente permiten disefiar un abanico de opciones que incluyen
desde costosas tecnologias hasta soluciones integrales que posibilitan la obtencidon de productos
lacteos con un bajo costo de produccion. El criterio de seleccion para la elaboracién de alguno de
estos productos, debe adecuarse a las necesidades y posibilidades de los establecimientos queseros
y considerar aspectos fundamentales, como el costo del proceso, el tiempo de produccién vy la
posibilidad de ingresar el producto obtenido en el mercado.

En las formulaciones realizadas se obtuvo una bebida isotdnica altamente aceptada por un panel
sensorial, de buenas caracteristicas organolépticas y amplias posibilidades de insercion en el
mercado. El proceso de elaboracion no presenta dificultades tecnolégicas, requiere instalaciones de
uso comun en la industria lactea y permite que los productores de queso reduzcan el impacto
ambiental que ocasiona la mala disposicidon del suero. Considerando que en el desarrollo industrial
de los paises de la regién es fundamental implementar sistemas de gestién que conjuguen el
aprovechamiento integral de los recursos y minimicen la contaminacion del ambiente, se concluye
que la elaboracién de este producto posibilita llevar a cabo procesos mas eficientes, tecnologias mas
limpias y mayor rentabilidad.
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Resumen

El lactosuero una fuente rica de componentes que pueden ser convertidos en productos de valor
agregado estd siendo desaprovechado. La lipasa es una enzima de gran importancia en la industria
quimica como catalizador en la obtencidn de varios productos. En este trabajo se investigd la
potencialidad de las lipasas para hidrolizar los triglicéridos contenidos en el lactosuero, y generar
glicerol. Aspergillus niger, un prometedor productor de enzimas lipasas. Experimentos realizados en
un biorreactor nos permitieron obtener un extracto enzimatico que contenia la enzima lipasa con
una concentracion de 8,46Ul/gsss. La influencia de la enzima sobre los triglicéridos del lactosuero fue
determinada, obteniendo que a 40°C con un 30% de enzima se alcanza una disminucion de la materia
grasa del lactosuero desde 4,52 hasta 0,92 g/L con una produccion de glicerol 3,056 g/L.

Palabras clave: Lactosuero, Aspergillus niger, lipasas, triglicéridos, glicerol.

Abstract

Whey, a rich source of components that can be converted into value-added products, is being wasted.
Lipase is an enzyme of great importance in the chemical industry as a catalyst in obtaining several
products. In this work we investigated the potential of lipases to hydrolyze the triglycerides contained
in the whey, and generate glycerol. Aspergillus niger, a promising producer of lipase enzymes.
Experiments performed in a bioreactor allowed us to obtain an enzyme extract containing the
enzyme lipase with a concentration of 8.46Ul / gsss. The influence of the enzyme on the triglycerides
of the whey was determined, obtaining that at 40 ° C with a 30% enzyme a decrease in the fat content
of the whey is reached from 4.52 t0 0.92 g / L with a production of glycerol 3,056 g / L.

Keywords: Whey, Aspergillus niger, lipases, triglycerides, glycerol.
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Introduccion

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones bioldgicas. Se encuentran
entre las mas notables de las biomoléculas conocidas debido a su extraordinaria especificidad y a su
poder catalitico que son mucho mayores que las de los catalizadores hechos por el hombre
(Lenhinger A., 1988).

Las enzimas que se utilizan en la industria alimentaria se pueden obtener a partir de animales, plantas
0 microorganismos. El 90% de las enzimas que se emplean tienen su origen en los microorganismos
ya que son mas econdémicas, y se puede obtener una gran variedad de las mismas. La inmensa
mayoria de las enzimas microbianas se producen a partir de aproximadamente 25 organismos,
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incluyendo una docena de hongos, pero se ha calculado que sélo aproximadamente el 2% de los
microorganismos existentes en el mundo han sido estudiados como fuente de enzimas.

Las enzimas microbianas son mas utiles que las derivadas de las plantas o animales por la gran
variedad de actividad catalitica de que disponen, y porque usualmente pueden obtenerse en
cantidades abundantes, baratas, de forma regular y de calidad uniforme. Ademas, las enzimas
microbianas son generalmente mas estables que sus homodlogas de animales y vegetales, y su
proceso de produccion es mas facil y seguro (Cortés A., 2004).

Las lipasas o acilglicerol éster hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de grasas y aceites,
dando lugar a la formacién de glicerol y acidos grasos (Malcata F., 1996). En los Ultimos afios se ha
producido un aumento vertiginoso en la utilizacion industrial de enzimas, dentro de las que se
destacan las lipasas. De forma general la aplicacion industrial de esta enzima de origen microbioldgico
puede ser in situ o ex situ. La primera variante implica el cultivo del microorganismo deseado en un
medio que tenga el sustrato adecuado, siendo mas utilizada esta técnica en la industria alimenticia y
textil y en el caso del proceso ex situ se aplican lipasas ya purificadas, lo cual es muy utilizado para
sintetizar productos en procesos de quimica fina (Coca J., 2002). Las lipasas presentan multiples
aplicaciones, debido a que los procedimientos quimicos presentan muchas limitaciones e
inconvenientes y la aplicacion de tecnologias que utilizan enzimas aparece como muy prometedora
para el desarrollo de nuevos tipos de grasas y aceites. Las lipasas son enzimas muy peculiares y debido
a sus caracteristicas presentan numerosas aplicaciones en diversas industrias, dentro de las que se
encuentran la industria detersiva junto a proteasas, amilasas y celulasas para catalizar la ruptura de
enlaces quimicos tras la adicion de agua; en la industria textil junto a las proteasas para el
procesamiento del cuero; en la industria agroquimica para la elaboracién de pesticidas; en los
biosensores para la determinacién de lipidos para analisis clinicos (Pandey A. et al., 1999). También
tienen aplicaciones biomédicas por sus excelentes capacidades para catalizar reacciones regionales
especificas en una gran variedad de solventes organicos con diferentes sustratos (Coca J., 2002); en
la proteccién del medio ambiente pues esta enzima se puede emplear para sanear los desechos
contaminados con aceites en restaurantes o plantas procesadoras de grasas y en la industria de
cosmeéticos y perfumes pues presenta aplicacion en la produccién de surfactantes y aromas (Pandey
A.etal., 1999).

El sustrato sobre el cual acttan las lipasas adicionadas a la leche, queso, o lactosuero es la grasa lactea
(Siezen R. et al., 1994). El lactosuero, un subproducto de los procesos industriales de la leche, ofrece
una buena perspectiva frente a su uso como materia prima para la obtencion de biopolimeros, debido
a su bajo costo de adquisicion y a la gran cantidad que se genera como residuo de la industria lactea
del pais. Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es descartada
en forma de lactosuero, el cual retiene cerca de un 55%p/v del total de componentes de la leche,
como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (F. Carvalho, A. R. Prazeres, y J. Rivas
2013). El lactosuero residual posee una alta carga contaminante, sin embargo, presenta un buen
potencial para convertirse en otros productos de valor agregado, aunque desafortunadamente no es
reutilizado de manera eficiente.

El glicerol es un subproducto resultante de la fabricacién de biodiesel, que se produce por una
transesterificacion del aceite extraido y que se encuentra en una relacion masica 1kg glicerol/10 kg
Biodiesel (J. A. Posada and C. A. Cardona 2012). Debido al aumento en la produccién de biodiesel, la
cantidad de glicerol residual también se ha aumentado provocando una disminucion de su precio en
el mercado, afectando la rentabilidad de las empresas productoras de biodiesel. A su vez, los bajos
precios del glicerol han generado un problema medio ambiental, debido a que las industrias
cosmética y farmacéutica no usan todo el glicerol producido y entonces se encuentran grandes
cantidades remanentes de subproducto cuya disposicién final constituye un problema para las
empresas productoras (R. E. da Costa and E. E. Silva-Lora 2000). Con los datos anteriores, se concluye
que es factible proponer nuevos métodos de utilizacién de estos residuos de bajo costo y de grandes
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posibilidades de aplicacidén en el sector industrial, donde se podria reducir de manera eficiente la
contaminacion producida y minimizar los costos relacionados con la adquisicién y transporte de la
materia prima.

Materiales y Métodos

Adaptacién de la cepa de trabajo

El microorganismo seleccionado para la obtencion de la enzima lipasa fue Aspergillus niger, el cual
fue obtenido a partir de frutos dcidos contaminados, de los cuales se replicaron por técnica de
repique, en placas que contenian medio papa dextrosa agar (PDA) y agar sabourad dextroxa,
obteniendo cultivos presuntivos de hongos de esta especie.

Obtencién del extracto enzimatico

Para el proceso de fermentacidn, se realizd el disefio y construccién de un biorreactor de laboratorio
para fermentacion liquida, basandose en relaciones de disefio establecidas por Doran, P (1995),

El microorganismo fue inoculado en el biorreactor el cual contenia un medio de cultivo modificado;
rico en lipidos, segun lo establecido por Coca, J., y col. (2001). La composicién del medio se detalla
enla Tabla 1

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo rico en lipidos

COMPONENTE CANTIDAD (g) PORCENTAIJE (%)
NaH2PO2 12 21.60

KH2PO4 2 3.60
MgSO47H20 0.3 0.54

CaCl2 0.25 0.45

(NH4)2504 1 1.80

Glucosa 20 36

Aceite de Oliva 20 36

La lipasa es un enzima extracelular, que se obtiene por procesos sucesivos de purificacién a partir de
un extracto obtenido de un proceso fermentativo, la obtencion de este extracto se la realizd con un
proceso de filtracion al vacio y una posterior centrifugacién para eliminar las células del
microorganismo (Lozano, M.P. 2011).

Aplicacion del extracto enzimatico

Se realizd una cinética para observar la influencia que tiene sobre la formacién de acidos grasos, el

tiempo de hidrdlisis. Para ello se desarrollaron hidrdlisis a 20, 40, 60, 80 y 100 minutos. En cada caso

se preparaban, una muestra de lactosuero sin la accién de la enzima y otra con una determinada

concentracién de enzima. La temperatura a la que se llevd a cabo este estudio fue 50 °C y la

concentracion de enzima fue de 30 %.

Métodos analiticos empleados

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad hidrolitica de los extractos enzimaticos se determind espectrofotométricamente

(espectrofotometro WPA, modelo U1100) mediante la hidrodlisis del propanoato de p-nitrofenilo

(pNPP). El método consiste en medir el incremento de absorbancia a 348 nm debido a la formacion

de p-nitrofenol como resultado de la hidrélisis de 0,4mmol/L de pNPP en 25mmol/L de tampdn de

fosfato de sodio a pH=7 y 30°C (Hasan, F., Shah, A. A., y Hameed, A. 2009).

Determinacién de las cantidades de acidos grasos libres totales

Inicialmente la deteccidn cualitativa de glicerol, se realizé mediante la metodologia seguida por Ben-

Amotz, A., Sussman, I., & Avron, M. (1982), el acido sulfurico oxida el glicerol presente en la muestra,
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y utilizando carbonato férrico como indicador, la reaccién inicia con un color naranja fuerte y finaliza
con un verde intenso por la presencia del glicerol.
La actividad hidrolitica de la lipasa se determind por titulacién de los acidos grasos liberados en la
hidrdlisis de los sustratos nativos de la enzima (triacilglicéridos). El procedimiento se realizé acorde
con la metodologia usada por Quispe, C. A., Coronado, C. J., y Carvalho Jr, J. A. (2013); con algunas
modificaciones para la preparacién del sustrato se mezclaron 40,8 mL de buffer fosfato pH 7, 100
mM, 30 mL de la muestra, 30 mL de agua destilada. Para la mezcla de reaccion se utilizan 9 mL de la
emulsion mas 1 mL de la solucién enzimatica o 200 mg del soporte con la enzima inmovilizada, se
dejaron reaccionar por 5 minutos a 37 C, la reaccién se detuvo afladiendo 10 mL de etanol al 95%.
Los acidos grasos liberados se titularon con KOH 0,025M utilizando como indicador fenolftaleina.
Para todas las pruebas se hizo un blanco de reactivos. Para determinar la actividad relativa de las
lipasas se tomd como referencia los acidos grasos liberados, los cuales se calcularon basadas en los
equivalentes de KOH usados para alcanzar el punto final de la titulacion segun la siguiente ecuacion:

umol de acidos grasos  [(A— B) * 1000 = N|]

mL de la muestra * min Vign * t

Ddnde:

A es el volumen de KOH

B es volumen de KOH gastado por blanco
N es la normalidad de KOH

t es tiempo de reaccién

Vixn €5 volumen de reaccion

Resultados y Discusion
Disefio del biorreactor

El volumen de trabajo seleccionado para la construccion del biorreactor experimental, fue de
1200cm3 es decir se trabajé en una escala piloto, el material usado para la construccién fue, acero
inoxidable tipo alimentario (AISI304), la cepa usada para el proceso fue obtenida en procesos
previamente detallados (A. niger).

Los calculos de disefio se basaron en rendimientos (Yxss, Yx/0.), € indices de consumo (RO3),
reportados por investigaciones previas realizadas para este microorganismo. Las caracteristicas del
disefio se detallan en la tabla 2

Tabla 2. Caracteristicas del biorreactor de laboratorio

Caracteristica Valor Unidades
Capacidad (Volumen) 1200 cm3
Diametro 10.8 cm
Altura 21.4 cm
Velocidad 150 rom

Tipo Impelente Turbina Rushton -

Voltaje 110 Vv
Frecuencia 60 Hz

Aplicacion del extracto enzimatico
Andlisis cualitativo
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Figura 1. Determinacidn cualitativa de presencia de glicerol

En la determinacion cualitativa se observd un cambio en la coloracién de naranja a verde intenso
pasados los 10 minutos, en la muestra que contenia el extracto enzimatico sobre el suero de leche
(B), como se determina en la figura 1. Por el contrario el blanco que contenia glicerol puro donde se
puede ver el color azul verdoso intenso (A), la diferencia de color nos revela la presencia de glicerol,
el cual es un producto de la reaccién de la enzima lipasa presente en el extracto obtenido de la
fermentacion sobre los triglicéridos presentes en el lactosuero.

El analisis cuantitativo se observd que a las 24 horas de hidrélisis se obtienen 0,212 g/L, a las 48 horas
se evidencié un aumento hasta 0,424 g/L, estabilizandose a las 144 horas con un valor de 3,056 g/L.
En general, se observa un aumento de concentracion de acidos grasos conforme va disminuyendo la
concentracion de triglicéridos en el lactosuero, la cual inicio con una concentracién de 4,52 g/L y
finalizd con 1,92 g/L a las 144 horas, es decir se reduce el 42,54% del contenido de triglicéridos (Fig.
2).

Estos resultados indican, tal como se comprobd en el andlisis cualitativo, la transformacién de los
lipidos en acidos grasos mediante la hidrdlisis enzimatica ocasionada por la accion de las enzimas
lipasas presentes en el extracto enzimatico dosificado al lactosuero, esto revela que las lipasas
obtenidas del microorganismo Aspergillus niger son una alternativa viable para la obtencion de
glicerol a partir de los triglicéridos del lactosuero.
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Figura 2. A) Disminucién de los triglicéridos contenidos en el lactosuero, B) produccion de acidos
grasos debido a la hidrdlisis enzimatica
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Diversos autores atribuyen gran importancia a la liberacién de acidos grasos libres de los
triacilgliceroles, ya que los productos generados a partir de los mismos constituyen elementos
importantes a nivel industrial.

Conclusiones

Debido a las grandes cantidades de queso que son producidas a nivel mundial, el suero de leche ha
generado un problema de contaminacion ambiental.

