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RESUMEN 
 

El lactosuero es un subproducto que se obtiene durante la elaboración de 

quesos. Éste es rico en lactosa y proteínas. Debido a esto, el lactosuero podría 

ser utilizado como sustrato para producir compuestos de alto valor como el 2-

feniletanol (2-FE). Prácticamente, no existen estudios sobre el uso del 

lactosuero, producido por la industria de quesos, como sustrato de 

microrganismos para la producción de 2-FE. Se evaluó la producción de 2-FE 

por Kluyveromyces marxianus utilizando como sustrato tres tipos de lactosuero 

(dulce, ácido y de requesón) de una empresa productora de quesos. El pH del 

lactosuero se ajustó a 4.8, se pasteurizó a 63 °C/30 min y se inoculó con K. 

marxianus. El lactosuero inoculado se incubo en agitación (180 rpm) a 30 °C 

por 96 h. La identificación y cuantificación de 2-FE se realizó por cromatografía 

de gases. K. marxianus fue capaz de producir 2-FE a partir del lactosuero. La 

concentración máxima de 2-FE que se obtuvo fue de 1 g/L. Cabe señalar que 

durante la producción de 2-FE por K. marxianus, la concentración de la lactosa 

del lactosuero se redujo en un 99%. Mientras que la demanda química de 

oxígeno (DQO) se redujo en 97%. El lactosuero producido por la industria de 

quesos podrían ser usado como alternativa para la producción de 2-FE por K. 

marxianus. Este proceso además sería una alternativa para reducir la 

concentración de lactosa en el lactosuero, disminuyendo con ello, el impacto 

ambiental que provoca el lactosuero cuando es vertido al ambiente sin ningún 

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. 
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El lactosuero, es el líquido que queda después de la separación de la 

cuajada durante el proceso de fabricación del queso y contiene alrededor del 

50% de los nutrientes de la leche (Parra et al., 2009; Prudêncio et al., 2014). 

Se estima que producir 1 Kg de queso genera alrededor de 9 L de lactosuero 

(Padín et al., 2006). La producción de lactosuero a nivel mundial es de 

alrededor de 160 millones de toneladas al año, 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 producción de lactosuero es 

cercana a 1 millón toneladas por año (Valencia et al., 2009).  

La industria láctea produce 2 tipos de lactosuero, conocidos comúnmente 

como lactosuero dulce y ácido, el primero se obtiene de la elaboración de 

quesos, en donde se utiliza la coagulación enzimática a un pH alrededor de 5.6. 

El lactosuero ácido se produce cuando la coagulación es por acidificación a un 

pH de 5.1 o menor (Arrojo et al., 2003). Sin embargo, existe un tercer tipo de 

lactosuero denominado requesón, resultado de la combinación 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 volúmenes generados y su contenido en 

materia orgánica, principalmente lactosa (40 - 60 g/L), proteínas (1.4 - 33.5 g/L) 

y grasa (0.08 - 10.6 g/L), lo convierte en un residual altamente contamínate 

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 (Spălățelu, 

2012). Su continua descarga ocasiona un rápido consumo de oxígeno, 

fenómenos de eutrofización, grasas de flotación, formación de espuma, 

salinización, acidificación, generación de olores desagradables, presencia de 

elementos biogénicos, entre otros (Prazeres et al., 2013). Sin embargo, la 

bioconversión del lactosuero, importante por su contenido en lactosa y 

considerado como un sustrato económico, es de gran interés para producir 
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compuestos de valor agregado (Páez et al., 2012; Hadiyanto et al., 2014; 

Aggelopoulos et al., 2014). Dentro de éstos compuestos se podría producir 2-

FE (C8H10O), el cual es un alcohol con aroma a rosas. El 2-FE, es ampliamente 

utilizado en la industria alimentaria, para la modificación de las composiciones 

organolépticas del sabor de fórmulas frutales, helados, dulces, bebidas sin 

alcohol, gelatinas, pudines, goma de mascar, entre otros (Garavaglia et al., 

2007). En la industria farmacéutica tiene aplicación como anestésico local y 

antiséptico (Lomascolo et al., 2001). El 2-FE es utilizado también, en la 

elaboración de perfumes y cosméticos (Etschmann et al., 2002). Cabe señalar 

que actualmente la mayor producción de 2-feniletanol, se lleva a cabo por 

métodos químicos, lo que implica el uso de reactivos tóxicos, como benceno y 

óxido de estireno, además de elevadas temperaturas (>300 °C) (Achmon et al., 

2013). 

Afortunadamente, la demanda de 2-FE obtenido por procesos 

bioquímicos es cada vez mayor (Wittmann et al., 2002). Mediante procesos 

bioquímicos se disminuye de manera considerable la contaminación ambiental. 

El 2-FE puede ser sintetizado por ciertas levaduras a través de dos rutas 

independientes, teniendo como precursor L-fenilalanina (Celińska 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 producción de 2-FE utilizando K. marxianus, se ha realizado 

empleando diversos sustratos, en su mayoría 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 producción de quesos como sustrato 

para la obtención de 2-FE. Por otro lado, el utilizar lactosa y proteínas, 

presentes en el lactosuero como sustrato para la producción de éste metabolito, 
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permitiría la disminución de la alta carga contaminante presente en este 

residual (Zoppellari et al., 2013). 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la producción de 2-FE y la 

reducción de lactosa por K. marxianus a partir de lactosuero obtenido de la 

industria quesera sin ningún tratamiento previo.  
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2.1 Lactosuero 

El lactosuero fue descubierto hace unos 3000 años. Aparte de ser 

valorado como un agente medicinal en el siglo XVII y XVIII, éste ha sido 

considerado principalmente un desperdicio de la industria láctea, y por lo tanto 

destinado como un desecho (Smithers et al., 2015). A finales del siglo XX, las 

regulaciones impedían la dispoción del lactosuero sin tratar (Durham & 

Hourigan, 2007). Al mismo tiempo, el reconocimiento del valor de los 

componentes del lactosuero se aceleró desencadenando avances tecnológicos 

para su procesamiento (Nath et al.,2015). Estos avances han continuado, 

enfocándose principalmente en la funcionalidad biológica de los componentes 

del lactosuero (Uhrinova et al., 2000; Holland et al., 2010; Guimarães et al., 

2010).  

2.1.1. Composición del lactosuero 

La lactosa es el principal componente del lactosuero, es un disacárido 

formado por dos moléculas, α-D-glucosa y otra de β-D-galactosa (unidas por un 

enlace β-1,4-glicosídico), se define químicamente como 4-0-β-galactopyranosyl-

D-glucopyranosa, C12H22O11 (Guimarães et al., 2010). Dependiendo del tipo de 

glucosa que intervenga en la molécula (α ó β), la lactosa puede tener dos 

formas isoméricas: α-lactosa o β-lactosa (Figura 1); que tienen propiedades 

fisicoquímicas completamente diferentes (solubilidad, cristalización, refracción 

de la luz, etc.) (Almécija et al., 2006). La forma β tiene una solubilidad mucho 

mayor, pero por mutarrotación se alcanza un equilibrio entre las dos formas. La 

forma cristalina α hidratada, que es la más frecuente, tiene numerosas 

conformaciones; de las cuales, la principal causante de la textura arenosa es la 

conformación conocida como ―tomahawk‖ (hacha de guerra india) (García-

Garibay & Gómez-Ruiz, 1996). 
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Entre las principales fracciones proteicas de la leche liberadas en el 

suero, se encuentran en mayor cantidad las proteínas glubulares solubles β-

lactoglobulina (β-LG) y α-lactoalbúmina (α-LA) en una relación 3:1 y como 

constituyentes menores seroalbúmina, inmunoglobulinas, lactoferrina, proteasas 

peptonas y transferrina, que representan el 98% de las proteínas solubles 

(Carrasco et al., 2010). Las sales presentes en el lactosuero son el NaCl y KCl 

(más de 50 %) y sales de calcio (principalmente fosfato), también contiene otros 

componentes, como ácido láctico (0.05 % w / v), ácido cítrico, compuestos de 

nitrógeno no proteico (urea y ácido úrico) y vitaminas del grupo B (González et 

al., 1996). 

La β-lactoglobulina (-Ig) es la más importante de las proteínas del 

suero, pues constituye el 50.8% de éste y el 9.8 % del total de las proteínas de 

la leche (Holland et al., 2010). La estructura secundaria de la β-lg está 

compuesta de ocho láminas-antiparalelas que forman un cáliz (Amerine et 

α-lactosa 

β-lactosa 

Figura 1. Representación del mecanismo de mutarrotación de la lactosa 

(Jawad et al., 2012). 
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al., 1980) seguidas de una hélice-de 3 giros y terminando en una lámina- 

(Buzzini et al., 2003). La -lg pertenece a la familia de las lipocalinas, que está 

formada por proteínas extracelulares pequeñas y que son capaces de unir 

ligandos hidrofóbicos (Rapp et al., 1986), a pesar de que la función biológica de 

la -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 

hidrofóbicos como ácidos grasos, retinol, vitamina D3 y péptidos (Bouamra et 

al., 2002).  

Su punto isoeléctrico es de 5.2 (Bouét et al., 2006), tiene 162 

aminoácidos con cinco cisteínas (Cys), de las que cuatro están 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 está implicado en reacciones con otras 

proteínas, especialmente la -caseína y la -lactoalbúmina (Carrére et al., 

2006). 

La β-lactoglobulina es la principal portadora de grupos sulfhidrilo, que 

se modifican o descomponen en el curso de la desnaturalización por 

calentamiento y que intervienen en el desarrollo del sabor a cocido de la leche 

sobrecalentada (Bouamra et al., 2002). Las inmunoglobulinas son proteínas 

que forman parte del sistema de defensa contra microorganismos, su estructura 

básica en forma de Y está constituida por dos cadenas ligeras (unidas a una 

cadena pesada por puente disulfuro) y dos pesadas (glicosiladas)(unidas entre 

sí por dos puentes disulfuro) (Gil, 2007). La albúmina es una proteína 

relativamente grande, con una cadena formada por 528 aminoácidos, en el 

lactosuero se encuentra en una concentración de alrededor de 0.4 mg/mL 

(Chorteris & Wichester, 2010). La lactoferrina es una proteína fijadora de 

hierro, es una glicoproteína formada por dos lóbulos, unidos por una hélice de 
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tres vueltas, los dos lóbulos tienen un 37 % de homología de secuencia, por lo 

que es probable que procedan de una proteína antecesora de la mitad de 

tamaño (Carrére et al., 2006; Chorteris & Wichester, 2010). 

2.1.2. Tipos de lactosuero 

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la 

eliminación de la caseína, el primero denominado dulce, se obtiene empleando 

la coagulación de la caseína por acción de la renina a pH 6.5, el segundo 

llamado ácido, resulta del proceso de fermentación o adición de ácidos 

orgánicos o ácidos minerales para coagular la caseína como en la elaboración 

de quesos frescos (Parra et al., 2009), la composición química promedio de 

estos se muestra en la Tabla 1.  

Tabla 1. Características del lactosuero dulce, ácido y de requesón . 

Componente 
Lactosuero  

dulce (g/L) 

Lactosuero  

ácido (g/L) 

Lactosuero de  

requesón (g/L) 

Sólidos 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 

Proteína 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 composición de ambos tipos de suero varía fundamentalemente 

en el contenido de lactosa, se reporta entre 4.5 – 5.0 % para suero dulce y de 

3.8 – 4.2 % para suero ácido, de acuerdo al pH, se clasifican como lactosuero 

dulce (pH > 5.8), lactosuero semiácido (pH 5.8-5.0) y lactosuero ácido (pH < 

5.0) (Buzzini et al., 2003). El lactosuero dulce tiene mayor contenido de 
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péptidos y aminoácidos, debido a la proteólisis 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 típicas, 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 producción industrial intentó minimizar el impacto 

por tratamiento de efluentes y la eliminación de contaminantes de un medio 

ambiente dañado (Gavrilescu & Chisti, 2005). El diseño de procesos 

industriales y tecnologías que impedían la contaminación en primer lugar, no se 

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

Se han producido avances en las tecnologías del lactosuero que han 

incluído procesos unitarios eficientes y rentables para la concentración, la 

transformación, el fraccionamiento y la deshidratación del lactosuero, junto con 

la introducción de las técnicas bioquímicas modernas para la fabricación de 

nuevos ingredientes a base de suero con una expandida base de aplicaciones 

para mercados cada vez más receptivos (Foegeding et al., 2002; Pisechy et 

al., 2005; Durham & Hourigan, 2007). 

