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Introduccidn

En la manufactura de quesos, caseina y mantequilla,
se genera suero lacteo, el cual representa del 80 al 90%
del volumen de leche transformada (Rapin y col., 1994),
La compasicion quimica del suero lacteo puede variar, ya
gue depende de los tratamientos a los gue se sujete |a le-
che (calentamiento, centrifugacion, homogeneizacién,
etc.), de las caracteristicas intrinsecas en el procesa-
mienta de los diferentes tipos de derivados lacteos (tipo
de cultivos utilizados, manipulacién mecanica, uso de
ayudas para el procesamiento, procesos de membrana,
etc.) y de los procesos de tratamiento que se le apliquen
al suero (pasteurizacion, concentracion, etc.).

El 85% de la produccion mundial anual de suero lac-
tec proviene de la manufactura de guesos, Aproximada-
mente, s& genaran 9 L de suero a partir de 10 L de leche,
para producir 1 kg de queso.

En Mexico hay aproximadaments 2.500 queserias,
donde se producen anualmente unas 146 mil toneladas
de queseo, por lo que se estima una produccion de suero
de mas de un millon de toneladas al afio, las cuales con-
tignen 48 mil toneladas de lactosa v 4.500 tonsladas de
proteina verdadera. Esto significa el requerimiento caldri-
co de un afio de 200 mil persanas adultas y el requeri-
mienta proteice de 300 mil personas adultas (Garcia,
1984),

Debido a sus componentes, el suero reprasenta un
serio problema de contaminacién cuando se vierte al se-
na de cursos acuiferos, ya que genera una demanda bio-
quimica de oxigeno (DBQ) muy alta, de 40.000 a 60.000
ppm (Ben-Hassan y col., 1994), una demanda quimica
de oxigeno (DQO) de 50.000 a 80.000 ppm (Fournier y
col., 1993), y mas del 80% de esas demandas se deben
a la lactosa (Kisaalita y col., 1990).

Cuando un compuesto con una alta DBO, tal como el
suero de leche, se vierte a un sistema ecoldgico acuati-
ca, los microorganismas que lo degradan demandan una
gran cantidad de oxigeno disuelto en el agua creandose
condiciones andxicas,

Se estima, ademas, que la descarga de 2.5 litros de
suero al dia tiene un poder contaminante equivalente al
agua residual producida por un individuo (Ben-Hassan y
col., 1984), Esto implica que la manufactura de un kilo-
gramo de queso ocasiona una contaminacion semejante
a la generada por aproximadamente cuatro personas. En
nuestro pais, & suero producido anualmente provoca
una contaminacion similar a la generada, durante toda un
afa, por 1.400,382 personas.

El suero es un excelente medio de cultivo, cuya prin-
cipal fuente de carbono es |a lactosa, por lo que algunas
alternativas bictecnoldgicas consisten en el uso de aeste
material coma un recurse para la produccion de metabo-
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litos con mayor valor agregado, lo gue subsanaria, an
parte, los costos de tratamiento.

For otra parte, la economia y la eficiencia de remo-
cidn de contaminantes del suero lacteo dependen del
sisterna de reaccion gue se utilice,

Algunos de los estudios encaminados a disminuir el
grado de contaminacidn que ocasiona el suero ldcteo
procedents de la manufactura de queso cottage reportan
reducciones de hasta el 87% de la demanda guimica de
oxigeno, en condiciones asrobias, empleando levaduras.

En algunos procesos de tratamiento de aguas resi-
duales de la industria lechera {cuyos valores iniciales de
demanda quimica de oxigeno oscilaron entre 850 y 9.000
ppm), se obtuvieron reducciones del 28-98% [Jones,
1974).

En el laboratoric de Bioinganieria del Departamento
de Ingenieria Bioguimica se han realizado diversos estu-
dios para definir y proponer un proceso de tratamiento
del suera lacten, a fin de reducir su grado de contamina-
cién y con posibilidades de obtener un producto con va-
lor agregado tal como la biomasa de levaduras GRAS (si-
glas del inglés "generally regarded as safe”), pero que
ademds sea un Proceso econdmico.