Estudios en animales y humanos sugieren que uno de los principales productos obtenidos a partir del
lactosuero son los concentrados de proteina. Sin embargo, las concentraciones de proteina son bajas,
y podrian incrementarse separando los demds componentes como la grasa y otros. El
aprovechamiento de los triglicéridos del lactosuero puede traer réditos econdmicos debido a que el
glicerol que se produce de la hidrélisis de estos lipidos puede utilizarse en la elaboracién de productos
secundarios o como materia prima de combustibles.
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Resumen

El presente articulo examina el proceso de bioacumulacion de selenio y su metabolismo en las células
de levadura. Los microorganismos en general pueden incorporar permanentemente elementos
presentes en su entorno aun cuando no sean estos necesarios para su metabolismo. Las células de
levadura en particular pueden enlazar Se en su estructura celular tanto en forma inorganica como
organica.

La bioacumulacién ocurre en dos etapas: el enlace intracelular del selenio y su posterior transporte
al interior de la célula. Durante este proceso el selenio sufre diferentes procesos de oxidacién,
reduccién, metilacién y sintesis de seleno proteinas que permiten la supervivencia de la célula en un
entorno agresivo como es la acumulacion de Se en el medio. Este mecanismo puede ayudar en
reducir los efectos del estres oxidativo en las enfermedades neuro degenerativas como las
enfermedad de Huntington o mal de San Vito.

Palabras clave: antioxidante inorganico, selenoproteinas, enfermedad de Huntington, metabolismo
microbiano, absorcion de metales

Abstract

Present paper examines the process for bioaccumulation of selenium and its metabolism in yeast
cells. Microorganisms in general can permanently bind different elements present in their
environment even when they were not needed for their metabolism. Yeast cells in particular can
build up Se in their structure both inorganic and organic species.

Bioaccumulation occurs in two steps: intracellular binding of selenium and its subsequent transport
to citoplasm. During the process selenium undergoes different oxidation, reduction, methylation and
synthesis of selenium proteins which allow the survival of cells in an aggressive environment as the
Se accumulation produces. This mechanism ncan help to reduce the effects of oxidative stress in
neuro degenerative diseases as Huntington or San Vitu’s dance.

Key words: inorganic antioxidant, seleno proteins, Huntington’s disease, microbial metabolism, metal
absorption

Recibido: 18 de agosto de 2019
Aceptado: 18 de septiembre de 2019

Introduccion

La enfermedad de Huntington (HD) es un raro desorden neurovegetativo del sistema nervioso central
caracterizado por movimientos espasmadicos, disturbios siquidtricos y de conducta y finalmente
demencia, el conocido mal de San Vito (Bruyn GW, 1968). Su prevalencia en la poblacién caucdsica
se estima entre 1/10,000 y 1/20,000 (Bates et al, 2002, Walker 2007, Warby et al 2011) y la edad
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promedio para su debut oscila entre 30 y 50 afios. En algunos casos los sintomas empiezan desde los
20 afios con disturbios de comportamiento y dificultades de aprendizaje (Huntington Juvenil; JHD).
El sintoma cldsico es que los movimientos involuntarios se difunden a todos los musculos y asi, todos
los procesos sicomotores se retardan severamente, manifestdndose sintomas siquiatricos vy
declinacién cognitiva.

HD es una enfermedad autosémica hereditaria causada por la repeticién elongada de la secuencia
CAG (hasta 36 veces o mas) en la rama corta del cromosoma 4p16.3 en el gen correspondiente (gen
Huntingtiniano) (Anon, 1993). Mientras mayor sea la repeticion de la secuencia, mas temprana la
apariciéon de la enfermedad. Para los mas jévenes, la repeticidon con frecuencia excede las 55 veces
(Trottier et al, 1994). La diagnosis se basa en los sintomas clinicos en individuos con progenitors con
HD probada y confirmada por analisis de DNA. No existe cura para la enfermedad, solo paliativos para
mejorar la calidad de vida.

A pesar de esta realidad, sin embargo, la extensidon y severidad del dafio oxidativo en HD son hechos
bien reconocidos pero tal vez no apreciados en toda su magnitud (Johri y Beal, 2012). El dafio
oxidativo ocurre en los lipidos, proteinas y DNA y se ha sugerido que este Ultimo puede contribuir a
la expansion del CAG durante la reparacién del DNA (Kovtun et al, 2007). Los antioxidants son
efectivos en la reduccion de la progresion de la enfermedad en modelos de ratones transgénicos y
se mostraron promisorios en ensayos clinicos en humanos. Los sintomas de la enfermedad son:
movimientos espasmaodicos o de contorsion involuntarios (corea), problemas musculares, como
rigidez o contracturas musculares (distonia), movimientos oculares lentos o anormales, marcha,
postura y equilibrio afectados y dificultad en la produccion fisica del habla o para tragar.

El Selenio forma parte de un grupo de elementos traza necesarios para el adecuado funcionamiento
de un organismo. Es una parte importante de las selenoproteinas y varias enzimas que funcionan
como antioxidantes entre las que se encuentran la glutation peroxidasa (GPx), thioredoxin reductasa
(TRxR), y iodo thyronina deiodinasa (DIO), las que protegen la célula de los efectos dafiinos de los
radicales libres que se generan durante los procesos de oxidacion (Drutel et al 2013).

El Se inorganico en forma de selenito es asimilado de manera limitada por el organismo. La
incorporacion del Se en macromoléculas como proteinas o aminodcidos especificos , existentes en
pequefias cantidades en nuestro organismo, presentan mayores oportunidades de neutralizar los
radicales libres en los procesos oxidativos naturales (Lin, MT & Beal 2006).

Las levaduras son microorganismos eucariéticos que poseen un veloz metabolismo celulary por tanto
interactuan intensamente con el entorno extracelular. Una caracteristica intrinseca a las levaduras
producidas en un medio rico en nutrientes, es su corto tiempo de generaciéon —de 1.5 a 2.0 horas- lo
que se traduce en la duplicacion de la concentracién celular muy rapidamente.

Muchos elementos traza, entre ellos el Se son acumulados por las células de levaduras a partir del
medio (Kieliszek y Btazejak 2013; Schrauzer 2006). Las levaduras son ampliamente utilizadas tanto en
la produccién de alimentos como de forrajes y también en las industrias biotecnolégicas vy
farmacéuticas. Vale la pena mencionar que el mecanismo de acumulacién de Se y su conversion en
estructuras intracelulares no esta totalmente dilucidado.

Mecanismos de enlace externo de selenio

El enlace del Se extracelular se basa en la absorcidon quimica que involucra la formacion de enlaces
idnicos o el acomplejamiento de los iones de Se por algunos biopolimeros de la pared celular como
los grupos activos de proteinas, fosfolipidos y/o polisacéridos.

Hay que tener en cuenta que la pared celular de las levaduras representa entre 20 y 30% del su peso
secoy esta compuesta mayormente por polisacaridos (aprox 85 %) y proteinas (15 %) (Klis et al 2006,
Olas et al 2010, Levin & Moran 2011).

Los procesos fisico-quimicos juegan un papel fundamental en el enlace extracelular del Se. La
bioabsorcidn del selenio se debe a la presencia de grupos funcionales que exhiben carga negativa en
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la superficie de la pared celular como los grupos fosfodiéster (Klis et al 2002) entre otros. El alcance
de esta absorcién depende de la hidrofobicidad de las paredes celulares de la levadura que a su vez
depende de la proporcion entre sus componentes (Kordialik-Bogacka 2011).

La Fig 1 muestra el modo de transporte de Se a las células de levadura

Salenato
Selenito
extracelular
Transportadores de
oxvaniones
intracelular / GSH (Glutation)
GSH reductasa
\b GSSG (Glutation di sulfuro)
\ 4
Selenur
Oxigeno

Dafo al DNA durante el

\b @ proceso de reparacién

Especies oxigenadas reactivas
(ROS) Oxidacién de proteinas

A 4

Selenio

Fig 1 Transporte de selenio en forma de oxianion al interior celular (Rosen & Liu 2015)

Acumulacidn de Se intracelular

El proceso de acumulacidn de Se intracelularmente se produce por transporte activo. Para superar la
barrera que supone la impermeabilidad de la membrana se require un mecanismo especifico (Rosen
& Liu 2009). La mayoria de los estudios se han realizado con levaduras y bacterias encontrandose que
en células de levaduras cultivadas en glucosa vy fructosa, alcanzaron niveles de Se de 14 y 11mg/g,
respectivamente. Estos resultados sugieren que un medio rico en sacarosa puede ser apropiado para
la acumulacion de Se a partir de que la presencia de invertasa en las levaduras hidroliza este
disacdrido en glucosa y fructosa a partes iguales. Las melazas de cafla por su alto contenido en
sacarosa son un candidato preferente. Se ha informado igualmente y resulta por demas un dato de
suma importancia que la presencia de iones sulfato y sulfito en el medio de cultivo no afecta la
bioabsorcién de Se por S. cerevisiae. Observaciones publicadas por otros autores (Golubev & Golubev
2002) confirman la tolerancia de las levaduras a la presencia de Se en el medio depende de la
composicion de este y la presencia de aminodcidos sulfurados. Segun Demirci & Pometto (1999), una
relacion Se/S estimada de 4:1 en el medio es dptima para una bioacumulacion eficiente de Se en
forma organica.
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Resultados informados por Marinescu et al (2011) demostraron que el proceso de bioacumulacién
de Se tiene lugar en la fase logaritmica de crecimiento. Asi, la levadura Saccharomyces uvarum, la
utilizada en la preparacion de cervezas, cuando se cultivd en un medio de melazas suplementado con
selenito de sodio en concentraciones desde 30 a 180 mg/L, acumulé cantidades importantes de Se
que variaron entre 0.62 y 2.22 mg/g.. Ponce de Ledn et al (2002) realizaron estudios en los que
variaron los métodos de dosificacion de Se en S. cerevisiae. Los estudios demostraron que la mejor
manera de obtener levaduras ricas en Se en una de las formas mas favorables para su absorcién (L-
selenomethionina) fue afiadir dosis bajas de selenito sddico (de 10 a 50 mg/L) en la fase logaritmica
temprana alcanzandose alrededor de 2.4 mg/L en la biomasa celular. La temperatura y el pH juegan
también un rol importante en la bioabsorcion de Se en S. cerevisiae (27-30°C, pH = 5.8-6) (Yin et al
2010). La Fig 2 muestra la ruta metabdlica de Se en las células.
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Se0:” _Se0s” —Se”

/
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HsC /\(“\OH HoN
NH2 O
Selenometionina Selenocisteina

Fig 2 Reduccion de selenio inorganico en la célula

Toxicidad del selenio

El selenio es toxico cuando se ingiere en concentraciones superiores a 300 pg/dia (Fairweather-Tait
et al 2011). Sus efectos téxicos se conocen desde hace mucho tiempo y depende de factores como
la forma quimica, la concentracién y las posibles transformaciones que puedan sufrir en su
interaccién con el medio.

Las formas organicas de los elementos suelen considerarse mas téxicas que las especies inorganicas,
por su naturaleza lipofilica, y asi poseer mayor facilidad para difundir rapidamente a través de las
membranas celulares. Sin embargo, muchas especies organicas de selenio son esenciales y forman
parte de las proteinas (SeMet, SMC y SeCys2), por lo que su toxicidad potencial es nula. Dentro de
las formas inorganicas, el selenio elemental parece ser el menos téxico por ser el mas insoluble y por
tanto dificilmente asimilable por los organismos. Las especies selenito y seleniato presentan toxicidad
semejante, otorgandoseles propiedades mutagénicas.

El selenio puede ser transportado en la cadena alimenticia hacia niveles superiores. Por ejemplo en
los sistemas acuaticos, la biomagnificacion de selenio oscila entre 2 y 6 érdenes de magnitud desde
el productor primario (fitoplancton, algas) hasta llegar a los animales y vertebrados .

En el hombre se desconocen los niveles exactos para producir la intoxicacion crdnica, pero se ha
observado que cantidades del orden de 2-8 mg/ kg son capaces de producir graves lesiones. Se han
registrado varios casos de envenenamiento por selenio con un consumo dietetico de 5 a 27 mg/ kg,
0 por exposicion industrial a seleniuros, didxidos de selenio y oxicloruro de selenio. Los sintomas de
selenosis por inhalacidn son mareos e irritacion de las membranas mucosas.
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Cuando la exposicién es elevada produce acumulacién de liquido en los pulmones, bronquitis,
neumonia, fiebre, dolor de garganta, conjuntivitis, vomitos, dolores abdominales, diarrea y expansion
del higado. Cuando es ingerido puede producir pelo quebradizo y ufias deformadas, sarpullidos, calor,
hinchamiento de la piel, dolores agudos.

El hecho de que el selenio pueda comportarse como elemento téxico o esencial en la bioquimica de
los seres vivos, dependiendo de su concentracion y sobre todo de su forma quimica, hace que sea
muy importante su estudio y control, con el fin de evitar desdrdenes biolégicos procedentes de la
administracion de un exceso o deficiencia en este elemento. En primer lugar, debido a que el selenio
se presenta en muestras biolégicas y medioambientales a niveles traza, es necesario el empleo de
técnicas de andlisis de elevada sensibilidad.

Por ello se ha estudiado su determinacién por espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS), a través de diferentes sistemas de introduccion de muestra: nebulizacion
neumatica convencional (CN) y generacién de hidruros (HG), en ambos casos, se ha estudiado la
introduccién de muestra en continuo y por inyeccion en flujo.

Meétodos de propagacion de microorganismos
La produccion de selenio levaduras puede ser llevada a cabo por medio de diferentes arreglos
tecnoldgicos y de operacién de los biorreactores.

Batch

La fermentacion por lotes (Batch) es ampliamente usada en las industrias bioldgicas incluyendo la
propagacion microbiana, metabolismo celular y la produccién de numerosos productos. En general
puede usarse para construir los modelos cinéticos de diferentes microorganismos y estudiar las
condiciones de produccién éptimas y de control de proceso (Fengxue & Min 2019). Si el producto
en estudio esta directamente asociado al crecimiento como es el caso de la produccién de biomasa
microbiana, proteinas unicelulares etc, se debe elongar la fase de crecimiento logaritmica lo mas
posible para incrementar la concentracion del producto de interés, de tratarse de un metabolito
secundario lo contrario es lo aconsejable.

En el caso de la acumulacién de Se en las células, no se trata de ninguno de éstos y el modelo resulta
util para el estudio de la cinética de incorporacion del Se y el andlisis de la influencia de las diferentes
condiciones de de fermentacion sobre la inhibicién del crecimiento entre otros aspectos. Para su
empleo como tecnologia de produccion, no parece aconsejable especialmente cuando de un
producto toxico se trata pues el modelo se basa en preparacién del medio de cultivo con la totalidad
de los nutrientes necesarios para el desarrollo del proceso completo: propagacion del cultivo y
acumulacion del producto de interés.

La Fig 3 muestra el modelo de crecimiento de un proceso batch tipico
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Fig 3 Cinética tipica del modelo de fermentacién por lotes. A Candida utilis; B Saccharomyces
cerevisiae (Kieliszek et al 2019)

Fed-Batch

El modo de propagacién fed-batch es operado generalmente con la adicién de nutrientes en dosis
pequefias lo que provoca un incremento constante en el volumen de cultivo. El cultivo por lote
conserva un volumen constante y se ha empleado para simular el crecimiento de microorganismos.
En este ultimo, la totalidad de los nutrientes han de ser cargados en el medio de cultivo desde el
inicio y asi la posible inhibicion por sustrato esta siempre latente.

