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RESUMEN

La producciéon de queso es uno de los procesos mas con-
taminantes de la industria lactea, se estima que el 50% del
lactosuero que se genera es desechado directamente so-
bre los recursos hidricos, arriesgando la supervivencia de
muchas especies de flora 'y fauna, por la reduccion del oxi-
geno disuelto, que es afectado por la carga organica del
mismo. Esto puede relacionarse a la Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO), la cual puede llegar a cerca de 80000
mg/L. La finalidad de esta investigacion fue reducir efi-
cientemente la carga organica del lactosuero, mediante la
optimizacién de su uso como sustrato para el crecimiento
de Kluyveromyces Marxianus (KM). El desarrollo de este
trabajo permitié establecer las mejores condiciones para
el crecimiento de la levadura sumergida en lactosuero,
mediante el Andlisis de Varianza de un disefio factorial 23
y aplicacién del Analisis de Superficie de Respuesta para
el modelo reducido, logrando alcanzar una tasa de creci-
miento promedio de 0,379 y una tasa maxima de 0,714
h', removiendo 64,3 % de la DQO, mediante fermentacion
aerdbica de 10 a 12 horas, y de 79,6 %, al incluir el pre-
tratamiento realizado.

Palabras clave: Lactosuero; Kluyveromyces marxianus;
DQO; tasa de crecimiento.

SUMMARY

Cheese production is one of the most polluting processes
in the dairy industry, it’s estimated that 50% of the whey
that is generated is discarded directly on water resources,
risking the survival of many species of flora and fauna,
by the reduction of dissolved oxygen, which is affected
by the organic load of the same. This may relate to the
Chemical Oxygen Demand (COD), which can reach about
80000 mg/L. The purpose of this research was to reduce
efficiently the organic load of whey by optimizing its use
as a substrate for the growth of Kluyveromyces marxia-
nus (KM). The development of this project allowed to es-

tablish the best conditions for growth of the submerged
yeast in whey, using Analysis of Variance for 2% factorial
design and implementation of Response Surface Analysis
for the reduced model, achieving an average growth rate
of 0,379 and a maximum rate of 0,714 h-', removing 64,3
% of COD, by aerobic fermentation over a period of 10 to
12 hours, and 79,6 %, to include pretreatment performed.

Keywords: Whey; Kluyveromyces marxianus; COD;
growth rate.

RESUM

La produccié de formatge és un dels processos més
contaminants de la industria lactia, s’estima que el 50%
de lactoserum que es genera és rebutjat directament
sobre els recursos hidrics, arriscant la supervivéncia
de moltes espécies de flora i fauna, per la reduccié de
I'oxigen dissolt, que és afectat per la carrega organica.
Aix0 pot relacionar-se amb la Demanda Quimica d’Oxi-
gen (DQO), la qual pot arribar a prop de 80000 mg/L.
La finalitat d’aquesta investigacié va ser reduir efici-
entment la carrega organica del lactosérum, mitjancant
I'optimitzacié del seu Us com a substrat per al creixe-
ment de Kluyveromyces Marxianus (KM). El desenvolu-
pament d’aquest treball va permetre establir les millors
condicions per al creixement del llevat submergit en
lactosérum, mitjangant I’Analisi de Variancia d’un dis-
seny factorial 23 i aplicacié de I’Analisi de Superficie de
Resposta per al model reduit, aconseguint assolir una
taxa de creixement mitjana de 0,379 i una taxa maxima
de 0,714 h', remenant 64,3% de la DQO, mitjangant una
fermentacio aerobica de 10 a 12 hores, i de 79,6%, quan
es va incloure el pretractament realitzat.

Paraules clau: Lactosérum; Kluyveromyces marxianus;
DQO; taxa de creixement.
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INTRODUCCION