2.3. Regulación y legislación ambiental 

Estados Unidos, Canádá, Autralia, Nueva Zelanda y los Países de la 

Unión Europea (principales productores de lácteos), han introducido 

legislaciones estrictas respecto a la protección del ambiente (Smithers et al., 

2015). Tal escena legislativa, ha resultado en la búsqueda de alternativas para 



  

 

Laura Conde Báez  - 32 - | P á g i n a  
 

reciclar el lactosuero, basadas en una compresión científica de los 

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

 

Resultado de ello, tres opciones diferentes en la gestión del 

lactosuero pueden ser consideradas. La primera se basa en tecnologías de 

valorización; estas tecnologías se introducen para recuperar compuestos 

valiosos tales como proteínas y lactosa (Gannoun et al., 2008). La segunda 

opción se basa en la aplicación de tratamientos biológicos; mientras que la 

tercera opción es la aplicación de tratamientos fisicoquímicos entre los que se 

encuentran la coagulación-floculación, ozonización 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 proteínas puede 

utilizarse con fines terapúeticos, tales como antioxidantes y como 

antihipertensivos (Vasala et al., 2005; Prazeres et al., 2012), debido a que 

liberan, por hidrólisis, péptidos bioactivos que pueden desencadenar efectos 

fisiológicos 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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2.4. Tratamiento del lactosuero 

Sin embargo, los costos asociados a las tecnologías de valorización 

normalmente no son tolerables a las pequeñas y medianas fábricas, por lo que 

los tratamientos biológicos y/o fisicoquímicos constituyen una alternativa más 

viable y atractiva para este residual (Prazeres et al., 2012). 

2.4.1. Tratamiento biológico con valorización 

La investigación sobre la digestión biológica del lactosuero comenzó 

en la década de 1970, con la aplicación de los procesos aeróbicos 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 orgánica, las necesidades de energía para el 

Figura 2. Componentes del lactosuero (el patrón negro representa el valor máximo). Tomado de 

Prazeres et al., 2012. 
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suministro de oxígeno, la excesiva producción 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 biogás (metano), los ácidos orgánicos 

(ácido acético, propiónico, láctico, cítrico, glucónico, tánico, y ginerélico), los 

aminoácidos (glutámico, lisina, y treonina), las vitaminas (B12 y B2), los 

polisacáridos (goma de xantano, dextrano, pululano y gelano), los aceites, las 

enzimas (β-galactosidasa) y otros compuestos (difosfato de fructosa, 2,3 

butanodiol, magnesio, acetato, lactato de amonio, butanol, glicerol y etanol) 

(Figura 3). Recientemente la biotecnología, ha abierto alternativas muy 

interesantes para ello, fundamentalmente porque permite la transformación de 

la lactosa (sólido 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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2.4.1.1. Hidrólisis de lactosa 

El número de microorganismos disponibles comercialmente capaz de 

metabolizar glucosa y galactosa es significativamente más alto que el número 

de microorganismos capaces de utilizar directamente lactosa (Siso, 1996; 

Berruga et al., 1997). La hidrólisis de lactosa, se divide en hidrólisis química 

caracterizada por condiciones ácidas (pH < 1.5) y altas temperaturas (150 °C) e 

hidrólisis enzimática a traves de la enzima β-galactosidasa (Kosaric & Asher, 

1985; Guimarães et al., 2010). 

   Figura 3. Subproductos del lactosuero líquido y deshidratado tomado de Nath et al.,2015. 
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2.4.1.2. Hidrólisis química  

La hidrólisis química puede llevarse a cabo con adición de ácidos, 

tales como ácido sulfúrico o el uso de ácido sólido, como la forma de ácido de 

una resina de intercambio catiónico (Gannoun et al., 2008). La hidrólisis 

química tiene algunas desventajas tales como la desnaturalización de las 

proteínas, la necesidad de pre-desmineralización, la aparición de un color 

marrón debido a las reacciones de Maillard y la formación de productos 

indeseables (Siso, 1996). Como consecuencia de ello, la hidrólisis enzimática 

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

2.4.1.2.1. Hidrólisis enzimática 

La hidrólisis enzimática, 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 monosacáridos, 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 Lac12p y Lac4 β-galactosidasa citosolítica que hidroliza la lactosa en 

glucosa y galactosa (Kang et al., 2004)(Figura 4). La galactosa y el ATP, 

interactúan alostéricamente con la primera enzima, actuando en la vía de Lelior, 

la galactoquinasa bifuncional, KlGa1p (Adam et al., 2004). Esto conduce a un 

cambio que facilita la interacción de esta proteína con el represor transcripcional 

KlGa180p (Lee et al., 2004). Después de la unión de la galactosa y el ATP, 

Gal3p sufre un cambio conformacional que le permite secuestrar 

monoméricamente Gal80p en el citosol (Becerra et al., 2002). El activador 

específico de la transcripción de los genes LAC/GAL KlGal4p, se libera a 

continuación de la inhibición, mediada por su interacción con KlGal80p 

(Verstrpen et al., 2004). KlGal4p activa la expresión de genes Lac a través de 

su unión como dímero (Platt et al., 2000). 
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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 conversión de sustrato en biomasa y la más alta tasa de 

crecimiento específico, 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 (Padín et al., 2009). K. marxianus puede producir compuestos 

aromáticos, tales como ésteres de frutas, ácidos carboxílicos, cetonas, furanos, 

alcoholes, monoterpenos y acetato de isoamilo en fermentación líquida 

Figura 4. Modelo de regulación de la hidrólisis de lactosa en Kluyveromyces marxianus tomado 

de Texeira et al., 2006. 
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(Graciano et al., 2008). Además del tipo de levadura, varios factores 

contribuyen a la producción de compuestos aromáticos. Estos incluyen 

temperatura, pH, aireación, agitación, naturaleza y concentración del sustrato 

utilizado, cantidad de agua, vitaminas y nutrientes (micro y macronutrientes), en 

donde se incluye a las fuentes de nitrógeno y fósforo (Abbas, 2006; Platt et al., 

2000). 

Entre los compuestos aromáticos, se ha reportado que las especies 

de K. marxianus, presentan los mayores niveles de producción del compuesto 

aromático 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 formación de etanol como un subproducto (Wittmann et al., 2002).  

La Figura 5, muestra las vías metabólicas básicas, utilizando glucosa 

como fuente de carbono y energía y L-fenilalanina, como precursor del 

producto, que se han propuesto en la producción de 2-FE por la levadura 

(Wittmann et al., 2002). Puede observarse la vía de la glucólisis, la vía pentosa 

fosfato, la vía prefanato, para la biosíntesis de aminoácidos aromáticos, la vía 

de Ehrlich, para la producción de 2-feniletanol y el 2-feniletilacetato, además del 

desglose de la vía catabólica cinamato de L-fenilalanina, carboxilación 

anaeróbica del piruvato, y las vías para la producción de glicerol, etanol y 

acetato, respectivamente. 
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Figura 5. Rutas metabólicas de K. marxianus para la producción 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 aromático. El término AS hace referencia a aquellos alcoholes que 

poseen más de dos átomos de carbono, un peso molecular y punto de 

ebullición superior al del etanol (Lambrechts & Pretorius, 2000). 2-FE, es un 

compuesto con aroma a rosas de alto valor (1000 dólares/kg), cuya producción 

mundial asciende a 7,000 toneladas por año (Etschmann et al., 2006). Este 

compuesto es uno de los sabores más utilizados en la industria alimentaria, es 

muy importante para la modificación de la composición organoléptica del sabor, 

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

El aroma a rosas del 2-FE, es muy utilizado en la elaboración 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 añade también, a la composición 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 producción de 2-FE, se incrementan conforme aumenta la 

velocidad de agitación. Esto ha sido comprobado con reportes de diversos 

investigadores, donde la producción de alcohol por microorganismos se ve 

afectada por la velocidad de aireación y agitación (Raymond et al., 1990). Sin 

embargo, la agitación excesiva puede romper las células grandes e incrementar 

la temperatura, lo que ocasiona un descenso en la viabilidad celular (Äyräpää, 

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 producción de estos aceites 

esenciales (alrededor de 3000 dólares/kg), comercialmente el 2-FE, es 

principalmente de origen sintético, derivado del benceno, cuyo costo es de 

alrededor de 10 dólares/kg (Lomascolo et al., 2001). Aunque todavía es 

mayoritariamente sintetizado a través de rutas petroquímicas, la demanda de 2-

FE procedente de fuentes naturales es cada vez mayor. En la actualidad el 2-

FE natural es principalmente extraído 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 físicas y químicas del 2-FE 

Este compuesto es denominado también como 2-alcohol fenil etílico, 

β-alcohol fenil etílico, alcohol fenílico, bencil carbonilo y β-hidroxi etil benceno. 

Su umbral de percepción es de 12 a 24 ηg/L en agua y en aire a 1000 ηg/L 

(Etschmann et al., 2002). Estudios realizados por Vandamme y Soetaert 

(2002), mencionan que el 2-FE es perceptible a 125 ppm en solución 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 Descripción 

Peso molecular  122.2 g/mol 

Punto de ebullición (101.3 

KPa) 
219.8°C 

Densidad (20°C) 1.0202 g/cm3 

Punto de fusión -27°C 

Punto de inflamación TCC 102°C 

Índice de refracción 

(20°C) 
1.5325 

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 mayoría de los 

casos, las concentraciones son demasiado bajas para justificar su extracción 

(Etschmann et al., 2002). Una excepción es el aceite de rosa, el cual, según la 

variedad, puede contener hasta un 60% de 2-FE. Altos porcentajes sólo pueden 

ser alcanzados con la extracción por solvente, ya que las pérdidas por 

destilación  son muy  elevadas (Bedoukian, 1986). 

El 2-FE también se usa como materia prima para la producción de 

derivados, como el acetato feniletílico (GRAS 2857) que es un compuesto muy 

valioso para dar aroma y sabor (Bedoukian, 1986). 2-FE se utiliza también en 

la industria química, en procesos de obtención de diferentes productos como 
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pueden ser estireno, éster fenilacético, fenilacetaldehído, ácido benzoico y 

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

2.7. Síntesis bioquímica 

El 2-FE es un metabolito de la fermentación microbiana, por lo tanto, 

la síntesis por microorganismos es una opción 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 

concentración 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 producción de 2-FE por microorganismos puede 

incrementarse mediante la adición del aminoácido L- fenilalanina al medio, por 

lo que es importante saber el destino de los precursores y su papel en la 

bioconversión (Etschmann et al., 2002; Large,1986).  

2.7.1. Ruta de Ehrlich 

La bioconversión a partir de L-fenilalanina, se da a través de la ruta 

de Ehrlich (Stark et al., 2002). Ésta ruta, comúnmente aceptada, de la L-

fenilalanina a 2-FE (Figure 7), parte de una reacción de transaminación, en la 

cual, se libera un amonio que se condensa con α-cetoglutarato, formando 

glutamato (Stark et al., 2003). La L-fenilalanina es transaminada, formando 

fenilpiruvato, el cual es descarboxilado a fenilacetaldehído y finalmente, 

reducido a 2-feniletanol (Etschmann et al., 2002). La etapa de reducción es 

catalizada por una enzima alcohol deshidrogenasa (Serpe et al., 2003). A 

través de la adición 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 síntesis de 2-FE. 

 

2.7.2. Vía fenilpiruvato 

El 2-FE se puede producir, también por la síntesis de novo, a través 

de la vía del siquimato (Figura 8), en donde, la eritrosa 3-fosfato y el 

fosfoenolpiruvato de la glucólisis y la vía 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 transaminación con glutamato, que 

actúa como donador de los grupos amino, formándose 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 inhibición retroactiva sobre las enzimas DAHP sintasa y prefenato 

deshidratasa, inhibiendo la síntesis de novo. Por otro lado, si pequeñas 

cantidades de L-fenilalanina son añadidas al medio, esta ruta es activada, 

formando bajas cantidades de 2-FE, dependiendo de las necesidades 

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

 

La opción utilizada para la síntesis de 2-FE, depende de la fuente de 

nitrógeno en el medio. Si solo los aminoácidos representan la única fuente de 

nitrógeno, entonces la ruta de Ehrlich predomina (Äyräpää, 1965). Si se 

encuentran disponibles otras fuentes de nitrógeno, más fácilmente digeribles, 

los aminoácidos serán metabolizados mediante la ruta del cinamato (Akita et 

al., 1990).  

2.8. Detección de 2-FE 

La mayoría de los reportes sobre la producción de 2-FE en 

fermentaciones, muestran los resultados de la detección del compuesto 

utilizando técnicas analíticas como, cromatografía de gases. Adicionalmente a 

ello, en este trabajo se realizó la detección y cuantificación, tanto por 

cromatografía de gases (CG/FID), como por resonancia mágnética nuclear de 

protón (1H-RMN).  

2.8.1. Cromatografía de gases 

En cromatografía de gases (Figura 9), la muestra se volatiliza y se 

inyecta en la cabeza de una columna cromatográfica, esto implica que la 

muestra debe ser volátil y térmicamente estable (Schneider et al., 2014). La 
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elución se produce por el flujo de un gas inerte, como He, N2, H2, aunque de 

acuerdo con el tipo de detector, es necesario emplear gases específicos 

(Barqueros, 2006). Los componentes separados, emergen de la columna a 

intervalos discretos y pasan a través de algún sistema de detección adecuado. 