En el caso de la incorporacién de Se en levaduras, el proceso de propagacion fed-batch parece ser el
mas apropiado (Nisamedtinov 2007) pues permite la dosificacion controlada del Se inorganico por
debajo del umbral de toxicidad para las células. Este modelo permite el control de todas las variables
del proceso, a saber: tasa de crecimento (u) y adicion de medio, pH, temperatura y control Redox,
dentro de los limites permisibles sin comprometer la propagacion celular (Yoshinaga et al 2018, Wang
et al 2018). La Fig 4 muestra una comparacion tipica entre los sistemas batch y batch incrementado
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Fig 4 Sistemas batch y batch incrementado de fermentacién

Cultivo continuo

Tanto el cultivo batch como el fed batch son cultivos cerrados; el cultivo abierto por antonomasia es
el quimiostato. Este es un cultivo en el que:

e el medio fresco es introducido continuamente a un flujo constante
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e el volumen de medio se mantiene constante a través de la extraccion del medio fermentado al
mismo flujo

e en este el suministro de un nutriente simple controla la tasa de crecimiento

Los cultivos en estado estacionario permiten un control preciso del crecimiento y el entorno celular.
Estos cultivos pueden extenderse por semanas e incluso meses dentro de estos entornos controlados
lo que lo hacen un sistema ideal para la obtencion de numerosos productos de interés industrial.

En este sistema, una vez alcanzado por cultivo batch una concentracién de células elevada, se
comienza a alimentar el sistema con los nutrientes necesarios para mantener constante el cultivo y
la composicién del producto. La ventaja de este sistema es la alta productividad horaria que presenta,
sin embargo cuando se trata de la incorporacién de un elemento ajeno al metabolismo celular como
es el caso del selenio, no parece ser el sistema idoneo. La inhibicién del crecimiento por la
alimentacién de compuestos selenados en el medio tiene un impacto negativo sobre la propagacién
celular al ser éste un elemento toxico. Como por definicion el cultivo continuo es un proceso abierto
en el que se presupone una tasa de crecimiento (1) determinada para un flujo de alimentacién de
nutrientes dado, se corre el peligro que la concentracién celular decrezca continuadamente en el
tiempo y el sistema entre en el proceso de wash out (concentracién celular = 0).
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turned on at culture

D less than cstablished

Chemostat

Medium fed in at surface of o l Y x
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this dilution rate 1 £ a PL :
determines p S S-= / :
....... = E G : steady
_:__J 3 .| : state
53 /
all nutrients in R~ /batch
AN CORE OYCO = biomass acs
excess except culture volume kept @ "7 phase : S
~forone, constant by overflow culture : C constant
limiting nutrient harvester device 0 T : T 10

Time (h)

Fig 5 Cultivo Continuo en Quimiostato (Moore D, Robson DG, Trinci AP. 21° Century Guidebook to
Fungi, 2" Ed. 2018 )

De acuerdo con las caracteristicas de los sistemas de fermentacion disponibles, el batch
incrementado (fed batch) parece ser el modelo idoneo para la obtencion de levaduras enriquecidas
en Se.

Determinacion de selenio

Se han empleado diversas técnicas de deteccidn para la determinacion del contenido total de selenio.

Entre ellas se pueden citar:

e HGAAS (Espectroscopia de Absorcion Atdmica por Generacion de Hidruros) este es un tipo de
espectroscopia de fluorescencia atomica para metales como As, Sby Se en el que estos elementos
se vaporizan en hidruros volatiles. Este método ha sido empleado para la determinacién de Se en
formulas infantiles y leche con buenos resultados (Pistén et al 2009)

e ElICP-MS (Espectrometria de Masa acoplada Inductivamente) es un tipo de espectrometria de
masa capaz de detectar metales y varios no metales en concentraciones tan bajas como
1/10% (parte por cuadrillon, ppq). Se alcanza esta sensibilidad ionizando la muestra por medio de
plasma acoplado inductivamente y usando después un espectrometro de masas para separar los
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iones y cuantificarlos. Es mas rapida, sensible y precisa que la AAS clasica pero introduce muchas
especies que interfieren como el argdn del plasma, componentes gaseosos del aire etc.
Aun asi, es la técnica de deteccion mas empleada para el analisis de elementos inorganicos en
alimentos por su elevada sensibilidady selectividad (Amman AA 2007).
La produccidon de levadura enriquecida en selenio puede llevarse a cabo a partir de numerosos
sustratos azucarados entre ellos el lactosuero producido durante la fabricacién de quesos por lo que
este sustrato puede ser un elemento de importancia en la lucha contra esta enfermedad.

Conclusiones

El metabolismo del selenio en las células de levadura es un proceso extremadamente complejo. Es
preciso un analisis mas exhaustivo de las formas y las transformaciones de los compuestos selenados
para una mejor comprensién de su acumulacién. El camino de éstos en la célula transita por la
reduccién continuada hasta llegar a selenuro que es el punto de partida para su incorporacion en las
proteinas en forma de selenometionina y selenocisteina. La formacion de éstos dependera de la
demanda para ser empleado o de lo contrario existe la posibilidad que parte se elimine por medio de
formas metiladas.

No obstante, la obtencidén de levaduras enrigquecidas en selenio para usarlas tal cual o en la
produccion de materiales proteinicos y minerales para ser suplementados en la dieta y superar
deficiencias metabdlicas de éste elemento esencial.
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Resumen

Con el objetivo de aprovechar el valor nutricional del suero de queseria y minimizar los efectos de
contaminacion del mismo se desarrollé un producto lacteo fermentado que contiene una alta
proporcion de suero lacteo en su formulacién. Siguiendo el protocolo industrial para la elaboracion
de yogur, se evaluaron distintos porcentajes de sustitucion de leche por lactosuero y el efecto del
agregado de hidrocoloides en las propiedades organolépticas del producto final. Los ensayos
incluyeron las pruebas reoldgicas, sensoriales y microbiolégicas solicitadas por el Codigo Alimentario
Argentino.

Palabras clave: lactosuero, yogurt, efluentes lacteos.

Abstract

In order to take advantage of the nutritional value of the whey and minimize the effects of
contamination, a fermented dairy product was developed that contains a high proportion of whey in
its formulation. Following the industrial protocol for the manufacture of yogurt, different
percentages of milk replacement by whey and the effect of the addition of hydrocolloids on the
organoleptic properties of the final product were evaluated. The experiments included the
rheological, sensory and microbiological tests requested by the Argentine Food Code.

Keywords: Whey, yogurt, dairy effluents.
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Introduccion

El poder contaminante del suero lacteo y su atractivo valor nutricional han incentivado el desarrollo
de investigaciones orientadas hacia su aprovechamiento a escala industrial (Monsalve y Gonzalez,
2005). El proceso de globalizacion e innovacién tecnoldgica trajo aparejado

la incorporacion de conductas de gestion ambiental. La complejidad del tratamiento a efectuar
depende de multiples factores asociados al tipo y tamafio de la empresa y la composicion particular
del efluente generado y en muchos casos se requieren inversiones que resultan altamente costosas
para algunas PyMEs del sector (Cuellas y Wagner, 2008). Si bien la tecnologia de separacion por
membrana ha posibilitado la recuperacion de proteinas, su implementacion representa una inversion
importante en equipamiento y un costo considerable de proceso, siendo viable sdlo en plantas que
procesan mas de 300.000 |/dia de leche (Grasselli, 1997; Jelen, 2003; Gonzales Caseres, 2012).
Debido al elevado costo de las maquinarias necesarias para el tratamiento del efluente, no se ha
observado una evolucién similar en empresas mas chicas y Pymes.
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El pequefio y mediano productor quesero en general no dispone de recursos ni equipos industriales
para el tratamiento del lactosuero, ni de sistemas tratamiento de aguas residuales. Algunos han
implementado piletas de recoleccion de suero para su uso en alimentacién de ganado porcino, sin
embargo, el nivel de efluentes producido excede esa conducta y exige la incorporacion de
tratamientos y soluciones mas complejas (Sanchez et al, 2012). En la tabla 1 se presenta el destino
del efluente lacteo en relacién con el tamafio del establecimiento quesero.

Tabla 1: Utilizacion actual del suero de queseria. Marcelo Gonzalez. INTI. Ministerio de la Industria. Presidencia
de la Nacion. Agosto 2013

Capacidad de procesamiento de | % Empresas Queseras Destino del lactosuero

leche

Hasta 10.000 I/dia 47 Volcado a rios y lagunas/ alimento
porcino

Entre 10.000 y 50.000 |/dia 35 Volcado a rios y lagunas/ alimento
porcino/ricota

Entre 50.000 y 250.000 I/dia 13 Ricota/ separacién por membrana de
ultrafiltracion

Mas de 250.000 I/dia 5 separacion por membrana de
ultrafiltracion / lactosa grado farmacopea

La investigacion cientifico-tecnolégica sobre la recuperacion y revalorizacion de este efluente es de
vital importancia, tanto para su aprovechamiento integral como para el desarrollo de métodos
simples y econémicos aplicables en la mediana y pequefia industria (Miranda, 2007). En este marco
es imprescindible analizar la composicion del suero lacteo y analizar la posibilidad de aplicar procesos
diversos.

Un alimento fermentado es un tipo de producto alimenticio caracterizado por diversas degradaciones
de los carbohidratos. La mayoria de los alimentos fermentados contienen una mezcla compleja de
carbohidratos, proteinas, grasas y otros compuestos, que se modifican simultdneamente a través de
la accién de diversos microrganismos y enzimas. En las fermentaciones alimentarias especificas se
requiere controlar los tipos de microrganismos responsables y las condiciones ambientales
necesarias para producir el producto deseado (Watson, 1992).

los productos lacteos fermentados, estan ampliamente distribuidos en el mercado, el mas conocido
en esta categoria es el yogur, que se define segln el Codex Alimentarius, como leche (usualmente de
vaca en la actualidad) que ha sido fermentada con Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus bajo condiciones definidas de tiempo y temperatura. Cada especie de bacterias estimula
el crecimiento de la otra, y los productos de su metabolismo combinado dan como resultado la
textura cremosa caracteristica y el ligero sabor acido. También el yogurt contiene otros aditivos tales
como solidos lacteos, azucares, frutas, etc.

La capacidad de estos microorganismos para utilizar lactosa como fuente de carbono y energia y
producir acido lactico permite la obtencién de este producto que posee una serie de compuestos
que le otorgan el sabor, el aromay la textura, propiedades que lo caracterizan (Walstra, et al., 2001).
La presencia de esta azUcar en el suero de queseria, permite formular un producto semejante que
conserve las propiedades caracteristicas del yogurt y aproveche las ventajas nutricionales del
subproducto quesero.

Como principal objetivo de este trabajo se propone emplear el lactosuero como materia prima de la
industria alimentaria para elaborar yogur, un producto lacteo que utiliza una tecnologia sencilla, de
facil implementacion en pequefias y medianas empresas queseras
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Materiales y Métodos

Suero de queso en polvo, Lacteos Vidal S.A. Leche entera ultra pasteurizada, Armonia. Cultivo Lacteo
FD-DVS YF-L812 Yo- Flex, compuesto por Lactobacullis delbrueckii subsp. Bulgaricus y Streptococcus
thermophilus. Sacarosa, Ledesma S.A. Hidrocoloides: Goma Xantica (El Bahiense), Goma Guar (El
Bahiense), Gelatina (El Bahiense), Yog P (HIS Ingrediens Solutions) y Yog PB (HIS Ingrediens Solutions).
El suero en polvo fue reconstruido al 5% p/v, tal como se encuentra naturalmente en el efluente
lacteo

Métodos

1. Determinacidn del tiempo de fermentacion adecuado.
En primer lugar, se determiné el tiempo de fermentacion adecuado realizando un estudio de la
variacion de pH vs. tiempo de fermentacién, utilizando una muestra con 50% de suero, la cual mas
se aproximaria a la que se desea obtener como producto final. El protocolo utilizado se adecua al
proceso de elaboracién de yogurt que se detalla en la figura 1.

Figura 1: Diagrama de Flujo para la obtencién de yogurt (Tamine y Robinson, 1991).

SUERO DE QUESO LECHE DE VACA
RECONSTITUIDO PASTEURIZADA
5%
GO =)| MEZCLADO |[é&=
CALENTAMIENTO

L

SACAROSA )| FERMENTACION |¢== | CULTIVO LACTEO

4

ENFRIAMIENTO

4

REFRIGERACION

2. Formulacién de un yogurt con distintos porcentajes de sustitucion con suero lacteo.
Con el objetivo de obtener la mayor sustituciéon de leche por suero lacteo se realizan seis
formulaciones variando la proporcion de estos componentes y manteniendo la concentracién de
sacarosa y cultivo iniciador constante (Tabla 3). Estas muestras (M1, M2, M3, M4, M5 y M6) se
sometieron al protocolo de elaboracién de yogurt expuesto en la figura 1 y sus propiedades
organolépticas fueron evaluadas por un panel sensorial con la metodologia de Ordenamiento de
Preferencia.

Tabla 2: Formulaciones evaluadas por Ordenamiento de Preferencia

| Componente | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 M6
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Leche (ml) 100 75 50 40 30 0
Lactosuero 0 25 50 60 70 100
Cultivo (ml) 0.8 08 0.8 08 0.8 08
Sacarosa (g) 6 6 6 6 6 6

3. Incorporacién de hidrocoloides.
Para determinar la incorporacién de hidrocoloides al producto se realizé el estudio reoldgico del
mismo con el agregado de distintas gomas

El andlisis reoldgico se basa en la deformacién de un cuerpo sometido a esfuerzos externos, en
funcion del tiempo (Muller, 1977). EI comportamiento de flujo fue analizado aumentando
linealmente la velocidad de corte de 0,1 a 100 s-1 durante 210 s, luego manteniéndola constante a
100 s-1 durante 60 s, y finalmente disminuyéndola linealmente de 100 a 0,1 s-1 durante 210 s, con
un redmetro AR-G2 (TA Instruments; New Castle, EE.UU.) (Perea et al, 2006). En todos los casos, el
analisis se realizo por duplicado y se realizd un promedio con los datos entregados por el sistema.

4. Determinacion del dulzor del producto.
La determinacién de la concentracion final de sacarosa en el producto se evalud mediante la técnica
de ordenamiento por preferencia, comparando muestras con distintos porcentajes del azucar. Las
muestras ensayadas en el panel sensorial se detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Evaluacion del dulzor del yogurt.

Componente M1 M2 M3 M4 M5

Leche (ml) 40 40 40 40 40
Lactosuero 60 60 60 60 60
Cultivo (ml) 0.8 08 0.8 08 0.8
hidrocoloides | constante | constante | constante | constante | constante
Sacarosa (g) 6 6 6 6 6

5. Vida util sensorial y andlisis microbioldgicos
Para determinar la vida util sensorial del yogurt, se utiliza el método de supervivencia, que es una
herramienta de andlisis sensorial que proporciona informacién real de la opinién de los
consumidores. Esta metodologia permite estimar el momento de la vida util a partir del cual el
producto podria ser rechazado por el consumidor (Hough y Fiszman, 2005). Para esta experiencia, se
disefia un panel sensorial con jueces consumidores comparando varias muestras del producto a
distintos tiempos de almacenamiento, incluyendo una muestra del producto recién fabricado.
Se le pregunta al consumidor es si consumiria/compraria o no el producto, y se estima el porcentaje
de rechazo de los consumidores segun el tiempo de almacenamiento del producto (Hough y Fiszman,
2005).
Para estos ensayos el producto se conservo a 49C y las muestras fueron tomadas una vez por dia a la
misma hora, por duplicado, durante 15 dias.

Los analisis microbioldgicos se ajustaron al Cddigo Alimentario Argentino, definido en el articulo 576,
Capitulo VIII.

