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RESUMEN

El lactosuero es un subproducto que se obtiene durante la elaboracién de
quesos. Este es rico en lactosa y proteinas. Debido a esto, el lactosuero podria
ser utilizado como sustrato para producir compuestos de alto valor como el 2-
feniletanol (2-FE). Practicamente, no existen estudios sobre el uso del
lactosuero, producido por la industria de quesos, como sustrato de
microrganismos para la produccion de 2-FE. Se evaluo la produccion de 2-FE
por Kluyveromyces marxianus utilizando como sustrato tres tipos de lactosuero
(dulce, acido y de requeson) de una empresa productora de quesos. El pH del
lactosuero se ajustd a 4.8, se pasteurizé a 63 °C/30 min y se inoculé con K.
marxianus. El lactosuero inoculado se incubo en agitacion (180 rpm) a 30 °C
por 96 h. La identificacion y cuantificacién de 2-FE se realizé por cromatografia
de gases. K. marxianus fue capaz de producir 2-FE a partir del lactosuero. La
concentracion maxima de 2-FE que se obtuvo fue de 1 g/L. Cabe sefialar que
durante la produccion de 2-FE por K. marxianus, la concentracion de la lactosa
del lactosuero se redujo en un 99%. Mientras que la demanda quimica de
oxigeno (DQO) se redujo en 97%. El lactosuero producido por la industria de
guesos podrian ser usado como alternativa para la produccién de 2-FE por K.
marxianus. Este proceso ademdas seria una alternativa para reducir la
concentracion de lactosa en el lactosuero, disminuyendo con ello, el impacto
ambiental que provoca el lactosuero cuando es vertido al ambiente sin ningan

tratamiento.

Palabras clave: 2-feniletanol, lactosuero dulce, Kluyveromyces marxianus.
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ABSTRACT

Whey is a byproduct during cheese making. It is rich in lactose and proteins.
Because of this, the whey may be used as substrate to produce high value
compounds such as 2-phenylethanol (2-FE). Virtually no studies on the use of
whey, produced by the cheese industry as a substrate for microorganisms for
the production of 2-FE. The production of 2-FE by Kluyveromyces marxianus
was assessed using whey substrate as a producer of cheese. The whey pH was
adjusted to 4.8, was pasteurized at 63 °C/30 min and inoculated with K.
marxianus. The inoculated whey was incubated with stirring (180 rpm) at 30 °C
for 96 h. Identification and quantification of 2-FE was performed by gas
chromatography. K. marxianus was able to produce 2-FE from whey. The
maximum concentration of 2-FE that was obtained was 1 g/L. It should be noted
that during the production of 2-FE by K. marxianus, the concentration of lactose
from whey was reduced by 99%. While chemical oxygen demand (COD) was
reduced by 97% . The whey produced by the cheese industry could be used as
alternative for the production of 2-FE by K. marxianus. This process would also
be an alternative to reduce the lactose concentration in the whey, thereby
reducing the environmental impact caused when the whey is discharged to

atmosphere without any treatment.

Keywords: 2-phenylethanol, whey, Kluyveromyces marxianus.

Laura Conde Baez -21-|Pédgina



I.INTRODUCCION
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El lactosuero, es el liqguido que queda después de la separacion de la
cuajada durante el proceso de fabricacion del queso y contiene alrededor del
50% de los nutrientes de la leche (Parra et al., 2009; Prudéncio et al., 2014).
Se estima que producir 1 Kg de queso genera alrededor de 9 L de lactosuero
(Padin et al., 2006). La produccion de lactosuero a nivel mundial es de
alrededor de 160 millones de toneladas al afo, siendo Europa (86.27 millones
de ton) y Estados Unidos (48.05 millones de ton), los principales productores
(INPA, 2009; Diniz et al., 2013). En México, la produccién de lactosuero es
cercana a 1 millén toneladas por afo (Valencia et al., 2009).

La industria lactea produce 2 tipos de lactosuero, conocidos comunmente
como lactosuero dulce y acido, el primero se obtiene de la elaboracién de
guesos, en donde se utiliza la coagulacién enzimatica a un pH alrededor de 5.6.
El lactosuero acido se produce cuando la coagulacién es por acidificacion a un
pH de 5.1 o menor (Arrojo et al., 2003). Sin embargo, existe un tercer tipo de
lactosuero denominado requeson, resultado de la combinacion de los dos
anteriores. Independientemente del tipo de lactosuero, aproximadamente el 47
% del lactosuero se desecha en cuerpos de agua, o es descargado en suelos
(Dragone et al., 2011). Los altos volumenes generados y su contenido en
materia organica, principalmente lactosa (40 - 60 g/L), proteinas (1.4 - 33.5 g/L)
y grasa (0.08 - 10.6 g/L), lo convierte en un residual altamente contaminate
cuando es vertido sin tratamiento al ambiente (Prazeres et al., 2012; Carvalho
et al., 2013). Los valores de DBO (30-50 g/L) y DQO (60-80 g/L) presentes en
el lactosuero, se encuentran por encima de las normas establecidas (Spalatelu,
2012). Su continua descarga ocasiona un rapido consumo de oxigeno,
fendbmenos de eutrofizacion, grasas de flotacion, formacion de espuma,
salinizacion, acidificacion, generacion de olores desagradables, presencia de
elementos biogénicos, entre otros (Prazeres et al.,, 2013). Sin embargo, la
bioconversion del lactosuero, importante por su contenido en lactosa y

considerado como un sustrato econdmico, es de gran interés para producir
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compuestos de valor agregado (Paez et al., 2012; Hadiyanto et al., 2014;
Aggelopoulos et al., 2014). Dentro de éstos compuestos se podria producir 2-
FE (CsH100), el cual es un alcohol con aroma a rosas. El 2-FE, es ampliamente
utilizado en la industria alimentaria, para la modificacion de las composiciones
organolépticas del sabor de férmulas frutales, helados, dulces, bebidas sin
alcohol, gelatinas, pudines, goma de mascar, entre otros (Garavaglia et al.,
2007). En la industria farmacéutica tiene aplicacion como anestésico local y
antiséptico (Lomascolo et al., 2001). ElI 2-FE es utilizado también, en la
elaboracion de perfumes y cosméticos (Etschmann et al., 2002). Cabe sefialar
gue actualmente la mayor produccion de 2-feniletanol, se lleva a cabo por
métodos quimicos, lo que implica el uso de reactivos toxicos, como benceno y
oxido de estireno, ademas de elevadas temperaturas (>300 °C) (Achmon et al.,
2013).

Afortunadamente, la demanda de 2-FE obtenido por procesos
bioquimicos es cada vez mayor (Wittmann et al., 2002). Mediante procesos
bioquimicos se disminuye de manera considerable la contaminacion ambiental.
El 2-FE puede ser sintetizado por ciertas levaduras a través de dos rutas
independientes, teniendo como precursor L-fenilalanina (Celinska et al., 2013).
Se ha reportado que K. marxianus tiene la capacidad de producir altas
concentraciones de 2-FE y de utilizar lactosa como fuente de carbono (Gupte et
al., 2010; Zhou et al., 2013).

La produccion de 2-FE utilizando K. marxianus, se ha realizado
empleando diversos sustratos, en su mayoria sintéticos (melaza, mosto de uva,
permeado de lactosuero, extracto de malta, base nitrogenada con extracto de
levadura, base glucosa-peptona-extracto de levadura) (Fabre et al., 1998;
Wittmann et al., 2002; Etschmann et al., 2002, 2003, 2006; Garavaglia et al.,
2007; Dragone et al. 2009). No obstante, no se ha reportado el uso de
lactosuero obtenido directamente de la produccién de quesos como sustrato
para la obtencion de 2-FE. Por otro lado, el utilizar lactosa y proteinas,

presentes en el lactosuero como sustrato para la produccion de éste metabolito,
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permitiria la disminucion de la alta carga contaminante presente en este
residual (Zoppellari et al., 2013).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la produccién de 2-FE y la
reduccion de lactosa por K. marxianus a partir de lactosuero obtenido de la

industria quesera sin ningun tratamiento previo.
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2.1 Lactosuero

El lactosuero fue descubierto hace unos 3000 afios. Aparte de ser
valorado como un agente medicinal en el siglo XVII y XVIII, éste ha sido
considerado principalmente un desperdicio de la industria lactea, y por lo tanto
destinado como un desecho (Smithers et al., 2015). A finales del siglo XX, las
regulaciones impedian la dispocion del lactosuero sin tratar (Durham &
Hourigan, 2007). Al mismo tiempo, el reconocimiento del valor de los
componentes del lactosuero se aceler6 desencadenando avances tecnoldgicos
para su procesamiento (Nath et al.,2015). Estos avances han continuado,
enfocandose principalmente en la funcionalidad biolégica de los componentes
del lactosuero (Uhrinova et al., 2000; Holland et al., 2010; Guimaréaes et al.,
2010).

2.1.1. Composicion del lactosuero

La lactosa es el principal componente del lactosuero, es un disacarido
formado por dos moléculas, a-D-glucosa y otra de p-D-galactosa (unidas por un
enlace (-1,4-glicosidico), se define quimicamente como 4-0-B-galactopyranosyl-
D-glucopyranosa, Ci2H22011 (Guimardaes et al., 2010). Dependiendo del tipo de
glucosa que intervenga en la molécula (a 6 B), la lactosa puede tener dos
formas isoméricas: a-lactosa o B-lactosa (Figura 1); que tienen propiedades
fisicoquimicas completamente diferentes (solubilidad, cristalizacién, refraccion
de la luz, etc.) (Almécija et al., 2006). La forma B tiene una solubilidad mucho
mayor, pero por mutarrotacion se alcanza un equilibrio entre las dos formas. La
forma cristalina a hidratada, que es la mas frecuente, tiene numerosas
conformaciones; de las cuales, la principal causante de la textura arenosa es la
conformacion conocida como —tomahawkll (hacha de guerra india) (Garcia-
Garibay & Gémez-Ruiz, 1996).
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Figura 1. Representacion del mecanismo de mutarrotaciéon de la lactosa
(Jawad et al., 2012).

Entre las principales fracciones proteicas de la leche liberadas en el
suero, se encuentran en mayor cantidad las proteinas glubulares solubles B-
lactoglobulina (B-LG) y a-lactoalbumina (a-LA) en una relacion 3:1 y como
constituyentes menores seroalbumina, inmunoglobulinas, lactoferrina, proteasas
peptonas y transferrina, que representan el 98% de las proteinas solubles
(Carrasco et al., 2010). Las sales presentes en el lactosuero son el NaCl y KCI
(més de 50 %) y sales de calcio (principalmente fosfato), también contiene otros
componentes, como acido lactico (0.05 % w / v), acido citrico, compuestos de
nitrdgeno no proteico (urea y acido Urico) y vitaminas del grupo B (Gonzalez et
al., 1996).

La B-lactoglobulina (B-1g) es la mas importante de las proteinas del
suero, pues constituye el 50.8% de éste y el 9.8 % del total de las proteinas de
la leche (Holland et al., 2010). La estructura secundaria de la B-lg esta

compuesta de ocho laminas-f antiparalelas que forman un caliz (Amerine et
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al., 1980) seguidas de una hélice-a de 3 giros y terminando en una lamina-$
(Buzzini et al., 2003). La B-lg pertenece a la familia de las lipocalinas, que esta
formada por proteinas extracelulares pequefias y que son capaces de unir
ligandos hidrofébicos (Rapp et al., 1986), a pesar de que la funcién biologica de
la B-lg es incierta, ésta ha sido objeto de numerosos estudios debido a su
abundancia, la facilidad para purificarla y su capacidad de unir diversos ligandos
hidrofébicos como acidos grasos, retinol, vitamina D3 y péptidos (Bouamra et
al., 2002).

Su punto isoeléctrico es de 5.2 (Bouét et al., 2006), tiene 162
aminoéacidos con cinco cisteinas (Cys), de las que cuatro estan implicadas en
los enlaces disulfuro; uno de ellos une la Cys66 con la Cys160 y el otro a la
Cys106 con la Cys119 (Burger et al., 2009). El grupo tiol libre se encuentra en
la Cys121 y su existencia es muy importante para los cambios que ocurren en
la leche durante el calentamiento, pues esta implicado en reacciones con otras
proteinas, especialmente la k-caseina y la a-lactoalbumina (Carrére et al.,
2006).

La B-lactoglobulina es la principal portadora de grupos sulfhidrilo, que
se modifican o descomponen en el curso de la desnaturalizacion por
calentamiento y que intervienen en el desarrollo del sabor a cocido de la leche
sobrecalentada (Bouamra et al., 2002). Las inmunoglobulinas son proteinas
gue forman parte del sistema de defensa contra microorganismos, su estructura
basica en forma de Y estd constituida por dos cadenas ligeras (unidas a una
cadena pesada por puente disulfuro) y dos pesadas (glicosiladas)(unidas entre
si por dos puentes disulfuro) (Gil, 2007). La albumina es una proteina
relativamente grande, con una cadena formada por 528 aminoéacidos, en el
lactosuero se encuentra en una concentracion de alrededor de 0.4 mg/mL
(Chorteris & Wichester, 2010). La lactoferrina es una proteina fijadora de

hierro, es una glicoproteina formada por dos I6bulos, unidos por una hélice de
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tres vueltas, los dos I6bulos tienen un 37 % de homologia de secuencia, por lo
gue es probable que procedan de una proteina antecesora de la mitad de
tamafo (Carrére et al., 2006; Chorteris & Wichester, 2010).

2.1.2. Tipos de lactosuero

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la
eliminacién de la caseina, el primero denominado dulce, se obtiene empleando
la coagulacién de la caseina por accion de la renina a pH 6.5, el segundo
llamado &cido, resulta del proceso de fermentacion o adicion de acidos
organicos o acidos minerales para coagular la caseina como en la elaboracién
de quesos frescos (Parra et al., 2009), la composicion quimica promedio de

estos se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del lactosuero dulce, 4cido y de requeson .

Lactosuero Lactosuero Lactosuero de
Componente
dulce (g/L) acido (g/L) requeson (g/L)
Solidos totales 63.0- 70.0 63.0-70.0 61.0-69.0
Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0 44.0-51.0
Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0 5.8-8.9
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6 0.3-0.5
Fosfatos 1.0-3.0 2-0-4.5 0.8-2.5
Lactato 2 6.4 1.8

Fuente:Parra et al., 2009

La composicion de ambos tipos de suero varia fundamentalemente
en el contenido de lactosa, se reporta entre 4.5 — 5.0 % para suero dulce y de
3.8 — 4.2 % para suero acido, de acuerdo al pH, se clasifican como lactosuero
dulce (pH > 5.8), lactosuero semiacido (pH 5.8-5.0) y lactosuero acido (pH <

5.0) (Buzzini et al., 2003). El lactosuero dulce tiene mayor contenido de
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péptidos y aminoacidos, debido a la protedlisis producida por el cuajo
(Carrasco et al., 2010).

2.2. Consideraciones ambientales

El poder contaminante sustancial del lactosuero, que presenta valores de
DBO y DQO, 438 y 609 veces mayores, respectivamente, que los efluentes de
las aguas residuales tipicas, han impulsado a los gobiernos y otras autoridades
reguladoras para restringir y / o prohibir el vertido del lactosuero sin tratar
(Smithers et al., 2015).

Entre 1960 y 1990, la produccion industrial intenté minimizar el impacto
por tratamiento de efluentes y la eliminacion de contaminantes de un medio
ambiente dafiado (Gavrilescu & Chisti, 2005). El disefio de procesos
industriales y tecnologias que impedian la contaminacion en primer lugar, no se

convirtié en una prioridad hasta hace poco (EPA, 2003; Bouét et al., 2006).

Se han producido avances en las tecnologias del lactosuero que han
incluido procesos unitarios eficientes y rentables para la concentracion, la
transformacion, el fraccionamiento y la deshidratacién del lactosuero, junto con
la introduccion de las técnicas bioquimicas modernas para la fabricacién de
nuevos ingredientes a base de suero con una expandida base de aplicaciones
para mercados cada vez mas receptivos (Foegeding et al., 2002; Pisechy et
al., 2005; Durham & Hourigan, 2007).