De los diversos estudios llevados a cabo en el labo-
rataric de bicingenieria se selecciond un cultive mixto
ternario de levaduras, formado por Kluyveromyces lactis
K584, Candida utilis NBRL ¥-200 v Saccharomyces mi-
croeflipsodes COBB-338, el cual presenta una eficiencia
alta de remocion de contaminantes imedida comao reduc-
cign de la DOO) del suero lacteo v su rendimiento celular
es adecuado.

Objetivo

Detarminar la eficiencia de remocion de contaminan-
tes dal cultivo mixto formado por Kiuyveromyces lactis,
Candida utilis v Saccharomycas microelipsodes, en dos
sisternas de reaccion: cultiva por lote alimentado con su-
ministro constante de suero v cultivo por lote alimentada
repetido.

Material ¥y métodos
Microorganismos

Se utilizd un cultive mixto de levaduras GRAS forma-
do por: Kluyveromyces lactis K584, Candida utilis NREL
¥-800 y Saccharomyces microellipsodes CDBB-338, el
cual se selecciond previaments con base en su eficiencia
de reduccion de la DQO del suero lacteo,

NMedlios de cultivo

Meadio &: Se utilizé un medio con una concentracian
de glucosa de 10 g/L, el cual se compleamenta con sulfa-
to de amonio, 2.5 g/L; extracto de levadura, 1 g/L; fosfa-
to de potasio monobdsico, 0.5 g/L; sulfato de magnesio,
0.25 g/L; cloruro de calcio, 0.05 g/l; sulfato de zing, 2
mg/L; molibdato de sodia, 1 mg/L; sulfato de mangane-
s0 2 mgdL y clorure férrice, 1 ma/L.

Los medios de cultiva B y C se prepararon de la si-
guiente manera: 70 gramos de suero dulce en polvo
jLand Q' Lakes, Wl., U.5.A.) se disolvieron en 1 litro de
agua destilada. La solucidn obtenida tiene una concen-
tracién de lactosa similar a la del suero generado por la
industria quesera (aproximadamente 45 g/L). Las protei-
nas del suero fueron separadas por filtracion, después de
ser precipitadas mediante tratamiento termico a 92°C,
durante 10 minutos.

IMedia B: El suera desproteinado se diluyd con agua
destilada para obtener una concentracion de 10 g de lac-
tosa’l.

Medio C: Se utilizd suero lacteo desproteinado con
una concentracion de lactosa de 45 g/L.

Los medios de cultive B v C se complementaron con
sulfato de amonio y con fosfato de potasio monobasico,
a una relacion lactosa‘sulfato de amonio de 12 v de lac-
tosafosfato de potasio de 20. Previamenta sa habia de-
terminado que a estas relaciones se consiguen niveles
glevados de remocion de contaminantes del suero |ac-
teo.

Preparacion del indculo

En forma separada se propagaron las levaduras C.
utiiz v 5. microelipsodes en el madio A y la cepa de K
lactis en suero lacteo diluido, complementado con sulfa-
to de amonio y fosfato de potasio monobasica (medio B).

Después de 24 horas de incubacién, en agitacion a
28°C, las células de Candlida wliis ¥ de Saccharomyces
microallipsodes se cosecharon por centrifugacian y se
adicionaron en proporcion equivalente, medida coma ab-
sorbencia a 600 nm, al cultiva de K. jactis, de tal forma
gue la proporcidn de la mezcla fue 1:1:1.

Sistermas oe fermentacion

Una vez ajustada la concentracion celular inicial (%),
en el biorreactor, se inicid la alimentacidn del medio con
suero lacteo (medio C). La bomba peristaltica se ajusto
para praporcionar &l flujo de suministro deseado, el cual
sa mantuvo constante durante el proceso,

La temperatura, el pH v la aireacién se mantuvieron
en 23 - 28°C, 4.5 - 5.5 y 0.6 - 1 vwwm, respectivamente,

Se tomaron muestras cada dos horas v se les deter-
miné lo siguiente:

* Concentracian de lactosa.
* Demanda guimica de oxigeno.
* Concentracion celular (x).

En algunos experimentos, al final del proceso, se
descargd parcialmente &l biorreactor y se inicid la alimen-
tacién con otro flujo de suministro, A esta forma de ope-
racian se la denomina cultivo por lote alimentada repeti-
do.