- Recuento de bacterias lacticas totales

(UFC/g) -Norma FIL 117 A: 1988

- Recuento de levaduras especificas (UFC/g) -
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Norma FIL 94 B: 1990

Resultados y Discusion

1. Determinacion del tiempo de fermentacion adecuado
Cuando se inicia la fermentacion lactea, el pH de 6,8 es favorable para el desarrollo del Streptococcus
termophilus que produce dacido formico y didxido de carbono, bajando asi el pH hasta 5,
aproximadamente. De este modo se estimula el crecimiento del Lactobacillus bulgaricus, que a su
vez favorece el crecimiento del Streptococcus termophilus por la produccién de nutrientes como
acido lactico, péptidos y aminoacidos como la valina.
La formacion de acido lactico desciende el pH, provocando la coagulacién lactica. A un pH de 4,6 las
caseinas estdn en su punto isoeléctrico y son completamente insolubles, confiriéndole al yogur su
consistencia semisdlida caracteristica. En los productos lacteos fermentados, la fermentacién
culmina cuando se alcanza y se estabiliza un valor de 4,2 a 4,5 de pH aproximadamente. Una vez
lograda la acidez requerida, debe enfriarse a 4 o 52C para detener la fermentacion y evitar que se
siga produciendo acido lactico. Como se muestra en la figura 2, la acidez necesaria se logra a las
seis horas de fermentacién.

Figura 2: Determinacién de la variacion del pH en el tiempo de la muestra M3 (reemplazo del 50% de
la leche por suero lacteo)
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2. Formulacién de un yogurt con distintos porcentajes de sustitucion con suero lacteo

Como se observa en la figura 3 de prueba de ordenamiento por preferencia, las muestras con una
sustitucion de 100, 70 y 25% de suero presentadas en el panel sensorial fueron descartadas. Las
muestras con 50 y 60% de sustitucion por suero lacteo son las de mejores caracteristicas
organolépticas. En los ensayos sensoriales de preferencia, los panelistas ordenen una serie de
muestras en forma creciente segln caracteristicas o atributos que se estén evaluando. Si bien los
resultados son sumamente importantes para la formulacion del producto, estos no indican la
magnitud o tamafio de la diferencia entre las muestras sucesivas

Figura 3: Resultados de las pruebas de preferencia de las diferentes variaciones de sustitucion de leche por
suero lacteo.
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3. Incorporacién de hidrocoloides
En la figura 4 se muestra el comportamiento de las distintas muestras al aplicarle una fuerza de corte.
El comportamiento de flujo fue analizado aumentando linealmente la velocidad de corte de 0,1 a 100
s-1 durante 210 s, luego manteniéndola constante a 100 s-1 durante 60 s, y finalmente
disminuyéndola linealmente de 100 a 0,1 s-1 durante 210 s, como se indica con las flechas.
Como se puede observar en todos los casos, se trata de fluidos pseudopldsticos, ya que la viscosidad
aparente disminuye al aumentar la velocidad de deformacién y tiene un comportamiento isotrépico
(Muller, 1977). Por otro lado, se puede observar que la muestra 1, que sdélo contiene como
estabilizante YOG PB, se deforma aplicando una muy pequefia fuerza, indicando la formacién de un
gel muy débil. La muestra 3, que contiene la misma cantidad de YOG PB y gelatina, necesita mas del
doble de la fuerza de corte aplicada en la muestra 1 para lograr igual velocidad de deformacion. La
muestra 2, que contiene gelatina como Unico estabilizante, necesita el doble de fuerza para obtener
igual velocidad de corte que la muestra 3 y aproximadamente 5 Pa mds que la necesaria para la
muestra 4. Estas observaciones sugieren que la gelatina es el gelificante que gobierna la viscosidad,
resistencia, tixotropia y consistencia, afectandolos en forma directa, produciendo un
comportamiento lineal y promoviendo en el codgulo una mayor estabilidad y mayor resistencia a los
tratamientos mecanicos.

El estabilizarte Yog PB tiene bastante menor influencia, y en forma variable, impartiendo mas
cremosidad. Esto indica que al utilizar gelatina como Unico estabilizante el gel resultante es muy firme
con respecto a lo que se desea para el producto, y que la sinergia que se produce entre los
estabilizantes YOG PB vy la gelatina genera un producto estable en el tiempo y un gel mas elastico,
simil a los ofrecidos en el mercado como yogur batido.

Figura 4: Comportamiento reoldgico de las muestras frente a la incorporacion de distintos
hidrocoloides
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Enla Tabla 4, se compara las viscosidades aparentes en un punto medio (60,04 Pa), para que los datos
no se vean distorsionados por errores generados por los equipos. Como formulacién dptima fue
elegida, la muestra 4, que al ser comparada con la muestra 3, presenta un gel mas estable, mayor
viscosidad (aunque no tanto como en la muestra 2). A partir de los resultados expuestos, podemos
observar que la muestra 4 cumple con las caracteristicas de textura, aroma y aspecto deseadas para
el producto final.

Tabla 4: Viscosidades aparentes de las muestras con el agregado de hidrocoloides.

MUESTRA Viscosidad aparente (Pa. S)
M1 0.04

M2 0.3

M3 0.09

M4 0.19

4. Determinacion del dulzor del producto
En la evaluacidon sensorial por orden de preferencia (Figura 5) se determind que las muestras que
contenian 2y 10 g p/v de sacarosa en su formulacion final fueran descartadas por su percepcion acida
y muy dulce, respectivamente. Por el contrario, las muestras con 4 y 6 p/v g de sacarosa fueran
elegidas por los panelistas.
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Por tanto, considerando el costo final del producto y el dulzor aportado por el colchdn de fruta, se
determind que 4g p/v de sacarosa es la cantidad éptima para que el yogur sea elegido por los
consumidores

Figura 5: Resultados de las pruebas de preferencia de los consumidores frente a distintas
concentraciones de azucar en el producto
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5. Vida util sensorial y andlisis microbioldgicos

Manteniendo el producto en las condiciones adecuadas de almacenamiento, el yogur a base de suero
lacteo, conserva sus condiciones microbioldgicamente aptas hasta 15 dias. Sin embargo, el producto
tiene una vida util estimada de diez dias, ya que luego comienza lentamente a variar sus atributos
organolépticos y el 40 % de los consumidores rechazan el producto. Los defectos sensoriales en el
alimento suelen aparecer mucho mas rapido que la pérdida de inocuidad. Por lo tanto, pasadas las
barreras sanitarias y nutricionales, la barrera restante depende en definitiva de las propiedades
sensoriales del producto (Anzaldtua y Morales, 1994).

Desde el punto de vista sensorial, la Norma ASTM E2454 (2005) define la vida util como “El tiempo
durante el cual las caracteristicas y desempefio del producto se mantienen como fueron proyectados
por el fabricante. El producto es consumible o usable durante este periodo, brindandole al usuario
final las caracteristicas, desempefio y beneficios sensoriales deseados”.

Analisis microbioldgicos

Los andlisis realizados fueron de coliformes a 302C y a 452C, y de hongos y levaduras por conteo en
placas (Tabla 5). Los resultados obtenidos se ajustan a los solicitados por el Cédigo Alimentario
Argentino para yogures, definidos en el articulo 576, Capitulo VIII. Se realizaron a los dias 0, 5, 10, 15
y 20, confirmando que los parametros establecidos se cumplan durante todo el periodo.

Conclusiones

El efluente fue utilizado exitosamente como materia prima en el desarrollo de un producto lacteo
fermentado, simil yogur, altamente aceptado por un panel sensorial, de buenas caracteristicas
organolépticas y amplias posibilidades de insercién en el mercado.

Distintos ensayos permitieron reemplazar el 60% de leche por lactosuero, manteniendo las
caracteristicas similares a las de un yogur neutro y textura semejante a un yogur batido. El proceso
de elaboracidn requiere una tecnologia sencilla y equipos de uso frecuente en la industria lactea, por
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lo que este procedimiento es de facil incorporacién en industrias pequefias y medianas y puede
acoplarse a las lineas de produccién de plantas queseras. Los resultados de los analisis
microbiolégicos correspondieron a los requeridos por el Cdédigo Alimentario Argentino,
determinando que el producto obtenido es apto para el consumo humano.

El empleo de esta tecnologia ayudard a los productores de queso a reducir el impacto ambiental que
ocasiona la mala disposicion del suero, de modo que la inversion se justifica mediante el paso que se
da en el cumplimiento de la legislacion que afecta a las queseras y el aumento de rentabilidad al
agregar nuevos productos a la linea de produccion de la planta.

Con respecto al impacto esperado, en Latinoamérica existe un gran nimero de industrias queseras
de tamafio medio y pequefio que no cuentan con los medios necesarios para realizar grandes
inversiones, por lo que la incorporaciéon de tecnologia de secado con planta de lactosa y/o
concentrado de suero resulta imposible. El aprovechamiento de este efluente como materia prima
de productos alimenticios seria entonces una solucion factible y de facil implementacién para la
mejora de procesos y la obtencion de productos con mayor valor agregado.
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Resumen

El suero de leche es un subproducto de la industria lactea que contamina al medio ambiente cuando
es vertido en el suelo. El aprovechamiento del mismo para la produccion de acido lactico utilizando
la bacteria Lactobacillus bulgdricus como agente bioldgico en un sistema de fermentacién liquida
(FEL), fue estudiado en esta investigacion. Se optimizaron las variables fisicas pHinicial y temperatura
de fermentacion, siendo 5,2 y 55 °C los valores determinados. La velocidad especifica de crecimiento
(1) del microorganismo en esas condiciones fue de 0,024 h™' con un comportamiento exponencial. El

rendimiento de acido lactico alcanzado fue de 4,64g/L, con coeficientes de Yx/s= 0,025 gg™*, Yp/s=0,081
1

g8

Palabras clave: Acido lactico, Lactobacillus bulgaricus, suero de leche, fermentacién

Abstract

Whey is a byproduct of the dairy industry that pollutes the environment when it is dumped into the
soil. The use of it for the production of lactic acid using the bacterium Lactobacillus bulgdricus as a
biological agent in a liquid fermentation system (FEL), was studied in this research. The initial pH and
fermentation temperature physical variables were optimized, with 5.2 and 55 ° C being the
determined values. The specific growth rate (i) of the microorganism under these conditions was
0.024 h-1 with an exponential behavior. The vyield of lactic acid reached was 4.64g / L, with
coefficients of YX /S =0.025 gg-1, YP /S =0.081 gg-1.

Keywords: Lactic acid, Lactobacillus bulgaricus, whey, fermentation
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Introduccion

La produccidon de lacteos es considerada con una potencial industria de generacion de residuos
principalmente durante la elaboraciéon de productos como el queso, proceso a partir del cual se
generan subproductos como suero de. Tiene una produccién mundial de 82 millones de toneladas
por afio (Winfried 2007). En el Ecuador, el suero simplemente es dado como suplemento alimenticio
para los animales o vertido en los campos. El vertimiento directo del lacto suero a fuentes de agua,
sin un previo tratamiento, genera un problema de contaminacion ambiental; debido a la materia
organica (Garcia, et. al., 1987).

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderias, Acuacultura y Pesca (MAGAP), actualmente
en Ecuador se producen 5,4 millones de litros de leche diarios en Ecuador. De este monto, 4 millones
de litros son comercializados en los distintos mercados; 2,8 millones de litros son transformados por
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industrias formales que procesan derivados y 1,2 millones de litros son vendidos informalmente para
elaborar quesos artesanales. A su vez se conoce que unos 1,4 millones de litros quedarian en las
haciendas para autoconsumo y para alimentacién de terceros (El Telégrafo, 2016). Para obtener un
kilogramo de queso, se necesitan aproximadamente 10 litros de leche y se generan 9 litros de
lactosuero como subproducto (Hernandez y Vélez2014). La composicion nutricional del lactosuero
puede variar considerablemente dependiendo de las caracteristicas de la leche utilizada para la
elaboracién del queso, el tipo de queso producido y el proceso tecnolégico empleado en la
elaboracién del queso. El suero de leche contiene aproximadamente la mitad de los sdlidos que estan
presentes en la leche, alrededor del 20% de las proteinas, la mayor parte de la lactosa, minerales y
vitaminas hidrosolubles (Londofio, 2006).

La fermentacién lactica a partir del suero de leche podria ser una de las soluciones para este
subproducto de la industria lactea que es considerado como un contaminante, por lo cual, estudios
demuestran que se puede obtener acido lactico de la fermentacidon de este residuo, pero para que
esto sea posible se debe establecer un sistema de control del proceso, el cual es llevado a cabo en
equipos denominados biorreactores, que son disefiados mediante estudios rigurosos, para su
posterior construccidn y operacion, con la finalidad de obtener la maxima produccion de proceso.

El 4cido lactico es un compuesto organico, cuya férmula es CH3CH(OH)COOH, posee un grupo
hidroxilo adyacente al grupo carboxilo, el acido lactico se clasifica como un &cido alfa-hidroxi (AHA).
De acuerdo con Diaz (2010), el acido lactico en la forma de su base conjugada llamada lactato,
desempefia un papel fundamental en varios procesos bioquimicos, como la fermentacidn lactica.

La produccién mundial de acido lactico es de 100.000 toneladas por afio, con un crecimiento en la
demanda del 8,6% anual, debido al potencial que tiene este mondmero de producir acido polilactico,
un polimero biodegradable con aplicaciones industriales y médicas. En Ecuador (Camara industrial
de Guayaquil, 2012) se importan cerca de 286 toneladas anuales de acido lactico y sus derivados
como sales y ésteres. Es asi que el uso del suero de leche, para la produccién de acido lactico, podria
disminuir las importaciones de este producto y generar una fuente de trabajo a la sociedad.

El acido lactico puede ser obtenido mediante dos métodos; por sintesis quimica o por via
biotecnoldgica. En el caso de la sintesis quimica, se tiene resultado una mezcla racémica de los acidos
lacticos que consta de tres etapas, La primera etapa se produce a través de la reaccién del acido
cianhidrico con acetaldehido en un medio bdsico, a modo de catalizador, para producir lactonitrilo
La segunda etapa del proceso se basa en la hidrolisis del lactonitrilo en medio acido, produciendo
acido lacticoy sal amodnica. La terceray Ultima etapa es la cristalizacion y purificacién del acido lactico.
Se tienen como condiciones de operacién, presién atmosférica y temperatura de 100 2oC. El
rendimiento total de esta etapa es del 60 % (Pozo Garcia 2010).

La obtenciéon de acido lactico por la via biotecnoldgica o fermentativa, es un proceso celular
anaerodbico donde se utiliza glucosa para obtener energia y donde el producto de desecho es el acido
lactico. El proceso de fermentacion lactica lo realizan las bacterias acido lactica (BAL), algunos hongos,
algunos protozoos y en los tejidos animales. Las bacterias de acido lactico son un grupo de bacterias
gram positivas que fermentan hidratos de carbono convirtiéndolos en dacido lactico casi en su
totalidad (homofermentativa) o a una mezcla de acido lactico, didéxido de carbono y acido acético y/o
etanol (heterofermentativo), también se producen otros compuestos tales como diacetilo,
acetaldehido y perdxido de hidrégeno. Estos compuestos contribuyen al sabor y la textura de los
alimentos fermentados y también pueden contribuir a la inhibicion de bacterias de acido lactico
(Abdel-Rahman 2011).

El interés por el acido lactico esta relacionado con muchos aspectos, entre los cuales se encuentra su
valor agregado relativamente alto. Ademads, dicho producto quimico ha sido reconocido como
inofensivo, tiene un mercado con gran potencial de crecimiento, puede producirse alternativamente
por fermentacién o sintesis quimica y puede emplear una gran cantidad de diferentes materiales de
desecho como sustratos. Su existencia en forma de dos estereoisdmeros hace de hecho la aplicaciéon
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de uno de ellos o de la mezcla racémica de gran preocupacion en diferentes campos. En particular,
las industrias alimentaria y farmacéutica tienen preferencia por el isémero L(+), el Unico que puede
ser metabolizado por el cuerpo humano; Sin embargo, la industria quimica requiere uno de los
isbmeros puros o una mezcla de ambos, de acuerdo con la aplicacion (Martinez 2013). El objetivo de
esta investigacion fue el aprovechamiento del lactosuero proveniente de los procesos de obtencion
del queso, para la produccion de acido lactico utilizando la bacteria Lactobacillus bulgdricus como
agente bioldgico en un sistema de fermentacion liquida (FEL).

