UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

uﬂ 7,

°fFec

Escuela Superior de Apan

TESIS DE LICENCIATURA

Caracterizacion Fisicoquimica del Lactosuero para la
Formulacion Optima de Medios de Cultivo

Para obtener el titulo de
Licenciada en Ingenieria en Biociencias

PRESENTA
Jessica Ortiz Lopez

Director de tesis
Dr. Pablo Antonio Lépez Pérez

Co-Directora de tesis
Dra. Emma Gloria Ramos Ramirez

Apan, Hidalgo, México a 07 de noviembre del 2025




Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
Escuela Superior de Apan

GRS Aom Nimero de control: ESAp-023/2025
Asunto: Autorizacion de impresion de tesis

Jessica Ortiz Lopez
PDLIB.C.
PRESENTE

Por este medio le comunico que, el jurado asignado a la pasante de la Licenciatura en
Ingenieria en Biociencias Jessica Ortiz Lopez (351850), a quienes les present6 el trabajo
para su titulacion en la modalidad de tesis con el titulo “Caracterizacion Fisicoquimica del

Lactosuero para la Formulacion Optima de Medios de Cultivo”, después de la revisién
ha autorizado la impresion.

A continuacion, se presentan las firmas de conformidad de los miembros de estefurado:
PRESIDENTE: Dr. Aldo Christiaan Jardinez Vera 220 — . i)
SECRETARIO: Dra. Edith Jiménez Mufioz ; V/ : 7
PRIMER VOCAL: Dr. Pablo Antonio Lépez Pérez %_”

Hosrrt g
SEGUNDO VOCAL: Dra. Emma Gloria Ramos Ramirez ,
/{
A
SUPLENTE: Ing. Ma. Rafaela Mohedano Juérez ==

ATENTAMENTE
“Amor, Orden y Progreso”
Chimalpa, Apan, Hgo., México a 7 de noviembre de 2025.

Carretera Apan - Calpulapan Km. 8, Colonia Chimalpa
Tlalayote, Apan, Hidalgo, México C.P. 43900
Teléfono: 7717172000 Ext. 50901

“Amor, Orden y Progreso” esap@uaeh.edu.mx

9007, 8307,

JS WORLD SN Times £y Sy
L s 2025 Higher Wi e T
n—— Ed 7 Uy or . - =

o

+ %
5
YUy




Dedicatoria

Este trabajo va dedicado con todo carifio a mis padres, el Sr. Isidro Ortiz Mascote y la Sra. Bertha Lépez
Aguirre y a mi hermana Nancy Ortiz LApez, que a lo largo de mi vida me han brindado su amor
incondicional.



Agradecimientos
A mis padres por brindarme su apoyo para estudiar y concluir mi carrera universitaria, por sus palabras de
aliento y por creer en mi, son mi mayor orgullo e inspiraciéon y un gran ejemplo de vida, agradezco a mi
hermanita Nancy Ortiz L6opez por ser mi confidente, mi compafiera y la persona con quien comparto mis alegrias
y tristezas, gracias por estar en mi vida, los amo

A mi familia y amigos que me han visto crecer, por su apoyo, su preocupacion, sus palabras de aliento y
consejos, gracias por ser parte de este logro.

A mis amigos y compafieros de la Escuela Superior de Apan por los momentos que compartimos en la
universidad, deseo que tengan mucho éxito, una vida plena y que cumplan con sus metas profesionales y
personales, los aprecio mucho y les deseo lo mejor siempre.

A los doctores catedraticos del programa de Ingenieria en Biociencias por su labor compartiendo sus
conocimientos y experiencias, guiando el aprendizaje de las ciencias bioldgicas, ademas de inspirarme a seguir
adelante en mi formacién profesional y laboral.

Al Dr. Pablo Antonio Lépez Pérez por haber sido mi guia para la elaboracion de este trabajo, por su apoyo,
paciencia y comprensién.

Al Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN)
Unidad Zacatenco especialmente al Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria por haberme permitido
realizar mis practicas profesionales en sus instalaciones, lo que permiti6 el desarrollo de esta tesis

Agradezco especialmente a la Dra. Emma Gloria Ramos Ramirez por permitirme desarrollar mi proyecto
durante mi estadia en su laboratorio, por su guia en mis practicas profesionales y por hacerme sentir parte de su
grupo de trabajo, también agradezco al equipo de trabajo del laboratorio 28, Pilar Méndez y Alejandro Aranda,
por su paciencia y su apoyo constante en la realizacion mis practicas y a mis comparfieros Yinian, Martha y
Pablo, fue una experiencia de mucho aprendizaje.