La informacion obtenida se procesd para estimar la
eficiencia de remocién de lactosa v de remocidn de con-
taminantes, medida esta Gltima como eficiencia de re-
duccicn de la demanda quimica de oxigeno.
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Metodos analfficos

Los métodos analiticos empleados fueron:
al Concentracion celular,

Se evalud mediante la determinacion del peso seco
de la biomasa, empleando membranas de fibra de vidrio
(Whatman GF/C), con un tamano de poro de 1.2 pm.

b Concentracion de lacfoza.

La determinacion se llevd a cabo mediante un méto-
do enzimatico, empleando a la [i-galactosidasa v a la
mezela glucosa oxidasa-peroxidasa, con adicion de o-
dianisidina.
¢} Demanda quimica de axigeno.

El analisis se llevd a cabo de acuerdo con el método
de reflujo cerado, aprobado por la EPA [(Hach water
analysis handbook, 1997

Resultados y discusion

Inicialmente, se determind el efecto del flujo de ali-
mentacion de suero lacteo sobre las eficiencias de con-
sumo de lactosa vy de reduccien de la demanda quimica
de oxigeno del cultivo mixte de levaduras (Kiuyveromy-
ces lactis K584 - Canaida wihits NRRL ¥-900 - Saccha-
romyces microelipsades CODBB-338), cuando se utilizg
un cultiva por lote alimentado en forma lingal, con una
concentracion celular inicial (X} de aproximadamente
2.26 g/L.

En las Figuras 1 v 2 s presentan las curvas de creci-
riento celular (x), de cansuma de lactosa v de masa ce-
lular total () en funcién de la edad del cultivo, cuando se
utilizaron flujos de alimentacién de suero de 0,025 v de
0.068 L/h, respectivamente. La mayor concentracion ce-
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Figura 1; Curva de masa celular total (X), concentracidn celuwlar (x) v de lactosa residual en funcidn del tiempo,
en el cultivo por lote alimentado en forma lineal con un flujo de alimentacidn (F) de 0.025 Lih, y con una con-
centracidn celular inicial (Xi) de aproximadamente 2.26 g/L.
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Figura 2: Curva de masa celular total (X), concentracidn celular (x) y de lactosa residual en funcidn del tiempo,
en ef cultive por lote alimentado en forma lineal con un flujo de alimentacion (F) de 0.068 L/h, y con una con-
centracidn celular inicial (X{) de aproximadamente 2.26 g/l.
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lular final se abtuvo con el flujo (F) de 0.068 L de suerolh;
sin embargo, la concentracion de lactosa residual obte-
nida con este caudal fue superior a la encontrada con el
atro flujo (F = 0,025 L/h).

En la Figura 3 se presentan los resultados de eficien-
cia de consumo de lactosa, conseguidos a los dos dife-
rentes flujos de alimentacidn, cuande la concentracidn
celular inicial fue constante v con un valor aproximado de
2.26 g/L. A medida que se incremanto el flujo del subs-
trato de alimentacion, la eficiencia de consumo de lacto-
sa disminuyd.

En las Figuras 4 v 5 se presentan los resultados de
demanda quimica de oxigeno del suero [acteo suminis-
trado al reactor v del filtrado del medio de cultivo, para
los dos flujos de alimentacion antes mencionados. Las

aficiencias de reduccion de la demanda guimica de oxi-
geno se muestran en la Figura 6. En ella se aprecia que
la mayor eficiencia se obtuvo con el flujo mas bajo de ali-
mentacion de suerg.

Posteriorments, s ensayd un cultive por lote alimen-
tado en forma lineal, en donde se utilizé un flujo interme-
dic a los anteriormente empleados (F = 0.040 L/h) v con
una concentracion celular inicial mas baja, de aproxima-
damente 1.7 gL, la cual representa el 75% de la concen-
tracion inicial utilizada previamente. Los resultados de
concentracion celular, de lactosa residual v de masa ce-
lular total se presentan en la Figura 7 v la de las deman-
das quimicas de oxigeno del susro alimentado vy del fil-
trade del medio de cultivo se muestran en la Figura 8.