Materiales y Métodos

Proceso Fermentativo

a. Preparacién del inéculo

En un matraz 250 ml se mezclaron 55 gramos del medio de cultivo MRS marca CRITERION vy se
disolvieron en 200 mL de agua destilada, esta mezcla se sometio a esterilizacion a 121 2C a 103,7 kPa
durante un tiempo de 15 minutos. Se dejé enfriar el medio de cultivo hasta temperatura ambiente y
se inocularon 0,2 gramos de la cepa liofilizada de Lactobacillus bulgaricus marca CHR —Hansen YC XII.
El matraz se colocd en una incubadora de marca MEMMERT- CLN53ECO S/N CN5ED 11007 a una
temperatura de 42,5 2C por un tiempo de 24 horas.

La concentracion de células en el medio fue determinada mediante la metodologia seguida por (XC
1993) mediante una cdmara de Neubauer marca MARIENFELD.

b. Estandarizacion del suero de leche

Se utilizé 3 matraces de 1000 mL en donde se colocd 700 mL de suero de leche. Se ajusté el pH inicial
a4,5y6ysesometio a esterilizacién a una temperatura de 121 2Cy 103,7 kPa por un tiempo de 15
minutos. Se dejé enfriar hasta una temperatura entre 30-35 2C vy se filtré por medio de una bomba
al vacio, utilizando papel filtro de 1 um. Una vez filtrado el suero de leche se procedié a centrifugar a
5000 rpm por 5 minutos, para las particulas en suspension.

c. Inoculacion del medio y fermentacion

Se tomaron 10 ml del microorganismo en caldo MRS para inocular cada uno de los matraces con el
suero de leche esterilizado, dando un total de 200 ml de medio en fermentacién en cada matraz.
Una vez inoculados los matraces se llevaron a la incubadora MEMMERT- CLN53ECO S/N CN5ED
11007,

d. Determinacién de las condiciones éptimas de fermentacién

Se establecieron 27 corridas experimentales en un disefio multifactorial segin lo expresado en la
tabla 1. Las variables de respuesta fueron la produccién de acido lactico (g/mL) y la concentracién de
biomasa generada (cel/mL)

Tabla 1. Disefio factorial multinivel 32 utilizado para evaluar la influencia del pH inicial y la
temperatura de fermentacién sobre la produccién de acido lactico y crecimiento de la biomasa

Factor Bajo Intermedio Alto
pH inicial 4 5 6
Temperatura 35°¢9C 45 °C 55°¢C

e. Determinacién de la produccion acido lactico.

La concentracion de acido lactico fue determinada por el método colorimetro con cloruro férrico
(Cristina 2015), el cual en contacto con el acido lactico forman el lactato ferroso el cual ocasiona un
cambio de color que se detecta por medio espectrofotometria a una longitud de onda de 460nm.

f.  Determinacion de la dinamica del pH
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Se utilizé un potenciometro de marca ACUMENT AB-150 para conocer las variaciones que tenia el pH
durante el tiempo de fermentacion, esta medicion se realizd cada 30 minutos desde el inicio de la
fermentacion.

Resultados y Discusion

Optimizacion de los parametros de fermentacion

En la primera columna de la figura 1, se observan el crecimiento de la biomasa a diferentes valores
de pH inicial y temperaturas de fermentacion (A1, A2 y A3). Los valores de crecimiento de biomasa
mas bajos observados, se obtuvieron con valores de pH inicial de 4 y 6 y temperaturas de
fermentacion de 35y 45 °C (Al y A2), comportamiento similar al observado por (Waldir Estela 2007)
quienes mencionan que los valores mas bajos de crecimiento de la biomasa se obtienen con un valor
pH inicial igual a 6 y una temperatura de fermentacion de 38 °C, similar es el informe de (Venkatesh,
Okos et al. 1993) quienes mencionan que valores minimos de crecimiento celular se obtienen con un
pH inicial de 4,5 y una temperatura de fermentacion de 45 °C, por lo que se podria mencionar que
estas condiciones de pH inicial y temperatura de fermentacion el crecimiento celular es limitado.

La produccion maxima de acido lactico (figura 1) fue de 4,64 g/L con condiciones de pH inicial igual
5,2 y una temperatura de fermentacion de 55 °C (B3) durante las 2 primeras horas de fermentacién
convirtiéndose constante a partir de ese momento. Estudios realizados por (Roy, 1986) reportan
producciones de acido lactico de 2,7 g/L a las 24 horas de fermentacidn, por otro lado en otro estudio
los mismos autores (Roy, 1987) obtienen como maximos resultados de produccion de acido lactico
9,7 g/L a una temperatura de fermentacién 42 °C, mientras que los autores (Venkatesh KV 1993)
obtuvieron como maxima produccion de acido lactico 2 g/L a una temperatura de fermentacién 42
°C en 8 horas y (Jakymec, 2001) reportd un maximo valor de acido lactico de 6,2 g/L con una
temperatura de fermentacién 45 °Cen 12 horas. Los valores de maximos produccion de acido lactico
obtenidos por los distintos autores estan entre 2 g/Ly 9,7 g/L, intervalo dentro del cual se encuentra
el valor maximo obtenido en la presente investigacion.

Se observa un valor maximo de 1,91 E7 células/mL de crecimiento de la biomasa, con un valor de pH
inicial igual a 5 y a una temperatura de fermentaciéon de 55 °C hasta las 2 horas de fermentacion,
periodo después del cual el crecimiento se mantiene constante; estos valores son menores con los
reportados por (Zayed G 1995) quienes informan un valor maximo de crecimiento celular con 40 E6
células/mL a las 20 horas de fermentaciéon con una temperatura de 30 °C, sin embargo, cabe
mencionar que los autores usados como referencia utilizaron otra especie de Lactobacillus, siendo
esta una de las posibles razones por las que se obtiene una diferencia marcada en los resultados
comparados con la presente investigacién.
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Figura 1 Crecimiento celular (A) y produccion de acido lactico (B) bajo condiciones
especificias de pH inicial y temperatura de fermentacién del suero de leche con
Lactobacillus bulgaricus.

Anadlisis Estadisticos
En la tabla 2. Se observa la combinacion de los niveles de los factores éptimos predichos, con los
cuales se obtiene el maximo crecimiento de biomasa y la mayor produccion de acido lactico,
obtenidos por el método de superficie de respuesta.
Valores éptimos predichos:

Biomasa= 1,58 E7 células/mL

Acido Lactico= 3,71 g/L
Tabla 2. Valores 6ptimos de pH inicial y temperatura de fermentacién obtenidos mediante andlisis
estadisticos

Factor Bajo Intermedio Alto Optimo
pH inicial 4 5 6 5,2
Temperatura 359C 45 °C 55¢9C 55¢eC

Los resultados de la fermentacién del suero de leche con Lactobacillus bulgaricus utilizando los
niveles de los pardmetros predichos con la metodologia de superficie de respuesta que permiten
obtener condiciones optimas de crecimiento y produccién determinados estadisticamente se
observan en la Figura 2., con las cuales se alcanza un valor de crecimiento de la biomasa con una
concentracion maxima de 1,57 £7 células/mL, y una produccion maxima de acido lactico de 3,78 g/L,
comparados con los valores éptimos obtenidos predichos, existe un error relativo de 0,006 % para el
crecimiento de la biomasa y 0,018 % para la produccién de acido lactico, es decir los valores
obtenidos experimentalmente son iguales o similares a los predichos en la optimizacién.
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Figura 2. Crecimiento de la biomasa y produccion de acido lactico a las condiciones dptimas de
fermentacion (pH inicial 5,2 y temperatura de fermentacién 55 °C) del suero de leche
estandarizado utilizando Lactobacillus bulgaricus.

Rendimientos de biomasa y acido lactico

Tabla 2. Coeficientes de rendimiento del proceso de produccién de 4cido lactico a partir del
lactosuero

Coeficiente de rendimiento producto sustrato* Coeficiente de rendimiento biomasa sustrato**

0,076 g Acido lactico B ) Voo = 0,23 g Biomasa
= 008299 P/S =972 g de Lactosa

= 0,025gg71

Yo e =
P/s 9,2 gde Lactosa

*Determinado experimentalmente **Determinado por balance estequiométrico

A partir de los calculos estequiométricos, se determind que a partir de una mol de lactosa se obtienen
0,31 moles de acido lactico y 0,37 moles de Lactobacillus bulgaricus, con una produccién de 10,7
moles de didxido de carbono. Estos valores son mas altos que los reportados por (Roy, 1986) y
(Paternina, 2013) quienes obtuvieron 0,09 y 0,22 moles de acido lactico por cada mol de lactosa
respectivamente.

Sin embargo, los autores (Zayed, 1995) y (Panesar, 2010) reportan 0,79 y 1,69 moles de acido lactico
por cada mol de lactosa respectivamente, valores mds altos que los encontrados en la presente
investigacion, cabe mencionar que estos autores utilizaron glucosa y trabajaron con una
concentracién mayor de lactosa en el suero de leche, por lo cual se asume que el enriquecimiento
del medio (suero de leche) tiene influencia positiva sobe la produccién de acido lactico y crecimiento
de la biomasa, variable que no fue estudiada en la presente investigacion

Balance de Materia
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Corriente c:
N2=125,94 Kg
C0O2=37,61Kg
0= 14,14 Kg

Corriente a:
Suero de leche
22,53 Kg (4% de

lactosa) FERMENTACION

N

Corriente d:
Ac. Lactico = 0,1 Kg
Biomasa = 1,00 K¢

Corriente b: .

Aire: Corriente e:

N2 = 125,94 Kg H20=21,45Kg
0:=51,77Kg L

Figura 3. Diagrama de proceso del balance de materia del proceso de fermentacién del suero de leche
estandarizado con Lactobacillus bulgaricus

En el balance de materia de la figura 3. se observa las distintas entradas y salidas en el proceso de
fermentacion del suero de leche.

Se inicié el experimento con de 204,86 gramos de suero de leche estandarizados (p = 1,024 g/mL) el
cual contenia 9,2 gramos de lactosa, al proceso de fermentacion ingresaron 1616,02 gramos de aire
que contiene 470,8 gramos de oxigeno y 1145,22 gramos de nitrégeno. En nitrégeno del aire no
reacciona en la fermentacion por lo cual la entrada es igual a la salida. En el caso del oxigeno, 128,78
gramos fueron dosificados en exceso como se observa en la corriente de salida “c”, junto a 342,02
gramos de didxido de carbono. Al finalizar el proceso de fermentacién se obtuvieron 0,76 gramos de
acido lactico (disueltos en 195,14 g de agua), crecieron 9,10 gramos de biomasa (Lactobacillus
bulgaricus). Obteniendo un rendimiento del 8,3 % de 4cido lactico a partir de la lactosa inicial.

Conclusiones

El proceso de produccion de acido lactico requiere un pre-tratamiento inicial donde se eliminen los
solidos que interfieren con el proceso fermentativo. La maxima produccién de acido lactico alcanzada
en el proceso fermentativo fue de 3,78 g/L que se obtuvo utilizando lactosuero estandarizado y con
Lactobacillus bulgaricus como agente bioldgico, las condiciones de fermentacion fueron de 55 °Cy
un pHinicial de 5,2. El rendimiento de acido lactico estd muy ligado a la composicién inicial del suero
por lo que un estudio de la composicidon nutricional puede mejorar el proceso y sobre todo el
rendimiento del producto.
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Garantia de seguridad alimentaria

* Una de cada siete personas del
planeta se va a dormir con hambre
cada noche
(http://www.dupont.es/).

» Garantizar que hay suficiente
comida saludable y nutritiva para
las personas en todos los sitios es
uno de los problemas mas
importantes que tiene que abordar
el ser humano.

Garantia energética

* En el 2035, la demanda global de
energia aumentard en un 36 %
(http://www.dupont.es/).
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Garantizar la proteccion de la vida y el medio

* El crecimiento de la poblacion
mundial incrementa la presion
para las personas y el medio
ambiente.

* Uno de nuestros mayores retos
en las décadas venideras serd
proteger de forma adecuada a la
humanidad y al mundo que
compartimos.

Evolucion de las economias
(ETCgroup, 2009)

BIOECONO
Economia MIA
Informacién %
" 3 Inicia: 2020
Economia Td = 75-80 afios)
Industrial Finaliza: 2020

Economia Agraria

To:Gran Bretaia,

(10 000 afios) 1870
Economia Tf: EE.UU, 1950

Caza y recoleccién

(cientos de miles
de afios)
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Pilares de la BIOECONOMIA

Agricultura Bionutrientes, Bioplaguicidas

BIOMASA

s ~M o BIORREFINERIA
t/afio

(FAO, 2009)
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La Biorrefineria

29/6/2020
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Ciencias de la
Biorrefineria

BIORREFINER,

29/6/2020 www.ceba.org.ec 11

QUE ES LA BIOECONOMIA?
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Introducion (Rio 1992 a Rio 2012)

* Hacia fines del milenio comenzé a tomar forma la visién de un futuro
pospetrdleo amigable con el medio ambiente. La produccion industrial
dependeria de materias primas bioldgicas, transformadas mediante
plataformas de bioingenieria de alta tecnologia: la captura y conversion de
materia viva (o recientemente viva), denominada biomasa —alimentos y
cultivos fibrosos, hierbas, residuos forestales, oleaginosos, algas, etc.— en
quimicos, plasticos, medicamentos y energia.

* Esta naciente economia de base bioldgica adquirié rapidamente un “barniz
verde” y prometid resolver el problema del pico petrolero, frenar el cambio
climatico y marcar el comienzo de una era de desarrollo sostenible. Con
motivo de la Cumbre de la Tierra (Rio+20) de junio de 2012, la nocién de
una “gran transformacion tecnolégica verde” que haga posible una
“economia verde” esta siendo aceptada en forma amplia, aunque no
universal (Naciones Unidas, Estudio Econédmico y Social Mundial 2011)

iQué es la Bioeconomia?

* La bioeconomia describe la idea de un orden industrial basado en
materiales, procesos y servicios biolégicos. Con enfoque de
aprovechamiento integral de las biomasa a través de biorefinerias.
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1. OCDE : Economia de base 1.

bioldgica

2. Knowledge Based BioEconomy, 2.

KBBE (Unidn Europea):
Bioeconomia del conocimiento
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Cual es el desafio?

El Desafio?

1.

Como convertir la Megabiodiversidad
ecuatoriana en Riqueza Social?

Codmo convertir la biodiversidad en una
bioindustria?

76

ISSN: 2602-8530



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

BIOECONOMIA-HORIZONTE 2035
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Desafios locales
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Pilares
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PROGRAMA 1. BIOBANCO

RECURSOS GENETICOS MICROBIANOS
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PROGRAMA 1. BIOBANCO
Banco de recursos genéticos microbianos

--------

Localizacion de la especie
potencial (Pleurostus spp.)