2.3. Regulacion vy legislacién ambiental

Estados Unidos, Canada, Autralia, Nueva Zelanda y los Paises de la
Union Europea (principales productores de lacteos), han introducido
legislaciones estrictas respecto a la proteccién del ambiente (Smithers et al.,

2015). Tal escena legislativa, ha resultado en la basqueda de alternativas para
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reciclar el lactosuero, basadas en una compresion cientifica de los

componentes de este residual (Holland et al., 2010).

Resultado de ello, tres opciones diferentes en la gestion del
lactosuero pueden ser consideradas. La primera se basa en tecnologias de
valorizacion; estas tecnologias se introducen para recuperar compuestos
valiosos tales como proteinas y lactosa (Gannoun et al., 2008). La segunda
opcion se basa en la aplicacién de tratamientos biolégicos; mientras que la
tercera opcidn es la aplicacion de tratamientos fisicoquimicos entre los que se
encuentran la coagulacién-floculacion, ozonizacion entre otros (Gannoun et al.,
2008; Foegeding et al., 2002).

Considerando el alto valor nutricional del lactosuero (Figura 2),
algunos autores han afirmado que el procesamiento de las proteinas puede
utilizarse con fines terapleticos, tales como antioxidantes y como
antihipertensivos (Vasala et al., 2005; Prazeres et al., 2012), debido a que
liberan, por hidrdlisis, péptidos bioactivos que pueden desencadenar efectos
fisiolégicos en el cuerpo (Souza et al.,, 2010). Madureira et al. (2010),
describen algunos des estos efectos como: sobre el sistema nerviso,

cardiovascular e inmune.
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Figura 2. Componentes del lactosuero (el patrén negro representa el valor maximo). Tomado de
Prazeres et al., 2012.

2.4. Tratamiento del lactosuero

Sin embargo, los costos asociados a las tecnologias de valorizacion
normalmente no son tolerables a las pequefias y medianas fabricas, por lo que
los tratamientos biolégicos y/o fisicoquimicos constituyen una alternativa mas
viable y atractiva para este residual (Prazeres et al., 2012).

2.4.1. Tratamiento biolégico con valorizacion

La investigacién sobre la digestion biolégica del lactosuero comenz6
en la década de 1970, con la aplicacion de los procesos aerdbicos como lodos
activados, filtros percoladores, lagunas de almacenamiento, etc (Holland et al.,
2010). Sin embargo, estos viejos procesos se limitan generalmente por la
variabilidad en las propiedades de entrada de los efluentes y la carga

extremadamente alta de materia organica, las necesidades de energia para el
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suministro de oxigeno, la excesiva produccion de lodos, etc (Carlvalho et al.,
2013; Prazeres et al., 2012).

Estudios realizados por Guimaraeos et al. (2010) mencionan, que
entre estos productos se encuentra el biogads (metano), los &cidos organicos
(acido acético, propionico, lactico, citrico, gluconico, tanico, y ginerélico), los
aminoacidos (glutdmico, lisina, y treonina), las vitaminas (B12 y B2), los
polisacaridos (goma de xantano, dextrano, pululano y gelano), los aceites, las
enzimas (B-galactosidasa) y otros compuestos (difosfato de fructosa, 2,3
butanodiol, magnesio, acetato, lactato de amonio, butanol, glicerol y etanol)
(Figura 3). Recientemente la biotecnologia, ha abierto alternativas muy
interesantes para ello, fundamentalmente porque permite la transformacién de
la lactosa (sélido abundante en el lactosuero con poca demanda y escaso
valor), en productos de valor agregado (Garibay et al., 2000; Souza et al.,
2010).
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Figura 3. Subproductos del lactosuero liquido y deshidratado tomado de Nath et al.,2015.

2.4.1.1. Hidrolisis de lactosa

El nimero de microorganismos disponibles comercialmente capaz de
metabolizar glucosa y galactosa es significativamente mas alto que el nimero
de microorganismos capaces de utilizar directamente lactosa (Siso, 1996;
Berruga et al., 1997). La hidrdlisis de lactosa, se divide en hidrolisis quimica
caracterizada por condiciones acidas (pH < 1.5) y altas temperaturas (150 °C) e
hidrdlisis enzimatica a traves de la enzima B-galactosidasa (Kosaric & Asher,

1985; Guimaréaes et al., 2010).
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2.4.1.2. Hidrélisis quimica

La hidrdlisis quimica puede llevarse a cabo con adicion de &cidos,
tales como &cido sulfarico o el uso de &cido sélido, como la forma de &cido de
una resina de intercambio catidnico (Gannoun et al., 2008). La hidrolisis
guimica tiene algunas desventajas tales como la desnaturalizacion de las
proteinas, la necesidad de pre-desmineralizacion, la aparicion de un color
marrén debido a las reacciones de Maillard y la formacion de productos
indeseables (Siso, 1996). Como consecuencia de ello, la hidrolisis enzimética

es la ruta preferencial para hidrolizar lactosa (Kosaric & Asher, 1985).
2.4.1.2.1. Hidrélisis enzimatica

La hidrélisis enzimatica, se llevado a cabo por medio de la enzima
lactasa (que se encuentre en los animales, plantas, bacterias, hongos y
levaduras) que convierte la lactosa en sus monosacéridos, glucosa y galactosa
(Nath et al., 2015). Las principales cepas utilizadas en este proceso son
Aspergillus y Kluyveromyces marxianus (Smithers et al., 2015).

En K. marxianus, la lactosa entra en las células a través de la lactosa
permeasa Lacl2p y Lac4 B-galactosidasa citosolitica que hidroliza la lactosa en
glucosa y galactosa (Kang et al., 2004)(Figura 4). La galactosa y el ATP,
interactdan alostéricamente con la primera enzima, actuando en la via de Lelior,
la galactoquinasa bifuncional, KIGalp (Adam et al., 2004). Esto conduce a un
cambio que facilita la interaccion de esta proteina con el represor transcripcional
KIGal180p (Lee et al., 2004). Después de la union de la galactosa y el ATP,
Gal3p sufre un cambio conformacional que le permite secuestrar
monomeéricamente Gal80p en el citosol (Becerra et al., 2002). El activador
especifico de la transcripcion de los genes LAC/GAL KlGaldp, se libera a
continuacion de la inhibicion, mediada por su interaccion con KIGal80p
(Verstrpen et al., 2004). KlGal4p activa la expresion de genes Lac a través de

su unién como dimero (Platt et al., 2000).
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Figura 4. Modelo de regulacion de la hidrdlisis de lactosa en Kluyveromyces marxianus tomado
de Texeira et al., 2006.

2.5. Kluyveromyces marxianus

Esta levadura es una especie capaz de crecer a temperaturas de
hasta 45 °C, sin embargo, algunos autores mencionan que la temperatura ideal
de crecimiento es de 37 °C (Rouwenhorst et al., 1990). Posee una alta
capacidad de conversidbn de sustrato en biomasa y la méas alta tasa de
crecimiento especifico, entre los eucariotas (Nitsche et al., 2011). Fermenta
galactosa, sacarosa, rafinosa, lactosa y crece a un pH que va, en un rango
entre 4.5 y 7 (Padin et al., 2009). K. marxianus puede producir compuestos
aromaticos, tales como ésteres de frutas, acidos carboxilicos, cetonas, furanos,

alcoholes, monoterpenos y acetato de isoamilo en fermentacion liquida
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(Graciano et al., 2008). Ademéas del tipo de levadura, varios factores
contribuyen a la produccidon de compuestos aromaticos. Estos incluyen
temperatura, pH, aireacion, agitacion, naturaleza y concentracion del sustrato
utilizado, cantidad de agua, vitaminas y nutrientes (micro y macronutrientes), en
donde se incluye a las fuentes de nitrégeno y fosforo (Abbas, 2006; Platt et al.,
2000).

Entre los compuestos aromaticos, se ha reportado que las especies
de K. marxianus, presentan los mayores niveles de produccion del compuesto
aromatico 2-FE (Garavaglia et al., 2007; Etschmann et al.,2006; Schrader,
2006). Adicionalmente a ello, en contraste con otras levaduras conocidas que
producen 2-FE, K. marxianus tiene el estado GRAS, lo que la hace adecuada
como cepa a nivel industrial, es Crabtree-negativa, que es una ventaja, debido a
la formacion de etanol como un subproducto (Wittmann et al., 2002).

La Figura 5, muestra las vias metabdlicas basicas, utilizando glucosa
como fuente de carbono y energia y L-fenilalanina, como precursor del
producto, que se han propuesto en la produccién de 2-FE por la levadura
(Wittmann et al., 2002). Puede observarse la via de la glucdlisis, la via pentosa
fosfato, la via prefanato, para la biosintesis de aminoacidos aromaticos, la via
de Ehrlich, para la produccion de 2-feniletanol y el 2-feniletilacetato, ademas del
desglose de la via catabdlica cinamato de L-fenilalanina, carboxilacion
anaerobica del piruvato, y las vias para la produccion de glicerol, etanol y

acetato, respectivamente.
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Figura 5. Rutas metabdlicas de K. marxianus para la produccién de 2-FE.
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2.6. 2-feniletanol (2-FE)

El 2-feniletanol (Figura 6), es un alcohol superior (AS), clasificado
como aromatico. El término AS hace referencia a aquellos alcoholes que
poseen mas de dos &tomos de carbono, un peso molecular y punto de
ebullicion superior al del etanol (Lambrechts & Pretorius, 2000). 2-FE, es un
compuesto con aroma a rosas de alto valor (1000 dolares/kg), cuya produccion
mundial asciende a 7,000 toneladas por afio (Etschmann et al., 2006). Este
compuesto es uno de los sabores mas utilizados en la industria alimentaria, es
muy importante para la modificacion de la composicion organoléptica del sabor,

sobre todo en formulas frutales (Garavaglia et al., 2007).

El aroma a rosas del 2-FE, es muy utilizado en la elaboracion de
perfumes y cosméticos. Muchos alimentos fermentados tienen altas
concentraciones de 2-FE, tales como hojas de té, cacao, café, pan, vino, sidra,
cerveza y salsa de soya (Etschmann et al.,, 2002). Particularmente en las
bebidas de vino y otros, 2-FE es un compuesto importante que contribuye a la
calidad del sabor. Este aroma se afiade también, a la composicion de los
helados, dulces, bebidas sin alcohol, gelatinas, pudines, gomas de mascar,

entre otros (Garavaglia et al., 2007).

Estudios realizados por Huang et al. (2001), mencionan que el
crecimiento y la produccién de 2-FE, se incrementan conforme aumenta la
velocidad de agitacion. Esto ha sido comprobado con reportes de diversos
investigadores, donde la produccion de alcohol por microorganismos se ve
afectada por la velocidad de aireacién y agitacion (Raymond et al., 1990). Sin
embargo, la agitacién excesiva puede romper las células grandes e incrementar
la temperatura, lo que ocasiona un descenso en la viabilidad celular (Ayrapaa,
1971).
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Figura 6. Estructura molecular del compuesto 2-FE.

Es considerado como repelente de mosquitos y tiene propiedades
fungicidas (Bergada, 2007). Debido al alto costo de produccion de estos aceites
esenciales (alrededor de 3000 délares/kg), comercialmente el 2-FE, es
principalmente de origen sintético, derivado del benceno, cuyo costo es de
alrededor de 10 ddlares/kg (Lomascolo et al., 2001). Aunque todavia es
mayoritariamente sintetizado a través de rutas petroquimicas, la demanda de 2-
FE procedente de fuentes naturales es cada vez mayor. En la actualidad el 2-
FE natural es principalmente extraido de los pétalos de rosa, mediante
procesos muy costosos (Fabre et al., 1998). Sin embargo, la disponibilidad de
esta fuente natural no puede afrontar la demanda de 2-FE natural (Wittmann et
al., 2002).

2.6.1. Propiedades fisicas y quimicas del 2-FE

Este compuesto es denominado también como 2-alcohol fenil etilico,
B-alcohol fenil etilico, alcohol fenilico, bencil carbonilo y B-hidroxi etil benceno.
Su umbral de percepcion es de 12 a 24 ng/L en agua y en aire a 1000 ng/L
(Etschmann et al., 2002). Estudios realizados por Vandamme y Soetaert
(2002), mencionan que el 2-FE es perceptible a 125 ppm en solucion acuosa.
Este compuesto se encuentra incluido en le catalogo FEMA-GRAS, de
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compuestos seguros para ser utilizados en alimentos (FEMA-GRAS: 2858)
(Adams et al., 2005).

Tabla 2. Propiedades del compuesto 2-FE .

Propiedades Descripcién
Peso molecular 122.2 g/mol
Punto de ebullicion (101.3
219.8°C
KPa)
Densidad (20°C) 1.0202 g/cms3
Punto de fusion -27°C
Punto de inflamacion TCC 102°C
indice de refraccién
1.5325
(20°C)
Solubilidad 19 /L

2.6.2. Fuentes naturales y Uso industrial

2-FE se encuentra naturalmente en aceites esenciales de muchas
flores y plantas, como jacintos, jazmines, narcisos Y lirios. En la mayoria de los
casos, las concentraciones son demasiado bajas para justificar su extraccion
(Etschmann et al., 2002). Una excepcion es el aceite de rosa, el cual, segun la
variedad, puede contener hasta un 60% de 2-FE. Altos porcentajes so6lo pueden
ser alcanzados con la extraccion por solvente, ya que las pérdidas por

destilaciéon son muy elevadas (Bedoukian, 1986).

El 2-FE también se usa como materia prima para la produccion de
derivados, como el acetato feniletilico (GRAS 2857) que es un compuesto muy
valioso para dar aroma y sabor (Bedoukian, 1986). 2-FE se utiliza también en

la industria quimica, en procesos de obtencion de diferentes productos como

Laura Conde Baez -42-|Pdgina



pueden ser estireno, éster fenilacético, fenilacetaldehido, &cido benzoico y

fenilacético y bifenil éter, entre otros (Mookherjee et al., 1996).
2.7. Sintesis bioquimica

El 2-FE es un metabolito de la fermentacion microbiana, por lo tanto,
la sintesis por microorganismos es una opcion viable (Etschmann et al., 2003).
Aunque los microorganismos, especialmente las levaduras, son capaces de
producir 2-FE por el metabolismo normal (Garavaglia et al., 2007), la
concentracion final de 2-FE en el caldo de cultivo de cepas seleccionadas,
generalmente sigue siendo muy baja (Janssens et al., 1988; Fabre et al.,
1996). Sin embargo, la produccion de 2-FE por microorganismos puede
incrementarse mediante la adicion del amino&cido L- fenilalanina al medio, por
lo que es importante saber el destino de los precursores y su papel en la

bioconversion (Etschmann et al., 2002; Large,1986).
2.7.1. Ruta de Ehrlich

La bioconversion a partir de L-fenilalanina, se da a través de la ruta
de Ehrlich (Stark et al., 2002). Esta ruta, cominmente aceptada, de la L-
fenilalanina a 2-FE (Figure 7), parte de una reaccién de transaminacion, en la
cual, se libera un amonio que se condensa con a-cetoglutarato, formando
glutamato (Stark et al., 2003). La L-fenilalanina es transaminada, formando
fenilpiruvato, el cual es descarboxilado a fenilacetaldehido y finalmente,
reducido a 2-feniletanol (Etschmann et al., 2002). La etapa de reduccion es
catalizada por una enzima alcohol deshidrogenasa (Serpe et al., 2003). A
través de la adicion de L-fenilalanina al medio de cultivo, la ruta de Ehrlich es
acelerada y se pueden producir altas concentraciones de 2-FE (Etschmann et
al., 2003).
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Figura 7.Ruta de Ehrlich para la sintesis de 2-FE.

2.7.2. Via fenilpiruvato

El 2-FE se puede producir, también por la sintesis de novo, a traves
de la via del siquimato (Figura 8), en donde, la eritrosa 3-fosfato y el
fosfoenolpiruvato de la glucélisis y la via de las pentosas fosfato, se condensan,
con corismato y prefenato, como productos intermedios, que conducen a
fenilpiruvato eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato (Etschmann et al., 2002). A
partir del fenilpiruvato, puede haber una transaminacion con glutamato, que
actua como donador de los grupos amino, formandose L-fenilalanina (Nelson &
Cox, 2001). Entonces, el fenilpiruvato sigue normalmente la ruta de Ehrlich, es

descarboxilado y reducido a 2-FE.