El lactosuero es el liquido que se separa del queso, lue-
go de la precipitacion de la caseina y que correspon-
de a nueve veces la masa de queso producido [1]. El
lactosuero conserva aun el 55% de los nutrientes de la
leche, siendo el mas abundante la lactosa, la cual aporta
del 80 a 90% de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
que ostenta este abundante liquido, cuyos valores os-
cilan entre 60000 y 80000 mil mg/L [1]. Se han identifi-
cado dos tipos de lactosuero, el dulce, que proviene de
la coagulacion con enzimas proteoliticas, y se obtiene
a pH cercano a 6,5; y el suero acido que proviene de
coagulaciones realizadas por acidificaciones logradas
mediante fermentacién o adicién de acidos organicos o
minerales hasta pH menor que 5,0, en la fabricacién de
quesos frescos o caseinas industriales. Las principales
diferencias entre el lactosuero dulce y el acido, son el
contenido de minerales, la acidez y la composicién de la
fraccion proteica [2]. El lactosuero constituye una impor-
tante fuente de contaminacién ambiental, debido al alto
contenido de materia organica el cual ademas del ele-
vado valor de DQO, tiene un DBO, entre 30.000 y 50.000
mg/L, de los cuales cerca del 90% es aportada por el
contenido de lactosa, con la desventaja que posee un
tipo de enlace entre sus azlcares que hace que muchos
microorganismos no sean capaces de degradarlo [3].
En este sentido, se han realizado muchos esfuerzos en
la busqueda de alternativas viables que permitan apro-
vechar el lactosuero dandole una valorizacién como
subproducto. Entre estas alternativas se ha ensayado:
obtencién de alcohol mediante fermentacion [4-6], bebi-
das [7], acidos organicos y plasticos biodegradables [8],
levaduras para usos en panaderia [9], extraccién enzi-
matica [10] y biocombustibles [11], entre otros. A pesar
de la diversidad de aplicaciones para el lactosuero, el
consumo energético en mucho de los casos limita algu-
nas de estas alternativas, solamente para grandes volu-
menes de produccion, ya que los costos de operacion
se elevan demasiado [3, 12].

En este trabajo se desarrolla una metodologia para apro-
vechar los nutrientes del lactosuero mediante el uso de
levaduras del genero Kluyveromyces, las cuales se ca-
racterizan por la capacidad de aprovechar la lactosa
como fuente de carbono para su reproduccién, ya que
producen en su interior la enzima p-galactosidasa, cuya
funcién es la de desdoblar la lactosa en sus dos azlca-
res componentes. Ademas el perfil de aminoacidos de
la proteina proveniente de Kluyveromyces Marxianus (KM)
presenta una distribucion equilibrada al compararla con
patrones de referencia internacionales de la FAO y con las
proteina del huevo y el trigo, lo que sugiere su uso como
fuente proteica [13]. Es importante mencionar que desde
el punto de vista de la Microbiologia KM es una especie
de levadura perteneciente a los Ascomicetos, con capa-
cidad de formar esporas y por tanto es un hongo con
predominio de la fase unicelular en su ciclo de vida que se
caracteriza por su reproduccion asexual por gemacién en
medios nutricionalmente ricos, pudiendo llegar a producir
hasta 43 yemas durante si vida activa [14].

La estimacion de la produccién diaria de lactosuero en
Colombia es de 2,5 millones de litros y de esta canti-
dad cerca del 50% es desechado en cuerpos de agua
sin ningan tratamiento previo, afectando directamente
la disponibilidad de oxigeno disuelto necesario para la

supervivencia de la flora y la fauna, cuyo limite minimo
para este propésito en aguas célidas es de 4,0 mg/L [15].
Dado el alto impacto contaminante del lactosuero sobre
los recursos hidricos colombianos, cuya carga minima
estimada de lactosuero equivale al consumo de 43,5 to-
neladas de oxigeno disuelto, la busqueda y optimizacion
de metodologias que contribuyan a la reduccién de esta
fuente de contaminacioén, es sin duda, no soélo pertinente,
sino de innegable importancia para la preservacion del
medio ambiente. El objetivo de este proyecto fue la re-
duccion eficiente de la carga orgéanica del lactosuero dul-
ce generado en la industria quesera, optimizando su uso
como sustrato para el crecimiento de KM (ATCC 36142),
con lo cual se contribuy6 al conocimiento en cuanto a la
manera adecuada para reducir la carga organica conta-
minante del lactosuero, aprovechando las caracteristicas
del microorganismo KM, que logré mejorar la eficiencia
del proceso de bioconversién, de este desecho contami-
nante de la industria quesera, en biomasa con varias po-
tenciales aplicaciones biotecnolégicas [16]; mejora que
quedd evidenciada por los elevados valores de las tasas
de crecimiento y por la reduccion del tiempo de proceso.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos a escala de laboratorio, con el fin
de comprobar los factores mas influyentes en el proce-
so de reduccion de la carga contaminante del lactosuero,
mediante el crecimiento de biomasa de la levadura KM
en lactosuero dulce de queseria, comprobando los niveles
de dichos factores que lograban mejorar el proceso. La
cepa de levadura utilizada fue adquirida en estado liofili-
zado del Centro Venezolano de Colecciones de Microor-
ganismos (CVCM) de la Universidad Central de Venezuela,
con la siguiente identificacion: Kluyveromyces marxianus
var. Marxianus CVCM 2088 equivalente a ATCC 36142.
Las muestras de lactosuero dulce, se obtuvieron de algu-
nas empresas lacteas del Cesar y La Guajira, los cuales
son estados al norte de Colombia, consideradas como
regiones ganaderas. Se recolectaron muestras tomadas
aleatoriamente durante el proceso de elaboracion de que-
so. Por cada ensayo se requerian 1400 mL de lactosuero
aproximadamente. La muestra se refrigeraba a 4,0 °C para
ser trasladada a las instalaciones de los laboratorios del
Centro de Investigacion para el Desarrollo de la Ingenieria
(CIDI) de la Universidad Popular del Cesar, donde se rea-
lizé la adecuacion del mismo, consistente en coagulacion
térmica (a pH 6,5 y 95°C por 15 min), filtracion (papel filtro
franja azul), ajuste de pH a 4,4 y refrigeracion a 4°C.