Si la concentracion celular inicial de los cultivos ne tu-

viera algun efecto sobre

las eficiencias de con-
e sumo de lactosa y de
reduccion de la deman-
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observar gue la eficien-
cia de consumo de lac-
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Figura 4: Variacicn de la DQO del suero alimentado al reactor y de! filtrado del medio de cultive, para un flujo
de 0.025 Lih.
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Figura 5: Variacion de la DQO del suero alimentado al reactor y del filtrado del media de cultive, para un flujo
de 0.068 Lih.
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Figura 6: Eficiencia de reduccidn de la DQO en funcion del flujo de alimentacion de suera, en los cultivos por
lote alimentados linealmente, a una concentracion celular inicial de 2.26 gil
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Figura 7: Curva de masa celular total (X), concentracidn celular (x) y de lactosa residual en funcion del tiempa,
en el cultivo par late alimentado en forma lineal con un flujo de alimentacidn (F) de 0.040 Lih, y con una con-
centracion cefwlar inicial (Xi) de aproximadamente 1,70 gfl
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Figura 8: Variacidn de la DQO del suero alimentado al reactar y del filtrado del medio de cultive, para un flujo
de suero de 0.040 giL,
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oxigeno, obtenidas con al
flujo de 0.040 L'h, fueron
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semejantes a las abteni-
das con el flujo de 0.068
L'h, lo que indica que la
concentracion celular ini-
cial tiene un papel impor-
tante en la depuracian del
suero lacteo.

Con base en estos re-
sultados y con el propdsi-
to de incrementar la can-
centracidn celular y, con
ella, la remaocion de con-

0.025
Fluje (L/h)

flujo de alimentacidn.

Figura 10: Comparacion de las eficiencias de reduccidn de la DQO, en funcian del

taminantes del suero lac-
teo, se sugiere el uso de
cultivos por lote alimanta-
dos repetidos.

En la Tabla 1 se pre-
santan los resultados de
eficiencia de consumo de

Tabla 1. Eficiencias de consumo de lactosa y de

reduccién de la DQO para el primer cultivo por
lote alimentado repetido.

| F Xi  |Ef consumo | Ef reduccion
(Lh) | (geelil) |lactosa (%) | DQO (%)
1* etapa | 0.068 | 2,167 86 Fal
2% etapa | 0.033 | 10.150 70 15

Tabla 2. Eficiencias de consumo de lactosa y de

reduccién de la DQO para el sequndo cultivo por
lote alimentado repetido.

F i Ef consumo | Ef reduccion
iL/hy | {goel/l) | lactosa (%) | DGO (%)
18 gtapa | 0.025 @ 2.350 a4 96

2° etapa | 0.040  8.900 a9 86

Tabla 3. Eficlencias de consumo de lactosa y de re-

duccion de la DQO para el tercer cultivo por lote ali-
mentado repetido.

F Xi | Ef consumea | Ef reduccion
(L/h) | {geeliL) | lactosa (%) | DQO (%)
|
1% etapa | 0.040 | 1.700 81 77
22 etapa u.us1| 7.133 87 77

lactosa y de reduccion de
la demanda quimica de oxigeno, cuando el primer culti-
vo por lote alimentado se llevd a cabo con una concen-
tracidén celular inicial de 2.167 gL ¥ con un flujo de ali-
mentacién de suero de 0.058 Lh, durante un determina-
do tiempo,

Transcurrido este tiempo, se removid un volumen de
medio de cultivo igual a la cantidad de suero suminis-
trado en el periodo anterior, de manera tal gue el volu-
men inicial del siguiente cultive por lote alimentado fue
igual al que le precedio, v a continuacicn se suministrd
un flujo de suero de 0.033 L'h, durante ctro pericdo de-
terminado de tiempo. La concentracion celular inicial
para este segundo cultivo por lote alimentado fue de
10150 gfl.

Se aprecia en la Tabla 1 que las eficiencias de con-
sumo de lactosa vy de reduccion de la demanda guimica
de oxigeno fueron superiores en el primer cultive por lo-
te alimentado, comparadas con el segundo. Esto podria
indicar que el flujo de alimentacién suministrado duran-
te el segundo cultiva por lote alimentade fue insuficien-
te para mantener viables a las células {dade que se te-
nia una alta concentracian celular inicial), por lo que pro-
bablemente se presento lisis celular de |as levaduras y/o
limitacion por oxigena.