Sin embargo, grandes cantidades de L-fenilalanina pueden producir
una inhibiciébn retroactiva sobre las enzimas DAHP sintasa y prefenato
deshidratasa, inhibiendo la sintesis de novo. Por otro lado, si pequefias
cantidades de L-fenilalanina son afiadidas al medio, esta ruta es activada,
formando bajas cantidades de 2-FE, dependiendo de las necesidades

metabdlicas de la célula (Garavaglia, 2007).
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Figura 8. Metabolismo de la L-fenilalanina por la via fenilpiruvato.

La opcion utilizada para la sintesis de 2-FE, depende de la fuente de
nitrégeno en el medio. Si solo los amino&cidos representan la Unica fuente de
nitrégeno, entonces la ruta de Ehrlich predomina (Ayrapaa, 1965). Si se
encuentran disponibles otras fuentes de nitrégeno, mas facilmente digeribles,
los aminoacidos seran metabolizados mediante la ruta del cinamato (Akita et
al., 1990).

2.8. Deteccién de 2-FE

La mayoria de los reportes sobre la produccion de 2-FE en
fermentaciones, muestran los resultados de la deteccidbn del compuesto
utilizando técnicas analiticas como, cromatografia de gases. Adicionalmente a
ello, en este trabajo se realiz6 la deteccion y cuantificacion, tanto por
cromatografia de gases (CG/FID), como por resonancia magnética nuclear de
protén (*H-RMN).

2.8.1. Cromatografia de gases

En cromatografia de gases (Figura 9), la muestra se volatiliza y se
inyecta en la cabeza de una columna cromatografica, esto implica que la

muestra debe ser volatil y térmicamente estable (Schneider et al., 2014). La
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elucion se produce por el flujo de un gas inerte, como He, Nz, Hz, aunque de
acuerdo con el tipo de detector, es necesario emplear gases especificos
(Barqueros, 2006). Los componentes separados, emergen de la columna a

intervalos discretos y pasan a través de algun sistema de deteccion adecuado.

Puerto de Inyeccion Columna

Fase de vapor Detector FID

Muestra

Control flujo Horno a temperatura

control ada
Gas portador

Figura 9. Diagrama de un Cromatdgrafo de Gases tomado de Barqueros, 2006.

2.9. Método de determinacién estructural para 2-FE y lactosa

Los reportes de la composicion anomérica amorfa de lactosa son
escasos, con un rango de composicion variable (entre 0% y 60 % p/p del
contenido de B) (Jawad et al.,, 2012). La espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), es la técnica que puede proporcionar detalles mas
sutiles de la estructura molecular, como son angulos de enlace o densidades
electréonicas (McSweeney, 2009). EI nombre de RMN deriva del hecho de que
este tipo de espectroscopia, supone un cambio energético de los nucleos
atomicos y de que es necesario un campo magnético para que estas
variaciones de energia puedan observarse (Aulton, 2007). La energia de cada

fotbn de la radiacion, debe corresponder exactamente a la diferencia de
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energia, entre dos orientaciones distintas de los nucleos en el campo externo
(Stree,1991).

2.9.1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

El funcionamiento de un espectrometro basico de RMN, consiste en
disolver una muestra en un disolvente adecuado (que por lo general es
deuterocloroformo, CDCIs, que no contiene hidrégenos) y colocarlo en un tubo
de vidrio delgado, entre los polos de un iman (McMurray, 2004). EI campo
magnético intenso hace que se alineen los nlcleos 'H y 13C en la molécula, en
una de las dos orientaciones posibles, y a continuacion se irradia la muestra
con una energia de radiofrecuenciencia (Aulton, 2007). Si la frecuencia de esta
irradiacion se mantiene constante y se hace variar la intensidad del campo
magneético aplicado, cada nucleo entra en resonancia en una intensidad de
campo ligeramente diferente. Un detector sensible monitorea la absorcion de
energia de rf, a continuacién se amplifica la sefial electronica y se muestra en

forma de un pico en una grafica (McMurray, 2004).
2.9.2. Polarimetria

En éste trabajo se determiné la rotacion optica de los tres tipos de
lactosuero (LD, LA y LR), utilizando la técnica de polarimetria (Figuras 10y 11).
Las moléculas se clasifican como dextrégiras (del griego: dexter, derecha) o
levogiras (del griego: laevus, izquierda) segun roten en el plano de luz
polarizada en el sentido de las agujas del reloj o en sentido contrario. Estos
puede determinarse mediante un instrumento conocido como polarimetro (Voet,
2006).

Las moléculas dextrogiras y levogiras reciben valores positivos y
negativos. Por eso, las primeras se designa con el prefijo (+) y sus
entantiomeros levogiros mediante el prefijo (-) (Voet, 2006). La polarimetria
consiste en la medida de la actividad optica a una sola longitud de onda
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(generalmente a 589 nm, la linea D de la lampara de sodio) (Eugene, 1990).
Esta técnica puede proporcionar informacién sobre la geometria de las

estructuras moleculares (Hough et al., 2007).

Figura 10. Polarimetro del equipo PE631136 micro cell utilizado en este trabajo.

Figura 11. Celda polarimétrica del equipo PE631136 micro cell utilizado en este trabajo.
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JUSTIFICACION
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A pesar de la riqgueza nutricional, potencialmente utilizable del
lactosuero, un poco més de la mitad de lo que es obtenido en la industria
quesera del estado de Hidalgo, se descarga al ambiente sin ningan tratamiento,
llegando a rios y suelos, causando un problema serio de contaminacién. Debido
a esto, los sistemas bioldégicos son una alternativa que puede permitir la
utilizacion este subproducto antes de desecharlo y obtener aditivos naturales.
Entre éstos, el compuesto con aroma a rosas 2-feniletanol (2-FE), es una
alternativa; producido a través de la hidrolisis de lactosa presente en el
lactosuero, con la enzima intracelular B-galactosidasa de K. marxianus, dando

asi un valor agregado a este residual.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL

Producir 2-FE a partir de lactosuero como un tratamiento alternativo a

la contaminacion ambiental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Evaluar la produccion de 2-FE en fermentaciones de lactosuero dulce (LD),
lactosuero acido (LA) y lactosuero de requeson (LR) con Kluyveromyces

marxianus.

II. Evaluar el efecto de la concentracién de L-fenilalanina sobre la produccion

de 2-FE en fermentaciones de lactosuero con K. marxianus.

[ll.  Evaluar el efecto de la concentracién de sulfato de amonio y L-fenilalanina
sobre la produccion de 2-FE, en fermentaciones de lactosuero con K.

marxianus.

IV. Evaluar la reduccién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) en los

tratamientos.
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V. MATERIALES Y METODOS
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En este capitulo se muestran los materiales y metodologias aplicadas
para el desarrollo de este trabajo. En la Figura 12 se muestra el procedimiento

experimental general propuesto.

Procedimiento experimental

Seleccion de la cepa Lactosuero Lactosuero Lactosuero de
dulce (ICAP) acido (ICAP) requeson (Vaquita
| Hermanos

Siembra masiva de |

i - Guerrero
la C€pa en caja Evaluar la produccién u )
petri(28°C/24 h)

de 2-FE en sistemas en

lote paraLD,LAY LR Pasteurizar 63°C/ 30 min

Evaluar la produccién

Preparacion del

inoculo en caldo de 2-FE en sistemas en Ajustar el pH a 4.8 con
LPY (30°C/12 h
18(0 rpm ) lote con 0.5y 1g/L de L- H.SO4 1IN

fenilalanina

Evaluar la produccién

de 2-FE en sistemas en
lote con 450, 900 y 1350

Conteo directo de mg/L de (NH4).SO4y 1g/L
1x10° cel/mL de
levaduras con
camara de |
Neubauer
(Marienfeld)

de L-fenilalanina

Cuantificaciéon y

deteccion por CG

Identificacion por RMN Polarimetria

Figura 122. Metodologia para las fermentaciones de lactosuero dulce, acido y de requeson

seauida en este trabaio.
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5.1. Seleccion de la cepa

Se evaluaron tres cepas (K. marxianus [TD0O0089-ITD00090-
ITD00262), aisladas por Paez (2009), del proceso de fermentacion alcoholica
de Agave Duranguensis, durante la produccion de mezcal, en el Estado de
Durango. Se utiliz6 medio LPY [80 g/L de lactosa (Hycel, México), 40 g/L de
peptona de caseina (Bioxon, México), 20 g/L de extracto de levadura (Bioxon,
México) a pH 4.8. Se evalué el consumo de lactosa por HPLC, como se
describe en el apartado 5.7.1.]

El mantenimiento de la cepa se realizé en placas con medio LPY [20
g/L de lactosa (Hycel, México), 20 g/L de peptona de caseina (Bioxon, México),
10 g/L de extracto de levadura (Bioxon, México) y 20 g/L de Agar (Hycel,

México)] a 4 °C, hasta su uso.

5.2. Sustrato
5.2.1. Lactosuero dulce (LD) y Lactosuero acido (LA)

El lactosuero dulce (LD1) utilizado para la seleccion de la cepa fue
producto de la elaboracion del queso tipo Chihuahua. Mientras que el
lactosuero dulce (LD) vy lactosuero acido (LA), utilizados para los tratamientos,
se obtuvieron de la elaboracion del queso tipo Panela y queso Oaxaca,
respectivamente. Ambos lactosueros (LD y LA), fueron proporcionados por la
productora de lacteos PROUNILAC del estado de Hidalgo (Tulancingo,
Hidalgo). El suero se tomé directamente de la linea de produccion del queso;
éste se colocd en contenedores de polietileno de 4 L, fue transportado en

contenedores con hielo hasta el laboratorio y se almacené a 4 °C, hasta su uso.

Laura Conde Baez -55-|Pdgina



5.2.2. Lactosuero de requesoén (LR)

El lactosuero de requesén (LR) se obtuvo de la industria quesera
Vaquita Hermanos Guerrero, S.A. de C.V. ubicada en Acatlan, Hidalgo. El

muestreo se realiz6 como se mencion6 en el apartado 5.2.1.
5.3. Analisis bromatoldgico del sustrato

Para el lactosuero dulce (LD1), se cuantifico la cantidad de grasa,
proteinas y nitrogeno facilmente asimilable (NFA), de acuerdo a los
procedimientos de la AOAC (1990). Utilizando los métodos Gerber (AOAC
33.2.27 A), Kjeldahl (AOAC 930.52) y la técnica del formol, para los analisis
mencionados previamente. El pH se determin6 de acuerdo a la norma NMX-F-
317-S-1978.

Mientras que la caracterizacion de los tres tipos de lactosuero del
Estado de Hidalgo (LD, LA y LR) utilizados en los tratamientos para la
produccion de 2-FE, se realizo en el Instituto de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo (UAEH-ICAP). Se determiné el
contenido de grasa, proteinas y minerales por la técnica espectrofotométrica

utilizando el equipo Lactoscan MCC (Milkotronic Ltd, Bulgaria).

5.4. Acondicionamiento del lactosuero

Todos los lactosueros (LD1, LD, LA y LR) se pasteurizaron a 63
°C/30 min. Posteriormente, se realiz6 el ajuste de pH a 4.8 con H2SO4 1N.

Se plantearon seis tratamientos para evaluar los tipos de lactosuero
(LD, LAy LR), sobre la produccion del metabolito (Tabla 3).
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Tabla 3. Seis formulaciones analizadas de lactosuero a pH 4.8, 180 rpm / 30°C

y conteniendo o no distintas concentraciones de (NH4)2SO4 y L-fenilalanina.

Formulacion de Tipo de Sulfato de L-fenilalanina
lactosuero lactosuero amonio (mg/L)
(mg/L)

Formulacién 1 LD/LA/LR 0 0

Formulacion 2 LD 0 500

Formulacion 3 LD 0 1000

Formulacion 4 LD 450 1000

Formulacion 5 LD 900 1000

Formulacién 6 LD 1350 1000

5.5. Produccién de 2-feniletanol (2-FE)

La cepa de K. marxianus se sembr6 en placa de petri con medio LPY
y se incubo a 28 °C/24 h (Arsa, México). Una asada del cultivo fue transferida a
un matraz Erlenmeyer conteniendo 100 mL de caldo LPY a pH de 4.8. El matraz
se incub6 en agitacion (120 rpm, Shaker Thermo Scientific) durante 12 h a 28
°C. Posteriormente, se adicion6 un inoculo inicial de 1x108 células/mL,
utilizando la técnica de conteo directo al microscopio con camara de Neubauer
(Marienfeld); éste inoculo fue adicionado a matraces conteniendo lactosuero a
pH de 4.8, los matraces se incubaron en agitacion (180 rpm) a 30 °C por 96 h.
Cada 24 h se tomaron alicuotas de 1 mL de cada matraz, se colocaron en tubos
estériles de plastico (Eppendorf, México) y se almacenaron a 4 °C hasta su
analisis por cromatografia de gases, para detectar la produccién de 2-FE. Este
procedimiento se realiz0 para los tres tipos de lactosuero (LD, LA y LR). Bajo

los tratamientos previamente descritos.
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5.6. Conteo de levaduras

Periddicamente, a partir de cada matraz, se efectudé un recuento de
las levaduras, mediante la técnica de conteo directo al microscopio, utilizando

una camara de Neubauer (Marienfeld).

5.7. Métodos analiticos

5.7.1. Cromatografia de gases (CG)

Para la deteccion y cuantificacion de 2-FE en las muestras de
lactosuero fermentado, los tubos estériles de plastico (Eppendorf, México) que
contenian 1 mL de las muestras de lactosuero, fueron centrifugados a 6000
rpm/3 min. Se retir0 el sobrenadante y éste se filtr0 con membranas de
celulosa, con un didmetro de poro de 0.5 um; el filtrado se analizé directamente
por cromatografia de gases. Se utiliz6 un cromatografo de gases Perkin Elmer
N931-6403 (Norwalk,USA), equipado con un detector FID, provisto de una
columna DB WAX J&W Scientifics (60 m x 0.25 mm x 0.25 um). Las
temperaturas del inyector y del detector fueron de 250 y 300 °C,
respectivamente. La temperatura del horno se increment6 de 35 a 210 °C con
una velocidad de calentamiento de 20 °C/min durante 4 min. Se utilizé nitrégeno
como gas portador, a un flujo de 1 mL/min, para todas las muestras. Los
compuestos se identificaron y se cuantificaron por comparacion con patrones.

La inyeccion de las muestras se realizé por duplicado.

5.7.2. Cromatografia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

Por otro lado, también a partir de las muestras filtradas, se cuantificd
la concentracién de lactosa y etanol solo para el LD1 (Estado de Durango)
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) AGILENT® 1100,

provisto de un inyector automatico con un detector de indice de refraccion,
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equipado con una columna SEPAX Carbomix H-NP10:8% (7.8 x 300 mm), con

un flujo de 0.4 mL/min.
5.7.3. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Para la determinacion estructural del compuesto 2-FE, las muestras
de lactosuero fermentadas, contenidas en los tubos estériles de plastico
(Eppendorf, México), fueron centrifugadas a 6000 rpm/6 min. Posteriormente,
las muestran se mantuvieron a 60 °C/30 min, hasta evaporar el exceso de
humedad. Las muestras fueron disueltas en 1 mL de cloroformo deuterado
(CDCls). Los espectros de RMN se obtuvieron utilizando un espectrometro de

resonancia magnética nuclear (Varian NMR, 400 MHz).
5.7.4. Rotacion dptica

La rotacion Optica de la lactosa presente en los tres tipos de
lactosuero, se determiné con un polarimetro Perkin Elmer 341, usando una
lampara de sodio con una radiacion monocromatica (A = 589) y una celda de 1
dm de longitud. Para preparar las muestras, se tomaron 40 mL de cada tipo de
lactosuero (LD, LA y LR) en tubos cénicos de propileno estériles de 50 mL y
fueron centrigados a 6000 rpm/10 min. El remanente se coloc6 en un matraz
bola de 250 mL y se evapor6 en un rotavapor BUCHI Waterbath B-480 a 80 °C,
utilizando una rotaciébn media. La rotacién especifica se calculd de la siguiente
manera:

100°cx

obs], =
[o ]D 1.C

Donde:
a = Rotacion dptica
D = radiacion monocroma'tica de sodio (4 = 589nm)
l1=dmlargo
C = concetracién en g /100mL
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5.7.5. Colorimetria de reflujo cerrado

La DQO es una medida del oxigeno requerido para oxidar todos los
compuestos, tanto organicos como inorganicos, presentes en agua
contaminada, se realiza a través de la accién de agentes fuertemente oxidantes
y un medio acido. Para la determinacion, se utilizé la técnica de digestion por
reflujo cerrado (APHA, 2005). Las muestras de lactosuero fermentadas, se
centrifugaron a 6000 rpm/10 min. El sobrenadante se microfiltr6 con
membranas de celulosa de 0.5 ym de diametro de poro. Posteriormente, se le
adicion6 1 mL de dicromato de potasio con acido sulfdrico y 1.5 mL de sulfato
de plata, se colocaron en un parrilla de digestion durante 2 h/150 °C. La
determinaciéon de la absorbancia, fue colorimétrica a una longitud de onda de
620 nm. La DQO se midi6 cada 24 h durante 4 dias en los sistemas en lote para

cada tipo de lactosuero (LD, LAy LR) y en cada tratamiento.