Para el desarrollo experimental, se exploraron los efectos
de tres factores y sus interacciones sobre el proceso de
crecimiento de la levadura y la remocién de carga orga-
nica del lactosuero, utilizando un disefio factorial 23 con
dos réplicas, cuyo Analisis de Varianza permitié obtener
los modelos reducidos, al tomar en cuenta soélo los fac-
tores o las interacciones que presentaron los efectos mas
significativos en los cambios presentados en las variables
de respuesta [17]. Los ensayos de crecimiento se realiza-
ron hasta la finalizacién de la fase estacionaria, teniendo
como variables independientes el In6culo (mg levadura/
mL), la Suplementacién (% sulfato de amonio) y la Co-
secha (Cantidad) y como variables de respuesta la Tasa
de crecimiento en fase exponencial (h") y la Remocion de
Carga orgénica expresada como porcentaje de DQO. Los
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factores fijos fueron: Aireacién (1,5 litros/minuto), Veloci-
dad de agitacion (200rpm), Temperatura (25 - 28°C) y pH
(4,40 £ 0,03). A partir de los modelos reducidos se realizé
el Analisis de Superficie de Respuesta que permitié visua-
lizar los niveles de los factores que mejoran los resultados
del proceso. Finalmente, se realizaron pruebas confirmati-
vas por triplicado para todas las fases de crecimiento (19
horas), del mejor tratamiento, comprobando los niveles
6ptimos para la produccién de la levadura y la reduccién
de la carga organica contaminante del lactosuero. Al eje-
cutar este proyecto se exploraron nuevas opciones es-
pecificas para el crecimiento de la levadura en mencion,
contribuyendo al mejoramiento de las condiciones para
la remocion eficiente de la carga organica (medida como
DQO) del lactosuero, debido a la optimizacién de la repro-
duccién de la levadura.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las tasas de crecimiento calculadas para cada hora, pre-
sentaron un pico maximo durante la hora octava, y luego
un descenso que se extiende hasta la décima hora. Sin
embargo, en los tratamientos con alto nivel de cosecha
(E5 a E8), ocurre un segundo incremento en las tasas de
crecimiento durante la hora siguiente (Ver Figura 1), lo que
indica una mayor extension del tiempo de accién sobre el
sustrato a elevadas tasas de crecimiento.
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Figura 1. Comportamiento de las ta-
sas de crecimiento de KM por hora.

El Andlisis de Varianza, realizado a las tasas promedio de
crecimiento en fase exponencial permitié identificar los
efectos significativos entre los factores estudiados y sus
interacciones, obteniendo el modelo factorial reducido cu-
yos términos explican el 95% de los cambios presentados
en la tasa de crecimiento (Ver Ecuacion 1).

y=0,29 -0,2A-0,04 AB +0,01BC (1)
Donde*:

A =Porcentaje deindculo

B = Porcentaje de suplementacién

C = Cantidad de cosechas

*Lasvariablesestan codificadas : nivel bajo (-1)y nivel alto (1)