 

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

Los reportes de la composición anomérica amorfa de lactosa son 

escasos, con un rango de composición variable (entre 0% y 60 % p/p del 

contenido de β) (Jawad et al., 2012). La espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear (RMN), es la técnica que puede proporcionar detalles más 

sutiles de la estructura molecular, como son ángulos de enlace o densidades 

electrónicas (McSweeney, 2009). El nombre de RMN deriva del hecho de que 

este tipo de espectroscopia, supone un cambio energético de los núcleos 

atómicos y de que es necesario un campo magnético para que estas 

variaciones de energía puedan observarse (Aulton, 2007). La energía de cada 

fotón de la radiación, debe corresponder exactamente a la diferencia de 

Figura 9. Diagrama de un Cromatógrafo de Gases tomado de Barqueros, 2006. 
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energía, entre dos orientaciones distintas de los núcleos en el campo externo 

(Stree,1991).   

2.9.1. Resonancia magnética nuclear (RMN) 

El funcionamiento de un espectrómetro básico de RMN, consiste en 

disolver una muestra en un disolvente adecuado (que por lo general es 

deuterocloroformo, CDCl3, que no contiene hidrógenos) y colocarlo en un tubo 

de vidrio delgado, entre los polos de un imán (McMurray, 2004). El campo 

magnético intenso hace que se alineen los núcleos 1H y 13C en la molécula, en 

una de las dos orientaciones posibles, y a continuación se irradia la muestra 

con una energía de radiofrecuenciencia (Aulton, 2007). Si la frecuencia de esta 

irradiación se mantiene constante y se hace variar la intensidad del campo 

magnético aplicado, cada núcleo entra en resonancia en una intensidad de 

campo ligeramente diferente. Un detector sensible monitorea la absorción de 

energía de rf, a continuación se amplifica la señal electrónica y se muestra en 

forma de un pico en una gráfica (McMurray, 2004).    

2.9.2. Polarimetría 

En éste trabajo se determinó la rotación óptica de los tres tipos de 

lactosuero (LD, LA y LR), utilizando la técnica de polarimetría (Figuras 10 y 11). 

Las moléculas se clasifican como dextrógiras (del griego: dexter, derecha) o 

levógiras (del griego: laevus, izquierda) según 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 polarímetro (Voet, 

2006). 

Las moléculas dextrógiras y levógiras reciben valores positivos y 

negativos. Por eso, las primeras se designa con el prefijo (+) y sus 

entantiómeros levógiros mediante el prefijo (-) (Voet, 2006). La polarimetría 

consiste en la medida de la actividad óptica a una sola longitud de onda 
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(generalmente a 589 nm, la línea D de la lámpara de sodio) (Eugene, 1990). 

Ésta técnica puede proporcionar información sobre la geometría de las 

estructuras moleculares (Hough et al., 2007).    

 

Figura 11. Celda polarimétrica del equipo PE631136 micro cell  utilizado en este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Polarímetro del equipo PE631136 micro cell  utilizado en este trabajo. 
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A pesar de la riqueza nutricional, potencialmente utilizable del 

lactosuero, un poco más de la mitad de lo que es obtenido en la industria 

quesera del estado de Hidalgo, se descarga al ambiente sin ningún tratamiento, 

llegando a ríos y suelos, causando un problema serio de contaminación. Debido 

a esto, los sistemas biológicos son una alternativa que puede permitir la 

utilización 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 hidrólisis de lactosa presente en el 

lactosuero, con la enzima intracelular β-galactosidasa de K. marxianus, dando 

así un valor agregado a este residual.  
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OBJETIVO GENERAL 

 

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

la contaminación ambiental. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Evaluar la producción de 2-FE en fermentaciones de lactosuero dulce (LD), 

lactosuero ácido (LA) y lactosuero de requesón (LR) con Kluyveromyces 

marxianus. 

II. Evaluar el efecto de la concentración de L-fenilalanina sobre la producción 

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

III. Evaluar el efecto de la concentración de sulfato de amonio y L-fenilalanina 

sobre la producción de 2-FE, en fermentaciones de lactosuero con K. 

marxianus. 

IV. Evaluar la reducción de la Demanda Química de Oxígeno (DQO) en los 

tratamientos. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
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En este capítulo se muestran los materiales y metodologías aplicadas 

para el desarrollo de este trabajo. En la Figura 12 se muestra el procedimiento 

experimental general propuesto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Procedimiento experimental 

Selección de la cepa 

Siembra masiva de 
la cepa en caja 

petri(28°C/24 h) 

Preparación del 
inóculo en caldo 
LPY (30°C/12 h) 

180 rpm 

Conteo directo de 
1x106 cel/mL de 
levaduras con 

cámara  de 
Neubauer 

(Marienfeld)   

Lactosuero 

dulce (ICAP) 

Lactosuero 

ácido (ICAP) 

Lactosuero de 

requesón (Vaquita 

Hermanos 

Guerrero) 

Pasteurizar 63°C/ 30 min 

Ajustar el pH a 4.8 con 

H2SO4 1N 

Evaluar la producción 

de 2-FE en sistemas en 

lote para LD,LA y LR 

Evaluar la producción 

de 2-FE en sistemas en 

lote con 450, 900 y 1350 

mg/L de (NH4)2SO4 y 1g/L 

de L-fenilalanina 

Evaluar la producción 

de 2-FE en sistemas en 

lote con 0.5 y 1g/L de L-

fenilalanina 

Cuantificación y 

detección por CG 

Identificación por RMN Polarimetría 

 

Figura 122. Metodología para las fermentaciones de lactosuero dulce, ácido y de requesón 

seguida en este trabajo. 
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5.1. Selección de la cepa 

Se evaluaron tres cepas (K. marxianus ITD00089-ITD00090-

ITD00262), aisladas por Páez (2009), del proceso de fermentación alcohólica 

de Agave Duranguensis, durante la producción de mezcal, en el Estado de 

Durango. Se utilizó medio LPY [80 g/L de lactosa (Hycel, México), 40 g/L de 

peptona de caseína (Bioxon, México), 20 g/L de extracto de levadura (Bioxon, 

México) a pH 4.8. Se evaluó el consumo de lactosa por HPLC, como se 

describe en el apartado 5.7.1.] 

El mantenimiento de la cepa se realizó en placas con medio LPY [20 

g/L de lactosa (Hycel, México), 20 g/L de peptona de caseína (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 ácido (LA) 

El lactosuero dulce (LD1) utilizado para la selección de la cepa fue 

producto de la elaboración del queso tipo Chihuahua. Mientras que el 

lactosuero dulce (LD)  y lactosuero ácido (LA), utilizados para los tratamientos, 

se obtuvieron de la elaboración del queso tipo Panela y queso Oaxaca, 

respectivamente. Ambos lactosueros (LD y LA), fueron proporcionados por la 

productora de lácteos PROUNILAC del estado de Hidalgo (Tulancingo, 

Hidalgo). El suero se tomó directamente de la línea de producción del queso; 

éste se colocó en contenedores de polietileno de 4 L, fue transportado en 

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



  

 

Laura Conde Báez  - 56 - | P á g i n a  
 

5.2.2. Lactosuero de requesón (LR) 

El lactosuero de requesón (LR) se obtuvo de la industria quesera 

Vaquita Hermanos Guerrero, S.A. de C.V. ubicada en Acatlán, Hidalgo. El 

muestreo se realizó como se mencionó en el apartado 5.2.11. 

5.3. Análisis bromatológico del sustrato 

Para el lactosuero dulce (LD1), se cuantificó la cantidad de grasa, 

proteínas y nitrógeno fácilmente 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 análisis 

mencionados previamente. El pH se determinó de acuerdo a la norma NMX-F-

317-S-1978. 

Mientras que la caracterización de los tres tipos de lactosuero del 

Estado de Hidalgo (LD, LA y LR) utilizados en los tratamientos para la 

producción de 2-FE, se realizó en el Instituto de Ciencias Agropecuarias de la 

Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo (UAEH-ICAP). Se determinó el 

contenido de grasa, proteínas 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 realizó el ajuste de pH a 4.8 con H2SO4 1N.  

Se plantearon seis tratamientos para evaluar los tipos de lactosuero 

(LD, LA y LR), sobre la producción 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. 

 

Formulación de 

lactosuero 

Tipo de 

lactosuero 

Sulfato de 

amonio 

(mg/L) 

L-fenilalanina 

(mg/L) 

Formulación 1 LD/LA/LR 0 0 

Formulación 2 LD 0 500 

Formulación 3 LD 0 1000 

Formulación 4 LD 450 1000 

Formulación 5 LD 900 1000 

Formulación 6 LD 1350 1000 

 

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

La cepa de K. marxianus se sembró en placa de petri con medio LPY 

y se incubó 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 incubó en agitación (120 rpm, Shaker Thermo Scientific) durante 12 h a 28 

°C. Posteriormente, se adicionó un inoculo inicial de 1x106 células/mL, 

utilizando la técnica de conteo directo al microscopio con cámara de Neubauer 

(Marienfeld); éste inoculo fue adicionado a matraces conteniendo lactosuero a 

pH de 4.8, los matraces se incubaron en agitación (180 rpm) a 30 °C por 96 h. 

Cada 24 h se tomaron alícuotas de 1 mL de cada matraz, se colocaron en tubos 

estériles de plástico (Eppendorf, México) y se almacenaron a 4 °C hasta su 

análisis por cromatografía de gases, para detectar la producción de 2-FE. Este 

procedimiento se realizó para los tres tipos de lactosuero (LD, LA y LR). Bajo 

los tratamientos previamente descritos. 
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5.6. Conteo de levaduras 

Periódicamente, a partir de cada matraz, se efectuó un recuento de 

las levaduras, mediante la técnica de conteo directo al microscopio, utilizando 

una cámara de Neubauer (Marienfeld).  

5.7. Métodos analíticos  

5.7.1. Cromatografía de gases (CG) 

Para la detección y cuantificación de 2-FE en las muestras de 

lactosuero fermentado, los tubos estériles de plástico (Eppendorf, México) que 

contenían 1 mL de las muestras de lactosuero, fueron centrifugados a 6000 

rpm/3 min. Se retiró el sobrenadante y éste se filtró con membranas de 

celulosa, con un diámetro de poro de 0.5 µm; el filtrado se analizó directamente 

por cromatografía de gases. Se utilizó un cromatógrafo 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 µm). Las 

temperaturas del inyector y del detector fueron de 250 y 300 °C, 

respectivamente. La temperatura del horno se incrementó de 35 a 210 °C con 

una velocidad de calentamiento de 20 °C/min durante 4 min. Se utilizó nitrógeno 

como gas portador, a un flujo de 1 mL/min, para todas las muestras. Los 

compuestos se identificaron y se cuantificaron por comparación con patrones. 

La inyección de las muestras se realizó por duplicado. 

5.7.2. Cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

Por otro lado, también a partir de las muestras filtradas, se cuantificó 

la concentración de lactosa y etanol solo para el LD1 (Estado de Durango) 

mediante cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) AGILENT® 1100, 

provisto de un inyector automático con un detector de índice de refracción, 
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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 determinación estructural del compuesto 2-FE, las muestras 

de lactosuero fermentadas, contenidas en los tubos estériles de plástico 

(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 

(CDCl3). Los espectros de RMN se obtuvieron utilizando un espectrómetro de 

resonancia magnética nuclear (Varian NMR, 400 MHz). 

5.7.4. Rotación óptica 

La rotación óptica de la lactosa presente en los tres tipos de 

lactosuero, se determinó con un polarímetro Perkin Elmer 341, usando una 

lámpara de sodio con una radiación monocromática (λ = 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 cónicos de propileno estériles de 50 mL y 

fueron centrigados a 6000 rpm/10 min. El remanente se colocó en un matraz 

bola de 250 mL y se evaporó en un rotavapor BÜCHI Waterbath B-480 a 80 °C, 

utilizando una rotación media. La rotación específica se calculó de la siguiente 

manera: 

C
obs D






1

100
][


  

Donde: 

mLgenónconcetraciC
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5.7.5. Colorimetría de reflujo cerrado  

 

La DQO es una medida del oxígeno requerido para oxidar todos los 

compuestos, tanto orgánicos como inorgánicos, presentes en agua 

contaminada, se realiza a través de la acción de agentes fuertemente oxidantes 

y un medio ácido. Para la determinación, se utilizó la técnica de digestión por 

reflujo cerrado (APHA, 2005). Las muestras de lactosuero fermentadas, se 

centrifugaron a 6000 rpm/10 min. El sobrenadante se microfiltró con 

membranas de celulosa de 0.5 μm de diámetro de poro. Posteriormente, se le 

adicionó 1 mL de dicromato de potasio con ácido sulfúrico y 1.5 mL de sulfato 

de plata, se colocaron en un parrilla de digestión durante 2 h/150 °C. La 

determinación de la absorbancia, fue colorimétrica a una longitud de onda de 

620 nm. La DQO se midió cada 24 h durante 4 días en los sistemas en lote para 

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

 

5.7.6. Determinación de azúcares reductores con ácido 3,5- 

dinitrosalicílico (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 μL fueron adicionados en 

tubos de 25 mL estériles que contenían 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 marrón, que a su vez se cuantificó fotométricamente a 

540 nm (calibración con agua con una persiana y con solución de lactosa como 

estándar 4 g/L). Ver Tabla 4. 
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Tabla 4. Composición del método modificado de DNS. 