Resumen

La Economia Circular promueve el desarrollo sostenible reintroduciendo residuos agroindustriales como
materias primas valiosas, aprovechando su disponibilidad, bajo costo y alto contenido de biomoléculas (Anaya
Villalpanda, 2025). En este contexto, el objetivo central de este trabajo fue valorizar el lactosuero, un
subproducto clave de la produccion de queso, utilizdndolo directamente como un sustrato de enriquecimiento
en medios de cultivo para el crecimiento de microorganismos de interés biotecnoldgico. Inicialmente, se realizd
la caracterizacion fisicoquimica de dos muestras de suero de leche dulce (SL1 y SL2) proporcionadas por la
empresa Prounilac, determinando cuantitativamente parametros clave como pH, porcentaje de acido lactico,
lactosa, humedad, lipidos y proteinas mediante métodos basados en Normas Oficiales Mexicanas (NOM).
Posteriormente, se evalud el crecimiento de cuatro microorganismos seleccionados en cinco formulaciones
solidas diferentes que combinaban medio artificial con distintas proporciones de lactosuero liquido. EI Andlisis
Descriptivo de Frecuencias (para cuantificar el porcentaje de éxito de crecimiento, resultado binario) validé
que, si bien el medio artificial sin lactosuero (T1) ofrecid el mejor crecimiento general, las formulaciones con
lactosuero impactaron diferencialmente el desarrollo celular. Los resultados confirmaron un efecto promotor
significativo en tres de los cuatro microorganismos ensayados: Pichia anomala, Lactobacillus rhamnosus y
Trichoderma harzianum. EI mayor porcentaje de éxito se concentro en las formulaciones con concentraciones
de lactosuero menores o iguales al 50% (T2 y T3), lo que indica que estas diluciones fueron estadisticamente
eficaces para estimular el desarrollo de L. rhamnosus y P. anomala. Por el contrario, las formulaciones con
altas concentraciones (T4 al 75% y T5 al 100%) registraron un porcentaje de éxito notablemente inferior,
limitando el crecimiento. La Unica excepcion fue la levadura P. anomala, que demostro ser la cepa mas robusta,
manteniendo un crecimiento abundante hasta las 96 horas en la totalidad de las formulaciones, siendo capaz de
utilizar el lactosuero como sustrato Gnico. Se concluye que, dada su rica composicién nutricional y la evidencia
de su desempefio como sustrato efectivo en diluciones menores al 50% para cepas clave (L. rhamnosus y T.
harzianum), el lactosuero es una materia prima viable y prometedora para ser empleada eficazmente como
fuente de carbono para la produccidn de biomasa celular y metabolitos de relevancia industrial.

Palabras clave: residuos agroindustriales, lactosuero, economia circular, sustentabilidad, caracterizacion
fisicoquimica, medio de cultivo, microorganismos



Abstract

The circular economy promotes sustainable development by reintroducing agro-industrial waste as valuable
raw materials, making use of their availability, low cost and high biomolecular content (Anaya Villalpanda,
2025). In this context, the main aim of this study was to utilize whey, a key by-product of cheese production,
as a direct enrichment substrate in culture media for the growth of biotechnologically relevant microorganisms.
Initially, physicochemical characterization was performed on two sweet milk whey samples (SL1 and SL2)
provided by Prounilac. Key parameters such as pH, lactic acid percentage, lactose, moisture, lipids and proteins
were quantitatively determined using methods based on Mexican Official Standards (NOM). Subsequently, the
growth of four selected microorganisms was evaluated in five different solid formulations combining artificial
media with various liquid whey proportions. Descriptive frequency analysis (used to quantify the growth
success rate as a binary outcome) showed that, although the artificial medium without whey (T1) promoted the
best overall growth, the formulations with whey had a differential impact on cell development. The results
confirmed a significant promoting effect in three of the four microorganisms tested: Pichia anomala,
Lactobacillus rhamnosus and Trichoderma harzianum. The highest success rate was found in formulations with
whey concentrations of less than or equal to 50% (T2 and T3), indicating that these dilutions were statistically
effective in stimulating the development of L. rhamnosus and P. anomala. In contrast, formulations with high
concentrations (T4 at 75% and T5 at 100%) recorded a significantly lower success rate, which limited growth.
The only exception was the yeast P. anomala, which proved to be the most robust strain. It maintained abundant
growth up to 96 hours in all formulations and was able to use whey as a sole substrate. In conclusion, given its
rich nutritional composition and evidence of performance as an effective substrate at dilutions of less than 50%
for key strains such as L. rhamnosus and T. harzianum, whey is a promising and viable raw material for the
effective production of cellular biomass and industrially relevant metabolites.