5.7.6. Determinacion de azucares reductores con acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS)

Para determinar el contenido de lactosa en los lactosuero del Estado
de Hidalgo (LD, LA y LR), contenidas en tubos estériles, éstas fueron
centrifugadas a 6000 rpm/3 min. Posteriormente, 100 pL fueron adicionados en
tubos de 25 mL estériles que contenian 1.5 mL de DNS de acuerdo a lo
reportado por Hortch et al. (2008). Los tubos se mantuvieron en agua a 100 °C/
5 min. La lactosa reduce uno de los dos grupos nitro, que conduce a cambios
de color de amarillo a marrén, que a su vez se cuantificé fotométricamente a
540 nm (calibracién con agua con una persiana y con solucion de lactosa como
estandar 4 g/L). Ver Tabla 4.
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Tabla 4. Composiciéon del método modificado de DNS.

Composicion de la solucion

Reactivos g mL
acido 3,5-dinitrosalicilico 10.6
NaOH 19.8
Agua 1416
tartrato de NaK 306

5.8. Modelos matematicos

5.8.1. Gompertz, Logistico y Richards

En este trabajo se realiz6 la cuenta directa de levaduras al
microscopio con camara de Neubaur. El conteo se realizd6 cada 24 h durante 4
dias, para cada cinética de fermentacion, en los tres tipos de lactosuero (LD, LA
y LR), como se menciond en el apartado 4.13. Los datos experimentales se
ajustaron de manera independiente en las ecuaciones matematicas de
Gompertz, Logistico y Richards, por regresion no lineal de acuerdo a

Zwietering et al. (1990), con el algoritmo de Marquardt. Ver Tabla 5.

Tabla 5. Solucion de la ecuacion de Gompertz, Logistico y de Richards

expresada en términos de A, um y A.

Modelos Ecuacion Solucién de la ecuacion en funcién de A,
HmY A
pum-e
Gompertz y =a-exp[—exp(b — cx)] y=A4A-exp {—exp {T} 1=—x)+ 1}
a A
Logistico = y=
g Y |1+ exp(b — cx)] [1 + exp [‘Hle] A-x)+ 2]

)

) 1 1
Richards y=a{l+b-exp[k(c —x)]}(— E) y= A{l +b-exp [(1 + b)(1+b_) (A= x)]}(

a, b y c son parametros matematicos que describen la curva sigmoidal y e=2.718
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La obtencion de los valores de las constantes a, xc y k, se realizé con
ayuda del programa OriginPro versiéon 8.1, usando el método de minimos
cuadrados, con un intervalo de confianza de 95 %. Una vez calculados los
valores de a, xc y k, como solucién al modelo aplicado, se obtuvieron los
valores de A, um y A, mediante la ecuacion correspondiente con su solucion
(Tabla 5). El tiempo de generacion (tg), se calculo de acuerdo a Dalgaard et al.

(1994), de la siguiente manera:

tg = LOg1o(2)/,Um

5.8.2. Monod

Los parametros cinéticos (M, Yxpiomasa)is(lactosa), Yp(2-FE)/s(lactosa), [P, g, -I'S
y Kobs), se determinaron utilizando las ecuaciones matematicas del modelo de
Monod, de acuerdo a Scott (2008).

Los experimentos se llevaron a cabo en lote (batch, reactor
intermitente), midiendo la concentracién tanto de producto (2-FE), como de
sustrato (lactosuero), en funcion del tiempo. El analisis se realiz6 mediante el
método diferencial, considerando una reaccion isotérmica de volumen
constante.

Se realiz6 un balance molar para reacciones multiples, considerando
la concentracion del liquido en un reactor intermitente de la siguiente manera:

dc,
=r
a °

Para este sistema, en donde se ha reportado que el producto puede

ser inhibitorio (2-FE), respecto a la velocidad de crecimiento (rp). Se utilizo la
ecuacion de Monod para inhibicién por producto, que es descrita de la siguiente

manera:

l’lm CS Cx

obs g 4+ C,

rg=k

Cp n
kops = (1_C_p*
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Donde :

um = velocidad de reaccion especifica de crecimiento maxima, s
K, = constante de Monod, g /dm®
C, = concentracion de sustrato, g/ dm®
C, = concentracion de células, g /dm?
n = constante quimica
,* = concentracion de producto en la cual el metabolismo cesa, g /dm?®
K,ps =cConstante

El coeficiente de rendimiento estequiométrico, Ypss, que relaciona la
cantidad de producto formado por masa de sustrato consumido, se calculé de la

siguiente manera:

v p/s_ Masa de producto formado
masa de sustrato consumido

La relacion de las nuevas células formadas y el sustrato consumido,

que se relaciona directamente con el rendimiento, se calculdé de la siguiente

manera:
Y x/s = masa de nuevas células forrT_ladas
masa de sustrato consumido
La velocidad de consumo de sustrato (-rs), se calculé de la siguiente
manera:
—rs = Y5/ g + mC,
Donde:

Y s/x = coeficiente estequiométrico para células y sustrato
rg = velocidad de crecimiento de la célula, g /dm?® -s
mC, =Velocidad para mantenimiento celular

El sustrato consumido se agrupa en el coeficiente estequiométrico
Ysix. El crecimiento exponencial (rg), se calcul6 de acuerdo a la ecuacion de

Monod de la siguiente manera:
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rg = uC,

La velocidad de formacion de producto (rp) para 2-FE, asociado con

el crecimiento en la fase de crecimiento, se calcul6 de la siguiente manera:
p = rgYp/C

5.9. Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados con un analisis de varianza de una sola
via (ANOVA), por comparacion de medias por LSD (desviacion de minimos
cuadrados), con un nivel de confianza del 95 %, utilizando el software
STATISTICA version 8.0.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
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6.1. Andlisis bromatolégico del sustrato (LD1, LD,LAy LR)

Los resultados del analisis bromatologico del lactosuero dulce (LD1),
utilizado en las fermentaciones para la seleccion de la cepa, se muestran en la
Tabla 6. La concentracion de lactosa y valores de pH para este lactosuero
concuerdan con los reportados por Parra et al. (2009) y Hadiyanto et al.
(2014). No obstante, el LD presentd un contenido de proteina de 0.71 %, el cual
difiere de lo reportado por Araujo et al. (2007), quienes obtuvieron un contenido
de proteina de 0.57%, esto podria deberse al tipo de leche utilizada y a las

condiciones en el proceso de elaboracion del queso.

Tabla 6. Valores de diferentes parametros en el LD utilizado en las

fermentaciones de la seleccién de la cepa .

Lactosa Proteina NFA* Grasa

(g/L) (%) (mg/L) (%) PH

Resultados 48.29+0.7 0.71+0.01 169.5 +6.92 0.87 +£0.05 6.28 + 0.02

*nitrogeno facilmente asimilable

Los resultados del analisis bromatolégico de los tres tipos de
lactosuero (LD, LA y LR), utilizados en las fermentaciones para los tratamientos
en la produccion de 2-FE se presentan en la Tabla 7. Respecto al contenido de
proteina presente en el lactosuero, se ha reportado que fluctia de 0.2 a 1.1%
(Spreer, 1991; Paneser et al., 2007), estos resultados concuerdan con lo

reportado para los tres tipos de lactosuero utilizados en esta investigacion.

Laura Conde Baez -66-|Padgina



Tabla 7. Analisis bromatoldgico del lactosuero dulce, acido y de requesoén.

Tipo de P Minerales Grasa
lactosuero Proteina (%) (%) (o) il
'-aCtOS(“Le[;? dice  0g0£010 059£003  03%0.05 5.9+ 0.02
'-aCtOS(“LeAr;) acldo 0914009 050£003  05%003 5.2+0.03
Lactosuero de 4 1 1014 0.46£0.03  01£0.03 5.5+ 0.03

requeson (LR)

El LD producido por coagulacion enzimatica, se ha reportado tiene un
alto contenido de lactosa libre y una baja acidez, con un pH cerca de 6, lo que
concuerda para este tipo de lactosuero (pH 5.9) (Spreer, 1991; Parra et al.,
2009; Hadiyanto et al., 2014). Por el contrario, el LA (a partir del queso tipo
Oaxaca), en donde el acido lactico, que se afiade o que se genera por actividad
microbiana, hace que el complejo caseina se disocie del calcio, la formacion de
lactato de calcio es superior en éste tipo de lactosuero (~ 6.4 g/L), con un pH
final cerca de 5.3, estos resultados son similares a los obtenidos para el LA
[Tabla 8] (Jelen, 2003; Franco, 2003).

Para el LR, donde el tipo de coagulacion es mixta, los microorganismos
acido-lacticos consumen la lactosa de la leche, para producir los metabolitos
responsables de la textura y olor, el valor de pH no tiene un rango especifico, sin
embargo, los valores reportados son cercanos a los del LD (5.5 — 6.1)
(Rodriguez et al., 2010). Bajo esta premisa, los valores obtenidos para LR
concuerdan con lo reportado (Tabla 7). Geoffrey et al. (2008), reportaron que el
contenido en grasas para el lactosuero es de 0.1 %, mientras que el contenido de
minerales es de 0.46 % (Rektar et al., 2004; Yorgun et al., 2008), estos
resultados difieren tanto para LD como para LA, lo que se debe principalmente, a

las condiciones en el proceso de elaboracion de este tipo de quesos.
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6.2. Seleccién de la cepa

El consumo de lactosa, en caldo LPY formulado con 80 g/L de
lactosa, para las cepas ITD00089, ITDO0O090 e ITD00262 se muestra en la
Tabla 5. La cepa ITD00262 consumi6 80 % de la lactosa a las 96 h (Figura 13),
presentando un consumo superior comparado con las otras dos cepas. Para la
cepa ITD00089, el consumo de lactosa fue lento, con un consumo del 35% a
las 96 h. Mientras que para la cepa ITD00090, no hubo un consumo

significativo de lactosa en el tiempo estudiado (Tabla 8).

Tabla 8. Consumo de lactosa y produccion de etanol de fermentaciones en
caldo LPY a 120 rpm/ 96 h.

Lactosa
} Etanol
Cepa consumida
(9/L)
(%)
ITDO0089 6 1.375
ITDO0090 35 11.056
ITD00262 80 25.073

Ademas del consumo de lactosa, el conocido efecto Crabtree de la
levadura K. marxianus, permitié la produccion de etanol con una concentracion
de 25.07 g/L a las 96 h para la cepa ITD00262. Mientras que para las cepas
ITDO0089 e ITDO0090 fue de 6 y 35%, respectivamente. La importancia de la
cuantificacion de la concentracion de etanol se considerd, para evaluar el efecto
sinérgico inhibitorio entre éste metabolito y el compuesto 2-FE. Pero ademas,
para evaluar si el etanol favorece la produccién de 2-FE por la via que envuelve

el glioxilato, como se ha reportado previamente (Wittmann et al., 2002).
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Figura 133. Cromatogramas (HPLC) de la concentracién de lactosa y etanol en cinéticas
de medio LPY para la cepa ITD00262.
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Bajo esta premisa, se evalud el uso del lactosuero para producir 2-
FE. Las cinéticas se realizaron en lactosuero dulce (LD1) de una productora de
lacteos del Estado de Durango. Se observo que K. marxianus ITD00262 fue
capaz de producir 2-FE (134 mg/L), utilizando como sustrato LD1 (Tabla 6).
Ademas, se observé un incremento en la concentracion de K. marxianus
ITD00262 (1.80x10° UFC/mL) y una clara reduccién en la concentraciéon de
lactosa (1.02 %) durante la produccion del 2-FE (Tabla 9). La méaxima
concentracion de 2-FE obtenida fue de 134.55 mg/L a las 24 h de incubacion
(Figura 14). El cromatograma para el compuesto 2-FE muestra una sefal a un
tiempo de retencion de 18.11 min, con un area bajo la curva de 21.05 pascal-
segundo (pa s?).
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Figura 144. Cromatograma (CG/FID) del compuesto con aroma a rosas 2-FE a
las 24 h en LD1 a 28 °C/120 rpm.

Utilizando el ajuste del modelo de Monod, se obtuvo una velocidad
de formaciéon de producto (rp) de 0.0029 g L*th?, con un coeficiente de
correlacion (R?) de 0.98. Esta ecuacion describe la formacién del producto

asociado al crecimiento, con un crecimiento exponencial a lo largo de las
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fermentaciones de lactosuero dulce, acompafiado de la formacién de 2-FE. Este
comportamiento ya ha sido descrito por algunos autores (Garavaglia et al.,
2007; Etschmann et al. 2004; Stark et al. 2003), quienes atribuyen este
comportamiento, a la complejidad del sutrato empleado. Estos resultados se
sustentan, con la ecuacion de Monod (Scott, 2008) para la formacion de

producto asociada con el crecimiento (rp =Y,,.rg) Adicionalmente, se observo

p/c

un incremento en la formacién de etanol (12.79 g/L) a las 72 h.

Tabla 9. Variacion en la concentracion de distintos parametros durante la
fermentacion de lactosuero por K. marxianus a 28 °C/120 rpm.

Concentracién de

Tiempo 2-feniletanol Lactosa etanol

") (ML) %) levaduras /L)
mg 0 g
(UFC/mL)

0 ND 4.82 £ 0.083 2.60X106+ 1.10X10¢° ND
6 47.65 £ 5.55 4.75 + 0.002 1.80X107 + 5.00X10¢% ND
24 134.55 +2.45 3.82+0.791 5.20X108+ 7.00X10" 912+0.75
48 53.30+1.30 2.38 £ 0.154 1.80X10°+ 3.00X10®  11.37 +0.39
72 16.25 + 4.25 1.02 £ 0.244 1.30X10°+ 2.00X10® 12,79 + 0.08

Valor + desviacion estandar

ND: no detectado

La velocidad especifica de crecimiento de K. marxianus (u) del
promedio de dos cinéticas, utilizando el ajuste del modelo de Monod, fluctu6 de
3.3 a2 0.019 h%, con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.99. El decremento
de u se debe, tanto al consumo de sustrato utilizado en la fermentacion, con
una lactosa residual de 1.0 % como a la velocidad de formacion de producto
descrita anteriormente.

Se obtuvo un tiempo de generacion (tg) de 1.15 h, estos resultados
concuerdan con lo reportado para K. marxianus en medios nutritivos (Steensma
et al., 1988; Banat et al.,, 1998; Singh et al., 1998). Sin embargo, el
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crecimiento obtenido, determinado por el tiempo de generacion (tg 1.15 h), es

mas rapido que el reportado por Mendoza et al. (2006), quienes obtuvieron un

tg de 1.65 h en lactosuero desproteinizado.

Utilizando el ajuste del modelo Gompertz, se obtuvo una velocidad

maxima de crecimiento (um) de 0.26 h* con un R? de 0.99 (Figura 15). Estos

valores se encuentran ligeramente por debajo de lo reportado por Araujo et al.

(2007), quienes obtuvieron una pm de 0.29 hl. Estas diferencias podrian

deberse a la complejidad del sustrato empleado. El recuento de células

presentd un crecimiento exponencial, con una concentracibn maxima de 1.80

x10° UFC/mL a las 48 h de incubacion, estos resultados reflejan la afinidad de la

cepa nativa de K. marxianus por el sustrato bajo estudio.

9.5+

9.0 1

8.5+

8.0

7.5

Log,,(UFC/mL)

65

704 /

_ Ecuacién y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

a 9.23208 +0.09726
xc -13.08412 +1.98716
k 0.07619 +0.01066

—m— Experimental |
- ---SGompertz_/ RA2 = 0.99135

pmax = 0.26 h*
) tg=1.15h

6.0
0

24

48 72

Tiempo (h)

Figura 15. Ajuste del modelo Gompertz para las fermentaciones de LD a pH 4.8, 28 °C/120

rpm, donde a, xc y k son parametros matematicos que describen la curva sigmoidal.