Comunidad de Getsemani/ Parroquia de Lita, Ibart

Donde nos dbjoamos?
w<§¢é—z

29/06/2020
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Especies potenciales

Agaricus Brasiliensis Cordysgus.si

29/06/2020 www.ceba.org.ec 25

Especies potenciales

Ganoderma lucidum Grifola frondosa
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Especies potenciales

Inonotus obliquus Len
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Especies potenciales

Polyporus umbellatus Pleurotus ostreatus
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BIOBANCO
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PROGRAMA 2. BIOMASAS

POTENCIALES
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PROGRAMA 2. BIOMASAS DISPONIBLES

Banano
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PROGRAMA 2. BIOMASAS DISPONIBLES

Cebada Aserrin
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PROGRAMA 2. BIOMASAS DISPONIBLES

RSU Lactosuero
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS

PATENTES
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Alcohol celulésico

BIORRE
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Aminoacidos microbianos

Aminodcido

Torula
Candida utilisis

29/6/2020 www.ceba.org.ec 37

PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS

Proteina unicelular (SCP) Torula (Candida utilisis)

29/6/2020 www.ceba.org.ec 38
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Alcohol de maiz

Alcohol

Maiz Vas

Fuente de almidon

7
;f

\
e .
BIORREFINERIA

29/6/2020 www.ceba.org.ec 39

PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Dextrana clinica

Dextrana
Clinica

Leuconostoc TR \ R
mesenteroides *
\/ BN BIORREFINERIA f
29/6/2020 www.ceba.org.ec 40
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Aminoacidos de sangre bovina

AMINOACIDOS

. ¥ ; ‘ r /
v V l - ";-
/ » £

BACTERIA

29/6/2020 www.ceba.org.ec 411

PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Bioplastico de lactosuero

! i .“:{'.?‘ J
7 GRS il
. Escherichia coli

29/6/2020 www.ceba.org.ec 42
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PROGRAMA 3. BIORREFINERIAS
Programa industrializacidn derivados lactosuero

BIOECONOMIA
Pilares

PROGRAMA 2
BIOMASAS

PROGRAMA 1 Celulosa, Glucoésidos, PROGRAMA 3
BIOBANCO Proteicos, Lipidos, etc. BIORREFINERIA

Recursos Microbiologia
Genéticos Bioquimica

Microbianos Biotecnologia

<

BIOECONOMIA
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CEBA. Estrategia 4B
Aliados estrategicos

o ‘\omcno/og

A Blodlversny

Bioingenierfa a la medida

29/6/2020 www.ceba.org.ec A5

BIOEDUCACION.CEBA ,
ESCUELA DE BIOAGRICULTURA |

29/6/2020 www.ceba.org.ec 46
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BIOCIENCIA. CEBA e
REVISTA BIORREFINERIA

[ ] [ ] V4
http://www.ceba.org.ec/publicaciones/revista-biorrefineri ‘BIO'“'Ine'IQ

e W1 A 8526028550 TR R

Biorrefineria

BIOINNOVACION.CEBA
BIOEMPRESAS

tcuacacho I
e

@ Biodiversity®
ECUR :j)Biodiversity”
( Bioingenieria a la medida

ey
EG"HIIOHGRO ) B|od|ve|;s|ty°

ECURMORTIAO [V - 0 a0 o6

aaaaa genieria a la medida

i

@ Biodiversity"

Bioingenieria a l]a medida

& z=
Rl G Biodiversty ECURANNONA ESTEEY

29/6/2020 48

91



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

BIOINNOVACION.CEBA
BIOEMPRESAS

BIOINSUMOS AGRICOLAS BIOALIMENTOS

29/6/2020 www.ceba.org.ec 49

BIOCOMERCIO.CEBA

e

29/6/2020 www.ceba.org.ec
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Resultados cientificos

* Publicaciones

1.

2.

Pineda, J. A., Ramos, L. y Soto, C. (2013) Cinética del crecimiento de Pleurotus
ostreatus en la etapa de produccion del cuerpo fructifero. ICIDCA. 47(3) 56 - 61.

Pineda, J. A. y Ramos, L. B. (2013). Produccion de protelnas comestibles con fuentes
alternativas de materias primas. AXIOMA. 1(10) 5-9.

Pineda, J. A., Ramos, L. B. y Soto, C. P. (2014). Produccién de Pleurotus ostreatus por
fermentacion en estado sélido: una revision. Revista ICIDCA. 48(2) 13-23.

Pineda, J. A., Ramos, L. B. y Soto, C. P. (2014). Desarrollo de una ecuacion
esteqwometrlca para describir el crecimiento de la cepa ceba-gliie-po-010606 del
género Pleurotus spp. Biotecnologia Aplicada. 31(1) 43-47.

Pineda, J. A., Ramos, L. B., Soto, C. P,, Freitas, A. y Pereira, L. (2013). Crecimiento de
cepas ecuatorianas de Pleurotus ostreatus en residuos agroindustriales no
suplementados. Revista Técnica Universidad de Zulia. 38(1) 41-49.
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9 Valoracion del lactosuero-oportunidades para empresas innovadoras y
sustentables. Rodrigo Gallegos

Rodrigo Gallegos Riofrio

Director Ejecutivo

CENTRO DE LA INDUSTRIA LACTEA - CIL
e-mail: rgallegos@cilecuador.org

VALORIZACION DEL
LACTOSUERO

- Economia Circular -

* RODRIGO GALLEGOS R.
« Director Ejecutivo
* Centro de la Industria Lactea - CIL Ecuador

« Agosto / 2019

SUERO

Types of Proteins Present

- water - 93.5% , .
L\ X protein -08% S ‘iTuIaMIhumin 0.12 %
b ' A .“- lactofarrin - 0.003 %
- I «' ] lactoperoxidase - 0.002 %
minerals - 05 % Lgiymmar:rum@ptnﬂte -0.13%
: factoglobulin - 032 %  (CMP)
latose-49% ™ J
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PROTEINA DE SUERO DE LECHE

B -lactoglobulina a -lactalbimina

eLa b -lactoglobulina es eLa a -lactalbumina es la
la proteina mas segunda proteina en
abundante en el concentracion en el
lactosuero bovino, en lactosuero de vaca

el que alcanza (entre 1 y 1,5 mg /ml),
concentraciones de 2 a constituyendo

4 mg/ml, aproximadamente 20 a
representando 25% de la proteina de
alrededor del 50 a 55% suero

de las proteinas del

lactosuero. aproximadamente el 10

a 15% de la proteina

de suero.

ISSN: 2602-8530

Otras

*Albumina de suero
bovino (10-15%),
lactoferrina (1-2%),
lactoperoxidasa
(0.5%), lisozima
(menos del 0.1%).

Aminoacidos Presentes en el Suero de Leche

Base fundamental en la composicion de COMPOSICION EN AMINOACIDOS ESENCIALES DE

las proteinas

Cerca de 20 aminoacidos en forma de
proteinas en los alimentos:

Amino
acidos
Alanina

Arginina Metionina
Acido Aspartico Fenilalanina
Cisteina Prolina

Isoleucina

Leucina

Acido Glutamico Serina
Glicina Treonina
Histidina Triptofano
Isoleucina Tirosina
Leucina Valina

Lisina

Metionina

Cistina

Fenilalanina

Aminoacidos esenciales no pueden
ser sintetizados por el cuerpo y NEE
deben ser suplementados a través RS
de la dieta. Triptéfano

Total

=
)

95

Suero

6.55
14
10.9

2.35

4.05

48
6.7
32
6.85

DIFERENTES PROTEINAS
(g/ 100g proteina)
Proteinas
Albumina
T — Leche Soya
6.45 6.1 5.15
83 10 7.85
7.05 7.9 6.2
34 2.6 1.35
2.25 | [835
58 4.8 5.1
4.05 52 34
5.15 4.7 4.1
1.5 1.5 1525
7.15 6.8 5.3
511 50.6 41.5

62.55
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Cada I 000 |Itr'OS de |aCt05uer'0 lC.ont;n:i;aci:)n ptrarsuerglactét;

aguas negras
450 personas

de Autor desconocido estd bajo licencia

3.3.7 Whey products

{ Whey, fresh (0903): The liguid part of the mile that remains after the separation of
cird i cheese making, [ts main food wse is m the preparation of whey cheese, whey
S drinks and fermented whey dr inks, The i indistial e are i he man facture
l{? lactose, whey paste and driedal hey.

C/.uptc‘r 3 — Millk and d'.:ir_\‘ P?'oarucr composition

Whey is rich in whey proteins, water-soluble vitamins and lactose. Two types of
whey exist: acid whey, obtained during the production of acid-coagulated cheeses
such as cottage cheese, and sweet whey, from the manufacture of rennet-coagulated
cheese. Acid whey contains twice as much calcium as sweet whey.
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Problema estructural del
sector: esquema de
precios rigido y alejado de
la realidad

Suero: coproducto con +-
‘ 50 por ciento de nutrientes
i de la leche (proteinas
solubles, lactosa, vitaminas
y sales minerales)

RESERVA ALIMENTARIA DE
ALTO VALOR NUTRICIONAL

PACTO POR LA ECONOMIA CIRCULAR

Aprovechamiento e
industrializacion de residuos

Ecodiseno

Vinculacion con la
Academia
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PACTO POR LA ECONOMIA CIRCULAR

| Produccion limpia

1 Infraestructura sostenible y

resiliente

o © Educacion

PACTO POR LA ECONOMIA CIRCULAR
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La Cadena del Suero en Ecuador

Se transforma mas de |.6 millones de litros de
leche en queso cada dia; es decir,entre | y .4
millones de litros de suero de leche por dia, que
proviene de queseras, medianas y pequenas.

LECHE Y EL SUERO DE LECHE

Suero en Ecuador

Suero formal:

Suero informal:

Suero Total

* Semana Santa
* Ingreso a las escuelas - periodo Costa
* Crecimiento de la Informalidad
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O Circular Business Model

Canvas - CBMC

NEGOCIOS
CIRCULARES

- |+D+l

-Crear nuevos productos de valor
CLAVE EN LA [ asregado

INNOVACION
DE ALIMENTOS
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Opciones de Valorizacion

Aplicando Aplicando Valorizacion
procesos procesos energética
i industriales || biotecnolégicos | | -
Sinprocesos || |} = Fer. alcohdlica
tecn0|6gicos Bebidas Enzimaticos Dlg anaerdbica
ST Quesos fermentativos
Allmeptauon Evaporado
animal
Secado
Membranas

«EPA Jerarquia de Recuperacion
de los Alimentos

Reducir la fuente
Reducir el volumen excedente de comida generada

Combatir el hambre en la poblacion
Donar la comida sobrante a bancos de alimentos,

comedores comunitarios o refugios
Alimentar a los animales
Utilizar las sobras de comida para
la alimentacion de animales
Usos industriales
Destinar las sobras de comida
y el aceite usado para su
aprovechamiento energético
Composteo
Crear un abono rico
en nutrientes

El basurero/
incineraciéon
Disposicion al \elEm

basurero

@) L GOALS
=

¥
\i\”vé’ 17 GOALS TO TRANSFORM OUR WORLD

United States

Environmental Protection
Agency

L e
i
—

] S
> |®

SUSTAINABLE

DEVELOPMENT
GOALS
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NEGOCIOS CIRCULARES

Productos de
Confiteria

Productos
Lacteos

Nutracéuticos

Panificacion

Aplicaciones
Ingredientes del
Suero de Leche

en Alimentos

Carnicos y
embutidos

Nutricion
Deportiva

Dietas

Especiales

P OTMUTS INTANTICS:
Alimentos Clinicos,
Alimentos para pacientes
con HIV,
Alimentos para Control

Farmacéuticos

SHE |
PREMILMEY

UWEIE
PRATEIN

Crear una Empresa de Procesamiento

de Lactosuero en Ecuador!

Importaciones Promedio

35,000,000
30,000,000
25,000,000
20,000,000 -
15,000,000 -
10,000,000
5,000,000 -

" b e d
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Crear una Empresa de Procesamiento

de Lactosuero en Ecuador!

PRODUCTO IMPORTACION
PROMEDIO
FORMULAS MATERNO INFANTILES $ 23.000.000,00
FORMULAS ENERGETICAS Y ENERGIZANTES $ 15.000.000,00
PROTEINA DE SOYA $ 32.000.000,00
BEBIDAS LISTAS ENERGIZANTES $ 2.500.000,00
PRODUCTOS DE COSMETOLOGIA VINCULANTES $ 3.500.000,00
PROD. FARMACOLOGICOS DE NUTRICION $ 4.000.000,00
TOTAL $ 80.000.000,00

Se estima que valores semejantes, en relacion a su tamafio poblacional, se manejan en paises como Colombia, Pert y Venezuela,

quienes también son altamente deficitarios en el abastecimiento de estos productos y no poseen de una industrializacion del suero
lacteo.

"Hay suficientes fundamentos tecricos-précticos de mercado, que demuestran la necesidad de implementar el

apoyo al crecimiento industrial del procesamiento de Proteina Aislada de Suero a nivel Nacional”.

Crear una Empresa de Procesamiento

de Lactosuero en Ecuador!

WHEY EXPORTS BY DESTINATION
80 -

million pounds YTD through July

0 9 scurce; USITC e

= 2009
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Crear una Empresa de Procesamiento

de Lactosuero en Ecuador!

PRECIOS DE LA COMPETENCIA POR TIPO DE PROCUCTO

Leche Leche entera en | Mantequilla Proteina de suero
descremada polvo
en polvo

Arla foods 3,68 377 11,3 10,30 (WPC 80%)

Bongrain 2,89 2,94 4,89 3,50 (WPC 50%)

Fonterra 3,40 3,60 3,80 4,21 (WPC 50%)

Glanbia 2,40 2,97 - 30,12 (WPC 90%)

Nutritionals

Euroserum - --- --- 44,12 (WPC 90%,
desmineralizado)

Datos expresados en dolares por kilogramo (USD/Kg)

WPC= concentrado de proteina de suero, el porcentaje indica la concentracion del mismo.

Valor Agregado al Lactosuero
USS/tn

Concentrado || Concentrado || Hidrolizado

Proteina Proteina o0 aislado
Desmin. 35 90 proteina
2.500 3.000 9.000 13.000

Permeado Lactosa
Suero Farma

800

150-250

1.800

| Levadura ) . |
| 2.000 | 4.000 | 18.000 | 200 U$/Kg
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iMUCHAS
GRACIAS!
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10 Economia circular. Oportunidades de desarrollo para el Ecuador.
CEMDES

Jimmy Andrade
Director Ejecutivo
CEMDES
jandrade@cemdes.org

=« CEMDES

M Consejo Empresarial para el

Desarrollo Sostenible del Ecuador

BCSD ECUADOR

Economia circular

-oportunidades de desarrollo para el Ecuador-

| Congreso Internacional de Lactosuero

. wbcsd
7 global network

Miembros de la red mundial

Consejo Empresario Mundial para
el Desarrollo Sostenible (WBCSD)

L P mee o
1 | S e D B W
= I ' ,/,; g R £ Q}Q
4 rz =
" pete, 06150 BE el ;

) in oR "
i wi heor B R o0y g O
o i r -

200 empresas USD9,8 trillones 19 millones son los -
miembros a nivel es la sumatoria empleados de las o = R e
mundial deingresosde  empresas miembros o v b, sowon [WER) by Quetms  smwonfum e Ay
sus miembros - & T . m_j! e
AN {mondt sovsisic s 5. ”‘“‘"w j
N ‘_,‘ s

Nuestra mision: RN o et 00 M6
) Ny B s o 5 0

Acelerar el progreso hacia un mundo donde mas g e Ry L
compafiias sostenibles sean reconocidas y ‘
recompensadas, y por lo tanto, mas exitosas

e CEMIDE whsd
lobal network

onsejo Empresarial para el
esarrollo Sostenible del Ecuador

| a1l
AN
o

o
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Red global del WBCSD

Socios en Latinoamérica
17 organizaciones locales actian como foros en materia de desarrollo sostenible, ayudando a
las empresas a comprender desafios, y compartir soluciones.

Mas de 1300 compafiias miembro en toda Latinoamérica

ceads is:gj' cebds | sz, ACCION :s:c::::f

Argentina Solvia Brasil Chile Colombia
*»3ED X I gjCEMDES i
P i (N
Costa Rica Curagao Ecuador El Salvador
““ " :
ceniraRSE m,ﬁkss lg) suma@ tf“”" @ DERES
Guatemala Honduras Mexico Nicaragu‘a Panamd Per DR:r:?nbiIci;:a Uruguay
#&; CEMDES
Consejo Empresarial para el
Desarrollo Sostenible del Ecuador
Propuesta de Valor 2019
Nos enfocamos en |a realizacian de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) a traves de 4 programas de trabajo para ayudar a las empresas a
hacer mas con menos, crear valor, prosperar y mejorar |a condicidn
humana.
$§; CEMIDES G ot o
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Como lo hacemos?