Al realizar el Analisis de Superficie de Respuesta elabo-
rado a partir del modelo reducido (Ver Figura 2), se logro
visualizar las tendencias en los factores que conducen a
maximizar la tasa de crecimiento de la levadura, encon-
trandose que es preferible utilizar bajo nivel de Inéculo y
altos de Suplementacién y Cosecha, ya que se aumen-
taron las tasas de crecimiento (0,376 y 0,382 h™") durante

la fase exponencial. Esto podria estar relacionado con la
disminucién de la competencia por nutrientes en estas
condiciones. Las tasas maximas mas sobresalientes fue-
ron 0,714 y 0,680 h™' correspondientes a los tratamientos
siete y dos, ocurridas entre las 8,5 y 11,5 horas de ha-
berse iniciado los procedimientos. Estos resultados son
excelentes, al contrastarlos con los reportados por otros
autores: 0,338 [18]; 0,42 [19]; 0,60 [20]; 0,62 [21] y rango
medio de 0,15 a 0,40 con maxima de 0,70 h™" en medios
enriquecidos y a 37°C [16]. Los tiempos de fermentacion
se ubican en el rango de 20 a 48 horas.
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Figura 2. Supefficie de repuesta para la tasa de creci-
miento exponencial (h”') con niveles bajo (a) y alto (b) de
cosecha en funcion de factores Indculo y Suplemento.

En cuanto a la reduccion de la carga organica del lac-
tosuero, el Andlisis de Varianza para el porcentaje de
remocion de la DQO, presentdé que ninguno de los fac-
tores estudiados tiene efecto significativo directo. Sin
embargo, la interaccion del Porcentaje de Inoculo con
la Cantidad de cosechas, presenta una significancia de
0,02, por lo que se puede afirmar que la combinacién
de estos dos factores influye en la remocion de DQO,
siendo deseables que los niveles de éstos se encuen-
tren cruzados, es decir, para valores altos de Inéculo,
se debe utilizar bajo nUmero de cosechas vy, viceversa,
como se evidencia en el Analisis de Superficie de Res-
puesta (Véase la Figura 3), elaborado con la interaccion
significativa (Ver ecuacién 2). Para estas condiciones,
se observaron remociones promedio entre 61,9 y 66,4%
(Ver Figura 4), equivalentes a valores finales de DQO de
11600 y 10200 mg/L; mientras que para las observacio-
nes en las que los niveles de ambos factores eran simi-
lares, se presentaron remociones entre 51,4 y 57,2%. Al
tomar en cuenta la remocién de DQO implicada por el
proceso de coagulacion térmica realizado como acondi-
cionamiento previo del lactosuero, se logré remover en
total el 79,6% de la DQO contenida en el lactosuero cru-
do, cuyo valor inicial era de 51500 mg/L. Este resultado
es excelente para los productores, tomando en cuenta
que en Colombia se exige la remocion del 80% de la car-
ga organica para cumplir con las normas de vertimiento
en un sistema de tratamiento [15], aunque las normas
proyectadas para industrias lacteas plantean como limi-
tes maximos 400 mg/L hacia un cuerpo de agua super-
ficial y 800 mg/L hacia una red de alcantarillado [22]; sin
embargo, al considerar que el lactosuero es la fuente de
mayor contaminacién en esta industria, es muy probable
que al mezclarse el residuo final del tratamiento fermen-
tativo con las otras aguas residuales generadas por la
misma empresa, se presente un efecto de dilucién que
permita ajustarse a las normas o que por lo menos re-
quiera un tratamiento final menos exigente, reduciendo
los costos implicitos en el mismo.
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y=59,42-442AC @

* Se aplican las mismas condiciones de la Ecuacién 1.

La correlacion lineal entre las tasas de crecimiento de la
levadura y la remocion de DQO manifiesta que para los
tratamientos en los que los factores Inéculo (A) y Canti-
dad de Cosechas (C) se encuentran combinados con ni-
veles opuestos, existe una tendencia con un factor R? de
45,0%, lograndose explicar en este porcentaje que los
cambios presentados en la remocién de materia organi-
ca fueron debidos al crecimiento de KM. Esto concuerda
con el hecho de que parte de la reduccién de la materia
organica, se invierte en gastos energéticos de sosteni-
miento de los microorganismos y en la muerte misma
de las células [23], que son variantes durante las fases
de crecimiento. También se observa que para los trata-
mientos en los que los niveles de estos dos factores son
similares, tanto el factor R? (0,0007), como la pendiente
de la curva (-1,9) tienden a cero, lo quiere decir que el
comportamiento de la remocion de materia organica no
presenta un patrén definido para dichos tratamientos, y
que el valor arrojado por la pendiente de la curva mani-
fiesta una alta insensibilidad a los mismos.
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Figura 3. Superficie de repuesta para el porcentaje
de Remocidn de DQO con niveles bajo (a) y alto (b) de
cosecha en funcidn de factores Indculo y Suplemento
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Figura 4. Correlacion de la Remocion de DQO
con las tasa de crecimiento, tomando en cuen-
ta las interacciones de los factores A y C.