Composición de la solución 

              Reactivos                                  g                mL 

ácido 3,5-dinitrosalicílico 10.6  

NaOH 19.8  

Agua  1416 

tartrato de NaK 306  

5.8. Modelos matemáticos 

5.8.1. Gompertz, Logístico y Richards 

En este trabajo se realizó la cuenta directa de levaduras al 

microscopio con cámara de Neubaur. El conteo se realizó cada 24 h durante 4 

días, para cada cinética de fermentación, en los tres tipos de lactosuero (LD, LA 

y LR), como se mencionó en el apartado 4.13. Los datos experimentales se 

ajustaron de manera independiente en las ecuaciones matemáticas de 

Gompertz, Logístico y Richards, por regresión no lineal de acuerdo a 

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

  

Tabla 5. Solución de la ecuación de Gompertz, Logístico y de Richards 

expresada en términos de A, μm y λ. 

Modelos Ecuación Solución de la ecuación en función de A, 

μm y λ 

Gompertz 𝑦 = 𝑎 ∙ 𝑒𝑥𝑝⌈−exp(𝑏 − 𝑐𝑥)⌉ 𝑦 = 𝐴 ∙ 𝑒𝑥𝑝 {−exp {
µ𝑚 ∙ 𝑒

𝐴
} (𝜆 − 𝑥) + 1} 

Logístico 𝑦 =
a

⌊1 + exp(𝑏 − 𝑐𝑥)⌋
 y =

A

[1 + 𝑒𝑥𝑝 ⌈
4𝜇𝑚
𝐴

⌉ (𝜆 − 𝑥) + 2]
 

Richards 𝑦 = 𝑎{1 + 𝑏 ∙ 𝑒𝑥𝑝⌈𝑘(𝑐 − 𝑥)⌉}(−
1

𝑏
) 𝑦 = 𝐴 {1 + 𝑏 ∙ exp[(1 + 𝑏)(1+

1
𝑏

) ∙ (𝜆 − 𝑥)]}
(
−1
𝑏
)

 

 a, b y c son parámetros matemáticos que describen la curva sigmoidal y e=2.718 
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La obtención de los valores de las constantes a, xc y k, se realizó con 

ayuda del programa OriginPro versión 8.1, usando el método de mínimos 

cuadrados, con un intervalo de confianza de 95 %. Una vez calculados los 

valores de a, xc y k, como solución al modelo aplicado, se obtuvieron los 

valores de A, μm y λ, mediante la ecuación correspondiente con su solución 

(Tabla 5). El tiempo de generación (tg), se calculó de acuerdo a Dalgaard et al. 

(1994), de la siguiente manera: 

mLogtg /)2(10  

5.8.2. Monod 

Los parámetros cinéticos (μ, Yx(biomasa)/s(lactosa), Yp(2-FE)/s(lactosa), rp, rg, -rs 

y Kobs), se determinaron utilizando las ecuaciones matemáticas del modelo de 

Monod, de acuerdo a Scott (2008). 

Los experimentos se llevaron a cabo en lote (batch, reactor 

intermitente), midiendo la concentración tanto de producto (2-FE), como de 

sustrato (lactosuero), en función del tiempo. El análisis se realizó mediante el 

método diferencial, considerando una reacción isotérmica de volúmen 

constante. 

Se realizó un balance molar para reacciones múltiples, considerando 

la concentración del líquido en un reactor intermitente de la siguiente manera:  

A
A r

dt

dC
  

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

ser inhibitorio (2-FE), respecto a la velocidad de crecimiento (rp). Se utilizó la 

ecuación de Monod para inhibición por producto, que es descrita de la siguiente 

manera: 

𝑟𝑔 = 𝑘𝑜𝑏𝑠
𝜇𝑚𝐶𝑠𝐶𝑥 

𝐾𝑠 + 𝐶𝑠
 

𝑘𝑜𝑏𝑠 = (1 −
𝐶𝑝
𝐶𝑝
∗)

𝑛 
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Donde : 
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El coeficiente de rendimiento estequiométrico, Yp/s, que relaciona la 

cantidad de producto formado por masa de sustrato consumido, se calculó de la 

siguiente manera: 

consumidosustratodemasa

formadoproductodemasa
spY   

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

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

manera: 

consumidosustratodemasa

formadascélulasnuevasdemasa
sxY   

La velocidad de consumo de sustrato (-rs), se calculó de la siguiente 

manera: 

−𝑟𝑠 = 𝑌𝑠/𝑥 𝑟𝑔 +𝑚𝐶𝑐  

Donde: 

celularntomantenimieparaVelocidadmC

sdmgcélulaladeocrecimientdevelocidadrg

sustratoycélulasparatricoestequioméecoeficientxsY

c 





3/,  

El sustrato consumido se agrupa en el coeficiente estequiométrico 

Ys/x. El crecimiento exponencial (rg), se calculó de acuerdo a la ecuación de 

Monod de la siguiente manera: 
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cCrg   

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

el crecimiento en la fase de crecimiento, se calculó de la siguiente manera: 

𝑟𝑝 = 𝑟𝑔𝑌𝑝/𝑐 

5.9. Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados con un análisis de varianza de una sola 

vía (ANOVA), por comparación de medias por LSD (desviación de mínimos 

cuadrados), con un nivel de confianza del 95 %, utilizando el software 

STATISTICA versión 8.0. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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6.1. Análisis bromatológico del sustrato (LD1, LD,LA y LR) 

Los resultados del análisis bromatológico del lactosuero dulce (LD1), 

utilizado en las fermentaciones para la selección de la cepa, se muestran en la 

Tabla 6. La concentración 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 presentó un contenido de proteína de 0.71 %, el cual 

difiere de lo reportado por Araujo et al. (2007), quienes obtuvieron un contenido 

de proteína de 0.57%, esto podría deberse al tipo de leche utilizada y a las 

condiciones en el proceso de elaboración del queso. 

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

fermentaciones de la selección de la cepa . 

 
Lactosa  

(g/L) 
Proteína 

(%) 
NFA*  
(mg/L) 

Grasa  
(%) 

pH 

Resultados 48.29±0.7 0.71 ± 0.01 169.5 ± 6.92 0.87 ± 0.05 6.28 ± 0.02 

*nitrógeno fácilmente asimilable    

 

Los resultados del análisis bromatológico de los tres tipos de 

lactosuero (LD, LA y LR), utilizados en las fermentaciones para los tratamientos 

en la producción de 2-FE se presentan en la Tabla 7. Respecto al contenido de 

proteína presente en el lactosuero, se ha reportado que fluctúa 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 investigación.  

 

 

 

 

 

 



  

 

Laura Conde Báez  - 67 - | P á g i n a  
 

Tabla 7. Análisis bromatológico del lactosuero dulce, ácido y de requesón. 

Tipo de 
lactosuero 

Proteína (%) 
Minerales 

(%) 
Grasa  

(%) 
pH 

Lactosuero dulce 
(LD) 

0.80 ± 0.10 0.59 ± 0.03 0.3 ± 0.05 5.9 ± 0.02 

Lactosuero ácido 
(LA) 

0.91 ± 0.09 0.50 ± 0.03 0.5 ± 0.03 5.2 ± 0.03 

Lactosuero de 
requesón (LR) 

1.1 ± 0.14 0.46± 0.03 0.1 ± 0.03 5.5 ± 0.03 

 

El LD producido por coagulación enzimática, 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 ácido láctico, que se añade o que se genera por actividad 

microbiana, hace que el complejo caseína se disocie del calcio, la formación 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 coagulación es mixta, los microorganismos 

ácido-lácticos consumen la lactosa de la leche, para producir los metabolitos 

responsables de la textura y olor, el valor de pH no tiene un rango específico, sin 

embargo, los valores reportados son cercanos a los del LD (5.5 – 6.1) 

(Rodríguez 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 elaboración de este tipo de quesos.    
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6.2. Selección de la cepa 

El consumo de lactosa, en caldo LPY formulado con 80 g/L de 

lactosa, para las cepas ITD00089, ITD00090 e ITD00262 se muestra en la 

Tabla 5. La cepa ITD00262 consumió 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 producción de etanol de fermentaciones en 

caldo LPY a 120 rpm/ 96 h. 

Cepa 

Lactosa 

consumida 

(%)  

Etanol 

(g/L) 

ITD00089 6 1.375 

ITD00090 35 11.056 

ITD00262 80 25.073 

 

Además del consumo de lactosa, el conocido efecto Crabtree de la 

levadura K. marxianus, permitió la producción de etanol con una concentración 

de 25.07 g/L a las 96 h para la cepa ITD00262. Mientras que para las cepas 

ITD00089 e ITD00090 fue de 6 y 35%, respectivamente. La importancia de la 

cuantificación de la concentración de etanol se consideró, para evaluar el efecto 

sinérgico inhibitorio entre éste metabolito y el compuesto 2-FE. Pero además, 

para evaluar si el etanol favorece la producción de 2-FE por la vía que envuelve 

el glioxilato, como se ha reportado previamente (Wittmann et al., 2002).  
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Tiempo (min)
 

Figura 133. Cromatogramas (HPLC) de la concentración de lactosa y etanol en cinéticas 

de medio LPY para la cepa ITD00262. 
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Bajo esta premisa, se evaluó el uso del lactosuero para producir 2-

FE. Las cinéticas se realizaron en lactosuero dulce (LD1) de una productora de 

lácteos del Estado de Durango. Se observó que K. marxianus ITD00262 fue 

capaz de producir 2-FE (134 mg/L), utilizando como sustrato LD1 (Tabla 6). 

Además, se observó un incremento en la concentración de K. marxianus 

ITD00262 (1.80X109 UFC/mL) y una clara reducción en la concentración de 

lactosa (1.02 %) durante la producción del 2-FE (Tabla 9). La máxima 

concentración de 2-FE obtenida fue de 134.55 mg/L a las 24 h de incubación 

(Figura 14). El cromatograma para el compuesto 2-FE muestra una señal a un 

tiempo de retención de 18.11 min, con un área bajo la curva de 21.05 pascal-

segundo (pa s-1).  

Tiempo de retención (min)

 

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 formación de producto (rp) de 0.0029 g L-1h-1, con un coeficiente de 

correlación (R2) de 0.98. Ésta ecuación describe la formación del producto 

asociado al crecimiento, con un crecimiento exponencial a lo largo de las 
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fermentaciones de lactosuero dulce, acompañado de la formación 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 ecuación de Monod (Scott, 2008) para la formación de 

producto asociada con el crecimiento (𝑟𝑝 = 𝑌𝑝/𝑐𝑟𝑔)Adicionalmente, se observó 

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

 

Tabla 9. Variación en la concentración de distintos parámetros durante la 

fermentación de lactosuero por K. marxianus a 28 °C/120 rpm. 

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa  

(%) 

Concentración de 

levaduras 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 4.82 ± 0.083 2.60X106 ± 1.10X106 ND 

6 47.65 ± 5.55 4.75 ± 0.002 1.80X107 ± 5.00X106 ND 

24 134.55 ± 2.45 3.82 ± 0.791 5.20X108 ± 7.00X107 9.12 ± 0.75 

48 53.30 ± 1.30 2.38 ± 0.154 1.80X109 ± 3.00X108 11.37 ± 0.39 

72 16.25 ± 4.25 1.02 ± 0.244 1.30X109 ± 2.00X108 12.79 ± 0.08 

Valor ± desviación estándar 

       ND: no detectado  

La velocidad específica de crecimiento de K. marxianus (μ) del 

promedio de dos cinéticas, utilizando el ajuste del modelo de Monod, fluctuó de 

3.3 a 0.019 h-1, con un coeficiente de correlación (R2) de 0.99. El decremento 

de μ se debe, tanto al consumo de sustrato utilizado en la fermentación, con 

una lactosa residual de 1.0 % como a la velocidad de formación de producto 

descrita anteriormente.  

Se obtuvo un tiempo de generación (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 generación (tg 1.15 h), es 

más rápido 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 

máxima de crecimiento (μm) de 0.26 h-1 con un R2 de 0.99 (Figura 15). Estos 

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

(2007), quienes obtuvieron una μm de 0.29 h-1. Estas diferencias podrían 

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

presentó un crecimiento exponencial, con una concentración máxima de 1.80 

x109 UFC/mL a las 48 h de incubación, estos resultados reflejan la afinidad de la 

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

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

 a   9.23208    ± 0.09726

xc -13.08412  ± 1.98716

  k  0.07619    ± 0.01066

       R^2 = 0.99135

    µmax = 0.26 h
-1

        tg = 1.15 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 parámetros matemáticos que describen la curva sigmoidal. 

 

Por otro lado, los resultados obtenidos del recuento celular son 

superiores (1.80X109 UFC/ mL) a lo reportado por Yadav et al. (2014), quienes 

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

Por otro lado, se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yx/s, en base a lactosa) de 
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0.30 g/g, que corresponden. Estos resultados son ligeramente superiores a lo 

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

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

lactosa de 47 g/L. 

