i
Encuentro

I de Jévenes
Investigadores

BIOPROCESAMIENTO DE EFLUENTES DE LA INDUSTRIA DEL QUESO

Ermilio, Alejo E.
Grupo de Innovacion en Ingenieria de Bioprocesos(GiiB)(FBCB-UNL)

Director: Morelli, Matias N.
Codirector: Heinrich, Miguel J.
Area: Ciencias Biolégicas

Palabras claves: Lactosuero, Bioprocesamiento, Kluyveromyces marxianus

INTRODUCCION

Los productos alimenticios derivados de animales ocupan una gran proporcion de la dieta
habitual de nuestra sociedad. La produccion de estos genera una enorme cantidad de
productos secundarios, de forma constante y creciente. El lactosuero es un remanente de la
precipitacion y eliminacién de la caseina de la leche durante la elaboracién del queso. Este
subproducto representa aproximadamente el 85-95% del volumen de leche. A su vez, retiene
el 55% de los nutrientes, por lo que puede aprovecharse como fuente de valiosos productos
finales(Pendon et al., 2020). Los soélidos totales del lactosuero estan formados principalmente
por lactosa, la cual representa un 4,8% m/v, ademas de 0,9% m/v de proteina, 0,8% m/v de
minerales y menos de 0,05% m/v de grasa (Jelen, 1983). En su mayoria el lactosuero es
desechado, provocando un enorme impacto ambiental. La demanda bioquimica de
oxigeno(DBO) del mismo oscila entre los 30.000-60.000 mg O2/L (Grba et al., 2002).

El cultivo aerdbico de microorganismos en lactosuero propone una alternativa al problema
de la disposicién del mismo (Beausejour et al.,1981; Ben-Hassan et al., 1995). Dicho proceso
permite reducir en un 90-95% su DBO (Grubb et al.,1993) y a la par, generar biomasa y
derivados de valor agregado. La levadura Kluyveromyces marxianus ha mostrado un gran
potencial para su cultivo en lactosuero debido a su capacidad de degradar lactosa (Rech et
al.,1999). Ademas, posee otras caracteristicas biotecnolégicas deseables para su utilizacion
en procesos fermentativos a nivel industrial, como lo es su tasa de crecimiento
extremadamente alta, termotolerancia, una alta capacidad secretora de enzimas y crecimiento
en un amplio rango de pH(Fonseca et al.,2008). Este trabajo est4 orientado a estudiar el
crecimiento de K. marxianus utilizando como medio de cultivo lactosuero crudo de
queseria.

OBJETIVOS

e Estudiar el crecimiento de K. marxianus utilizando, como medio de cultivo, lactosuero
crudo de queseria.
e Determinar condiciones de cultivo que favorezcan la disminucién de la DBO.
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METODOLOGIA

Siguiendo un disefio experimental factorial completo (Tabla 1) se realizaron cultivos en
lactosuero crudo sin acondicionamiento previo (sin esterilizar), donde se evaluaron diferentes
condiciones de pH inicial (4; 7) [acidificado con HCI], temperatura (25° C; 352 C; 452 C) y la
influencia de cantidad de inéculo de K. marxianus (Sin inéculo [0]; Con indculo: 5x108 UFC/m
[1X]y 1x10° UFC/mI [2X]). Cada tratamiento se realizé por duplicado. El cultivo se realiz6 en
erlenmeyers de 500ml (100ml de volumen de
trabajo), en un agitador orbital a 130 RPM. Se  Tabla 1. Combinaciones posibles para el
tomaron muestras alas 12, 16 y 20 hs parapara  disefio experimental factorial completo, sin
la cuantificacion de la biomasa seca y la sus duplicados.
medicién del pH. El resto de los analisis fue
realizado a las 16h post-inoculacién. Tratamiento  Temperatura (°C)  Inéculo pH inicial

Las variables respuesta analizadas con sus : — - -

2 35 (1] 4
respectivos métodos fueron: pH (pHmetro), 3 as 0 a
biomasa seca (Secado en estufa a 80° C por 48 . - - -
hs), aztcares reductores(Método de DNS), a- s . o 4
aminoacidos (Método de ninhidrina), proteinas 8 35 x1 a
totales (Método de Bradford), lactato (Método — — — -
enzimatico-Wiener lab. Group) y etanol 1 35 X1 7
(Utilizacion de sonda de etanol). Para el b i s .
procesamiento de los datos obtenidos y disefio 14 35 x2 a
de graficos se utilizé el software estadistico = = — -
“Infostat” y Microsoft Excel, respectivamente. 17 35 x2 7