Key words: agro-industrial waste, whey, circular economy, sustainability, physicochemical characterization,
culture medium, microorganism
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1. INTRODUCCION

La industria de elaboracion de alimentos es una de las més relevantes y las mas grandes a nivel global; entre
ellas destaca la industria lactea que es una de las que mayor crecimiento presentan en el mundo y en México.
En el afio 2018, se estimo que la produccion de leche a nivel mundial fue de 843 millones de toneladas, de la
cual 683 millones de toneladas o el 81% corresponden a leche de vaca. De igual manera, el consumo per cépita
de productos lacteos se ha incrementado, siendo que en 2018 alcanzd la cifra de 113.7 litros anuales (Tapia
Cruz, 2020).

De acuerdo a las cifras presentadas por el Observatorio de la Cadena Lactea Argentina (OCLA), en 2020 la
produccion de leche se mantuvo en crecimiento constante, alcanzando un volumen de 910 millones de
toneladas, de la cual la leche de vaca representd el 81% de la produccion mundial total, obteniendo un volumen
de 735 millones de toneladas para este afio (Observatorio de la Cadena Lactea Argentina [OCLA] ,2022).

En México, la produccidn de leche aument6 de 10,725 miles de toneladas en 2011 a 12,563 en 2020, generando
una ganancia de 84,772 miles de pesos (Cubas, 2022).Asi mismo en el afio 2021, de acuerdo con las cifras del
Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) se informd que la produccion nacional de leche
de vaca fue de 13, 239,779 toneladas con un consumo per capita de 124.3 litros. Para el afio 2023, la leche cruda
de ganado bovino alcanzé una cifra de produccién de 13, 735,387 millones de toneladas en México
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura [FAQ], 2025). Con estas cifras se
puede visualizar el panorama actual de consumo de productos lacteos y derivados asi como el crecimiento que
la industria ha tenido durante los Gltimos afios.

El queso representa uno de los productos lacteos derivados méas importantes del mercado a nivel mundial con
una produccion mundial de 21.3 millones de toneladas al afio (Torres Martinez & Romero Leodn, 2020). En el
afio 2022, la produccidn de queso de leche de vaca entera en México fue de 172,239.77 toneladas. (FAO, 2025)
Ademas, existen aproximadamente 2,000 diferentes tipos de queso en el mundo, que se diferencian por sus
caracteristicas, propiedades nutricionales y propiedades organolépticas. Para la produccion de queso, se
requiere una gran cantidad de leche; por cada 10 litros de leche se obtiene en promedio 1 kilogramo de queso y
lo demaés, aproximadamente el 90% se convierte en lactosuero, siendo el principal producto de desecho de la
industria de fabricacion de quesos, por lo que cominmente es vertido al ambiente ocasionando contaminacién
principalmente de cuerpos de agua debido a su alta carga orgéanica, contenido de lactosa y proteinas no
biodegradables (Solis Oba et.al.,2023).

El suero de leche es la fase acuosa que se separa de la cuajada en el proceso de elaboracién del queso, es un
liquido claro de color amarillo o verdoso que contiene lactosa, proteinas, grasas y minerales en su composicion.
Este se considera como una sustancia no deseable y de poco interés en la industria lactea y ademas se ha
convertido en un problema ambiental debido a que con frecuencia las industrias arrojan grandes cantidades de
suero de leche a cuerpos de agua provocando su contaminacion, lo que representa un elevado costo de
eliminacién debido a los costos de construccion y operacion de una planta de tratamiento de agua (Asas et.al.,
2021).

En este trabajo se busca plantear alternativas para la valorizacién del lactosuero obtenido como residuo
agroindustrial de la elaboracion de queso panela, por lo tanto se realiza una caracterizacion fisicoquimica para
conocer sus propiedades (pH y humedad) y composicién (acido lactico, lactosa, lipidos y proteinas), para
posteriormente utilizarse como una alternativa para el enriquecimiento de medios de cultivo empleados en la
propagacién de microorganismos de interés biotecnoldgico.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Definicion de agroindustria

Se puede definir a la agroindustria como “Ia actividad econémica que combina el proceso productivo agricola
con el industrial para obtener alimentos o materias primas destinadas al mercado” (Escalona Morales, 2022,
p.10). Esta actividad comprende la produccion, industrializacion y comercializacion de recursos naturales,
agropecuarios y forestales (Fideicomiso de Riesgo Compartido [FIRCQO], 2017). Se puede clasificar como: 1)
las industrias alimentarias y no alimentarias y 2) proveedoras y consumidoras de materia prima (Vargas
Corredor & Pérez Pérez, 2018). La primera clasificacidn toma como criterio el proposito final de las industrias:
la industria alimentaria se encarga de la transformacién de los recursos obtenidos de la agricultura, ganaderia,
actividad pesquera y forestal en productos destinados al consumo, este proceso incluye el control de calidad,
clasificacion, inocuidad, procesamiento, embalaje, almacenamiento y distribucién de los productos alimenticios
(FIRCO,2017). Por otra parte, la industria no alimentaria engloba los procesos de obtencién y elaboracién de
productos destinados a brindar otros beneficios fundamentales para el bienestar humano como: fibras textiles,
materiales, farmacos, biocombustibles, colorantes, entre otros. La obtencion de productos mas especializados
gue son empleados en procesos de manufactura mas compleja requiere una mayor inversion para el desarrollo
de tecnologia e investigaciones que permitan la transformacion de materia prima, aumentando su valor en el
mercado (Gonzales, 2023; FIRCO, 2017).