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

del sustrato empleado para mantener las actividades celulares, expresado 

como mantenimiento celular (m) fue de 0.09 h-1 a las 48 h de incubación, 

presentando una tasa de consumo de sustrato (-rs) de 0.54 g L-1 h-1, 

obteniéndose un coeficiente de correlación (R2) de 0.97 (Figura 16).  

 

 

Figura 16. Ajuste de la ecuación 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 podrían indicar que la mayor parte del consumo de 

sustrato se utilizó para la formación de nuevas células (Tabla 9), observándose 
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igualmente una disminución en la formación de 2-FE y un incremento en la 

biomasa a partir de las 48 h de incubación. Estos resultados se sustentan de 

acuerdo a las leyes de velocidad de Monod, que consideran que además 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 utilización para mantenimiento es: 

𝑚 =
𝑔𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑔𝑝𝑒𝑠𝑜𝑠𝑒𝑐𝑜
 

La velocidad de disminución de sustrato se calculó de la siguiente 

manera: 

−𝑟𝑠 = 𝑌𝑠/𝑥𝑟𝑔 + 𝑚𝐶𝑐 

Además de lo antes mencionado, otros nutrientes como el nitrógeno 

fácilmente asimilable (NFA), pudieron haber influido en la formación de 2-FE. 

Se ha reportado que es necesaria una fuente de nitrógeno adecuada para la 

producción del 2-FE (Äyräpää, 1965). El contenido de NFA presente en el LD 

(Tabla 7) fue de 169.5 mg/L. Sin embargo, se ha reportado que sólo el 25% de 

este nutriente presente en el lactosuero puede ser utilizado por K. marxianus 

(Etschmann et al., 2002). 

 

6.3. Evaluar la producción de 2-FE en fermentaciones de 

lactosuero dulce (LD), lactosuero ácido (LA) y lactosuero de requesón (LR) 

con Kluyveromyces marxianus. 

6.3.1. Formulación 1(Agitación 180 RPM) 

Para el lactosuero dulce (LD), se obtuvo una concentración máxima 

de 2-FE de 96 mg/L a las 48 h. En el cromatograma (Figura 17) podemos 

observar el pico de la señal del compuesto 2-FE, que presenta un área bajo la 

curva de 131.21 pa seg-1, con un tiempo de retención de 10.08 min. Estos 

resultados, concuerdan con la comparación con patrones para 2-FE. La 
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velocidad de formación de producto (rp) obtenida para 2-FE fue de 0.009 g L-1 

h-1con un coeficiente de correlación (R2) de 0.82. 

Tanto la concentración de 2-FE, como la velocidad de formación 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-1 h-1), lo que se 

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

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

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

apartado 6.2, a la composición de cada tipo de lactosuero. El LD1 presentó un 

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

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

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

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

(Bayonove et al., 2000). 

Tabla 10. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de 

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

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de 

levaduras 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 54.10 ± 1.48 9.09x106 ± 1.2 x106 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 1.13x109 ± 8.6x107  6.79 ± 1.66 

96 36  ± 0.006 12.70 ± 2.38 7.93x108 ± 2.6x107 15.59 ± 1.92 

Valor ± desviación estándar 

ND: no detectado  

 

Además del análisis bromatológico, este tipo de lactosuero se analizó 

por resonancia magnética nuclear (RMN) y por polarimetría. La extracción con 

el disolvente (DMSO) al LD, dio lugar a un sólido blanco (14 mg, 0.17%), que 

mostró una rotación óptica de +28, utilizando una radiación monocromática de 

ʎ-589 nm a 20 °C ( [𝛼]𝐷
20 ). Estos resultados nos indican la presencia de una 

molécula dextrógira.Este sólido se caracterizó mediante sus datos físicos y 

espectroscópicos, así como por comparación con datos descritos (Jawad et al., 

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

En el espectro de RMN de 1H (Figura 18) presentó entre sus señales 

más significativas, dos señales dobles (J=7.9 Hz) en  4.49 y 4.28 ppm, 

características de protónes anoméricos, asignados para H-1 y H-1',  

correspondientes a la β-lactosa. Entre 3.8 y 3.0 ppm, se observó el resto de 
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las señales presentes en la estructura.Adicionalmente, en 5.06 ppm, se 

observa una señal doble (J=3.5 Hz), que podría corresponder al protón 

anomérico de la α-lactosa. Considerando la integración del espectro de RMN de 

protón, se determinó que el contenido de β-lactosa es del 82.35 % y del 17.64 

% para α-lactosa. Estos resultados, podrían explicar el consumo de la β-lactosa 

por K. marxianus que desencadena en el incremento de la producción de 2-FE 

en este tipo de lactosuero.  
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Figura 18. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en D2O 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-1h-1, con un coeficiente de correlación 

(R2) 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 producción de 2-FE (Tabla 10). Para este método 

diferencial, se consideró una reacción isotérmica en un reactor intermitente, de 

volumen constante, registrando la concentración en función del tiempo, 

observándose una reducción considerable del sustrato (76%) a las 96 h, con un 

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

Se obtuvo una velocidad de formación de producto, con valores que 

oscilan entre 0.002 a - 5.67 g L-1 h-1, con un coeficiente de correlación (R2) de 

0.98 (Figura 19). K. marxianus ITD00262 presentó un crecimiento exponencial 

con una concentración máxima de 1.13 x109 UFC/mL, acompañado de la 

formación de 2-FE (49 mg/L), hasta un tiempo de 72 h. La velocidad específica 

de crecimiento (μ) para K. marxianus ITD00262, fluctúo entre 0.32 y 0.01h-1. 

Mientras que los tiempos de generación (tg)  obtenidos del ajuste de los 

modelos de crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logístico, fueron de 

1.98, 1.67 y 2.70 h (Figura 20). Aplicando la solución de la ecuación para cada 

modelo matemático, se obtuvieron las velocidades máximas de crecimiento 

específico (μm) de 0.15, 0.18 y 0.11 h-1, para estas cinéticas. El resultado de 

este análisis arrojó un mejor ajuste para el modelo de Richards, con un 

coeficiente de correlación (R2) de 0.98. 

 

 

 

 



  

 

Laura Conde Báez  - 79 - | P á g i n a  
 

Lactosuero dulce met-0

R^2   = 0.95728

µmax=0.15h
-1

     λ = 0.08 h
-1

   tg=1.98 h
   

Gompertz

R^2   = 0.98485

µmax=0.18h
-1

     λ = 0.29 h
-1

   tg=1.67 h

   Richards

  R^2   = 0.96046

µmax=0.11h
-1

     λ = 0.09 h
-1

   tg=2.70 h

   Logístico

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

   a     9.06157   ± 0.15425

  xc   -23.97158 ± 6.48773

    k    0.04929   ± 0.01298

Ecuación if(d<1) y=(a^(1-d)-exp(-k(x-xc)))^(1/(1-d)                

                    a       8.97607   ± 0.07702

                   xc  -289.27409  ± 42.01624 

                   d       43.66753  ± 134.51965

                    k        0.28614  ± 0.88701

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

  a     9.07018    ± 0.16817

xc  -28.86178   ± 8.25837

  k     0.04557    ± 0.01321

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Ajuste de la ecuación de Monod para la velocidad de formación de producto 

(rp) de las fermentaciones de lactosuero dulce a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 160. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las fermentaciones de 

lactosuero dulce a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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Además del sustrato y la concentración de levaduras, se ha 

reportado que la producción de etanol puede influir en la formación de 2-FE. Así 

que utilizando la ecuación de Monod, se obtuvo la velocidad de crecimiento de 

inhibición por producto (rg) para etanol de 0.87 g L-1 h-1 con una constate (Kobs) 

de 0.16 y un coeficiente de correlación (R2) de 0.97 (Figura 21). Estos 

resultados indican una inhibición por la concentración de etanol, no así para 2-

FE, donde el coeficiente de correlación (R2) fue de 0.38. Lo que concuerda con 

los resultados obtenidos, en donde el incremento de la concentración de etanol 

a las 96 h (15.59 g/L) afecta la producción de 2-FE con una disminución de 49 a 

36 mg/L (Tabla 10). 

 

 

Figura 17. Ajuste de la ecuación de Monod para la inhibición 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 ácido (LA), la máxima producción de 2-FE fue de 

70 mg/L (96 h), con una velocidad de formación de producto (rp) de 0.007 g L-1 

h-1 y un coeficiente de correlación (R2) de 0.90 (Figura 22). En el cromatograma 

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

seg-1 y un tiempo de retención de 10.09 min (Figura 23).  

 

 

 

Figura 182. Ajuste de la ecuación de Monod para la velocidad de formación de producto 

(rp) de las cinéticas de LA a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 

 

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

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

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

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

presenta un mayor contenido de proteína (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 (Yx/s, en base a lactosa), para las 

cinéticas de LA, fue de 0.21 g/g, estos resultados son ligeramente superiores 

que 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. El consumo del lactosa fue del 94.52 % (96 h), con una velocidad de 

consumo de sustrato (-rs) de 0.55 g L-1 h-1 y un coeficiente de correlación (R2) 

de 0.98.  
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Tabla 31. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de 

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

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 46.36 ± 0.803 6.28x106 ± 7.0 x105 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 x109± 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 2.54 ± 0.131 6.41 x108 ± 1.1 x108 45.90 ± 5.732 

Valor ± desviación estándar 

ND: no detectado  

 

La extracción del disolvente (DMSO) al LA, dio lugar a un sólido 

blanco (13 mg, 0.17%) que mostró [𝛼]𝐷
20= +34°. Los resultados concuerdan con 

lo reportado por Jawad et al. (2012), quienes reportan para (+)-β-lactosa un 

rotación óptica de +34°. A diferencia del LD, este tipo de lactosuero presenta en 

una proporción considerable una conformación de β-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 1H (Figura 24) presentó entre sus señales 

más significativas, dos señales dobles (J=8.1 Hz) en  4.36 y 4.15 ppm, 

características de protónes anoméricos, asignados para H-1 y H-1', 

correspondientes a la β-lactosa. Entre 3.7 y 2.9 ppm, se observaron el resto 

de las señales presentes en la estructura. 
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Utilizando el ajuste de los modelos de crecimiento sigmoidal 

Gompertz, Richards y Logístico, se obtuvieron las velocidades máxima de 

crecimiento específico (μm) para K. marxianus en LA de 0.22, 0.25 y 0.22 h-1, 

respectivamente. Estas velocidades son mayores que las obtenidas en LD, lo 

que concuerda con los resultados del consumo de lactosa y de la producción de 

biomasa, obtenidas en estas cinéticas (Tabla 11). Los tiempos de generación 

(tg), fueron de 1.33, 1.20 y 1.33 h. Siendo el modelo de Richards el de mejor 

ajuste, con un coeficiente de correlación (R2) de 0.99 (Figura 25). Los valores 

-lactosa 

Señales dobles 
(J=8.1 Hz)  
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Figura 204. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en D2O de la lactosa del LA. 



  

 

Laura Conde Báez  - 85 - | P á g i n a  
 

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

   a     9.3258   ± 0.09173

  xc   -21.0813 ± 3.45907

    k  0.05407   ± 0.00849

Ecuación if(d<1) y=(a^(1-d)-exp(-k(x-xc)))^(1/(1-d)                

                    a       9.25571   ± 0.023387

                   xc  -247.49028  ± 16.98856 

                   d       24.60493  ± 12.98987

                    k        0.18668  ± 0.09195

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

 a   9.33391    ± 0.10192

xc -25.58552  ± 4.51513

  k  0.04998    ± 0.00883

R^2   = 0.98386

µmax=0.22h
-1

     λ = 0.12 h
-1

   tg=1.33 h
   

Gompertz

   Richards

  R^2   = 0.98575

µmax=0.22h
-1

     λ = 0.12 h
-1

   tg=1.33 h

   Logístico

R^2   = 0.99881

µmax=0.25h
-1

     λ = 1.15 h
-1

   tg=1.20 h

de tg fueron menores que los obtenidos en LD, lo que podría deberse a la 

concentración elevada de etanol obtenida a las 96 h (45.90 g/L). Para la 

aplicación del modelo de Monod, se asume que la fase lag no existe, ésta 

premisa se comprobó también con los modelos de crecimiento sigmoidal 

Gompertz, Richards y Logístico, en donde se obtuvo una fase lag de 0.12, 0.25 

y 0.22 h-1, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las fermentaciones de 

lactosuero ácido 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-1 h-1. Tanto la productividad (0.67 g L-1 h-1), como la 

concentración 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 formación de etanol es 

acompañada de la producción 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 oxidación de etanol, por la vía que envuelve el glioxilato (Wittmann et al., 

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

 

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

 

Para el lactosuero de requesón (LR), la producción máxima de 2-FE 

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

determinada por la ecuación de Monod, fue de 0.006 g L-1 h-1 con un coeficiente 

de correlación (R2) de 0.90. Estos resultados, se encuentran por debajo de las 

velocidades de formación de producto, obtenidas para las fermentaciones de 

lactosuero dulce (LD) y ácido (LA) (0.009 / 0.007 g L-1 h-1), lo que sugiere un 

mayor tiempo para la formación de 2-FE. 
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Tabla 4. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de 