Posteriormente, se ensayd un flujo de alimentacion
de 0.025 L'h de suero en |a primera parte del eultivo por
lote alimentado repetido v en la segunda etapa se pro-
parciond un flujo superior, de aproximadamente 0.040
L/h. Los datos de concentracidn celular con la que se
iniciaron cada una de las etapas del cultivo par lote ali-
mentado repetido, las eficiencias de consuma de lacto-
sa y de reduccién da la demanda quimica de oxigeno se
muestran en la Tabla 2.

En este caso se obtuvieron eficiencias altas de con-
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sumo de lactosa y de reduccion de la demanda quimica
de oxigeno, en cada una de las etapas del cultivo por lo-
te alimentado repetido. Esto indica que es conveniente
iniciar un cultive por lote alimentado con un flujo relativa-
mente bajo v que al término de este, cuando ya se incre-
mentd significativamente la masa celular reactiva, se su-
ministre un flujo de suero superior al empleado en la pri-
rmera parte del cultivo.

FPasteriormente se incrementaron los flujos de sumi-
nistro de suero en ambas etapas deal cultivo por lote ali-
mentado repetide. En la Tabla 3 se presentan los flujos v
concentraciones celulares iniciales de cada una de las
etapas del cultivo por lote alimentado v las eficiencias de
consumo de lactosa v de reduccidn de la demanda qui-
mica de aoxigeno. En ambas etapas se obtuvieron eficien-
cias muy similares, aunque infaricres a las obtenidas en
al anterior cultivo par lote alimentado repetido.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de eficien-
cia de consumo de lactosa v de reduccian de la deman-
da guimica de oxigeno, para los tres cultivos por ot ali-
mentadas repetidos que se han ensayado. Con base en
estos resultados se deduce gue existe una funcionalidad
entre la velocidad especifica de suministro de lactosa v la
eficiencia de reduccion de contaminantes.

En la Figura 11 se presenta la relacidon entre las efi-
ciencias de consumao de lactosa v de reduccion de la de-
manda quimica de oxigeno, con respecto a la velocidad

especifica de suministro de lactosa, de la segunda etapa
de los cultives por lote alimentados repetidos.

Aun cuando se tienen pocos valores ensayados de
velocidad especifica de suministro de lactosa, la tenden-
cia abtenida sugiere gue existe un valor dptimo de velo-
cidad especifica en la que se obtignen los niveles mas
elevados de consumo de lactosa y de remocidn de con-
taminantes. En &l intervalo ensayado, los niveles maxi-
mos de reduccion de la demanda quimica de oxigena y
de consumo de lactosa se abtuvieron a una velocidad
especifica de 0.197 g de lactosa’ g de biomasa h.

Esto dltimo es de importancia va que permite mani-
pular el flujo de alimentacién que se suministra a la se-

Tabla 4. Eficiencias de consumo de lactosa y reduc-

cidn de DQO para los cultivos por lote alimentados
repetidos.

F ®i Ef consumo | Ef reduccian
{L'hy | (geelll) | lactosa (%)  DQO (%)
1* etapa  0.068 | 2167 B 71
2% gtapa | 0.033 | 10150 | 70 56
1" etapa | 0.025 | 2.350 =12 96
2*etapa | 0.040 | 8.900 a9 86
1% etapa | 0.040 1.700 a1 ( Fir
2% etapa | 0.081 7.133 ar r
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Figura 11: Eficiencia de consumao de lactosa y de reduccion de la DQO en funcion de la velocidad especifica de
surministro de lactosa, para los cultivos alimentados repetidos.

gunda etapa de un cultivo por lote alimentado, con base
en la concentracién celular que se alcance en la primera
etapa, para obtener niveles slevados de remocién da
contaminantes.

Conclusiones

1] A& una concentracion celular inicial dada, las eficiencias
de consumao de lactosa v de reduccion de la demanda
guimica de oxigeno disminuyen a medida que se incre-
menta el flujo de alimentacion de suera lacteg, en los cul-
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tives por lote alimentados.

2) Las eficiencias de consumo de lactosa v de reduccion
de la demanda guimica de oxigeno dependen significati-
vamente de la concentracion celular inicial que se utilice
en los cultives por lote alimentados.

3) Existe una funcionalidad entre las eficiencias de con-
sumo de lactosa v de reduccion de contaminantaes v la
velocidad especifica de suministro de lactosa.
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