La segunda clasificacion se refiere al papel que desempefia cada agroindustria en la cadena productiva: una
industria proveedora es aquella gque participa en el procesamiento inicial de los productos obtenidos del sector
primario, por ejemplo aquellas empresas dedicadas a la molienda de granos como el maiz o trigo, el desmotado
del algoddn, la ordefia de ganado o el aserrado de madera. Por otra parte, una empresa consumidora es aquella
que fabrica articulos derivados de materias primas ya procesadas, algunos ejemplos son las fabricas de
alimentos y bebidas, ropa, calzado y papel (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural [SADER], 2016).

El sector agroindustrial tiene una gran relevancia debido a que es el principal proveedor de alimentos y materias
primas, ademas de que le brinda un valor agregado a productos obtenidos de la silvicultura, la pesca y la
actividad agropecuaria mediante su transformacion, en la cual se obtiene una amplia variedad de productos
derivados con mayor durabilidad y disponibles en cualquier época del afio, representando un beneficio directo
en la vida cotidiana del ser humano (FIRCO, 2017; Gonzales, 2023; Motta Machicado, 2024).

La agroindustria tiene la capacidad de fomentar el desarrollo econémico y social sustentable siempre y cuando
se mantenga un equilibrio entre el impacto ambiental y las actividades productivas , que abarcan desde la
manipulacion de la materia prima hasta la disposicién final de los residuos generados, sin embargo estos
residuos son desechados inadecuadamente, ocasionando alteraciones en el ambiente y sus factores biéticos y
abioticos, asi como en el entorno econdmico debido a las pérdidas que representan para las empresas (Vargas
Corredor & Pérez Pérez, 2018).

Para el sector agroindustrial es fundamental el desarrollo de investigaciones acerca de la aplicacién de
tecnologias alternativas que posibiliten la minimizacién de su impacto ambiental y la posible sustitucion de
procesos contaminantes por otros mas limpios, asi mismo se deben desarrollar investigaciones sobre la
utilizacion de los residuos agroindustriales en nuevos procesos (extraccion y recuperacion de compuestos
bioactivos, produccion de enzimas, antibidticos, &cidos organicos, hongos comestibles, biocombustibles,
alimento para animales y composta) con la finalidad de minimizar la cantidad de desechos (Cortés Marin, 2007
; Escalona Morales, 2022).

2.1.1 Industria del queso y la leche
La leche es una sustancia producida naturalmente en las glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos,
gue sirve como el alimento Unico de los neonatos por un periodo de tiempo, su composicién quimica tiene un
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alto valor nutricional, por lo que se volvi6 una parte importante de la dieta humana. (Padilla Doval & Zambrano
Arteaga, 2021). Este recurso alimenticio se obtiene higiénicamente del ordefio completo y regular
principalmente de vacas, cabras y ovejas; asi mismo en otras regiones también se consume la leche de bdfala y
camella, aunque en menor medida. La leche de vaca es la mas producida a nivel mundial, tanto para consumo
como para elaboracidn de otros alimentos, por lo que se han disefiado tecnologias y procesos para la produccién
de leche y sus derivados (Galvan Diaz, 2005). La ganaderia bovina productora de leche en México aporta un
24% al Producto Interno Bruto (PIB) agropecuario y es el quinceavo pais productor de leche en el mundo (Rojas
et al. ,2025).

La leche tiene caracteristicas organolépticas especificas: es un liquido blanco y opaco con un sabor dulce y un
aroma caracteristico con una consistencia uniforme sin grumos. La leche bovina es una fuente importante de
nutrientes principalmente carbohidratos, micronutrientes y proteinas de alta calidad (Padilla Doval & Zambrano
Arteaga, 2021).Se compone de un 90% de agua, de 2.8-3.1% de proteina, de 2.9-3.3%de grasa de 3.6%-5.5%
de lactosa, vitaminas (A, C, D, B1 y B2) y minerales como calcio, fésforo, potasio y magnesio (Galvan Diaz,
2005).