Por otro lado, los resultados obtenidos del recuento celular son

superiores (1.80x10° UFC/ mL) a lo reportado por Yadav et al. (2014), quienes

reportaron un maximo alcanzado de 5.10x108 UFC/mL en lactosuero diluido.

Por otro lado, se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yxs, en base a lactosa) de

Laura Conde Baez

-72-|Pagina



0.30 g/g, que corresponden. Estos

resultados son ligeramente superiores a lo

reportado por Paez et al. (2012), quienes obtuvieron un rendimiento de 0.20

g/g, utilizando lactosuero desproteinizado, con una concentracion inicial de

lactosa de 47 g/L.

El consumo de lactosa fue de ~ 80 % a las 72 h de incubacion, parte

del sustrato empleado para mantener las actividades celulares, expresado

como mantenimiento celular (m) fue de 0.09 h! a las 48 h de incubacion,

presentando una tasa de consumo de sustrato (-rs) de 0.54 g L' h7,

obteniéndose un coeficiente de correlaciéon (R?) de 0.97 (Figura 16).
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Figura 16. Ajuste de la ecuacién de Monod para la velocidad de consumo de sustrato de

las fermentaciones de lactosuero dulce a pH 4.8, 28 °C/120 rpm.

Estos resultados podrian indicar que la mayor parte del consumo de

sustrato se utilizé para la formacion
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igualmente una disminucion en la formacion de 2-FE y un incremento en la
biomasa a partir de las 48 h de incubacion. Estos resultados se sustentan de
acuerdo a las leyes de velocidad de Monod, que consideran que ademas del
consumo de sustrato para producir nuevas células, parte del sustrato se emplea
simplemente para mantener las actividades cotidianas de las células. El término

correspondiente de utilizacion para mantenimiento es:
g sustrato
B g peso seco

La velocidad de disminucion de sustrato se calculé6 de la siguiente
manera:

—rs =Yg vg + mC;

Ademas de lo antes mencionado, otros nutrientes como el nitrégeno
facilmente asimilable (NFA), pudieron haber influido en la formacion de 2-FE.
Se ha reportado que es necesaria una fuente de nitrégeno adecuada para la
produccion del 2-FE (Ayrapaa, 1965). El contenido de NFA presente en el LD
(Tabla 7) fue de 169.5 mg/L. Sin embargo, se ha reportado que sélo el 25% de
este nutriente presente en el lactosuero puede ser utilizado por K. marxianus
(Etschmann et al., 2002).

6.3. Evaluar la produccién de 2-FE en fermentaciones de
lactosuero dulce (LD), lactosuero &acido (LA) y lactosuero de requeson (LR)

con Kluyveromyces marxianus.
6.3.1. Formulaciéon 1(Agitacion 180 RPM)

Para el lactosuero dulce (LD), se obtuvo una concentracién maxima
de 2-FE de 96 mg/L a las 48 h. En el cromatograma (Figura 17) podemos
observar el pico de la sefial del compuesto 2-FE, que presenta un area bajo la
curva de 131.21 pa seg™, con un tiempo de retenciéon de 10.08 min. Estos

resultados, concuerdan con la comparacion con patrones para 2-FE. La
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velocidad de formacién de producto (rp) obtenida para 2-FE fue de 0.009 g L

h-1con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.82.

Tanto la concentracion de 2-FE, como la velocidad de formacion de

producto, son menores que las obtenidos para el lactosuero obtenido de la

productora de quesos del Estado de Durango- LD1 ( 0.0029 g L't h'?), lo que se

ve reflejado en la produccion de 2-FE con este sustrato (Tabla 10).

. _“_/"w
5.10 Pico Tiempo Area
— Componente )
| # [min] [uv*seg]
’>g — 1 Etanol 7.990 193.29
T\'S/ ] 2 2-feniletanol 10.089 131.21
2 5.05——
<5} — S X
§ — ,‘-'ﬁ-v_’b_‘f‘,,
4 — % &
= Y
-1
|I||‘|||I‘||||||I||‘I|||||I|I‘||||‘||||||I||||I||‘|||I‘||I|‘||||||
2 - 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 157. Cromatograma (CG/FID) del compuesto 2-FE alas 48 h en LD a 30°C/180 rpm.

Estas diferencias se deben, principalmente, como se discutié en el

apartado 6.2, a la composicion de cada tipo de lactosuero. El LD1 present6 un

mayor contenido de proteina (0.71 %) y grasa (0.87%), a diferencia del LD

(lactosuero del Estado de Hidalgo). Lo que, entre otras cosas, incrementa la

concentracion de NFA. Se ha reportado que la complejidad de la fuente de

nitrdgeno, puede influir en el metabolismo de la levadura y consecuentemente,
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en la cantidad de metabolitos secundarios producidos durante la fermentacion

(Bayonove et al., 2000).

Tabla 10. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de

lactosuero dulce con K. marxianus a 30 °C/180 rpm .

Recuento de

Tiempo 2-feniletanol Lactosa etanol

) (ma/L) @) levaduras QL)
m
J g (UFC/mL) g

0 ND 54.10 + 1.48 9.09x108 + 1.2 x10°6 ND
24 53+0.014 41,55+ 3.19 1.48 x108 + 2.0x107 4.52 £ 0.92
48 96 + 0.008 31.67 +1.32 9.21 x108+ 2.0x107 3.82+1.78
72 49 + 0.009 26.17 £0.73 1.13x10° + 8.6x107 6.79 £ 1.66
96 36 +0.006 12.70 + 2.38 7.93x108 + 2.6x107 1559 +1.92

Valor + desviacién estandar

ND: no detectado

Ademas del analisis bromatoldgico, este tipo de lactosuero se analizé
por resonancia magnética nuclear (RMN) y por polarimetria. La extraccién con
el disolvente (DMSO) al LD, dio lugar a un soélido blanco (14 mg, 0.17%), que
mostré una rotacion optica de +28, utilizando una radiacion monocromatica de
A-589 nm a 20 °C ( [a]3° ). Estos resultados nos indican la presencia de una
molécula dextrogira.Este sélido se caracterizO mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos (Jawad et al.,

2012) como la mezcla de la (+)-B-lactosa y (+)-a-lactosa.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 18) presentd entre sus sefiales
mas significativas, dos sefales dobles (J=7.9 Hz) en & 4.49 y 4.28 ppm,
caracteristicas de protbnes anomeéricos, asignados para H-1 y H-1',

correspondientes a la B-lactosa. Entre 6 3.8 y 3.0 ppm, se observé el resto de
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las sefales presentes en la estructura. Adicionalmente, en 65.06 ppm, se
observa una sefal doble (J=3.5 Hz), que podria corresponder al protén
anomeérico de la a-lactosa. Considerando la integracion del espectro de RMN de
protdn, se determiné que el contenido de B-lactosa es del 82.35 % y del 17.64
% para a-lactosa. Estos resultados, podrian explicar el consumo de la B-lactosa
por K. marxianus que desencadena en el incremento de la produccion de 2-FE

en este tipo de lactosuero.

sefial doble sefialesdobles

(/=3.5 Hz) (/=79 Hz)

5.08 5.04 45 44 43
U ppm ppm

a-lactosa

1

T L B L L
53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29
ppm

Figura 18. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en D;O de la lactosa del lactosuero dulce .
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Utilizando el ajuste del modelo de Monod, se obtuvo una velocidad de
consumo de sustrato (-rs) de 0.52 g L*h, con un coeficiente de correlacion
(R?) de 0.95 y un contenido de lactosa residual de 12.70 g/L (96 h). Los
resultados de -rs son ligeramente menores que los obtenidos en LD1 (0.54). Lo
que se ve reflejado en la produccion de 2-FE (Tabla 10). Para este método
diferencial, se considerd una reaccion isotérmica en un reactor intermitente, de
volumen constante, registrando la concentracion en funcion del tiempo,
observandose una reduccién considerable del sustrato (76%) a las 96 h, con un

rendimiento de biomasa (Yxs, en base a lactosa) de 0.19 g/g.

Se obtuvo una velocidad de formaciéon de producto, con valores que
oscilan entre 0.002 a - 5.67 g L'! h%, con un coeficiente de correlacion (R?) de
0.98 (Figura 19). K. marxianus 1TD00262 presenté un crecimiento exponencial
con una concentracion maxima de 1.13 x10° UFC/mL, acompafado de la
formacion de 2-FE (49 mg/L), hasta un tiempo de 72 h. La velocidad especifica
de crecimiento (u) para K. marxianus 1TD00262, fluctio entre 0.32 y 0.01h™".
Mientras que los tiempos de generacion (tg) obtenidos del ajuste de los
modelos de crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logistico, fueron de
1.98, 1.67 y 2.70 h (Figura 20). Aplicando la solucion de la ecuacion para cada
modelo matematico, se obtuvieron las velocidades maximas de crecimiento
especifico (um) de 0.15, 0.18 y 0.11 h-1, para estas cinéticas. El resultado de
este analisis arrojo6 un mejor ajuste para el modelo de Richards, con un

coeficiente de correlacion (R2) de 0.98.
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Figura 19. Ajuste de la ecuacion de Monod para la velocidad de formacion de producto
(rp) de las fermentaciones de lactosuero dulce a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

9.5+
R"2 =0.95728 Ecuacion y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))
9.04 max=0.15h"*
A=008h* a 907018 +0.16817
tg=1.98 h Xc -28.86178 +8.25837
K 004557 £0.01321
. 854 Gompertz
3
£
g 50 Rﬁrﬁa;g:ig‘;?f Ecuacion if(d<1) y=(@*(1-d)-exp(k(x-xc)))* (L/(1-d)
= A=029h" a 897607 £007702
o _ . Ex tg=L67h XC -289.27400 +42.01624
° Iy p Richards d 4366753 +13451965
[E I SGompertz k028614 +0.88701
/S SRichards
;}-‘ —— Slogistic y
F R"2 =0.96046 Ecuacion y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))
7.04 umax=0.11h*
A=0.09h" a 9.06157 015425
tg=2.70h XC -23.97158 + 6.48773
o5 Logistico k 004929 +0.01298
- T T T T T T T T
0 24 48 72 96
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Figura 160. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las fermentaciones de
lactosuero dulce a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.
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Ademas del sustrato y la concentracion de levaduras, se ha
reportado que la produccion de etanol puede influir en la formacion de 2-FE. Asi
que utilizando la ecuacion de Monod, se obtuvo la velocidad de crecimiento de
inhibicion por producto (rg) para etanol de 0.87 g L™* h** con una constate (Kobs)
de 0.16 y un coeficiente de correlacion (R?) de 0.97 (Figura 21). Estos
resultados indican una inhibicién por la concentracion de etanol, no asi para 2-
FE, donde el coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.38. Lo que concuerda con
los resultados obtenidos, en donde el incremento de la concentracion de etanol
alas 96 h (15.59 g/L) afecta la produccion de 2-FE con una disminucion de 49 a
36 mg/L (Tabla 10).

40 -
354,

30 - S

25- R
~ -8 rgetanoIMonOd

20 4 S a .
\ -4#--rg__ Experimental
\ etanol

rgetano\ (g/L h)

Tiempo (h)

Figura 17. Ajuste de la ecuacién de Monod para la inhibiciéon por producto (rg etanol) de

las cinéticas de lactosuero dulce a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.
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Para el lactosuero &cido (LA), la méxima produccion de 2-FE fue de

70 mg/L (96 h), con una velocidad de formacion de producto (rp) de 0.007 g L

hy un coeficiente de correlaciéon (R?) de 0.90 (Figura 22). En el cromatograma

se puede observar la sefial para 2-FE, con un area bajo la curva de 117.72 pa

seg™ty un tiempo de retenciéon de 10.09 min (Figura 23).

0.035 -
0.030 - PRt
/ \
9 / \
’ -
0.025 4 S A
’ / \
¢! \\ \
0.020 4 P A
¢ ! WA
— ' ! W\
-~ 1! W
7, 0.015 - ;o W
Ke) ! W\
~— \ / / W
2 0.0104 N v ! V
N o , y
\\‘ -- 7 - #- - Modelo “
0.005 4 S -
- - - Experimental \
\
0.000 3
-0.005 r T T , r T
0 24 48 72
Tiempo (h)

Figura 182. Ajuste de la ecuacion de Monod para la velocidad de formacién de producto
(rp) de las cinéticas de LA a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

La produccion de 2-FE, fue menor que la obtenida en las cinéticas de

LD (96 mg/L), esto se debe entre otras cosas, a la composicion del lactosuero y

a la cantidad de sustrato, que es utilizado tanto para el mantenimiento celular,

como para la formacion de otros metabolitos como etanol. Este sustrato (LA)

presenta un mayor contenido de proteina (0.91%) y de grasa (0.5%) a

diferencia del LD.
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Figura 193. Cromatograma (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 96 h en LA a 30 °C/180 rpm.

El rendimiento de biomasa (Ywxs, en base a lactosa), para las
cinéticas de LA, fue de 0.21 g/g, estos resultados son ligeramente superiores
gue los obtenidos en las cinéticas de LD (0.19 g/g). El rendimiento concuerda
con los resultados sobre el consumo de lactosa (91.80 %) para estas cinéticas a
las 48 h. EI consumo del lactosa fue del 94.52 % (96 h), con una velocidad de
consumo de sustrato (-rs) de 0.55 g L hly un coeficiente de correlacion (R?)
de 0.98.
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Tabla 31. Concentracién de los distintos parametros de las fermentaciones de

lactosuero acido con K. marxianus a 30 °C/180 rpm.

Tiempo 2-feniletanol Lactosa Recuento de células etanol
(h) (mg/L) (g/L) (UFC/mL) (g/L)
0 ND 46.36 + 0.803 6.28x108 + 7.0 x10° ND
24 9 +0.008 17.20 £ 5.679 2.59 x108 + 2.0 x107 24.31 £ 4.075
48 32+0.011 3.80 £ 0.604 1.48 x10% 3.1 x108 33.93+£5.077
72 69 £ 0.037 2.75+0.126 9.50 x108 + 1.5 x108 41.53 +7.762
96 70 £0.026 254 +0.131 6.41 x108 + 1.1 x108 45.90 +5.732

Valor + desviacién estandar

ND: no detectado

La extraccion del disolvente (DMSO) al LA, dio lugar a un sélido
blanco (13 mg, 0.17%) que mostrd [a]3°= +34°. Los resultados concuerdan con
lo reportado por Jawad et al. (2012), quienes reportan para (+)-B-lactosa un
rotacion optica de +34°. A diferencia del LD, este tipo de lactosuero presenta en
una proporcion considerable una conformacion de B-lactosa, considerando que
la muestra no se encuentra totalmente pura, al ser obtenida de una productora

de quesos y no de un reactivo sintético.

El espectro de RMN de 'H (Figura 24) presenté entre sus sefiales
mas significativas, dos sefiales dobles (J=8.1 Hz) en & 4.36 y 4.15 ppm,
caracteristicas de proténes anoméricos, asignados para H?' y H7,
correspondientes a la B-lactosa. Entre 6 3.7 y 2.9 ppm, se observaron el resto

de las sefales presentes en la estructura.
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Figura 204. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en D,O de la lactosa del LA.

Utilizando el ajuste de los modelos de crecimiento sigmoidal
Gompertz, Richards y Logistico, se obtuvieron las velocidades maxima de
crecimiento especifico (Um) para K. marxianus en LA de 0.22, 0.25 y 0.22 h?,
respectivamente. Estas velocidades son mayores que las obtenidas en LD, lo
gue concuerda con los resultados del consumo de lactosa y de la produccién de
biomasa, obtenidas en estas cinéticas (Tabla 11). Los tiempos de generacién
(tg), fueron de 1.33, 1.20 y 1.33 h. Siendo el modelo de Richards el de mejor
ajuste, con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.99 (Figura 25). Los valores
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de tg fueron menores que los obtenidos en LD, lo que podria deberse a la
concentracion elevada de etanol obtenida a las 96 h (45.90 ¢g/L). Para la
aplicacion del modelo de Monod, se asume que la fase lag no existe, ésta
premisa se comprobd también con los modelos de crecimiento sigmoidal

Gompertz, Richards y Logistico, en donde se obtuvo una fase lag de 0.12, 0.25
y 0.22 h1, respectivamente.