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

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 41.71 ± 3.40 8.09 x106 ± 7.8 x105 ND 

24 24 ± 0.011 17.76 ± 0.72 6.14 x108 ± 3.0 x107 2.08 ± 0.935 

48 26 ± 0.009 11.16 ± 0.91 1.02 x109± 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 remoción de lactosa fue del 83.36 %, con una velocidad de consumo 

de sustrato (-rs) para estas cinéticas de 0.32 g L-1 h-1 (R2=0.99) (Figura 27). El 

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

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

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

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

composición del sustrato, pero tambien a la concentración tanto de etanol como 

de biomasa.  
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Respecto a la conformación de la lactosa, se realizó un análisis 

polarimétrico y de RMN (Figura 28). La extracción con el disolvente DMSO dió 

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

mostró [𝛼]𝐷
20= +33°. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

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

Monod en las cinéticas de lactosuero de requesón a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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El espectro de RMN de 1H (Figura 28), dos señales dobles  (J=7.9 

Hz) en  4.50 y 4.28 ppm, características de protónes anoméricos, asignadas 

para H-1 y H-1',  correspondientes a la β-lactosa. En 5.12 ppm, se observó 

una señal doble (J=3.5 Hz) que podría corresponder al protón anomérico de la 

α-lactosa. Adicionalmente, entre 3.8 y 2.9 ppm, se observó el resto de las 

señales presentes en la estructura. A diferencia del LD, este tipo de lactosuero 

presenta en una proporción considerable la formación de β-lactosa (97.05 %). 
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Figura 28. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en D2O de la lactosa del LR. 
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Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

   a     8.97178   ± 0.0131

    xc   -11.75918 ± 0.63754

    k      0.08904   ± 0.00318

Ecuación if(d<1) y=(a^(1-d)-exp(-k(x-xc)))^(1/(1-d)                

                    a       8.93054   ± 0.06977

                   xc  -185.65741  ± 71.27892 

                   d       57.60252  ± 3.26014E6

                    k        0.58923  ± 9.31339

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

 a   8.93009    ± 0.04476

xc -11.45921  ± 2.64741

  k  0.11863    ± 0.02779

R^2   = 0.99307

µmax=0.15h
-1

     λ = 0.08 h
-1

   tg=2.02 h
   

Gompertz

   Richards

  R^2   = 0.97212

µmax=0.16h
-1

     λ = 0.09 h
-1

   tg=1.83 h

   Logístico

R^2   = 0.98783

µmax=0.15h
-1

     λ = 0.88 h
-1

   tg=2.00 h

Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yx/s, en base a lactosa) de 

0.17 g/g, con un crecimiento exponencial y un recuento de células, con una 

concentración máxima de 1.02 x109 UFC/mL a las 48 h. Las velocidades 

máximas de crecimiento especifico (μm) obtenidas con los modelos de 

crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logístico, fueron 0.15, 0.15 y 0.16 

h-1, respectivamente (Figura 29). Estos resultados, son similares a los obtenidos 

en las fermentaciones de lactosuero ácido, que pueden ser explicados con el 

aumento de células por unidad de tiempo (Tabla 11), lo que describe una menor 

tasa de crecimiento específica (μm). La fase de latencia fue de ~0, con valores 

de 0.0, 0.88 y 0.08 h-1, para los modelos Gompertz, Richards y Logístico, 

respectivamente. Estos resultados, son comprobatorios para definir una fase de 

latencia ~0, como premisa para la aplicación de las ecuaciones de Monod en la 

descripción de nuestro tratamiento.La concentración de etanol fue de 29.41 g/L 

(96 h) con una productividad de 0.21 g L-1 h-1. Estos resultados se encuentran 

por encima de los reportados por Rosenberg et al. (1995), para lactosuero 

desproteinizado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las fermentaciones de 

lactosuero de requesón a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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A partir de las 96 h, se observó una disminución en el recuento 

celular (1.12 x109 UFC/mL), no así en la producción de 2-FE (47 mg/L), ni de 

etanol (25.33 g/L). La ecuación del modelo de Monod (rg), demuestra el efecto 

de la concentración de etanol, sobre la producción de 2-FE (Figura 30), con 

valores que fluctúan de 55 - 0.029 g L-1 h-1, una Kobs= 0.70 y un coeficiente de 

correlación (R2) de 0.91. Rong et al. (2011), reportaron que concentraciones de 

etanol por encima de 25 g/L, afectan la producción de 2-FE, lo que concuerda 

con los resultados obtenidos.  

 

 

Figura 30. Ajuste de la ecuación de Monod (rg etanol) para las cinéticas de lactosuero de 

requesón 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 producción 

de 2-FE (90 mg/L) en un tiempo de 48 h, con una velocidad de formación de 
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producto (rp) superior que la obtenidas en LA y LR. El rendimiento en biomasa 

fue similar que el obtenido en LA, con una diferencia significativamente baja, 

sobre la producción de etanol, lo que favoreció la producción de 2-FE. A 

diferencia del LR, el LD presenta una concentración mayor de α-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, LA y LR a pH 4.8 30 

°C/180 rpm. 

α rotación óptica, tg tiempo de generación, Yx/s rendimiento de biomasa, rp velocidad 

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

 

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

producción de 2-FE con K. marxianus. 

6.4.1. Formulación 2 ( 500 mg/L de L-FE en LD) 

La  producción de alcoholes superiores se da en función de la cantidad 

de amonio y aminoácidos presentes en el medio de cultivo. Se ha reportado que 

la adición de aminoácidos, significa que habrá un aumento en la producción de 

Parámetros LD LA LR 

2-FE(mg/L) 96 70 47 

Etanol (g/L) 15.59 45.90 25.33 

α (°) +28 + 34 +33 

rp ( g L-1 h-1) 0.009 0.007 0.006 

-rs ( g L-1 h-1) 0.52 0.55 0.32 

μm (h-1) 0.18 0.22 0.15 

tg(h) 1.67 1.20 2.02 

Yx/s (g/g) 0.19 0.21 0.17 

Recuento de levaduras (UFC/mL) 1.13 x109 1.48x109 1.02x109 

Lactosa residual (g/L) 12.70 2.54 6.94 
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varios alcoholes superiores, debido a la activación de la ruta de Ehrlich (Giudici 

et al., 1990). El efecto de la concentración de L-fenilalanina en el medio es 

fundamental para aumentar la producción de 2 FE, debido a que se considera el 

precursor dominante para la bioconversión (Wittman et al., 2002). Cuando la L-

fenilalanina es la única fuente de nitrógeno disponible, la ruta de Ehrlich 

predomina sobre la síntesis de novo, la cual prevalece cuando hay bajas 

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

Resultado de los expermintos realizados en el apartado 6.3, el lactosuero 

con potencial para la producción de 2-FE fue el lactosuero dulce; debido a ello, 

se realizaron cinéticas de fermentación de éste lactosuero, adicionando 500 

(Formulación 2) y 1000 (Formulación 3) mg/L L-fenilalanina, esto para identificar 

el efecto de L-FE sobre la producción de 2-FE.  

 

Los resultados obtenidos con la adición de 500 mg/L de L-FE se 

muestran en la Tabla 14, en donde la máxima producción de 2-FE se obtuvo a 

las 96 h, con una concentración de 320 mg/L (96 h). Los cromatogramas de la 

producción máxima de 2-FE se muestran en la Figura 31. Estos resultados son 

superiores que los obtenidos en LD sin adición del precursor (96 mg/L), sin 

embargo, las concentraciones aún son bajas. Adicionalmente, no se observó 

una inhibición por producto, ya que la concentración de etanol máxima fue de ~ 

19 g/L. Utilizando la ecuación de Monod, se obtuvieron los coeficientes de 

correlación de 0.70 para rgetanol y de 0.67 para la rg2-FE. Estos resultados 

sugieren, que no hay una inhibición por producto para este tratamiento.  
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Figura 24. Cromatogramas (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 48 h en LD con 500 mg/L de 

L-FE a pH 4.8 30 °C/180 rpm. 

 

 

 

Tiempo (min) Tiempo (min)

Tiempo (min)
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Tabla 14. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de lactosuero 

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

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de 

células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND  52.90 ± 3.870 1.2x107± 1.1 x106 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 2.1x109± 2.1x108 14.08 ± 0.37 

72 101 ± 0.069 5.14 ± 1.036  1.7x109± 2.3x108 18.34 ± 1.66 

96 320 ± 0.140 0.81 ± 0.134 8.7x108± 1.7x108 18.69 ± 2.40 

Valor ± desviación estándar 

ND: no detectado  

 

La velocidad de formación de producto (rp) fue de 0.24 g L-1 h-1 

(R2=0.98). Se observó un crecimiento exponencial, con una velocidad máxima 

de crecimiento específico (μm) de 0.19 h-1. La concentración máxima de 

levaduras fue de 2.1 x109 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 remoción del 95% en lactosuero desproteinizado. La velocidad 

de consumo de sustrato (-rs) fue de 1.34 g L-1 h-1, con un coeficiente de 

correlación de 0.99 (Figura 32). Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yx/s, en 

base a lactosa) de 0.28 g/g.  
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Figura 25. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuación 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 Logístico (Figura 33), se obtuvo un tg de 1.52, 1.77 y 2.27 

h, respectivamente. Los tres modelos presentaron coeficientes de correlación 

de 0.90.  
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6.4.2. Formulación 3 (1000 mg/ L de L-FE en LD) 

La máxima producción de 2-FE fue de 437 mg/L (48 h), un tiempo menor 

que el obtenido cuando adicionamos 500 mg/L de L-FE (96 h). La velocidad de 

formación de producto (rp) fue de 0.36 g L-1 h-1 (R2=0.98). Sin embargo, 

después de las 48 h, hay una disminución, tanto en la producción de 2-FE como 

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

lado, la ecuación de Monod para la inhibición por producto, nos arrojó una rg 

para etanol de 2.13 g L-1 h-1; n=0.5; Kobs=0.54, con un coeficiente de correlación 

(R2) de 0.93. Mientras que para 2-FE la rg=1.77 g L-1 h-1; n=;Kobs=0.81 con un 

coeficiente de correlación (R2) de 0.99; estos resultados sugieren, que hay una 

inhibición por producto para este tratamiento. 

Ecuación 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   134.6591  ±  1.32793

                       k      0.99395 ± 0.98749

  R^2   = 0.90512

µmax=0.19h
-1

          λ = 0.10 h
-1

     tg=1.52 h
   

Gompertz

   Richards

  R^2   = 0.9059

  µmax=0.13h
-1

           λ = 0.67 h
-1

       tg= 2.27 h

   Logístico

 R^2   = 0.90512

 µmax=0.17h
-1

         λ = 0.19 h
-1

    tg=1.77 h

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

      a  9.18411   ± 0.20864

       xc  -19.283 ± 8.50676

        k  0.06217 ± 0.02641

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

      a  9.18592    ± 0.21831

    xc -22.83518  ± 10.4505

        k  0.05839  ± 0.02667

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

L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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Respecto a la remoción de lactosa, ésta fue del 96.37 %. La velocidad de 

consumo de sustrato (-rs) fue de 1.27 g L-1 h-1, con un coeficiente de correlación 

de 0.99. Se obtuvo un rendimiento de biomasa (Yx/s, en base a lactosa) de 0.44 

g/g. Se observó un crecimiento exponencial, con una velocidad máxima de 

crecimiento específico (μm) de 0.21 h-1. La concentración máxima de levaduras 

fue de 2.7 x109 UFC/mL (48 h).  

Utilizando las ecuaciones de los modelos de crecimiento sigmoidal 

Gompertz, Richards y Logístico (Figure 34) obtuvimos un tg de 1.47, 1.43 y 2 h. 

Estos resultados, al igual que el recuento de levaduras son ligeramente 

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

Tabla 5. Concentración de los distintos parámetros de las cinéticas de LD con 1 g/L de L-

FE a 30 °C/180 rpm. 

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de 

células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND  47.37 ± 5.725 8.9x106 ± 1.1 x105 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 2.7x109± 2.0x108 23.71 ± 1.26 

72 316 ± 0.069 2.01 ± 0.045  2.6x109± 3.7x108 16.79 ± 2.83 

96 210 ± 0.060 1.72 ± 0.081  1.9x109± 3.0x108 14.33 ± 2.58 

Valor ± desviación estándar 

ND: no detectado 
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Figura 27.Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las cinéticas de LD con 

1 g/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 adición de L-FE. En este caso, ambos tratamientos 

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

adicionamos 1000 mg/L de L-FE. Además, presenta una velocidad de formación 

de producto (rp) más rápida, lo que se refleja en tiempos más cortos de 

producción de 2-FE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ecuación 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   128.2580  ±  4.7798

                         k    1.16855 ± 0.5846

  R^2   = 0.97394

µmax=0.20h
-1

          λ = 0.10 h
-1

     tg=1.47 h
   

Gompertz

   Richards

  R^2   = 0.97607

  µmax=0.15h
-1

           λ = 0.12 h
-1

       tg= 2 h

   Logístico

 R^2   = 0.98734

 µmax=0.21h
-1

         λ = 0.12 h
-1

    tg=1.43 h

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

      a  9.4176   ± 0.11926

     xc  -16.080 ± 3.60223

        k  0.0639 ± 0.01329

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

    a  9.42236    ± 0.12859

  xc -19.98109  ± 4.67234

      k  0.05921  ± 0.01362
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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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tg tiempo de generación, Yx/s rendimiento de biomasa, rp velocidad de formación de 

producto, -rs velocidad de consumo de sustrato. 