Por otra parte, el queso es un producto derivado lacteo mas cominmente de origen bovino, que se obtiene
debido a la separacién parcial de la caseinas de la leche mediante dos vias diferentes (Apéndice A.1): la
coagulacién enzimatica de la quimosina (conocido como cuajo también llamada renina) o mediante la adicién
de acidos organicos aptos para el consumo que provocan la precipitacion isoeléctrica de la caseina (Rodiles
Lopez et al. ,2023). El resultado de este proceso se combina con condimentos, aditivos y especias (Laboratorio
de Investigacion en Productos Agroindustriales [LIPA], 2020). El queso es un alimento con un valor nutricional
relevante, debido a su contenido en proteinas, carbohidratos, lipidos, calcio, vitaminas A, B12 y riboflavina y
minerales como zinc, calcio, magnesio, potasio y fosforo (Alonso Pesado & Rodriguez de Jesus, 2023).

Existen diversos tipos de queso, se estima que a nivel mundial existen aproximadamente 600 variedades, que
se pueden clasificar de acuerdo a los siguientes criterios (Rodiles Lépez et al. ,2023; LIPA, 2020).

e Segun el tipo de leche: se elaboran quesos de leche de vaca, cabra, oveja, bifala y mezclas entre ellas

e Segln la maduracién: existen quesos de tipo fresco, que son aquellos que estan listos para el consumo
después del proceso de fabricacion, y quesos de tipo madurado, que son los que han experimentado
cambios fisicos y quimicos caracteristicos de cada variedad. Para lograr esto se mantienen en
almacenamiento durante cierto tiempo bajo condiciones determinadas de humedad y temperatura,
hasta su consumo. Estos quesos pueden ser fermentados con mohos y levaduras.

e Segln la humedad: El contenido de agua le da una textura diferente al queso; se dividen en: quesos
blandos o suaves con un contenido de agua mayor al 55%, semiduros entre 40-55% y duros menor de
40%, La vida en anaquel del queso depende del contenido de humedad.

e Segln su contenido graso: Se clasifican de acuerdo al porcentaje de extracto seco que contiene el queso
en: extragraso (minimo de 60%), graso (60-45%), semigraso (45-25%), magros (25-10%) vy
descremados (maximo de 10%)

La industria quesera en México continta en expansion; el tamafio de su mercado tuvo un valor de 3,070 millones
de dolares en 2021 y se estima que alcanzara un valor de 4,950 millones de délares para 2027. Por otra parte,
la produccion de queso en México alcanzé una cifra de 452,000 toneladas en 2022, de la cual la elaboracion de
quesos blandos represent6 del 75-80% del total de quesos producidos en ese afio, lo que indica la preferencia
alimentaria de los consumidores (Alonso Pesado & Rodriguez de Jesus, 2023).

La produccion artesanal en la industria quesera se destaca en la cadena agroalimentaria mexicana y esta
integrada por productores lecheros que elaboran queso en unidades de produccion familiar en sus hogares, lo
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que representa su principal fuente econdmica (Gomez Antonio & Brunett Pérez, 2025). Estas empresas procesan
y transforman diferentes volimenes de leche: los pequefios productores de las queserias familiares transforman
menos de 2000 litros de leche por dia y los medianos de entre 2,000 a 20,00 litros por dia. La produccién de
guesos artesanales es una actividad recurrente, cuya valoracion se ha incrementado en los Gltimos afios debido
a su demanda y comercializacion (Mazorra Manzano & Moreno Hernandez, 2019).

En el caso de los quesos que se elaboran en México, la mayoria de ellos tienen su origen en la produccion
artesanal, que es un proceso manufacturero que emplea mas mano de obra que maquinaria; se estima que el
25% del queso elaborado en México proviene de empresas mientras que el 75% deriva de la produccion
artesanal elaborado por plantas de escala pequefia para satisfacer las demanda local y regional (Alonso Pesado
& Rodriguez de Jesus, 2023).Su elaboracion implica tres procesos principales: coagulacién o cuajado de la
leche, deshidratacion del coagulo o cuajada, y la maduracion de esta a lo largo de cierto tiempo, bajo
condiciones ambientales especificas segun la variedad de queso. (SADER, 2016).

Se producen aproximadamente 40 variedades de quesos entre los que se encuentran el oaxaca, chihuahua,
panela, asadero, cotija, sierra, adobera, trenzado, rueda, de cincho, jocoque, hoja, poro, bola, morral, epazote y
requesdn (SADER, 2016). La industria de elaboracién de quesos en México, tanto artesanal como industrial, se
encuentra principalmente ubicada en los estados de Jalisco, Chihuahua, Querétaro, San Luis Potosi, Michoacan,
Guanajuato, Durango, Chiapas y Coahuila (Alonso Pesado & Rodriguez de Jesus, 2023).