Valoracion

4

Nuestro objetivo es facilitar que
P4 las empresas mas sostenibles
Colaboracion g A s

Conectamos a empresas, socios y
. sectores para ofrecer resultados
I nnovacion que ninguna empresa podria

lograr por si sola.

Facilitamos soluciones pioneras de
negocios sostenibles

CENVIDES

Consejo Empresarial para el

. wbcsd
* global network
Desarrollo Sostenible del Ecuador
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Un planeta habitado por unos 9 mil millones de personas, viviendo bien con suficientes alimentos, ggua potable,
estar de

higiene, vivienda, movilidad, educacion_y atencion sanitaria suficiente para garantizar el bien ntro de los

limites de lo que el planeta puede suminls\{rar y renovar a diario.

Hacia un mundo sostenible en 2050

Las acciones Visiones especificas s
emprendidas en transformacion

la década 2 i traera
anterior cobran Medidas de exito importantes

impulso:

Tiempos de transformacion Vision 2050

Envezdeirala
y zaga, las empresas
Decada tu rbUIent deben encabezar

esta transformacion

f:"‘ CE M D E S Valores de las Desarrolio Economia Agricultura Bosques Energiay Edificios Materiales e
\!2 Eomale Bopomacdal prm . T wamen0 u " _criccd " global network
Desarrollo Sostenible del Ecuador Desde el modelo Business as usual

12.2 De aqui a 2030, lograr la gestion
sostenible y el uso eficiente de los recursos
naturales

12.3 De aqui a 2030, reducir a la mitad el
desperdicio de alimentos per cépita mundial
en la venta al por menor y a nivel de los
consumidores y reducir las pérdidas de
alimentos en las cadenas de produccién y
suministro, incluidas las pérdidas posteriores
a la cosecha

12.4 De aqui a 2020, lograr la gestion
ecolégicamente racional de los productos
quimicos y de todos los desechos a lo largo
de su ciclo de vida, de conformidad con los
marcos internacionales convenidos, y reducir
significativamente su liberacién a la
atmosfera, el agua y el suelo a fin de
minimizar sus efectos adversos en la salud
humana y el medio ambiente

12.5 De aqui a 2030, reducir
considerablemente la generacion de
desechos mediante actividades de
prevencion, reduccion, reciclado y
reutilizacion

QN7
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V4
Que es
La economia circular se aleja del modelo

econdmico tradicional “tomar-hacer-disponer”

TOMAR m DISPONER

a uno que es regenerativo por diseno.

Vol. 3

N°. 3
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$4,5 millones
de millones
oportunidades
de negocios

Perspectiva Ecuador

Cifras clave

de residuos genera en promedio
cada habitante en a region

de personas carecen de accesoa
1a recoleccién de residuos

delos residuos urbanos
generados son orgénicos

deresiduos se destinan todavia
abasurales, incluyendo

de desechos pldsticos.

de los residuos  no
se aprovechan

0,58

iduos genera en promedio

e res
Cada habitante en Ecuador

12.897

”
giai t/di
De residuos se generan en Ecuador

90,26%

t/dia
De residuos se destinan a basurales

Fuente: Perspectivas GRU LAC 2017 -ONU

De residuos urbanos so

residuo:

110

%

n difers

renciados

1.256 53%

De residuos urbano: rganicos
t/d 1 0/
' a De residuos urbanos son inorganicos
De residuos urbanos son aprovechados

Fuente: INEC 2016
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Caracterizacion del 9,74% de residuos area urbana

268.244

Otros

Organicos

Otros: madera, vidrio, chatarra,
caucho, textil, lamparas/focos

ahorradores,pilas, metal

Ton/afio 2016

72.907

49.063
- 25.678
Plisticos Cartén

Oportunidad 2

cinco modelos de negocios EC

fn]

suminisRos CIRcuXRES:
Utilice energia renovable e
insumos reciclables

o de base biolégica para
sustituir los insumos toxicos

y de ciclo de vida

PRODUCTO COMO UN
SERVICIO

Aléjese de la propiedad del
producto y ofrezca a los
clientes acceso pagado a
estos, lo que permite a las
empresas conservar los
beneficios de la
productividad o propiedad
de los recursos circulares
para aumentar el uso del
producto

GADERE S.A.

= CEMDES .

w Consejo Empresarial para el

Desarrollo Sostenible del Ecuador

Fabricacién y
Refabricacion

individual

Restaurar y
Reprocesar |

[ —

RECUPERACION DE RECURSOS
recuperar materiales, recursos
y energia de los productos o
subproductos desechados

‘geocydle t\Holcim

S~
\5rEGVNTEH @in'orcia

111

CADENA
DE VALOR
CIRCULAR

Reparary
Reutilizar

Vendery
Revender

Oportunidad 1
90,26%

21.093 21.551

™~ o &

Desechos sanitarios no
peligrosos

Papel

Fuente: INEC 2016

S

LA EXTENSION DEL CICLO DE
VIDA DE PRODUCTO

extienda los ciclo de vida de
productos a través de reventa,
reparacién, refabricacion y
mejoramiento, asi como a
través de la innovacién y el
disefio del producto

VNOVACERO

Usary
Compartir

2

Conectar los usuarios
del producto entre siy
fomentar el uso
compartido, el acceso
ola propiedad para
aumentar el uso del
producto

@APEL

wbcsd
% global network
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4,8 M gal SE
APROVECHAN
EN DESTINOS
FORMALES {
HOLCIM,
UNACEM,
BIOFACTOR

US$720.000

29 M gal
ACEITES SE GENERAN 19 M
INFORMALES
B USADOS SIN PERMISOS

DELAARCHO

SOCIACION MAE

ECUATORIANOS

(estimacion)

Fuente: APEL 2018

SE DESCONOCE
DESTINO DE
8Megal

@CEMDES

Consejo Empresarial para el
Desarrollo Sostenible del Ecuador

rsAN
/cARLOS

whesd
global network

Agricultura
SNI

US$240.000

Agugs residuales
industriales

COGENERACION ﬂ

PANASA

US$12 M

bagazo

Recoleccion
L i

S Recuperacién

energética
CARLOS SODERAL

Vapor / procesos

US$727.305

2 CEMDES

¥/, Consejo Empresarial para el
Desarrollo Sostenible del Ecuador

wbcsd
global network
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rRedH

Reforma de los Sistemas de Produccion
de Alimentos

Alcanzar una alimentacién sana y agradable para
todos, producido de manera responsable dentro de los
limites del planeta

whesd

global network
Desarrollo Sostenible del Ecuador

ANF/L Consejo Empresarial para ol

Alimentos y

biocombustibles
suficientes
gracias a una

Hacia un nueva revolucion

verde

La produccién

agricola se duplica
mediante la mejora
de la productividad
del suelo y el agua

f‘:‘ CEMIDES v-bmaelas

Consejo Empresarial para el
Desarrollo Sostenible del Ecuador

whesd
global network

Desde el modelo  "Business as usual"
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Tenemos que actuar conforme nuestro sistema
alimentario actual esta llevando a las personas

enfermas y un planeta degradado

Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

S

e———— amenazas a las personas, las sociedades y el planeta @——e@

Un 29,9% de menores de 5 a 11 afios esté con

Al menos 1 de cada 5 nifios menores de

P

cinco afios tiene baja talla para la edad
es decir desnutricion crénica.

El 12% de los nifios tiene desnutricién
global, es decir bajo peso para la edad.

El 16% nacen con bajo peso.

Seis de cada 10 embarazadas y 7 de cada
10 menores de 1 afio sufren de anemia
por deficiencia de hierro. Estas cifras casi
se duplican en poblaciones rurales e

y el 26% de
afios también.

entre 12y 19

La pobreza a nivel rural varié de
40,9% en 2016 a 41,0% en 2017.

La pobreza urbana en junio de 2017
fue de 14,6%, mientras que en junio de
2016 se ubico en 15,6%.

La pobreza por ingresos a nivel
nacional en junio de 2017 se ubicé en
23,1% en comparacion al 23,7% de junio

indigenas. de 2016
L d
5°558.185 ecuatorianos de entre 19 y e ¢
59 afios sufren de sobrepeso u En el ambito social y prod el
obesidad. E c u a d o r sector agropecuario es de vital importancia para el
Ecuador, debido a su participacién en el Producto
- Interno Bruto, que durante la Gltima década fue del
25% de las tierras globales altamente "- \__/ 8%, con un crecimiento interanual del 4% en el PIB
degradadas agropecuariol INEC
En Ecuador seguin el Ministerio del ambiente, se
il de 4.06 mil de
::“1 CEIVIDES métricas de desechos cada afio a escala nacional, whesd
\\_’/ Goriaslo: Empresarial pira el de este total al menos el 60% corresponde a desechos global network
U554 Desarrollo Sostenible del Ecuador ani (resi de ali

Reforma de los Sistemas de Produccidn

FRedf

FReSH cataliza los
cambios a lo largo
del sistema de
alimentos, teniendo
en cuenta los
patrones de
alimentacion
locales, pero
enfocandose en los
siguientes flujos de
trabajo y respaldar
los ODS

72 CEMDES

.
AN#/L Consejo Empresarial para el
Desarrollo Sostenible del Ecuador

de Alimentos

amenazas a las personas, las sociedades y el planeta ———e

Dietas

Desempefio,

diciény

sostenibles reporte

Produccién
de
alimentos

Pérdiday
desperdicios
de
alimentos

Consumo de
alimentos

whesd
global network
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Cemdes realizé un diagndstico
sobre desperdicios de alimentos
en Guayaquil

ALIMENTOS QUE SE CONVIERTEN EN
DESPERDICIOS

HORTALIZAS
PANES

CARNES

FRUTAS

EMBUTIDOS

COMIDA DEL PERSONAL
ARROZ

LACTEOS

CAUSAS DE GENERACION DE
DESPERDICIOS DE ALIMENTOS

MANIPULACION DE PRODUCTOS POR

CLIENTES

CADUCIDAD DE PRODUCTOS POR
BAJO CONSUMO

EMPAQUES ROTOS POR CLIENTES
CORTA FECHA DE CADUCIDAD
BAIA ROTACION DE VENTAS
EXCESO AL SERVIR

DESCOMPOSICION DE ALIMENTOS

cuma
ALIMENTOS PERECIBLES

DISPOSICION FINAL DE PRODUCTOS
NO_COMERCIALIZADOS

: RECOLECTOR DE BASURA
< ACCION BENI
= VENTAS DE DESECHOS
’ ORGANICOS
. VENTA DE ACEITES USADOS
. OTROS

3.9 Para 2030, reducic
sustancialmente el ndmero de
muertes y enfermedades.
producidas por productos quimicos
peligrososy I3 contaminacicn del
aire, el ua y el suelo.

2.2 De aguia 2030, aumentar
considerablemente la proporcidn
de cnergia renovable en el conjunto
de fuentes energeticas

Vol. 3 N°.3

Afio: 2020

ISSN: 2602-8530

DESPERDICIOS vs COSTOS / ANO

Cantidad de alimentos desperdiciados en Kg/ANO

6000

Mall-Patios de
comida

Supermercados Hoteles

¢QUE SE PUEDE HACER?

politicas que limiten la  * Desarrollar una propuesta de
icién. fina lo

seneracion y disposi 08 investigacion de mayor alcance y
desperd precisin a nivel nacional que inluya las
Establecer acuerdos de cooperacion hacia pérdidas

un protocolo de donacion de productos
para el Banco de Alimentos Diakonia.
Recopilar casos y Promover el
intercambio de buenas prcticas.
Promover campafias de informacion y
sensibilizacin sobre e valor de los
alimentos y la prevencion /reduccidn de
Desperdicios.
Desarrollar programas de educacion
comunitaria sobre la importancia y
idado de los alimentos.

Plataforma de
intercambio de
subproductos y

residuos industriales

nousTIA
OO
INRAESTRICTURA

Valoracién en délares de desperdicios / ANO

Hoteles

Mall-Patio de
comida

Supermercados

- o de esta i venvista de
que solo un hotelfacilit esta informacidn, s omite ¢l valor de Hoteles

POTENCIAL BENEFICIARIO

@ 53%

La idea de los bancos de alimentos es a nivel mundial e inici6 en
011 bajo la direccion del

BANCOS DE ALIMENTOS
DEL MUNDO ESTAN
EN AMERICA LATINA

¥ un grupo de empresarios, ol Banco de Alimentos
dad s
a carencia, it

tengan una lidad social.
Disponen de una bodega en el sector de la Prosperina que se
abastece con i i

pais, iz la pri Jlecta publi
que se repite cada aito.

12 e
YooRsEo
RESPORSABLES

12.2 00 agui2 2030, lograr [a gestién
sostenisley el uso eficiente de los
recursos naturales

12.3 De aqui s 2030, reducir a la mitad

de produccisny suministro, incluidas
I3 pérdidas posteriores 3 s cosecha

9.5 Aumentar |a Investigacién clentificay mejorar a capacidad tecnoldgica
de los sectores industrales de todos los paises, en particular 05 paises en
gesarrolo, entre otras cosas fomentando la innovacidny aumentando

de scuia 2030, pe que wabajan

sectores publicoy privado en investigacién y desarralio

116 De 3quf 2030, reducirel impacto
amblental negativo per céoita de las
Jdad

12.4 D a0ui 2 2020, lograr a gestién
delos productos

atencien a la calidad del are y la gestion

Quimicos y de todos los desechos a o argo de

tio

marcos interaclonales convenicos,y reducir

significativamente su liberacién a la
atmosfers, el agua y el suelo  fin de
minimizar sus efectos adversos en la salug
numana y el medio amblente

9.3 Aumentar el acceso de las pequefas industrias y
otras empresas, particularmente en os palses en
desarmollo, 8 los servicios financieros, incluidos
créditos asequibles, y su integracion en las cacenas de

valor y los mercagos 125 De aqui 2 2030, reduci

considerablemente a generacidn
de desechos meciante actividades
de prevencién, recuccién,

.40 uqui a 2030, modernizar I nfraestructura y reconvertic las reciclato y reatiizaeion

mayoe eficacia y promoviendo ' adapeidn de tecnologiasy

procesos industriales impios y ambientalmente raciones, y 12.6 Alentar a las empresas, en

aises especialls grandes empresas y las
empresas transnacionales, 3 que
sdopten précticas sostenibles &
ncarparen informacién sobre la
sostenibilidad en su ciclo de
presentacion de informes

capacidades respectivas

12.0 Ayudar a los paises en cesarrollo 3
fortalecer su capacidad ientifics ¥
tecnologics para avanzsr hacia
modalidades de consumo y produceibn
més sostenibles

14 :IKJDHAMAIMA
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Fase 1 Fase 2

MATERIA PRIMA

SECUNDARIA
Definicion de
sectores
industriales

€CO. s
businessFund %
£
Grupo objetivo 5 Caracterizacion
g fisico, quimico Determinacion de 2
S A 5 Transaccion
© @ , z Plataforma de bacterioldgico de potencial de uso y CammmEE ESCALABILIDAD
R intercambio de residuos y mapeo de sectores g INDUSTRIAL

materia prima

4 residuos industriales subproductos industriales como 2 5 + PYMES
/Y 5 7 secundaria
n L) industriales mercado

Fideicomis
e transaccion)
Gestion de la
plataforma

Gestion de la Acondicionamiento
plataforma; Centro de residuos
de investigacion y industriales
desarrollo, Big Data
para planificacion y
toma de decisiones

Programa de
asistencia técnica
Eco business found

Contacto
Jimmy Andrade
jandrade@cemdes.org

http://ods.cemdes.org/

. wbcsd

global network
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11 HEIFER ECUADOR promueve la innovacion y el emprendimiento rural
Prototipo: Nuevos productos para poblaciones con problemas de
nutricién. Juan Pablo Escobar

Juan Pablo Escobar
PROJECT MANAGER HEIFER
Email: Juan.Escobar@heifer.org

Fundacion Heifer .