Algunos autores han reportado remociones de: 43% para
la DQO total y del 91% para la DQO soluble, al incluir
adicionalmente un proceso de ultrafiltracién [23] (Ghaly,
A. y Kamal, M., 2004), luego de 48 horas de fermenta-
cién, sin control de temperatura; 71,4% en 24 horas de
fermentacién a 40°C [24], la que supera en 5,0 % la re-
mocién arrojada por el mejor tratamiento de este estu-
dio, sin embargo, al tomar en cuenta otros factores de
tipo econémico, como son la duracién de los procesos

fermentativos alcanzados (15,4 horas la mayor) y el aho-
rro de energia por trabajar en el rango de temperatura
ambiental del laboratorio, se evidencian ventajas compe-
titivas para la aplicacion de la fermentacion practicada en
éste.

Los ensayos confirmativos por triplicado de las mejores
condiciones tanto para el crecimiento de KM como para
su influencia en la reduccién de la carga organica, se es-
tablecieron asi: Inoculo, 2,2 mg levadura/mL lactosuero;
Suplementacion: 1,70% de Sulfato de Amonio y Numero
de cosechas: tres veces, al finalizar la fase exponencial
de crecimiento, la cual se extendio hasta cerca de la hora
novena de iniciado el proceso (Ver Figura 5). Los resulta-
dos arrojados por las variables de respuesta reprodujeron
valores similares a los esperados, segun los modelos li-
neales establecidos (Ver la Tabla 1)
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Figura 5. Monitoreo de Absorbancia duran-
te los ensayos de crecimiento confirmativos.

Tabla 1. Valores préacticos y espera-
dos de las variables de respuesta.

Pruebas Tasa Exponencial | Tasa maxima Remocién
Crecimiento (h™") |crecimiento (h™) DQO (%)
Confirmativas| 0,368 + 0,005 0,601 + 0,098 63,5+ 2,7
Exploratorias | 0,379 + 0,004 0,714 £ 0,011 64,3+ 5,8
Calculado 0,361 - 63,8
CONCLUSIONES

La optimizacion de los factores estudiados para la repro-
ducciéon de K. marxianus, favorecid la eficiencia de su
crecimiento, ya que se presentaron efectos directos so-
bre la tasa de crecimiento, presentando la Concentracién
de Inéculo un efecto de -0,02 al pasar del nivel bajo al
alto. Ademas, el Porcentaje de suplementacién presenté
interacciones influyentes con los demas factores, lo que
conduce a establecer que es deseable utilizar bajo nivel
de Inéculo y alto de Suplementacién y Cosecha, ya que
se obtuvieron las tasas de crecimiento mas elevadas, du-
rante la fase exponencial de la reproduccion, alcanzando
valores de 0,379 + 0,004 h"' como promedio y de 0,714
+ 0,011 h”" como tasa maxima en la misma fase, durante
los ensayos exploratorios. Para los ensayos confirmativos
la tasa de crecimiento promedio en la fase exponencial
fue de 0,368 = 0,005 h', que superd ligeramente el valor
estimado, segun el modelo lineal construido que era de
0,361 h*
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En cuanto a la remocion de materia organica expresada
como DQO, a pesar de no haberse presentado efectos di-
rectos de los factores estudiados, se pudo verificar con
una significancia de 0,054 que las interacciones del Por-
centaje de Inéculo y la Cantidad de Cosechas, influyen en
la remocién de materia organica realizada por el proceso
de reproduccién de KM. Resultando recomendables tra-
tamientos con niveles cruzados en estos dos factores, es
decir, para valores altos de In6culo, se debe utilizar bajo
numero de cosechas y, viceversa, obteniéndose remocio-
nes entre 61,9 y 66,4% para los tratamientos que cum-
plieron con esta condicién. Los valores finales de DQO
estuvieron entre 11600 y 10200 mg/L. La remocién total
de materia orgénica, incluyendo el proceso de desprotei-
nizacion por coagulacion térmica fue del orden del 79,6%,
lo que manifiesta un parte de satisfaccién y una noticia
alentadora para la industria quesera, pues se ha compro-
bado que es totalmente viable el uso de esta tecnologia,
que podria convertirse en el mediano plazo en una tabla
de salvacion para este sector, debido a los altos niveles
de exigencia de las normativas que se espera que pronto
entren en vigencia y que estremeceran a los productores
que se resistan a realizar los ajustes pertinentes.
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