2.1.1.1 Elaboracion de queso fresco y madurado

La elaboracion de queso fresco y de queso madurado difiere en cuanto a los procesos que se llevan a cabo para
conferirle las caracteristicas propias a cada variedad, depende de la materia prima empleada, forma, tamafio,
agentes maduradores y aditivos que se emplean para cada proceso (Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo [CIAD], 2023).

Para la elaboracion del queso fresco (Figura 1) primero se hace una estandarizacién de grasa de la leche; en este
primer paso se determina la cantidad de grasa y proteina de la leche y se estandariza a través de la adicién o la
sustraccion de grasa, mezclando volumenes de leche descremada y entera. El siguiente paso es pasteurizar la
leche, proceso que consiste en elevar la temperatura a 72°C durante 15 segundos para poder eliminar los
microrganismos patdgenos que pueden estar presentes en la leche. Posteriormente ocurre un enfriamiento a
35°C, para vaciarse en una tina y adicionar cloruro de calcio para favorecer la precipitacion de la caseina. En
seguida, se adiciona el cuajo animal o microbiano, que contiene enzimas modificadoras de las cadenas proteicas,
gue después de un tiempo genera una textura gelatinosa a la que se le denomina cuajada. Después se realizan
cortes con unos instrumentos rectangulares de acero inoxidable denominadas liras, con la finalidad de generar
cubos de cuajada, se adiciona sal y enseguida se pasa al cocimiento con agitacion, en la cual los cubos se
convierten en granos de cuajada propiciando la eliminacion de la humedad para lograr una consistencia
especifica. Una vez finalizado el cocimiento, se deja reposar y se retira el suero separandolo de la cuajada, para
finalmente ser moldeado y empacado (Galvan Diaz, 2005; Rodiles Ldpez et al. ,2023)
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Figura 1: Proceso de elaboracion de queso fresco (LIPA, 2020; Rodiles Lopez et al. ,2023)

Por otro lado, el proceso de elaboracién de un queso maduro (Figura 2) comienza con el analisis de la calidad
de la leche en aspectos de composicién, higiénicos y sanitarios. La leche debe tener una alta calidad, sin
contaminantes quimicos ni fisicos ademas de una escasa cantidad de microorganismos; debe ser rica en grasa y
proteina, por lo cual se debe determinar pH, acidez, contenido de grasa, cantidad y estado de las proteinas
ademas de someterse a un analisis microbiol6gico. El siguiente paso es el acondicionamiento de la leche, que
consiste en filtrar la leche para eliminar particulas y estandarizar la materia grasa, después se pasteuriza para
eliminar patégenos. Una vez concluido este proceso, se deja enfriar la leche y se adiciona cloruro de calcio que
es importante para lograr una coagulacion adecuada de la leche. El siguiente paso es la maduracion de la leche,
etapa en la cual se le deja reposar para que desarrolle carga microbiana, que proporcionara propiedades
organolépticas determinadas; durante este paso, se pueden agregar cultivos microbianos constituidos por una o
varias especies denominadas fermento, que se emplean dependiendo del tipo de queso que se quiera elaborar.
En la fermentacion sucede una disminucion del pH mediante la transformacion de lactosa en 4cido lactico, lo
que favorece el proceso de coagulacién y contribuye a las propiedades organolépticas (LIPA, 2020; Rodiles
Lopez et al. ,2023; Maldonado Gomez, 2023). El proceso continla con la coagulacién de la leche, que pasa de
liquido a un semis6lido gelatinoso debido a la accién enzimética del cuajo; en seguida el producto de la
coagulacién se somete a corte, agitacion y coccidn, procesos que regulan el contenido acuoso y la solidificacién.
En el proceso de corte, se rompe el coagulo para facilitar el desuerado, lo que influye en la consistencia del
queso; la agitacion tiene el objetivo de acelerar el desuerado y uniformizar la consistencia, y la coccion,
mediante altas temperaturas, propicia la disminucion de humedad. Una vez finalizados estos procesos se realiza
el desuerado, moldeado, prensado y salacion dependiendo del tipo de queso a elaborar. Al final el queso se
madura bajo condiciones de temperatura, humedad e inocuidad especificas, lo que implica una serie de
modificaciones que daran lugar al sabor, aroma, textura y aspecto caracteristico (LIPA, 2020; Maldonado
Gomez, 2023).
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Figura 2: Proceso de elaboracion de queso madurado (LIPA, 2020; Maldonado Gémez, 2023)

2.2 Definicion de residuo agroindustrial
Un residuo agroindustrial es un “tipo de biomasa generada principalmente por el procesamiento de materiales

orgénicos, que provienen del manejo de animales, cultivo de plantas o procesamiento de frutas y verduras”
(Rojas Gonzélez et al., 2019, p. 1).