18 45 X2 7/

RESULTADOS

La mayor generacion de biomasa para los casos en los que se inoculo se dio a 25°C,
independientemente de la cantidad inicial de los mismos. Mientras que, entre los tratamientos
a 35° C y 45° C no se observaron diferencias significativas (Grafico 1).Se observé que,
inoculando el lactosuero con levaduras, sin importar la cantidad del mismo, el pH inicial o la
temperatura, la concentracion de lactosa se redujo en un 97% en comparacion a un 71% del
sin inocular (Grafico 2). También, a 35° C, independientemente de la presencia de levaduras
o del pH, la concentracion de proteinas totales y de a-aminoacidos se redujeron un 45.83%
y un 74.3%, respectivamente (Graficos 3y 4).

La produccién de &cido lactico es llevada a cabo por las bacterias acido lacticas presentes
en el propio lactosuero, como las del género Lactobacillus. Las mismas producen un marcado
descenso del pH. En algunos casos, cuando las condiciones son las adecuadas, K. marxianus
tiene la capacidad de utilizar el acido lactico como fuente de carbono, por lo que, su consumo
permite que el pH suba nuevamente (Grafico 5). La menor concentracién de lactato se dio a
pH 4, indistintamente de la presencia de levaduras o la temperatura. A pH 7, la menor
concentracion se dio en presencia de inéculo, independientemente de la cantidad del mismo.
La mayor concentracién de lactato se obtuvo para los tratamientos a pH 7, sin indculo y a 45°
C(datos no mostrados). La produccién de etanol se debe a la presencia de levaduras
fermentativas en el medio, como lo es K. marxianus. La cantidad de etanol resulto siempre
mayor cuando se trabajé a pH acido. Independientemente del pH, la menor produccién de
etanol siempre se obtuvo cuando se trabajé a 35°C. (Grafico 6).

Los mayores rendimientos en biomasa (Yx:s) se obtuvieron trabajando a 25° en presencia
de inoculo (X1 o X2), tanto a pH 4 como a pH 7. En estas condiciones el rendimiento en
biomasa alcanzo los 0.09 +0.01 g biomasa seca/ g de lactosa. El tratamiento con menor
rendimiento gramos de etanol /gramos de lactosa (Yrs=0.10 £0.02), fue el realizado a 35° C,
con indculo y a pH inicial 7.
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Grafico 2. Porcentajes de azucares reductores
remanentes en cultivos con y sin indculo, a
tiempo final (16h)

Grafico 1. Biomasa seca de los cultivos con
inéculo a tiempo final(16hs), a las diferentes
temperaturas y pH iniciales.
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Grafico 3. Porcentaje de proteinas
remanentes a diferentes temperaturas, a
tiempo final (16h).

Grafico 4. Porcentaje de a-aminoacidos
remanentes a diferentes temperaturas, a
tiempo final (16h).
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Grafico 5. Seguimiento del pH a lo largo del
tiempo. Cada curva representa una agrupacion
teniendo en cuenta su pH inicial: (A) Cultivos
con inéculo a 35° C, (B) Cultivos con inéculo a
25° C, (C) Cultivos con inéculo a 45° C, (D)
Cultivos sin inéculo a todas las temperaturas.
(E) Cultivos con y sin inéculo a todas las
temperaturas.

Grafico 6. Concentracién de etanol en cultivos
con in6culo a diferentes temperaturas, a
tiempo final (16h).

*Comparacion de resultados con prueba de Tukey. Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p-valor> 0.05)
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CONCLUSIONES y DISCUSION

Este experimento factorial completo permitié dilucidar el comportamiento de K. marxianus
en diferentes condiciones de cultivo y reconocer aquellas que permitan su aplicacién a una
mayor escala. Si bien el mayor rendimiento biomasa seca/ lactosa se logra a 25° C, siguiendo
el objetivo principal de lograr reducir la DBO, es conveniente trabajar a 35° C donde posee
una mayor actividad metabdlica, visualizada en el consumo de los sustratos, como asi también
la menor produccion de etanol. Es necesario realizar mas experiencias enfocadas en
minimizar la produccion de etanol, teniendo en cuanta los requerimientos de oxigeno a lo largo
del cultivo.
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