9.5
- - -l..
RA2 = 0.98386 Ecuacion y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))
=0.22h*
hmaxc022n, - a 933391 +0.10192
tg:1'33 h Xc -25.58552 +4.51513
: k 0.04998 +0.00883
Gompertz
—_
-
£
0 RA2 =0.99881 Ecuacion if(d<1) y=(a"(1-d)-exp(-k(x-xc)))* (1/(1-d)
L pmax=0.25h
2 A=115h" a 925571 +0.023387
e JR—

° tg=1.20 h XC -247.49028 + 16.98856
o) _ d 2460493 +12.98987
9 —u— Experimental Richards k 018668 +0.09195

----SGompertz
SRichards RA2 =0.08575 Ecuacién y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))
------ Slogistic oo
um)?{-é).lzzzr%_l | a 9.3258 +0.09173
A '_1'33 b xc -21.0813 + 3.45907
9=t k 0.05407 +0.00849
Logistico
6.5 T T T T r T T ]
0 24 48 72 %

Tiempo (h)

Figura 21. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las fermentaciones de
lactosuero acido a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Se obtuvieron concentraciones de etanol superiores (45.90 g/L) que
las obtenidas en lactosuero dulce (15.59 g/L) (Tabla 6 y 9), con una
productividad de 0.70 g L'* h't. Tanto la productividad (0.67 g Lt h'1), como la
concentracion de etanol (45.90 g/L), se encuentran por encima de los valores
reportados por algunos autores en lactosuero desproteinizado y concentrado,

en concentraciones similares de lactosa (Rosenberg et al., 1995; Ozmihci et
al., 2007).
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Como se muestra en la Tabla 11,

la formacion de etanol es

acompanada de la producciéon de 2-FE hasta las 96 h (Figura 27). Rong et al.

(2011), reportaron que 2-FE puede ser producido a partir de L-fenilalanina, con

la oxidacion de etanol, por la via que envuelve el glioxilato (Wittmann et al.,

2002), lo que podria haber ocurrido en estas cinéticas.

40 4

20 4

etanol (g/L)

- - etanol
- [= 2-feniletanol

- 0.08

o007

- 0.06
- 0.05
- 0.04

- 0.03

2-feniletanol (g/L)

- 0.02
- 0.01

- 0.00

- -0.01

Tiempo (h)

72

96

Figura 22. Produccién de 2-FE y etanol en cinéticas de LA, 30°C/180 rpm.

Para el lactosuero de requesédn (LR), la produccion maxima de 2-FE

fue de 47 mg/L a las 96 h. La velocidad de formacién de producto (rp)

determinada por la ecuacién de Monod, fue de 0.006 g L'* h'! con un coeficiente

de correlacion (R?) de 0.90. Estos resultados, se encuentran por debajo de las

velocidades de formacién de producto, obtenidas para las fermentaciones de
lactosuero dulce (LD) y &cido (LA) (0.009 / 0.007 g L h1), lo que sugiere un

mayor tiempo para la formacion de 2-FE.
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Tabla 4. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de

lactosuero de requesdn con K. marxianus a 30 °C/180 rpm.

Tiempo 2-feniletanol Lactosa Recuento de células etanol
(h) (mg/L) (g/L) (UFC/mL) (g/L)
0 ND 41.71 + 3.40 8.09 x106 + 7.8 x10° ND
24 24 +£0.011 1776 £0.72 6.14 x108 + 3.0 x107 2.08 £ 0.935
48 26 +£0.009 11.16 £ 0.91 1.02 x10%+ 9.0 x108 12.70 £ 4.785
72 45 + 0.012 9.47 £1.65 8.09 x108 + 7.4 x108 24.38 £4.801
96 47 +0.010 6.94 +2.38 7.50 x108 + 3.7 x108 25.33+2.740

La remocion de lactosa fue del 83.36 %, con una velocidad de consumo
de sustrato (-rs) para estas cinéticas de 0.32 g L h'? (R?=0.99) (Figura 27). El

contenido de lactosa residual fue de 6.94 g/L, con una concentracion mayor de

lactosa que la alcanzada en LA (2.54 g/L). Sin embargo, a pesar del consumo

significativo de lactosa, la produccién de 2-FE no fue superior que la obtenida

en las cinéticas de LD (96 mg/L). Que puede deberse principalmente a la

composicion del sustrato, pero tambien a la concentracion tanto de etanol como

de biomasa.
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Figura 23. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuacion de

Monod en las cinéticas de lactosuero de requesdn a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Respecto a la conformacion de la lactosa, se realiz6 un andlisis

polarimétrico y de RMN (Figura 28). La extraccion con el disolvente DMSO di6

lugar a un sélido blanco en el lactosuero de requesén (LR) (15 mg, 0.17%) que

mostro [a]3°= +33°.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en D20 de la lactosa del LR.

El espectro de RMN de 'H (Figura 28), dos sefiales dobles (J=7.9
Hz) en 6 4.50 y 4.28 ppm, caracteristicas de protbnes anoméricos, asignadas
para H-1 y H-1', correspondientes a la B-lactosa. En 65.12 ppm, se observo
una sefial doble (J=3.5 Hz) que podria corresponder al proton anomérico de la
a-lactosa. Adicionalmente, entre 3.8 y 2.9 ppm, se observo el resto de las
sefales presentes en la estructura. A diferencia del LD, este tipo de lactosuero

presenta en una proporcion considerable la formacion de B-lactosa (97.05 %).
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Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yws, en base a lactosa) de
0.17 g/g, con un crecimiento exponencial y un recuento de células, con una
concentracion maxima de 1.02 x10° UFC/mL a las 48 h. Las velocidades
maximas de crecimiento especifico (um) obtenidas con los modelos de
crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logistico, fueron 0.15, 0.15 y 0.16
h, respectivamente (Figura 29). Estos resultados, son similares a los obtenidos
en las fermentaciones de lactosuero acido, que pueden ser explicados con el
aumento de células por unidad de tiempo (Tabla 11), lo que describe una menor
tasa de crecimiento especifica (um). La fase de latencia fue de ~0, con valores
de 0.0, 0.88 y 0.08 h, para los modelos Gompertz, Richards y Logistico,
respectivamente. Estos resultados, son comprobatorios para definir una fase de
latencia ~0, como premisa para la aplicacién de las ecuaciones de Monod en la
descripcién de nuestro tratamiento.La concentracion de etanol fue de 29.41 g/L
(96 h) con una productividad de 0.21 g L! h'l. Estos resultados se encuentran
por encima de los reportados por Rosenberg et al. (1995), para lactosuero

desproteinizado.
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£
<
2
2 R"2 =0.98783 Ecuacion if(d<1) y=(a"(1-d)-exp(-k(x-xc))) (1/(1-d)
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o A=088h" a 893054 £0.06977
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Figura 29. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las fermentaciones de
lactosuero de requesédn a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.
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A partir de las 96 h, se observd una disminucion en el recuento
celular (1.12 x10° UFC/mL), no asi en la produccion de 2-FE (47 mg/L), ni de
etanol (25.33 g/L). La ecuacién del modelo de Monod (rg), demuestra el efecto
de la concentracion de etanol, sobre la produccién de 2-FE (Figura 30), con
valores que fluctian de 55 - 0.029 g L' h™', una Kobs= 0.70 y un coeficiente de
correlacion (R?) de 0.91. Rong et al. (2011), reportaron que concentraciones de
etanol por encima de 25 g/L, afectan la produccion de 2-FE, lo que concuerda

con los resultados obtenidos.

60
55
504
45 4 \
40 -4 \
354

1\ L}
30 + A \

25 _- \ \
20 ] \ \ -@--rg_Monod

rg Etanol (gl’L ’ h )

15_‘ “n \ . - ®--rg.__ Experimental

10 ~
5 VT

0- \ . e-iIIrIs 2

Tiempo (h)

Figura 30. Ajuste de la ecuacion de Monod (rg etanol) para las cinéticas de lactosuero de
requeson a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Finalmente, en la Tabla 13, se muestra el comparativo de los
resultados para cada tipo de lactosuero, destacando el LD sobre la produccion

de 2-FE (90 mg/L) en un tiempo de 48 h, con una velocidad de formacion de
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producto (rp) superior que la obtenidas en LAy LR. El rendimiento en biomasa
fue similar que el obtenido en LA, con una diferencia significativamente baja,
sobre la produccion de etanol, lo que favorecid la produccién de 2-FE. A
diferencia del LR, el LD presenta una concentracion mayor de a-lactosa. Bajo
las evidencias antes mencionadas, respecto al LD, los siguientes experimentos
en lote (batch), se llevaron a cabo utilizando este sustrato, los resultados se

muestran en los apartados 6.1.2 — 6.1.6.

Tabla 13. Tabla comparativa de resultados de las cinéticas en LD, LAy LR a pH 4.8 30
°C/180 rpm.

Parametros LD LA LR
2-FE(mg/L) 96 70 47
Etanol (g/L) 15.59 45.90 25.33
a(°) +28 +34 +33
rp (gLth?) 0.009 0.007 0.006
-rs (g Lt h1) 0.52 0.55 0.32
Hm (D) 0.18 0.22 0.15
tg(h) 1.67 1.20 2.02
Yxs (9/9) 0.19 0.21 0.17
Recuento de levaduras (UFC/mL) 1.13 x10° 1.48x10° 1.02x10°
Lactosa residual (g/L) 12.70 2.54 6.94

a rotacion optica, tg tiempo de generacion, Yy rendimiento de biomasa, rp velocidad

de formacion de producto, -rs velocidad de consumo de sustrato

6.3. Evaluar el efecto de la concentacion de L-FE sobre la

produccion de 2-FE con K. marxianus.
6.4.1. Formulacién 2 ( 500 mg/L de L-FE en LD)

La produccion de alcoholes superiores se da en funcion de la cantidad
de amonio y aminoacidos presentes en el medio de cultivo. Se ha reportado que

la adicion de aminoacidos, significa que habra un aumento en la producciéon de
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varios alcoholes superiores, debido a la activacion de la ruta de Ehrlich (Giudici
et al., 1990). El efecto de la concentracion de L-fenilalanina en el medio es
fundamental para aumentar la produccion de 2 FE, debido a que se considera el
precursor dominante para la bioconversién (Wittman et al., 2002). Cuando la L-
fenilalanina es la Unica fuente de nitrogeno disponible, la ruta de Ehrlich
predomina sobre la sintesis de novo, la cual prevalece cuando hay bajas

concentraciones de aminoacidos (Etschmann et al., 2002).

Resultado de los expermintos realizados en el apartado 6.3, el lactosuero
con potencial para la produccion de 2-FE fue el lactosuero dulce; debido a ello,
se realizaron cinéticas de fermentacion de éste lactosuero, adicionando 500
(Formulacién 2) y 1000 (Formulacion 3) mg/L L-fenilalanina, esto para identificar
el efecto de L-FE sobre la produccion de 2-FE.

Los resultados obtenidos con la adicion de 500 mg/L de L-FE se
muestran en la Tabla 14, en donde la maxima produccion de 2-FE se obtuvo a
las 96 h, con una concentracion de 320 mg/L (96 h). Los cromatogramas de la
produccion maxima de 2-FE se muestran en la Figura 31. Estos resultados son
superiores que los obtenidos en LD sin adicién del precursor (96 mg/L), sin
embargo, las concentraciones aun son bajas. Adicionalmente, no se observo
una inhibicién por producto, ya que la concentracion de etanol maxima fue de ~
19 g/L. Utilizando la ecuacion de Monod, se obtuvieron los coeficientes de
correlacion de 0.70 para rgetanol y de 0.67 para la rgzre. Estos resultados

sugieren, que no hay una inhibicién por producto para este tratamiento.
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Figura 24. Cromatogramas (CG/FID) del compuesto 2-FE alas 48 h en LD con 500 mg/L de
L-FE a pH 4.8 30 °C/180 rpm.
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Tabla 14. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de lactosuero

dulce con K. marxianus a 30 °C/180 rpm.

Recuento de

Tiempo  2-feniletanol Lactosa i etanol

M o) (@) elulas (@)
m
J g (UFC/mL) g

0 ND 52.90 + 3.870 1.2x107+ 1.1 x108 ND
24 69 + 0.069 20.57 £4.162 4.9x108+ 3.8x107 5.94+5.94
48 84 +0.037 12.93 +2.170 2.1x10% 2.1x108 14.08 + 0.37
72 101 + 0.069 5.14+1.036 1.7x10% 2.3x108 18.34 + 1.66
96 320 £ 0.140 0.81+0.134 8.7x108+ 1.7x108 18.69 + 2.40

Valor + desviacién estandar

ND: no detectado

La velocidad de formaciéon de producto (rp) fue de 0.24 g L ht

(R2=0.98). Se observé un crecimiento exponencial, con una velocidad maxima

de crecimiento especifico (um) de 0.19 h?. La concentracion maxima de
levaduras fue de 2.1 x10° UFC/mL (48 h). El consumo de lactosa fue del 98.47

%, estos resultados superan a los reportados por Aktas et al. (2007), quienes

obtuvieron una remocion del 95% en lactosuero desproteinizado. La velocidad

de consumo de sustrato (-rs) fue de 1.34 g L h, con un coeficiente de

correlacion de 0.99 (Figura 32). Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yxs, en

base a lactosa) de 0.28 g/g.
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Figura 25. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuacién de Monod en las

cinéticas de LD con 500 mg/L L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Utilizando las ecuaciones de los modelos de crecimiento sigmoidal

Gompertz, Richards y Logistico (Figura 33), se obtuvo un tg de 1.52, 1.77 y 2.27

h, respectivamente. Los tres modelos presentaron coeficientes de correlacion

de 0.90.
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R"2 =0.90512

umax=0.19h"
A=010h*
tg=1.52h

Gompertz

RM2 =090512

umax=0.17h"*
A=0.19h*
tg=177h

Richards

RA2 =0.9059
umax=0.13h"
A=067h"
tg=2.27h
Logistico

Ecuacién y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

a 9.18592 £0.21831
XC -22.83518 +10.4505
k 0.05839 #0.02667

Ecuacion if(d<1) y=(a*(1-d)-exp(-k(x-xc)))(1/(1-d)

a 9.16406 +0.16314
XC -263.184 +3036.35886
d 1346591 + 1.32793
k 0.99395£0.98749

Ecuacion y=al(1+exp(-k¥(x-xc)))

a 9.18411 +0.20864
xC -19.283 +8.50676
k 0.06217 £ 0.02641

Figura 26. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las cinéticas de LD con 0.5 g/L de

L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

6.4.2. Formulacién 3 (1000 mg/ L de L-FE en LD)

La maxima produccion de 2-FE fue de 437 mg/L (48 h), un tiempo menor
gue el obtenido cuando adicionamos 500 mg/L de L-FE (96 h). La velocidad de
formacién de producto (rp) fue de 0.36 g L? h' (R?=0.98). Sin embargo,

después de las 48 h, hay una disminucion, tanto en la produccién de 2-FE como

de etanol y ligeramente en la concentracion de biomasa (Tabla 15). Por otro

lado, la ecuaciéon de Monod para la inhibicidn por producto, nos arrojé una rg

para etanol de 2.13 g L't h'l; n=0.5; Kobs=0.54, con un coeficiente de correlacion
(R?) de 0.93. Mientras que para 2-FE la rg=1.77 g L'* h%; n=;Kobs=0.81 con un

coeficiente de correlacion (R?) de 0.99; estos resultados sugieren, que hay una

inhibicion por producto para este tratamiento.
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Respecto a la remocion de lactosa, ésta fue del 96.37 %. La velocidad de
consumo de sustrato (-rs) fue de 1.27 g L* h'1, con un coeficiente de correlacion
de 0.99. Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yxs, en base a lactosa) de 0.44
g/g. Se observé un crecimiento exponencial, con una velocidad maxima de
crecimiento especifico (um) de 0.21 ht. La concentracién maxima de levaduras
fue de 2.7 x10° UFC/mL (48 h).

Utilizando las ecuaciones de los modelos de crecimiento sigmoidal
Gompertz, Richards y Logistico (Figure 34) obtuvimos un tg de 1.47,1.43y 2 h.
Estos resultados, al igual que el recuento de levaduras son ligeramente

superiores que cuando afiadimos 500 mg/L de L-FE.