Estos residuos se generan en la produccion agricola encaminada a la obtencidn de materia prima o destinada al
consumo directo de productos primarios y su procesamiento; pueden encontrarse en estado sélido, semisolido
o0 liquido. Los residuos agroindustriales ya no son de utilidad para el proceso que los genero, sin embargo
pueden aprovecharse y transformarse para la obtencidn productos con valor econémico y comercial (Romero
Séez, 2022; Escalona Morales, 2022). Cada sector de la industria agricola genera residuos especificos que
presentan caracteristicas Optimas para su aprovechamiento posterior en otra cadena de produccién. Los residuos
agroindustriales que méas se aprovechan son: aquellos que provienen de frutas, el bagazo de agave y cafia de
azucar, los desechos citricos, la cascara de platano, lodos, suero y mosto residual (Vargas Corredor & Pérez
Pérez, 2018).

La generacidn de residuos agroindustriales sélidos, liquidos y gaseosos representan focos de contaminacion y
de riesgo para la salud si estos no son dispuestos o procesados de forma adecuada. Algunas précticas incorrectas
de manejo de residuos biodegradables son la quema de basura y el vertido de desechos en rellenos sanitarios,
lo que provoca contaminacion de agua, aire y suelo, con la generacién de gases de efecto invernadero
principalmente de didxido de carbono ( C0,), lixiviados, proliferacion de plagas, malos olores y enfermedades
(Vargas Corredor & Pérez, 2018; Romero Saez, 2022).



Los residuos agroindustriales son de gran interés debido a que poseen componentes biologicos que pueden
emplearse para la elaboracién de diversos materiales y/o productos con valor agregado debido a su composicién
quimica y propiedades fisicas, lo que le confiere un alto potencial de aprovechamiento mediante procesos
biotecnoldgicos, que representan un menor impacto ambiental, utilizando materias primas de bajo costo y alta
disponibilidad (Escalona Morales, 2022; Motta Machicado, 2024). Se ha planteado una economia circular que
se basa en que los residuos generados de un proceso puedan emplearse como materia prima para la obtencién
de nuevos productos. Esta accion traeria beneficios como: la disminucidn de la extraccion de recursos naturales,
reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero, la innovacion de los procesos industriales, generacion
de energia mas limpia, extraccion de compuestos bioactivos y produccion de biomateriales (Romero Saez,
2022)

2.2.1 Tipos de residuo agroindustrial
Los residuos agroindustriales pueden clasificarse en dos grandes grupos segun su origen (Romero Saez, 2022):

1) Residuos de campo, que son aquellos que se generan después de la cosecha, pueden ser hojas, tallos,
semillas entre otros.

2) Residuos de proceso, que se originan una vez se procesd la materia prima para la obtencién del producto
final o para el consumo.

Otras dos clasificaciones de residuos agroindustriales se plantean en Gdmez Mesias et al. (2023). La primera
clasificacion tiene que ver con la fuente de la cual provienen: animal (carnicos, pescados y mariscos y lacteos)
0 vegetal (cereales, raices y tubérculos, oleaginosas y frutas y verduras); mientras que la segunda clasificacion
tiene que ver con el uso que se les da a estos residuos: elaboracién de productos energéticos, compostaje, uso
para la alimentacion animal, remocion de contaminantes y fabricacion de otro tipo de productos.

Los residuos agricolas y alimenticios se han perfilado como una fuente sustentable de materia prima, porque
pueden emplearse sin arriesgar la seguridad alimentaria, es una manera integral de manejo de residuos
agroindustriales con la finalidad de producir sustancias quimicas de forma redituable y no contaminante (Son
etal., 2022).

2.2.2 Economia circular y aprovechamiento de residuos agroindustriales

La economia circular se puede definir como “un sistema econdémico que utiliza un enfoque de sistemas para
mantener un flujo circular de recursos, regenerando, reteniendo o agregando valor, mientras contribuye al
desarrollo sostenible” (Anaya Villalpanda, 2025 p. 4). Es un modelo de produccion y consumo alternativo que
implica reutilizar, reparar, renovar y reciclar materiales existentes con el objetivo de crear un valor afadido y
extender su ciclo de vida el mayor tiempo posible, con el fin de minimizar la extraccion de recursos y la
generacion de desechos (Parlamento Europeo, 2023; Anaya Villalpanda, 2025; Garcia Velazquez, 2025)

La economia circular puede ser un modelo de crecimiento sostenible, que contribuya a la restauracion del medio
ambiente sélo si se utiliza energia proveniente de fuentes renovables y se basa en tres principios fundamentales
segln Anaya Villalpanda (2025):

4 Preservar los recursos naturales y regenerar los ecosistemas, mediante un uso mas eficiente de los
recursos finitos, y un uso equilibrado de los recursos renovables.