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

amonio sobre la producción de 2-FE  

6.6.1. Formulación 4 (450 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 g/L de L-

fenilalanina (L-FE) en LD). 

La concentración de (NH4)2SO4 en estas cinéticas (450 mg/L), tuvo 

un efecto sobre la producción de 2-FE. La producción máxima de 2-FE fue de 

780 mg/L a las 96 h (Tabla 17). Los cromatogramas (Figura 35) muestran las 

señales del compuesto 2-FE (96 h), en un tiempo de retención de 10.45, 10.42 

min. Mientras que la velocidad de formación de producto (rp) fue de 0.72 g L-1 h-

1, con un coeficiente de correlación (R2) de 0.90. El consumo de lactosa fue del 

99.36 %. Utilizando la ecuación de Monod obtuvimos una velocidad de 

consumo de sustrato (-rs) de 1.07 g L-1 h-1 (R2=0.99) con un contenido de 

lactosa residual de 0.30 g/L (96 h)(Figura 37). 

Parámetros 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 

μm (h-1) 0.19 0.21 

tg(h) 1.52 1.47 

Yx/s (g/g) 0.28 0.44 

Recuento de levaduras (UFC/mL) 2.1x109 2.7x109 

Lactosa residual (g/L) 0.81 1.72 
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Figura 28. Cromatogramas (CG/FID) del compuesto 2-FE a las 96 h en LD con 450 mg/L 

(NH4)2SO4 y L-FE a 30 °C/180 rpm. 

 

Estos resultados corresponden al contenido de lactosa presente a lo 

largo de las fermentaciones. Se observó un crecimiento exponencial, con una 

concentración máxima de 2.19 x109 UFC/mL (72 h). La velocidad específica de 

crecimiento (µ) fluctúo de 0.58 a 0.02 h-1; con un rendimiento de biomasa (Yx/s, 

en base a lactosa) de 0.30 g/g. Los resultados obtenidos con la ecuación de 

Monod, para la formación del producto asociada al crecimiento, sugieren como 

se demuestra en apartados anteriores, que 2-FE se encuentra asociado al 

crecimiento. Los valores de la ecuación de Monod fueron de 0.03 g L-1 h-1, con 

un coeficiente de correlación de (R2) 0.96.  

Tiempo (min) Tiempo (min)
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Tabla 7. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de lactosuero 

dulce con K. marxianus con 450 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a 30 °C/180 rpm. 

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de 

células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 50.15 ± 0.713 1.06 x107± 1.02x106 ND 

24 261 ± 0.095 34.25 ± 0.839 1.73x108 ± 1.2 x107  ND 

48 508 ± 0.061 8.52 ± 0.360 2.97 x108± 1.2 x108 16.80 ± 1.31 

72 669 ± 0.066 1.31 ± 0.213  2.19 x109± 9.9 x107 23.87 ± 1.96 

96 780 ± 0.024 0.304 ± 0.088  1.95x109± 3.4x108 22.69 ± 0.76 

      Valor ± desviación estándar 

      ND: no detectado  

 

Utilizando las ecuaciones de los modelos de crecimiento sigmoidal 

Gompertz, Richards y Logístico, se obtuvieron velocidades máximas de 

crecimiento (μm) de 0.094, 0.097 y 0.076 h-1, respectivamente. Los tiempos de 

generación obtenidos (tg) fueron de 3.20, 3.08 y 4.22 h (Figura 36). Tanto los 

resultados de la ecuación de Monod, como los de tg, concuerdan con los 

resultados obtenidos sobre la producción de 2-FE. Demostrando que a mayor 

tiempo de generación, se requiere un mayor tiempo en la formación de 2-FE, 

como podemos observar en la Tabla 17. 
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Ecuación if(d<1) y=(a^(1-d)-exp(-k(x-xc)))^(1/(1-d)                

                        a     9.57857   ± 1.33525

                     xc  -182.68194  ± 32767.83567

                       d       1.02598  ±  23.68739

                       k       0.02674  ± 0.08178

R^2   = 0.95262

µmax=0.094h
-1

         λ = 0.049 h
-1

   tg=3.20 h
   

Gompertz

   Richards

  R^2   = 0.95188

  µmax=0.071h
-1

           λ = 0.059 h
-1

      tg=4.22 h

   Logístico

R^2   = 0.9052

 µmax=0.097h
-1

           λ = 0.0322 h
-1

      tg=3.084 h

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

   a  9.5372   ± 0.34373

     xc   -34.76 ± 10.40237

     k  0.0299 ± 0.01007

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

    a  9.5799    ± 0.3788

    xc -44.2345  ± 14.0127

      k  0.02665  ± 0.00974

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las fermentaciones de 

LD con 450 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 

  

La producción máxima de etanol fue de ~24 g/L, los resultados de la 

ecuación de Monod demuestran una inhibición por producto (rg) para etanol de 

1.37 g L-1 h-1 con un Kobs=0.28; n= 0.5 y un coeficiente de correlación (R2) de 

0.99 (Figura 38). Mientras que para 2-FE la rg=0.96 g L-1 h-1; Kobs=0.69 y un 

coeficiente de correlación (R2) de 0.99. Rong et al. (2011), reportaron que 

concentraciones de etanol alrededor de 25 g/L, inhiben la producción de este 

compuesto aromático.  
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Figura 30. Velocidad de consumo de sustrato (-rs) utilizando la ecuación de Monod en las 

cinéticas de LD con 450 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Ajuste de la ecuación de Monod (rg etanol) para las cinéticas de LD con 450 

mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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6.6.2. Formulación 5 (900 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 mg/L de L-

fenilalanina (L-FE) en LD). 

La variación de los diferentes parámetros, 2-feniletanol, lactosa, 

recuento de células y etanol, a lo largo de las fermentaciones de lactosuero 

dulce, se muestran en la Tabla 18. La producción máxima de 2-FE, se obtuvo a 

las 48 h, con una concentración de 995 mg/L. Estos resultados fueron 

superiores que los obtenidos con 450 mg/L de (NH4)2SO4, lo que puede 

deberse, principalmente a la disponibilidad de NFA. Utilizando la ecuación del 

modelo de Monod, se obtuvo que la velocidad de formación de producto (rp) 

para 2-FE de 1.14 g L-1 h-1, con un coeficiente de correlación (R2) de 0.99. Los 

resultados de velocidad de formación 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-1 

h-1 (rp). 

Tabla 8. Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de lactosuero 

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

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de levaduras 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND 54.08 ± 1.72 5.97x106 ± 9.7 x106 ND 

24 775 ± 0.085 23.72 ± 1.92 3.02 x108 ± 1.7x108 8.13 ± 2.91  

48 995 ± 0.076 0.912 ± 0.087 1.12 x109 ± 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 ± desviación estándar ; ND: no detectado  
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El cromatograma (Figura 39), muestra la señal del compuesto 2-FE para 

una de las muestras. El tiempo de retención para 2-FE fue de 10.09, con un 

área bajo la curva de 258.21 pa seg-1. La señal concuerda con el patrón de la 

sustancia pura utilizada para obtener la curva de calibración. 

 

 

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. 

 

Además del análisis por cromatografía de gases, las muestras se 

analizaron mediante RMN al ser ésta formulación, donde se obtuvo la máxima 

concentración de 2-feniletanol. En el espectro de protón del compuesto 

aromático 2-FE del lactosuero dulce (LD) (Figura 40), se observó la señal 

correspondiente al disolvente de referencia, cloroformo deuterado (CDCl3) a 

7.26 ppm. Las señales que aparecen de 7.15 a 7.35 ppm (zona donde aparecen 

los hidrógenos de anillos aromáticos), se encuentran los hidrógenos unidos al 2-
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hidroxietilo. Mientras que las señales que aparecen en 3.87 (CH2-AR) y 2.88 

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

hidroxilo (H-C-OR).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en CDCl3 del compuesto 2-FE en cinéticas de LD con 

900 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a 30 °C/180 rpm. 
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Ratanapariyanuch et al. 2011, obtuvieron el espectro de RMN de 

protón del compuesto 2-FE en vinaza con la adición del compuesto (Figura 41). 

Como podemos observar en el espectro, también se observan señales 

características de 7.15 a 7.35 ppm, que corresponden a los hidrógenos 

aromáticos, lo que coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

Mientras que las señales presentes entre 3.87 (CH2-AR) a 2.88 (CH2-OH), 

corresponden a los hidrógenos unidos a metilenos unidos a un hidroxilo (H-C-

OR). 

 

Figura 32. Espectro de RMN de 1H a 500 MHz en DMF del compuesto 2-FE en cinéticas de 

vinaza . 

 

Adicionalmente a este reporte, se realizó la simulación del compuesto 

2-FE utilizando el software Chemdraw (Figura 42). Las señales que aparecen 

de 7.19 a 7.23 ppm (zona donde aparecen los hidrógenos de anillos 

aromáticos), se encuentran los hidrógenos unidos al 2-hidroxietilo. Mientras que 

las señales que aparecen en 4.58 (CH2-AR) y 2.87 (CH2-OH) corresponde a los 

hidrógenos unidos a metilenos. Estas señales concuerdan con las obtenidas en 

las muestras analizadas para estas cinéticas. 
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CH2
CH2

C6H5CH2
 

 

Figura 33. Espectro calculado con el software Chemdraw de RMN de 1H a 400 MHz del 

compuesto 2-FE. 

 

Además de 2-FE, la formación de etanol estuvo presente a lo largo 

de las fermentaciones, con una concentración máxima de 13.83 g/L (72 h). A un 

tiempo de 96 h, la concentración de 2-FE y de etanol, así 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 ecuación de Monod para la 

inhibición por producto, nos dio como resultado una velocidad de crecimiento 

(rg) para etanol de 0.85 g L-1 h-1 con una constate (Kobs) de 0.11 y un coeficiente 

de correlación (R2) de 0.97 que se calculó de la siguiente manera: 

𝑟𝑔 = 𝑘𝑜𝑏𝑠
𝜇𝑚𝐶𝑠𝐶𝑥 

𝐾𝑠 + 𝐶𝑠
(4) 

𝑘𝑜𝑏𝑠 = (1 −
𝐶𝑝
𝐶𝑝
∗)

𝑛(5) 
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 Para 2-FE, se obtuvo una rg de 0.55 g L-1 h-1 y una Kobs de 0.64, el 

coeficiente de correlación (R2) 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 

investigación. Este comportamiento es similar al descrito por Wang et al. 

(2011), quienes reportaron el efecto sinérgico inhibitorio entre la formación de 

etanol y 2-FE para Saccharomyces cerevisiae en concentraciones de 10 y 2.7 

g/L, respectivamente. Se ha reportado que el efecto inhibitorio de estos 

metabolitos, incrementa la permeabilidad de la membrana plasmática, 

afectando los sistemas de transporte para azúcares y aminoácidos, acelerando 

la difusión pasiva de iones y metabolitos a través de esta (Seward et al., 1996; 

Fang y Daugulis, 2009). 

 

Figura 34. Ajuste del modelo de Monod para la inhibición por producto de las 

fermentaciones de lactosuero dulce con 900 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 

rpm. 
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La velocidad específica de crecimiento (μ) en estas fermentaciones, 

utilizando el ajuste del modelo de Monod, fluctúo de 0.82 a 0.01h-1. Utilizando 

los modelos de crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logístico, se 

obtuvieron tiempos de generación (tg) de 1.07, 1.11 y 1.50 h, (Figura 44). El 

crecimiento obtenido, determinado por el tiempo de generación para los tres 

modelos (tg 1.07, 1.11 y 1.50 h) es más rápido, que el reportado por Mendoza 

et al. (2006), quienes obtuvieron un tg de 1.65 h en lactosuero desproteinizado. 

El recuento de células presentó un crecimiento exponencial, con una 

concentración máxima de 1.12x109 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 (Yx/s, 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 x109 UFC/mL. 