Tabla 5. Concentracion de los distintos pardmetros de las cinéticas de LD con 1 g/L de L-
FE a 30 °C/180 rpm.

Recuento de

Tiempo  2-feniletanol Lactosa ) etanol

() (mgiL) (i) elas (@)
mg g g
(UFC/mL)

0 ND 47.37 £5.725 8.9x108+ 1.1 x10° ND
24 216 +0.108 16.77 £ 0.364 4.6x108+ 6.8x107 17.74 +1.28
48 437 £ 0.037 3.42 + 0.860 2.7x10% 2.0x108 23.71+1.26
72 316 + 0.069 2.01 +£0.045 2.6x10% 3.7x108 16.79 + 2.83
96 210 + 0.060 1.72 +0.081 1.9x10% 3.0x108 14.33 +2.58

Valor + desviacion estandar

ND: no detectado
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RA2 =0.97394

1max=0.20h*
A=010h"
tg=1.47h

Gompertz

RA2 =0.98734

umax=0.21h*
A=012h*
tg=1.43h

Richards

R"2 =0.97607
pmax=0.15h"
A=012h"
tg=2h
Logistico

Ecuacion y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

a 942236 +0.12859
Xc -19.98109 +4.67234
k 0.05921 +0.01362

Ecuacion if(d<1) y=(a" (1-d)-exp(-k (x-xc))) (1/(1-d)

a 9.37503 +0.06841
Xc -211.125 +1342.74642
d 1282580 + 4.7798

k 1.16855 £ 0.5846

Ecuacion y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))
a 94176 £0.11926

xc -16.080 + 3.60223
k 0.0639 +0.01329

Figura 27.Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las cinéticas de LD con
1g/L de L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Finalmente, en la tabla 16, se muestran los resultados obtenidos para

cada tratamiento con adicion de L-FE. En este caso, ambos tratamientos

presentan ventajas similares, la produccion de 2-FE, fue mayor cuando

adicionamos 1000 mg/L de L-FE. Ademas, presenta una velocidad de formacion

de producto (rp) mas rapida, lo que se refleja en tiempos mas cortos de

produccion de 2-FE.
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Tabla 6. Tabla comparativa de resultados de las cinéticas en LD con 500 y 1000 mg/L de
L-FE a pH 4.8 30 °C/180 rpm.

Parametros 500 1000
2-FE(mg/L) 320 437
Etanol (g/L) 19 24
rp (g/L-h) 0.24 0.34
-rs (g/L-h) 1.34 1.27
pm (h1) 0.19 0.21
tg(h) 1.52 1.47
Yws (9/0) 0.28 0.44
Recuento de levaduras (UFC/mL) 2.1x10° 2.7x10°
Lactosa residual (g/L) 0.81 1.72

tg tiempo de generacién, Yys rendimiento de biomasa, rp velocidad de formacién de

producto, -rs velocidad de consumo de sustrato.

6.6. Evaluar el efecto de la concentracion de L-FE y Sulfato de

amonio sobre la produccién de 2-FE

6.6.1. Formulacion 4 (450 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 g/L de L-
fenilalanina (L-FE) en LD).

La concentracion de (NH4)2SO4 en estas cinéticas (450 mg/L), tuvo
un efecto sobre la produccién de 2-FE. La produccion maxima de 2-FE fue de
780 mg/L a las 96 h (Tabla 17). Los cromatogramas (Figura 35) muestran las
sefales del compuesto 2-FE (96 h), en un tiempo de retencion de 10.45, 10.42
min. Mientras que la velocidad de formacién de producto (rp) fue de 0.72 g L h-
1, con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.90. El consumo de lactosa fue del
99.36 %. Utilizando la ecuacion de Monod obtuvimos una velocidad de
consumo de sustrato (-rs) de 1.07 g L h' (R?=0.99) con un contenido de
lactosa residual de 0.30 g/L (96 h)(Figura 37).
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Figura 28. Cromatogramas (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 96 h en LD con 450 mg/L
(NH4),SO4 y L-FE a 30 °C/180 rpm.

Estos resultados corresponden al contenido de lactosa presente a lo
largo de las fermentaciones. Se observé un crecimiento exponencial, con una
concentracion maxima de 2.19 x10° UFC/mL (72 h). La velocidad especifica de
crecimiento (u) fluctiio de 0.58 a 0.02 h%; con un rendimiento de biomasa (Yxs,
en base a lactosa) de 0.30 g/g. Los resultados obtenidos con la ecuacion de
Monod, para la formacion del producto asociada al crecimiento, sugieren como
se demuestra en apartados anteriores, que 2-FE se encuentra asociado al
crecimiento. Los valores de la ecuacién de Monod fueron de 0.03 g L'* h'l, con

un coeficiente de correlacion de (R?) 0.96.
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Tabla 7. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de lactosuero
dulce con K. marxianus con 450 mg/L (NH4)2SO4y L-FE a 30 °C/180 rpm.

Recuento de

Tiempo 2-feniletanol Lactosa i etanol
M (o) (@) celulas (@)
m
d g (UFC/mL) g
0 ND 50.15+0.713 1.06 x107+ 1.02x108 ND
24 261 +0.095 34.25+0.839 1.73x10%+1.2x107 ND
48 508 £ 0.061 8.52+0.360 2.97 x108+1.2x108 16.80+1.31
72 669 * 0.066 1.31+0.213 2.19x10° 9.9 x10” 23.87 +1.96
96 780+ 0.024 0.304£0.088  1.95x10°% 3.4x108 22.69 +0.76

Valor + desviacion estandar

ND: no detectado

Utilizando las ecuaciones de los modelos de crecimiento sigmoidal
Gompertz, Richards y Logistico, se obtuvieron velocidades maximas de
crecimiento (um) de 0.094, 0.097 y 0.076 h, respectivamente. Los tiempos de
generacion obtenidos (tg) fueron de 3.20, 3.08 y 4.22 h (Figura 36). Tanto los
resultados de la ecuacion de Monod, como los de tg, concuerdan con los
resultados obtenidos sobre la produccion de 2-FE. Demostrando que a mayor
tiempo de generacion, se requiere un mayor tiempo en la formacién de 2-FE,

como podemos observar en la Tabla 17.
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Figura 29. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las fermentaciones de
LD con 450 mg/L (NH4)2SO4y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

La produccién maxima de etanol fue de ~24 g/L, los resultados de la
ecuacion de Monod demuestran una inhibicién por producto (rg) para etanol de
1.37 g L'* h con un Kobs=0.28; n= 0.5 y un coeficiente de correlacién (R?) de
0.99 (Figura 38). Mientras que para 2-FE la rg=0.96 g L? h'’; Kobs=0.69 y un
coeficiente de correlacion (R?) de 0.99. Rong et al. (2011), reportaron que
concentraciones de etanol alrededor de 25 g/L, inhiben la produccion de este

compuesto aromatico.
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Figura 30. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuacién de Monod en las
cinéticas de LD con 450 mg/L (NH4)2SO.y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.
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Figura 38. Ajuste de la ecuacidon de Monod (rg etanol) para las cinéticas de LD con 450
mg/L (NH4).SO4y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.
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6.6.2. Formulacion 5 (900 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 mg/L de L-
fenilalanina (L-FE) en LD).

La variacién de los diferentes parametros, 2-feniletanol, lactosa,
recuento de células y etanol, a lo largo de las fermentaciones de lactosuero
dulce, se muestran en la Tabla 18. La produccién maxima de 2-FE, se obtuvo a
las 48 h, con una concentracion de 995 mg/L. Estos resultados fueron
superiores que los obtenidos con 450 mg/L de (NH4)2:SOs4, lo que puede
deberse, principalmente a la disponibilidad de NFA. Utilizando la ecuacién del
modelo de Monod, se obtuvo que la velocidad de formacion de producto (rp)
para 2-FE de 1.14 g L* h', con un coeficiente de correlacién (R?) de 0.99. Los
resultados de velocidad de formacién de producto (rp) son superiores que los
obtenidos en las cinéticas con 450 mg/L de (NH4)2SO4 con valores de 0.72 g L

h (rp).

Tabla 8. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de lactosuero

dulce con K. marxianus a 30 °C/180 rpm.

Tiempo 2-feniletanol Lactosa Recuento de levaduras etanol
(h) (mg/L) (g/L) (UFC/mL) (g/L)
0 ND 54.08 £1.72 5.97x106 + 9.7 x10° ND
24 775 £ 0.085 23.72+£1.92 3.02 x108 + 1.7x108 8.13+291
48 995 £ 0.076 0.912 + 0.087 1.12 x10° + 1.8x108 7.38+1.73
72 890+ 0.134 0.820 £ 0.190 8.83 x108 + 3.5x108 13.83+2.83
96 727 £0.075 0.454 £ 0.218 7.33 x108 + 1.4x108 10.54 £ 2.06

Valor + desviacion estandar ; ND: no detectado
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Respuesta (mV)

El cromatograma (Figura 39), muestra la sefial del compuesto 2-FE para
una de las muestras. El tiempo de retencidon para 2-FE fue de 10.09, con un
area bajo la curva de 258.21 pa seg™. La sefial concuerda con el patrén de la

sustancia pura utilizada para obtener la curva de calibracion.
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Figura 39. Cromatograma (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 48 h en LD con 900
mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a 30 °C/180 rpm.

Ademas del analisis por cromatografia de gases, las muestras se

analizaron mediante RMN al ser ésta formulaciéon, donde se obtuvo la maxima

concentracion _de 2-feniletanol. En el espectro de proton del compuesto

aromatico 2-FE del lactosuero dulce (LD) (Figura 40), se observo la sefial
correspondiente al disolvente de referencia, cloroformo deuterado (CDCI3) a
7.26 ppm. Las sefiales que aparecen de 7.15 a 7.35 ppm (zona donde aparecen

los hidrogenos de anillos arométicos), se encuentran los hidrégenos unidos al 2-
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hidroxietilo. Mientras que las sefiales que aparecen en 3.87 (CH2-AR) y 2.88

(CH2-OH), corresponden a los hidrégenos unidos a metilenos unidos a un

hidroxilo (H-C-OR).
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Figura 31. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCI; del compuesto 2-FE en cinéticas de LD con

900 mg/L (NH4)2SO04 y L-FE a 30 °C/180 rpm.
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Ratanapariyanuch et al. 2011, obtuvieron el espectro de RMN de
protdn del compuesto 2-FE en vinaza con la adicién del compuesto (Figura 41).
Como podemos observar en el espectro, también se observan sefiales
caracteristicas de 7.15 a 7.35 ppm, que corresponden a los hidrégenos
aromaticos, lo que coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo.
Mientras que las sefales presentes entre 3.87 (CH2-AR) a 2.88 (CH2-OH),
corresponden a los hidrogenos unidos a metilenos unidos a un hidroxilo (H-C-
OR).

5 4 2-feniletanol
OH X 2
1
5
‘||‘ l‘Jl ” ‘ \ ‘ ‘|
16 9 | 8 | 7 6 5 4 3 2 | 1 PpPmM

Figura 32. Espectro de RMN de *H a 500 MHz en DMF del compuesto 2-FE en cinéticas de

vinaza.

Adicionalmente a este reporte, se realizé la simulacion del compuesto
2-FE utilizando el software Chemdraw (Figura 42). Las sefiales que aparecen
de 7.19 a 7.23 ppm (zona donde aparecen los hidrogenos de anillos
aromaticos), se encuentran los hidrégenos unidos al 2-hidroxietilo. Mientras que
las sefales que aparecen en 4.58 (CH2-AR) y 2.87 (CH2-OH) corresponde a los
hidrogenos unidos a metilenos. Estas sefiales concuerdan con las obtenidas en

las muestras analizadas para estas cinéticas.
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Figura 33. Espectro calculado con el software Chemdraw de RMN de 'H a 400 MHz del

FFM

compuesto 2-FE.

Ademas de 2-FE, la formacion de etanol estuvo presente a lo largo
de las fermentaciones, con una concentracion maxima de 13.83 g/L (72 h). A un
tiempo de 96 h, la concentracién de 2-FE y de etanol, asi como el recuento de
células, presentaron un decremento con valores de 3.13x108 UFC/mL, 727
mg/L y 10.54 g/L, respectivamente. El ajuste de la ecuacién de Monod para la
inhibicion por producto, nos dio como resultado una velocidad de crecimiento
(rg) para etanol de 0.85 g L* h'! con una constate (Kobs) de 0.11 y un coeficiente

de correlacion (R?) de 0.97 que se calculé de la siguiente manera:

P‘m CS Cx
Ks + C

rg = kobs (4)

Cp.
kons =(L=20" (5
p
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Para 2-FE, se obtuvo una rg de 0.55 g L' h* y una Kobs de 0.64, el
coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.99 (Figura 43). Estos resultados nos
revelan que concentraciones por encima de 14 g/L de etanol y 1g/L de 2-FE,
presentes en el medio pueden ser inhibitorias para la levadura en esta
investigacion. Este comportamiento es similar al descrito por Wang et al.
(2011), quienes reportaron el efecto sinérgico inhibitorio entre la formacion de
etanol y 2-FE para Saccharomyces cerevisiae en concentraciones de 10y 2.7
g/L, respectivamente. Se ha reportado que el efecto inhibitorio de estos
metabolitos, incrementa la permeabilidad de la membrana plasmatica,
afectando los sistemas de transporte para azucares y aminoacidos, acelerando
la difusion pasiva de iones y metabolitos a través de esta (Seward et al., 1996;

Fang y Daugulis, 2009).
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Figura 34. Ajuste del modelo de Monod para la inhibicion por producto de las
fermentaciones de lactosuero dulce con 900 mg/L (NH.).SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180

rpm.
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La velocidad especifica de crecimiento (u) en estas fermentaciones,
utilizando el ajuste del modelo de Monod, fluctiio de 0.82 a 0.01h-'. Utilizando
los modelos de crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logistico, se
obtuvieron tiempos de generacion (tg) de 1.07, 1.11 y 1.50 h, (Figura 44). El
crecimiento obtenido, determinado por el tiempo de generacion para los tres
modelos (tg 1.07, 1.11 y 1.50 h) es mas rapido, que el reportado por Mendoza
et al. (2006), quienes obtuvieron un tg de 1.65 h en lactosuero desproteinizado.

El recuento de células presentd un crecimiento exponencial, con una
concentracion maxima de 1.12x10° UFC/mL a las 48 h, estos resultados reflejan
la afinidad de la cepa nativa (asilada de agave durangensis) de K. marxianus
por el sustrato propuesto. Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yxs, en base a
lactosa) de 0.22 g/g. Estos resultados, son menores que los obtenidos en las
cinéticas con 450 mg/L de (NH4)2SO4 (0.30 g/g), con un recuento celular de
2.19 x10° UFC/mL.

Utilizando el ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico, las
velocidades maximas de crecimiento (um) obtenidas, a partir de las constantes
de cada modelo, fueron 0.28, 0.27 y 0.20 h-1, respectivamente. Obteniendo un
mejor coeficiente de correlacion (R? 0.98) para el modelo de Richards (Figura
46). Estos valores de pm concuerdan con lo reportado por Araujo et al. (2007),
que obtuvieron una um de 0.29 h1. Sin embargo, se encuentran por debajo de lo
reportado por Lukondeh et al. (2003), en cultivo por carga (0.37 h) en un
medio sintético con una concentracién de lactosa de 40 g/L. Estas diferencias
podrian deberse a la complejidad del sustrato empleado en esta investigacion y

a las condiciones del ensayo.
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Figura 35. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las cinéticas de LD con
900 mg/L (NH4)2SO. y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Se obtuvo una remocién de lactosa del 99.10 % a las 96 h. Estos
resultados, podrian deberse principalmente, al suplemento con sulfato de
amonio, como fuente de nitrégeno facilmente asimilable (NFA), que aporta el
ion amonio a las levaduras (K. marxianus) y al ajuste de pH a 4.8, ya que se ha
reportado que un pH oOptimo (~4.7) en el sustrato, tiene un efecto sobre la
absorcion de la lactosa en el gen LAC12 (Km para lactosa de ~ 2,8 mM), que es
uno de los dos genes responsables de la hidrolisis de lactosa, hasta sus
monomeros glucosa y galactosa con K. marxianus (Texeira et al., 2006;
Paladino et al., 2004).
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6.6.3. Formulacion 6 (1350 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 mg/L de L-
fenilalanina (L-FE) en LD)

La maxima produccién de 2-FE en estas cinéticas fue de 718 mg/L a
las 48 h. La mé&xima produccion se obtuvo en tiempos similares que en las
cinéticas con 900 mg/L (NH4)2SOs (apartado 6.1.3.). Sin embargo, la
concentracion se encuentra por debajo de lo obtenido con este tratamiento. La
velocidad de formacién de producto (rp) fue de 0.32 g Lt h', con un coeficiente
de correlaciéon de (R?) de 0.98. Estos resultados fueron menores que los
obtenidos en las cinéticas, tanto con 450 como de 900 mg/L (NH4)2SO4, que se
explican en los apartados 6.1.2 y 6.1.3. Para estas cinéticas, rp, concuerda con

la concentracion de 2-FE obtenida (Tabla 19).