Ecuador

f/i"\
HEIFER

INTERNATIONAL

=

\I/V__\{ Fundacién Heifer
HEIFER S
INTERNATIONAL

La Fundacién Heifer Ecuador
apoya la innovacion y el
emprendimiento rural

A través de la identificacion de negocios
rentables que respetan el ambiente
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Construimos Territorios de Innovacion

‘-.ﬂll..-‘-...

ot % %
? 2 . o
a8 "
! i
: 8T
: CADENA DE VALOR 4" - ﬁj u
u
n | |
s 847 xta -
| | FUNCIONES DE v
. APOYO t < |
/ ]
®ennunr 1| S
L 4
"'; TERRITORIOS DE AGENTES ? "
5.+' INNOVACION DE CAMBIO . “
)
l'.':l.'. ‘;:‘;i"lgn B EMPRESAS ANCLA . N Y a au at ‘l{/_i .
<> conecror || empresasociat HEEE& S

Construimos Territorios de Innovacion

Que conectan negocios y emprendimientos
en areas deftrabajo sin limites
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Territorios de innovacion

Metodologia
) - Fortalecemos

capacidades de los
negocios

g
Vv

v

Promovemos
alianzas en el ( (

ecosistema

A

Prototipo: Nuevos productos para
poblaciones con problemas de nutricion

© Familias de escasos recursos
que tienen problemas de

desnutricidn por poco acceso
a proteina animal.

‘//;/_g Fundacidn Heifer

HEIFER i

INTERNATIONAL

Prototipo
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Prototipo: Nuevos productos para
poblaciones con problemas de nutricidn

Prototipo

‘fg Fundacidn Heifer
HEIPER -

Prototipo: Nuevos productos para
poblaciones con problemas de nutricion

Prototipo

‘/f;g Fundcidn Heifer
HEIFER -
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Prototipo: Nuevos productos para
poblaciones con problemas de nutricion

Gracias

‘/f;i " Fundacidn Heifer
HEIFER -
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o
‘////‘\a\ " Fundacién Heifer
HEIFER Eetacor

INTERNATIONAL

Heifer Ecuador promueve la
innovaciény el
emprendimiento rural

A través de la identificacion de negocios
rentables que generan impactos positivos
cuidando el ambiente.

122



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

12 Uso de lactosuero como fuente de proteina de alta calidad en un
alimento fortificado contra la desnutricion infantil. Dr. Ullrich Stahl

Dr. Ullrich Stahl, Ph.D.

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA. UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR.
Dr. Reynerio Alvarez-Borroto, Ph.D.

CENTRO ECUATORIANO DE BIOTECNOLOGIA DEL AMBIENTE

Email: ustahl@uce.edu.ec, industahl@yahoo.de

Uso del lactosuero como fuente de proteina
de alta calidad en un Alimento fortificado
contra la desnutricion infantil

DR. ULLRICH STAHL, PH.D.

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA. UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR.
DR. REYNERIO ALVAREZ-BORROTO, PH.D.

CENTRO ECUATORIANO DE BIOTECNOLOGIA DEL AMBIENTE

LA DESNUTRICION INFANTIL: UN PROBLEMA MUNDIAL

¢ La desnutricion infantil comprende: La emaciacion, retraso del
crecimiento e insuficiencia ponderal.

% 52 millones de nifios menores de 5 afos en el mundo presentan
emaciacion y 155 millones sufren retraso del crecimiento;

+* EI 45 % de las muertes de menores de 5 anos se asocia a la
desnutricion infantil (DI)(OMS, 2018)
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EFECTO DE LA DESNUTRICION INFANTIL: LO QUE NO SE VE

*»El 80 % de la capacidad cognitiva del infante se desarrolla en los
primeros mil dias: desde la gestauon hasta Ios 24 meses

** El nimero de neuronas y conemones smaptlcas se desarrollan en lo
fundamental en ese. perlodo \ .

% Llos que sobreVIven a Ia DI presentan profundas Ilmltauones
mtelectuales

EL GOBIERNO NACIONAL HA IMPLEMENTADO ACCIONES CONTRA LA DI DESDE 1986.

ACTUALIDAD o

EL COMERCIO

La desnutricion infantil no se erradico
en 31anos en el Ecuador

< Kk © 127

Enla an Alt (C ), se hacen de peso a los

infantes. Foto: Glenda Giacometti/ EL COMERCIO
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LOS ALTOS NIVELES DE DI EN ECUADOR: ¢ COMO SE EXPLICAN?

¢ Dl en Ecuador C
(1986): 40 % (nifios de entre 0-5 afos); | SO
(2014): 24 % 5

¢+ Ocupa el segundo lugar en la region, despues de Guatemala

¢ Las provincias mas afectadas: Chlmborazo,( Bdllvar y Santa EIena
(Ensanut 2012-2014) \

Bollvar (40,8 %) y Santa Elena (37,7 %)
¢ Ejemplo: Mide: 98 cm (110 cm), pesa: 14,7
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LOS ALIMENTO LISTOS PARA USAR DE LA UNICEF (RUTFS) .. Y MUCHOS OTROS

()UsAID

)
0’0

Los RUTFs se han usado desde 1995 en Africa con buenos
resultados. Eese Doyt

)/
0‘0

Limitaciones: son muy costosos.
Un tratamiento de 6 meses cuesta de entre USS 150-200/nifio.
Es un negocio para unas pocas empresas.

% Cuando cesa el tratamiento, el nifio vuelve al estado original.

+* Un huevo diario: otra alternativa barata, pero no suficiente.

POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

*» Desarrollar una estrategia nacional para combatir la desnutricion infantil
“» Se requiere en tiempos de austeridad de un alimento econédmico que contiene:

“* Carbohidratos,

Aceites y grasas
Carbohidratos simples

“* Proteinas,

** Lipidos,

Proteinas

“» Minerales y vitaminas

o .z ) Carbohidratos Simples
+» de produccién nacional. Elbiews; Miiantinos

y Minerales

Carbohidratos
Complejos
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POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL
TABLA COMPARATIVA DE CALIDAD PROTEICA

Tipo de Digestibilidad ~ Score de Indice de Valor Digestibilidad
Proteina Proteica Aminoacidos  Eficiencia de Biologico Proteica
Corregida por  Esenciales Proteina (BV)** %
el Scorede (PER)** (PD)**
Aminoacidos
* (PDCAAS)
*
Concentrado 1,00 1,14 32 104 99
de Proteina
del Suero
Huevo 1,00 1,21 38 100 98
Integral
Caseina 1,00 1,19 2,9 77 99
Concentrado 0,99 1,04 22 74 95
de Proteina de
Soja
Carne Bovina 0,92 0,94 29 80 98
Gluten de 0,25 0,47 0,34 54 91
| | | |
Fuentes:
i.  Protein Cuality Evaluation. Report of the Joint FAO/WHO Consultation, 1991. (Evaluacion
de la Calidad Proteica. Informe de la Comision Conjunta de la FAO/OMS, 1991)
ii. Reference Manual for U.S. Whey Products, 2" Edition, U.S. Dairy Export Council, 1999.
(Manual de Referencia de Productos de Suero de EE.UU., 2" edicion, 1999)

il Slilas cn milc's

POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Beneficios del lactosuero para una formulacién de un alimento fortificado:
5 . .

+* De 100 litros de leche para hacer queso, se obtienen 90 de lactosuero
¢ Ellactosuero hasta la fecha es desechado “para los chanchos”

+** Un producto barato
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POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Composicion aproximada del lactosuero liquido:

Componente %

Solidos totales (Materia 6

seca)

Lactosa 5
Proteinas 0,7
Minerales 05
Calcio 0,04
Fosforo 0,01
Grasas 0-0,5

POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Composicién aproximada del lactosuero en polvo:

Componente _____ %

Solidos totales 96-97

Lactosa 70-75

Proteinas 10-13

Minerales 7-12 o
Calcio 0,45 gWH EY
Tiamina 0,4-0,6 mg
Riboflavina 2,3-2,5mg s N 2
Piridoxina 0,4-0,6 mg
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POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL
Composicion leche materna:

R/

+* La proteina de la leche humana esta compuesta de 30% de caseina'y 70% de
proteinas del suero.

¢+ Las proteinas del suero son entre otras:

a-lactoalbumina (de alto valor bioldgico para el nifio), seroalbumina,

B- lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteinas, Lactoferrina..

La leche madura tiene 100 mg/100 ml de IgA contra 4 mg/100 ml de IgG.

La lactoferrina ademas de su accidn bacteriostatica sobre ciertos gérmenes
ferrodependientes (E. Coli), contribuye a la absorcién del hierro en el intestino
del nifio. (Raiha, 1985).

%+ La cistina es otro aminoacido que esta combinado con la metionina en una
proporcion de 2:1, especifica para la leche humana.

POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

) R/
0.0 0‘0

Composicion leche materna:

+¢ El principal carbohidrato de la leche es la lactosa, un disacarido compuesto de
glucosa y galactosa. La leche humana tiene un alto contenido de lactosa, 7 %.

** La lactosa se metaboliza en glucosa y galactosa antes de ser absorbida por el
intestino. Provee el 40% de la energia, pero ademas tiene otras funciones:

+* La porcion galactosa participa en la formacion de los galactolipidos necesarios
para el sistema nervioso central (Casey & Cambridge, 1983).

+* La alta concentracién de lactosa en la leche humana facilita la absorcion del
calcio y el hierro y promueve la colonizacion intestinal con el lactobacillus bifidus,

flora microbiana fermentativa que al mantener un ambiente acido en el intestino,
inhibe el crecimiento de bacterias, hongos y parasitos.
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POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Perfil Lactosuero en polvo:
+* Presenta elevado valor bioldgico

3 A . e o
% Considerable cantidad de aminodacidos esenciales, sulfurados y de
cadena ramificada

% Protefna: 20 — 25 % o — lactalbumina (proteina principal leche humana)

an sistema inmunoldégico

POSIBLE SOLUCION DE LA DESNUTRICION INFANTIL

Conclusiones

+* Reemplazar la leche desnatada en polvo por concentrado de
proteina de suero (WPC) no afecta la aceptabilidad y la tolerancia de
los alimentos terapéuticos contra la DI;

X3

%

La WPC puede usarse para reemplazar la leche desnatada

deshidratada en RUTF parar
efectividad del producto.

S A

cir los costos, manteniendo la

R/

** La WPCno contrlbuye‘sglamenteco einas similares a la leche

materna, sino también con carbohidratos ( lactosa ),
inmunoglobulinas y Lactoferrina.

. . Sl
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Instrucciones a los autores

REVISTA BIORREFINERIA
http://www.ceba.org.ec/publicaciones/revista-biorrefineria/
Instrucciones a los autores (Plantilla)

Titulo en espafiol
English title

Nombre y apellidos?, Nombre y apellidos?

Hnstitucion, ciudad, Pais

2|nstitucion, ciudad, Pais

Email:

Resumen

Exponer el problema bajo investigacién en una sola oracidn, si es posible. El método experimental,

incluyendo los mecanismos, procedimientos de recopilacion de datos, nombres completos de
u ) zgos, inclu iv ignificacié istica; usi
ruebas. Los hallazgos, incluyendo los niveles de significacion estadistica; y las conclusiones y las

implicaciones o aplicaciones. Maximo 120 palabras.

Palabras clave: no mas de cinco.

Abstract

Keywords:

Recibido: 21 de septiembre de 2017
Aceptado: 21 de octubre de 2017

Introduccion

La introduccion presenta la teoria que sustenta la experimentacion. Contiene el planteamiento del
problema, el desarrollo de los antecedentes y el propdsito y fundamentacion.

Las contribuciones enviadas a revista Biorrefineria deben abordar la tematica de todo lo concerniente
al desarrollo de la Bioeconomia de base Biotecnolégica en los campos agricola, alimentos, salud,
ambiente, energias e industria.

Se aceptaran contribuciones de los siguientes tipos: revision (review), empiricos, metodolégicos y
estudios de caso. Se aceptardn solamente contribuciones inéditas. El envio de estas supone el
compromiso del autor de no someterlas a la consideracion de otras publicaciones y de ceder sus
derechos a la revista. Los articulos se someterdn al sistema de revisién por pares, en la modalidad
abierta al editor asociado, manteniendo el anonimato. Este recurso es inapelable. Se enviara por
correo electrénico a: biorrefineria.ceba@gmail.com.

Se escribiran en espafiol a un espacio y en Calibri Light 12 puntos, con una extensién maximo de 8
paginas. El formato a utilizar debe ser A4, los margenes laterales, superior e inferior deben ser de 2
cm. Las tablas y figuras se insertaran en el lugar exacto y se acompafiaran de su correspondiente
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titulo y pie de figura. El procesador de texto a utilizar serd Microsoft Word. Las tablas deben crearse
en este mismo software. Las figuras (fotografias, graficos, esquemas) deben insertarse en formato
JPG con una resolucién de 300 dpi. Las unidades de medida deberan ser las especificadas en el
Sistema Internacional de Unidades.

Materiales y Métodos

Informar qué es lo que usted hizo y cémo lo hizo. Descripcién de participantes (muestras), Método
estadistico y disefio experimental, Herramientas o materiales, Procedimiento. Escribir en tiempo
pretérito.

Resultados y Discusion

Los resultados responden a los objetivos planteados en el experimento. Tablas y figuras de
resultados, Analisis estadistico, presentar los hallazgos relevantes. Discusién es analizar e interpretar
los resultados obtenidos. (Debe comparar sus resultados con otros autores), escribir en tiempo
presente.

Conclusiones

Las conclusiones responden al problema cientifico expuesto en la introduccion el cual dio origen al
experimento en busca de una respuesta. Consecuencias, deducciones y generalizaciones que
emanan de la evidencia aportada por los resultados y su interpretacidn. Sintetiza la idea planteada y
los argumentos que se utilizaron para sustentarla. Evalta lo planteado, sefialando sus alcances y sus
limitaciones. Plantea implicaciones o nuevos interrogantes al problema. Escribir en tiempo presente.
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6 Blodlver5|ty

Bioingenieria a la medida

Misidn: S -

Producir y comercializar bioproductos, mediante la \ \\\ 1 ‘\\ ‘I
aplicacion de las técnicas modernas de la bioingenieria, que — | /
permita el maximo aprovechamiento de los recursos de la > -
biodiversidad ecuatoriana en el marco del Desarrollo Global
Sustentable.

Vision:
Ofrecer un portafolio de bioproductos que contribuyan con
el bienestar del ser humano y del planeta.

Valores:
integridad, calidad, responsabilidad, liderazgo, colaboracidn,
diversidad.

Biodiversity®| Direccion: Periférico Sur s/n, San Antonio, www.biodiversity.com.ec, info@biodiversity.com.ec, Cel. 099 7589267, Ibarra-Ecuador

Tecnologias

Produccion de micelios (semillas) de hongos comestibles.
Produccion de champifiones (Pleurotus spp.).

Produccion de agro biolégicos (Trichoderma spp.)

Produccion de saponinas esteroides.

Produccion de hecogenina (materia prima para producir la cortisona)
Produccion de suplementos alimenticios.

Produccion de extractos vegetales.

Produccion de alcaloides.

Produccion de bioles (agrobioldgicos).

Produccion de bagazo hidrolizado para alimentacidon animal.
Produccion de aceites esenciales.

Produccion de biogas. Produccién industrial de hongos frescos.
Produccion de hongos deshidratados.

Produccion de hongos en conservas.

Produccion de capsulas de hongos.

Produccion de Beta-Glucan.

Produccidon de enzimas (lacasas, celulasas, amilasas, etc.).
Produccion de chicha de jora (de maiz).
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