Utilizando el ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico, las 

velocidades máximas de crecimiento (μm) 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 correlación (R2 0.98) para el modelo de Richards (Figura 

46). Estos valores de  μm concuerdan con lo reportado por Araujo et al. (2007), 

que obtuvieron una μm de 0.29 h-1. Sin embargo, se encuentran por debajo de lo 

reportado por Lukondeh et al. (2003), en cultivo por carga (0.37 h-1) en un 

medio sintético con una concentración de lactosa de 40 g/L. Estas diferencias 

podrían deberse a la complejidad del sustrato empleado en esta investigación y 

a las condiciones del ensayo. 
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   Richards

Ecuación y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))

   a     8.96696   ± 0.09045

  xc     -14.62256 ± 3.22956

    k    0.07696   ± 0.01634

Ecuación if(d<1) y=(a^(1-d)-exp(-k(x-xc)))^(1/(1-d)                

                    a       8.95343   ± 0.05644

                   xc  -204.64544  ± 1.70059 

                   d       94.37341  ± 2.25812

                    k        0.87302  ± 3.4567

Ecuación y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))

 a   8.96836    ± 0.09483

xc  -17.53229   ± 4.06358

  k  0.07236    ± 0.01668

R^2   = 0.97847

µmax=0.28h
-1

     λ = 0.15 h
-1

   tg=1.07 h

R^2   = 0.98095

µmax=0.27h
-1

     λ = 0.14 h
-1

   tg=1.11 h

  R^2   = 0.97964

µmax=0.20h
-1

     λ = 0.17 h
-1

   tg=1.50 h

   Logístico

   

Gompertz

 

Figura 35. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las cinéticas de LD con 

900 mg/L (NH4)2SO4 y L-FE a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 

 

Se obtuvo una remoción de lactosa del 99.10 % a las 96 h. Éstos 

resultados, podrían deberse principalmente, al suplemento con sulfato de 

amonio, como fuente de nitrógeno fácilmente 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 óptimo (~4.7) en el sustrato, tiene un efecto sobre la 

absorción de la lactosa en el gen LAC12 (Km para lactosa de ~ 2,8 mM), que es 

uno de los dos genes responsables de la hidrólisis de lactosa, hasta sus 

monómeros glucosa y galactosa con K. marxianus (Texeira et al., 2006; 

Paladino et al., 2004).  
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6.6.3. Formulación 6 (1350 mg/L de (NH4)2SO4 y 1000 mg/L de L-

fenilalanina (L-FE) en LD) 

La máxima producción de 2-FE en estas cinéticas fue de 718 mg/L a 

las 48 h. La máxima producción se obtuvo en tiempos similares que en las 

cinéticas con 900 mg/L (NH4)2SO4 (apartado 6.1.3.). Sin embargo, la 

concentración se encuentra por debajo de lo obtenido con este tratamiento. La 

velocidad de formación de producto (rp) fue de 0.32 g L-1 h-1, con un coeficiente 

de correlación de (R2) 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 concentración de 2-FE obtenida (Tabla 19). 

Tabla 9.  Concentración de los distintos parámetros de las fermentaciones de lactosuero 

dulce con K. marxianus con 1350 mg/L (NH4)2SO4 a 30 °C/180 rpm. 

Tiempo 

(h) 

2-feniletanol 

(mg/L) 

Lactosa 

(g/L) 

Recuento de 

células 

(UFC/mL) 

etanol  

(g/L) 

0 ND  48.86 ± 0.919 1.2x107±4.1 x104 ND 

24 398 ± 0.200 36.14 ± 1.612 1.7x108± 8.2x106 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  2.4x109± 2.9x107 23.32 ± 2.56 

96 628 ± 0.088 0.70 ± 0.134  1.4x109± 3.0x107 25.13 ± 0.37 

       Valor ± desviación estándar 

              ND: no detectado. 

 

Los cromatogramas a este tiempo (48 h) se muestran en las Figura 

45. La señal del compuesto se detectó en tiempos de retención de 10.457, 

10.359 y 10.397 min. Las áreas determinadas por CG/FID para estos tiempos 

fueron de  441.151, 433.68 y 413.723 pa s-1, 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)2SO4  a pH 4.8 30 °C/180 rpm. 

 

La velocidad de consumo de sustrato (-rs) obtenido con la ecuación de 

Monod fue de 1.35 g L-1 h-1 (R2=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 concentración celular. La 

concentración máxima de levaduras fue de 2.4 x109 UFC/mL. Se obtuvo un 

rendimiento de biomasa (Yx/s, 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). 

 

Tiempo (min)
Tiempo (min)
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Figura 46. Velocidad de consumo de sustrato (-rs)  utilizando la ecuación 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 Logístico, 

las velocidades máximas de crecimiento (μm) obtenidas, a partir de las 

constantes de cada modelo, fueron 0.11, 0.098 y 0.082 h-1, respectivamente. 

Obteniendo un mejor coeficiente de correlación (R2 0.95) para el modelo de 

Gompertz. Se ha reportado que la adición de sales de amonio en exceso al 

medio de cultivo, genera una disminución en la producción de alcoholes 

superiores (Giudici et al., 1990), lo que podría explicar los resultados 

obtenidos. La concentración máxima de etanol obtenida fue de 25.13 g/L (96 h). 

Estas concentraciones resultaron ser inhibitorias, tanto en la concentración de 

biomasa, como en la formación de 2-FE. Utilizando la ecuación de Monod se 

obtuvo para etanol una rg=1.99 g L-1 h-1; n=0.5; Kobs=0.32 con un coeficiente de 

correlación de 0.99. Mientras que para 2-FE, la rg fue de 1.42 g L-1 h-1; n=0.2; 

Kobs=0.70 y un coeficiente de correlación de 0.99.  
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El efecto sinérgico entre etanol y 2-FE se observó en estas cinéticas 

como se ha reportado (Seward et al., 1996; Fang y Daugulis, 2009). 

Finalmente, en la Tabla 20 se muestran los parámetros determinados en cada 

tratamiento, destacando el tratamiento en donde adicionamos 900 mg/L 

(NH4)2SO4 y 1g/L de L-fenilalanina. Para este tratamiento se obtuvo una mayor 

concentración de 2-FE (995 mg/L) en menor tiempo (48 h). Una mayor 

velocidad de formación 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. 

tg tiempo de generación, Yx/s rendimiento de biomasa, rp velocidad de formación de 

producto, -rs velocidad de consumo de sustrato 

Adicionalmente, se obtuvo una concentración más baja de etanol (14 

g/L), que no resultó inhibitoria como en el tratamiento con 1350 mg/L 

(NH4)2SO4. A pesar de que en todos los tratamientos hubo producción de 2-FE. 

Cuando adicionamos 450 y 1350 mg/L (NH4)2SO4, la producción fue orientada 

principalmente a la producción 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)2SO4, hasta esta parte 

experimental. Para el tratamiento donde obtuvimos la máxima concentración de 

2-FE (~ 1 g/L), realizamos un análisis de costos de la materia prima (Figura 47). 

Parámetros 450 900 1350 

2-FE(mg/L) 780 995 718 

Etanol (g/L) 24 14 25.13 

rp ( g L-1 h-1) 0.72 1.14 0.32 

-rs ( g L-1 h-1) 1.07 1.26 1.35 

μm (h-1) 0.098 0.27 0.11 

tg(h) 3.20 1.11 2.75 

Yx/s (g/g) 0.30 0.22 0.42 

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

Lactosa residual (g/L) 0.30 0.45 0.70 
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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 dólares el kilogramo (Etschmann et al., 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

6.5. Evaluar el efecto de la producción de 2-FE sobre la 

reducción de la Demanda Química de Oxígeno (DQO).  

Todos los tiempos en cada tratamiento (F1, F2, F3, F4, F5 y F6), se 

analizaron para determinar la demanda química de oxígeno (DQO). Para los 

tratamientos con mayor remoción, se realizó un análisis de reducción de costos, 

Puesto del equipo

13.06

Figura 47. Análisis de costos de materia prima para las cinéticas de LD con 900 

mg/L  (NH4)2SO4 a pH 4.8, 30 °C/180 rpm. 
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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 remoción para los tratamientos mostrados en las 

Tablas 20 y 21 se calcularon de la siguiente manera: 

)/,(minarg:
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100*

5:0

5

0
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Para los tratamientos mostrados en la Tabla 22, la eficiencia máxima 

de remoción (E) fue en la formulación 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 imágenes del análisis 

colorimétrico de las cinéticas de la formulación 3 . 

 

    

 

 

Figura 48. Muestras preparadas de acuerdo 

a la APHA,2005 para el análisis 

colorimétrico 

Figura 49. Muestras de la cinéticas de LD 

despúes del tratamiento 
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Para las formulaciones 2 y 3, se realizó un análisis de reducción 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 Federación (2007). Para este tipo de agua, se establace un 

límite máximo permitible para DQO de 320 mg/L, como promedio mensual. El 

exceso en el límite máximo 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 será pagado en 

términos del artículo 283 de la ley antes mencionada.  

 

Tabla 10. Tabla comparativa de la concentración 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. 

 

T Formulación 1 Formulación 2 Formulación 3 Formulación 4 

Condiciones 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8   

 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8   

450 mg/L  (NH4)2SO4 

 1 g/L L-FE 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8   

900 mg/L  (NH4)2SO4 

 1 g/L L-FE 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8   

1350 mg/L  (NH4)2SO4 

 1 g/L L-FE 

Tiempo 

(h) 

DQO 

(mgO2/L) 

DQO 

(mgO2/L) 

DQO 

(mgO2/L) 

DQO 

(mgO2/L) 

0 51,833 ± 3790.96 41,388 ± 994.32 50,583 ± 3033.21 37,027 ± 622.58 

24 22,472 ± 273.57 15,388 ± 947.70 16,694 ± 569.04 18,027 ± 2793.42 

48 19,055 ± 106.38 14,027 ± 662.60 11,888 ± 387.56 14,250 ± 1631.33 

72 18,222 ± 115.64 11,916 ± 337.55 6,500 ± 804.43 13,694 ± 1817.48 

96 16,472 ± 277.31 5,083 ± 1184.063 1,222 ± 45.36 10,750 ± 1784.34 

Valor ± desviación estándar 

T: tratamiento 
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$163,629

Gómez et al. (2009), realizaron un estudio en el Valle de Tulancingo; 

dividieron a los productores en función a la leche procesada, clasificándolos en 

a) industrias pequeñas, aquellas que procesan hasta 3,000 litros de leche por 

día; b) industrias medianas, entre 3,001 y 9,000 litros por día; c) industrias 

grandes, con más de 9,000 litros de leche por día. En este trabajo experimental 

consideramos la clasificación b. 

 

Así tenemos que para la fomrulación 3 la reducción de costos sería 

de un 97.58 %. Mientras que para la formulación 2, la reducción sería de un 

87.70 %. En la Figura 50 se muestra el análisis de costos en donde se 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 370. Análisis de reducción de costos para la formulación 3 de las cinéticas de LD a 

pH 4.8 30°C/180 rpm. 

 

La Figura 51, muestra el análisis de reducción de costos para la 

formulación 2, donde se establace un monto a pagar con el tratamiento de 

$5,541,966.  
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$680,628

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para las formulaciones 5 y 6, la eficiencia de remoción (E) máxima 

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 formulación 5. Mientras que para la formulación 6 la 

concentraciones de la DQO fluctuaron de 38,000 a 12,277 mgO2/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 381. Análisis de reducción de costos para el tratamiento C de las cinéticas de LD a 

pH 4.8 30°C/180 rpm. 
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Tabla 11. Tabla comparativa de la concentración 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. 

 

T Formulación 5 Formulación 6 

Condiciones 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8  

0.5 g/L L-FE 

Agitación 180 rpm 

pH  4.8   

1 g/L L-FE 

Tiempo 

(h) 

DQO 

(mgO2/L) 

DQO 

(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 ± desviación estándar 

 

Finalmente en las Figuras 52 y 53, se muestran los análisis de costos 

para las formulaciones 5 y 6. Para la formulación 5, la reducción 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 formulación 6, la 

reducción de costos fue de 32.30 %, con un monto original de $5,088,303. 
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$1,186,512

$1,643,924

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 392. Análisis de reducción de costos para formulación 5 de las cinéticas de LD a 

pH 4.8 30 °C/180 rpm. 

 

   

Figura 403. Análisis de reducción de costos para formulación 6 de las cinéticas de LD a pH 

4.8 30 °C/180 rpm. 
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CONCLUSIONES  
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Conclusiones  

 

I. El análisis de RMN, así como el ajuste de los modelos 

matemáticos de crecimiento sigmoidal y de Monod, permitieron 

seleccionar el sustrato potencial (LD), que presentó diferencias 

en la conformación de lactosa, respecto a la concentración de 

β y α-lactosa, en comparación con el LA y LR, lo que además 

del contenido de proteína y minerales favorecieron la 

producción de 2-FE.  

 

II. Se demostró el uso potencial del LA en crudo en cinéticas en 

lote (batch, reactor intermitente), para la producción tanto de 

etanol como de biomasa, en comparación con el LD y LR. 

 

III. El uso de glucosa, como fuente de carbono y energía presente 

en el lactosuero y  el uso del aminoácido L-FE como precursor, 

se demostró tiene un efecto sobre la producción 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 

producción de 2-FE; sin embargo, la extracción del producto 

mediante técnicas IPSR con solventes adecuado a partir del 

momento en que se forma, podría incrementar su producción. 

 

V. Se demostró que la reducción de la Demanda Química de 

Oxígeno (DQO) es independiente de la producción de 2-FE. Lo 

que reduce los costos en el monto establecido por la Ley en 

Materia de Aguas (receptor A).  
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