Tabla 9. Concentracion de los distintos parametros de las fermentaciones de lactosuero
dulce con K. marxianus con 1350 mg/L (NH4)2SO4a 30 °C/180 rpm.

Recuento de

Tiempo  2-feniletanol Lactosa i etanol

() (morL) (i) elas (i)
mg g g
(UFC/mL)

0 ND 48.86 + 0.919  1.2x107+4.1 x104 ND
24 398 £ 0.200 36.14+1.612  1.7x10%+ 8.2x10°® 5.86 +2.94
48 718 + 0.004 3.63 +0.315 3.4x108+ 7.4x107 22.89 + 2.66
72 662 + 0.039 1.88 + 0.068 2.4x10% 2.9x107 23.32+2.56
96 628 + 0.088 0.70+0.134 1.4x10°% 3.0x107 25.13 +0.37

Valor + desviacion estandar

ND: no detectado.

Los cromatogramas a este tiempo (48 h) se muestran en las Figura
45. La seinal del compuesto se detectd en tiempos de retencion de 10.457,
10.359 y 10.397 min. Las areas determinadas por CG/FID para estos tiempos
fueron de 441.151, 433.68 y 413.723 pa s, respectivamente.
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Figura 36. Cromatogramas (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 48 h en LD con 1350 mg/L
(NH4)2S0O4 a pH 4.8 30 °C/180 rpm.

La velocidad de consumo de sustrato (-rs) obtenido con la ecuaciéon de
Monod fue de 1.35 g L't h'? (R?=0.99), con un contenido de lactosa residual de
0.70 g/L (Figura 46). Estos resultados son superiores que los obtenidos con 450
mg/L (NH4)2SO4, lo que implica una mayor concentracion celular. La
concentracion maxima de levaduras fue de 2.4 x10° UFC/mL. Se obtuvo un
rendimiento de biomasa (Yws, en base a lactosa) de 0.42 g/g. Estos resultados
son superiores que los obtenidos, tanto en las cinéticas con 450 como con 900
mg/L de (NH4)2SO4 (0.22/ 0.30 g/g) (Tabla 19).
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Figura 46. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuacién de Monod en
las cinéticas de LD con 1350 mg/L (NH4)2SO4 a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Utilizando el ajuste de los modelos Gompertz, Richards y Logistico,
las velocidades maximas de crecimiento (um) obtenidas, a partir de las
constantes de cada modelo, fueron 0.11, 0.098 y 0.082 h'i, respectivamente.
Obteniendo un mejor coeficiente de correlacion (R? 0.95) para el modelo de
Gompertz. Se ha reportado que la adicion de sales de amonio en exceso al
medio de cultivo, genera una disminucion en la produccion de alcoholes
superiores (Giudici et al., 1990), lo que podria explicar los resultados
obtenidos. La concentracion méaxima de etanol obtenida fue de 25.13 g/L (96 h).
Estas concentraciones resultaron ser inhibitorias, tanto en la concentracion de
biomasa, como en la formacion de 2-FE. Utilizando la ecuacién de Monod se
obtuvo para etanol una rg=1.99 g L* h''; n=0.5; Kobs=0.32 con un coeficiente de
correlacion de 0.99. Mientras que para 2-FE, la rg fue de 1.42 g L't h'!; n=0.2;
Kobs=0.70 y un coeficiente de correlacion de 0.99.
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El efecto sinérgico entre etanol y 2-FE se observo en estas cinéticas
como se ha reportado (Seward et al., 1996; Fang y Daugulis, 2009).
Finalmente, en la Tabla 20 se muestran los parametros determinados en cada
tratamiento, destacando el tratamiento en donde adicionamos 900 mg/L
(NH4)2SO4y 1g/L de L-fenilalanina. Para este tratamiento se obtuvo una mayor
concentracion de 2-FE (995 mg/L) en menor tiempo (48 h). Una mayor
velocidad de formacién de producto (rp), una velocidad intermedia de consumo

de sustrato (-rs).

Tabla 20. Tabla comparativa de resultados de las cinéticas en LD con 450,900 y 1350
mg/L de (NH4)2SO4 a pH 4.8 30 °C/180 rpm.

Parametros 450 900 1350
2-FE(mg/L) 780 995 718

Etanol (g/L) 24 14 25.13

rp (gLt h?) 0.72 1.14 0.32
-rs(gL?th?) 1.07 1.26 1.35

pm (h1) 0.098 0.27 0.11

tg(h) 3.20 1.11 2.75

Yxs (9/9) 0.30 0.22 0.42

Recuento de levaduras (UFC/mL) 2.19X10° 1.12X10° 2.4X109

Lactosa residual (g/L) 0.30 0.45 0.70

tg tiempo de generacién, Yys rendimiento de biomasa, rp velocidad de formacién de

producto, -rs velocidad de consumo de sustrato

Adicionalmente, se obtuvo una concentracion mas baja de etanol (14
g/L), que no resultd inhibitoria como en el tratamiento con 1350 mg/L
(NH4)2S0a. A pesar de que en todos los tratamientos hubo produccién de 2-FE.
Cuando adicionamos 450 y 1350 mg/L (NH4)2SOs4, la produccion fue orientada
principalmente a la produccion de etanol y de biomasa. Estos resultados no son
convenientes para lo que buscamos, por lo que se concluye que el mejor
tratamiento es cuando adicionamos 900 mg/L (NH4)2SOs4, hasta esta parte
experimental. Para el tratamiento donde obtuvimos la maxima concentracién de

2-FE (~ 1 g/L), realizamos un analisis de costos de la materia prima (Figura 47).
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Consideramos, que se ha reportado que el costo de 2-FE obtenido a partir del
uso de microorganismos es de 1000 dodlares el kilogramo (Etschmann et al.,
2006).

Produccion de 1g/L de 2-FE

\

|

Costos }

Materia prima %) |
Lactosuero 0 }
(NH4)2804 0.44 \
L-FE 0.57 }
H2S04 0.93 |
Costo de produccion 1.94 |
Costo del producto 15 }
Ganancia !

Figura 47. Andlisis de costos de materia prima para las cinéticas de LD con 900
mg/L (NH4)2SO4 a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

6.5. Evaluar el efecto de la produccion de 2-FE sobre la
reducciéon de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

Todos los tiempos en cada tratamiento (F1, F2, F3, F4, F5 y F6), se
analizaron para determinar la demanda quimica de oxigeno (DQO). Para los

tratamientos con mayor remocion, se realizé un analisis de reduccion de costos,
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empleando nuestro tratamiento, los montos se tomaron considerando la Ley
Federal de Derechos en Materia de Agua (2007).

Las eficiencias de remocion para los tratamientos mostrados en las
Tablas 20 y 21 se calcularon de la siguiente manera:

E= (SO -3 J*lOO
S

0

Donde:

E : Eficiencia de remocion del sistema

S :Carga contamin ante de salida (mg DQO, DBO,0 SST/L)

S, : Carga contamin ante de entrada (mg DQO, DBO, 0 SST/L)

Para los tratamientos mostrados en la Tabla 22, la eficiencia maxima
de remocién (E) fue en la formulaciéon 3, con un 97.58%. Para las
formulaciones 1, 2 y 4 se obtuvieron E de 68.22, 87.72 y 70.97 %,
respectivamente. En las Figuras 48 y 49, se muestran las imagenes del analisis

colorimétrico de las cinéticas de la formulacién 3 .

Figura 48. Muestras preparadas de acuerdo

Figura 49. Muestras de la cinéticas de LD

a la APHA,2005 ©para el andlisis despties del tratamiento

colorimétrico
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Para las formulaciones 2 y 3, se realiz6 un analisis de reduccion de

costos, considerando un cuerpo receptor “A” (Rios, Aguas costeras, Suelo),

estipulado en la Ley Federal de Derechos en Materia de Agua, publicado en el

Diario Oficial de la Federacion (2007). Para este tipo de agua, se establace un

limite méximo permitible para DQO de 320 mg/L, como promedio mensual. El

exceso en el limite maximo permisible, genera una cuota en pesos por

kilogramo de contaminante al trimestre de $0.2953 para DQO, en el cuerpo

receptor tipo “A”. El monto del contribuyente se estipula serd pagado en

términos del articulo 283 de la ley antes mencionada.

Tabla 10. Tabla comparativa de la concentracion de la DQO en las cinéticas de LD a 0,
450, 900 y 1350 mg/L de (NH4)2SO4 a pH 4.8 30 °C/180 rpm.

Formulacion 1

Formulacion 2

Formulacion 3

Formulacion 4

Condiciones

Tiempo

(h)

24
48
72

96

Agitacién 180 rpm
pH 4.8

DQO
(mgO2/L)

51,833 + 3790.96
22,472 + 273.57
19,055 + 106.38
18,222 + 115.64

16,472 £ 277.31

Agitacién 180 rpm
pH 4.8

450 mg/L (NH4)2SOa

1 g/L L-FE

DQO
(mgO2/L)

41,388 + 994.32
15,388 £ 947.70
14,027 + 662.60
11,916 + 337.55

5,083 + 1184.063

Agitacién 180 rpm

pH 4.8

900 mg/L (NHa)2SO4

1 g/L L-FE

DQO
(mgO2/L)

50,583 + 3033.21
16,694 + 569.04
11,888 + 387.56
6,500 + 804.43

1,222 + 45.36

Agitacién 180 rpm

pH 4.8

1350 mg/L (NH4)2SOa4

1 g/L L-FE

DQO
(mgO2/L)

37,027 + 622.58
18,027 + 2793.42
14,250 + 1631.33
13,694 + 1817.48

10,750 £ 1784.34

T: tratamiento

Laura Conde Baez
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GOmez et al. (2009), realizaron un estudio en el Valle de Tulancingo;
dividieron a los productores en funcion a la leche procesada, clasificandolos en
a) industrias pequefias, aquellas que procesan hasta 3,000 litros de leche por
dia; b) industrias medianas, entre 3,001 y 9,000 litros por dia; c¢) industrias
grandes, con mas de 9,000 litros de leche por dia. En este trabajo experimental

consideramos la clasificacién b.

Asi tenemos que para la fomrulacion 3 la reduccion de costos seria
de un 97.58 %. Mientras que para la formulacién 2, la reduccion seria de un
87.70 %. En la Figura 50 se muestra el andlisis de costos en donde se

establace un monto a pagar con tratamiento de $6,773,201.

‘\ Monto correspondiente para la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Cuota en pesos por kilogramo de contaminante al trimestre
Parametro Cuerpo receptor Limite maximo permisible
Tipo A Tipo A

D da Quimica de Oxi DQO
smanda Quimica de Oxigeno ( ) rios, aguas costeras y suelo 320 mg/L (mensual)

Monto $0.2953
Monto a pagar Q $6,773.201
Monto a pagar c/tratamiento n

Figura 370. Analisis de reduccion de costos para la formulacion 3 de las cinéticas de LD a
pH 4.8 30°C/180 rpm.

La Figura 51, muestra el andlisis de reduccion de costos para la
formulacién 2, donde se establace un monto a pagar con el tratamiento de
$5,541,966.
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Monto correspondiente para la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Cuota en pesos por kilogramo de contaminante al trimestre

Parametro Cuerpo receptor

Limite maximo permisible

Tipo A

Tipo A

Demanda Quimica de Oxigeno (DQQ)

rios, aguas costeras y suelo

Monto
Monto a pagar
Monto a pagar c/tratamiento

320 mg/L (mensual)

$0.2953
$5,541.966

$680,628

Figura 381. Andlisis de reduccién de costos para el tratamiento C de las cinéticas de LD a

pH 4.8 30°C/180 rpm.

Para las formulaciones 5 y 6, la eficiencia de remocién (E) maxima

fue de 76.61 y 67.69 %, respectivamente. En la Tabla 23, se muestran los

resultados de las cinéticas donde adicionamos 500 y 1000 g/L de L-fenilalanina.

Observamos que las concentraciones fluctuaron de 37,889 a 8,861 mgO2/L de

la DQO para la formulacibn 5. Mientras que para la formulacién 6 la
concentraciones de la DQO fluctuaron de 38,000 a 12,277 mgO2/L.
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Tabla 11. Tabla comparativa de la concentracion de la DQO en las cinéticas de LD con 0.5

y 1 g/L de L-FE a pH 4.8 30 °C/180 rpm.

Formulacién 5

Formulacién 6

Agitacion 180 rpm

Agitacion 180 rpm

Condiciones pH 4.8 pH 4.8
0.5g/L L-FE 1g/L L-FE
Tiempo DQO DQO

(h) (mgO2/L) (mgO2/L)

0 37,889 + 2077.70 38,000 = 2320.51

24 19,666 + 1083.92 21,055 + 2025.81

48 14,555 + 1095.25 15,194 + 1019.73

72 9500 = 491.70 14,833 £ 476.83

96 8,861 + 620.92 12,277 £ 465.91

Valor + desviacion estandar

Finalmente en las Figuras 52 y 53, se muestran los analisis de costos
para las formulaciones 5 y 6. Para la formulacion 5, la reduccion en costos fue
del 76.61 %. Para este tratamiento, el monto a pagar de acuerdo a la ley en
materia de aguas es de $ 5,073,440. Mientras que para la formulacion 6, la

reduccion de costos fue de 32.30 %, con un monto original de $5,088,303.
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\ &{ Monto correspondiente para la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Cuota en pesos por kilogramo de contaminante al trimestre

Parametro Cuerpo receptor Limite maximo permisible
Tipo A Tipo A

D d imica de Oxi DQO
emanda Quimica de Oxigeno (DQO) rios, aguas costeras y suelo 320 mg/L (mensual)

Monto
Monto a pagar
Monto a pagar c/tratamiento

$0.2953

O\ 55

Figura 392. Analisis de reduccién de costos para formulacion 5 de las cinéticas de LD a
pH 4.8 30 °C/180 rpm.

/’/\ é Monto correspondiente para la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Cuota en pesos por kilogramo de contaminante al trimestre

Parametro Cuerpo receptor Limite maximo permisible
Tipo A Tipo A

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) rios, aguas costeras y suelo 320 mg/L (mensual)

Monto $0.2953
Monto a pagar

Monto a pagar c/tratamiento

Figura 403. Analisis de reduccién de costos para formulacién 6 de las cinéticas de LD a pH
4.8 30 °C/180 rpm.
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Conclusiones

I. El analisis de RMN, asi como el ajuste de los modelos
matematicos de crecimiento sigmoidal y de Monod, permitieron
seleccionar el sustrato potencial (LD), que presento diferencias
en la conformacién de lactosa, respecto a la concentracion de
B y a-lactosa, en comparacion con el LAy LR, lo que ademas
del contenido de proteina y minerales favorecieron la
produccion de 2-FE.

. Se demostrd el uso potencial del LA en crudo en cinéticas en
lote (batch, reactor intermitente), para la produccion tanto de
etanol como de biomasa, en comparacion con el LD y LR.

lll.  El uso de glucosa, como fuente de carbono y energia presente
en el lactosuero y el uso del aminoacido L-FE como precursor,
se demostro tiene un efecto sobre la produccion de 2-FE en
LD a ciertas concentraciones (> 500 g/L).

IV. La disponibilidad de NFA (sulfato de amonio), combinado con
el precursor L-fenilalanina, tiene un efecto significativo sobre la
produccién de 2-FE; sin embargo, la extraccién del producto
mediante técnicas IPSR con solventes adecuado a partir del
momento en que se forma, podria incrementar su produccion.

V. Se demostr6 que la reduccion de la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) es independiente de la produccién de 2-FE. Lo
gue reduce los costos en el monto establecido por la Ley en
Materia de Aguas (receptor A).
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