+ Optimizar el uso de materias primas y productos, mantener su circulacion al limite de su capacidad,
aumentando asi su utilidad

+ Gestionar y minimizar los residuos para disminuir el volumen de desechos, evitando efectos negativos
en los ecosistemas.
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La transicién de la industria basada en la economia linear a una basada en la economia circular (Figura 3)
requiere de una utilizacién 6ptima de residuos aplicando bioprocesos con la finalidad de obtener productos que
pueden ser utilizados en diversos procesos industriales (Son et al. ,2022). Esta transicion representa beneficios
a largo plazo como la reduccion de las emisiones contaminantes, regeneracion de los ecosistemas, menor
consumo de energia y recursos, mayor crecimiento econémico y desarrollo social, creacion de empleos e
impulsar la innovacion tecnologica (Parlamento Europeo, 2023; Motta Machicado, 2024).

A B
S8
)

Materias
primas Disefio

residuales

i\ A

Disposicion de

residuos
Consumo

Fuente: Adaptado de Zenil et ol. (2022) Reutilizacion
Reparacion

Figura 3: Diagramas del modelo de economia linear (A) (Zenil et al. ,2022) y economia circular (B) (Parlamento
Europeo, 2023)

Se plantea la economia circular como un modelo de produccién con potencial de implementacién en la
agroindustria, debido a que se generan una gran cantidad de subproductos que pueden aprovecharse para
elaborar nuevos productos con importancia comercial (Valdez & Canobbio, 2025); se hace una revalorizacion
de los residuos generados, convirtiéndolos en materia prima para obtener fibras, biocombustibles, biomateriales
y bioproductos, que contribuyan a satisfacer las necesidades de la poblacién, mediante el desarrollo de
investigaciones y tecnologias que ayuden al procesamiento de la biomasa residual (Rojas et al. ,2025; Motta
Machicado, 2024). Se relaciona con la sostenibilidad, con el objetivo de conservar durante el mayor tiempo
posible los recursos no renovables y energéticos, reducir al minimo los residuos y sobre todo mitigar el impacto
ambiental (Rojas et al. ,2025). Se plantea como un nuevo modelo econémico en el cuél las materias primas y
la energia se deriva de recursos biol6gicos renovables, que surgen como alternativas para la diversificacion
productiva y la produccion de empleo (Zenil et al. ,2022).

La transicion a la economia circular ain representa desafios, entre los mas relevantes se encuentran la inversion
en tecnologias novedosas, la innovacién en los procesos establecidos y el desarrollo de investigaciones, con la
finalidad de reutilizar y aprovechar residuos; ademas de que se requiere plantear, disefiar y poner en préctica
estrategias que garanticen practicas redituables que representen una disminucion significativa en el coste
operativo y que provoquen de igual forma un beneficio social y ecolégico (Valdez & Canobbio, 2025; Zenil et
al. ,2022)
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2.2.3 Lactosuero o suero de leche

El suero de leche es un subproducto que se obtiene durante la fabricacidn de quesos, gracias a la adicién de
agentes acidos o0 enzimaticos que precipitan la caseina y separan la leche en dos fases: la fase sélida (cuajada),
que contiene proteinas y lipidos insolubles que se procesa y consume, y la fase acuosa (lactosuero) que
comunmente se descarta (Poveda, 2013).

El lactosuero es un liquido claro o blanquecino translicido color amarillo verdoso que se compone de sustancias
bioldgicas-funcionales: contiene en promedio 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina, 0.6% de minerales y 0.3% de
grasas y otros componentes (Asas et.al., 2021). En Lizarraga Chaidez et al. (2023) se menciona que este
subproducto tiene el 55% del contenido nutricional total de la leche y que esta constituido por un 93% de agua,
4% a 5% de lactosa, 1% de minerales asi como minerales como fésforo, calcio, hierro y potasio (Williams
Zambrano & Duefias Rivadeneira, 2021), 0.5% de proteinas, 0.7% de acido lactico y 0.3% de grasas; también
se compone de vitaminas como la A,D,E, C y Ky del complejo B (B2, B-12, &cido félico y niacina), ademas
de contar con proteinas especificas (Apéndice A.2) como la p-lactoglobulina, o-lactoalblmina,
inmunoglobulinas, albumina de suero bovino (BSA), lactoferrina, proteasa-peptona, lactoperoxidasa y
osteopontinas (Cruz Guerrero et al, 2023; Delgado Macuil et al.,2025). La composicion del lactosuero (Tabla
1) puede variar dependiendo de factores como: la fuente animal de la que proviene la leche y su composicién,
tipo de alimentacion del animal, la etapa de lactancia, el método para la elaboracion del queso y el periodo de
almacenamiento (Aponte Colmenares et al., 2023).

El lactosuero se clasifica de acuerdo al nivel de acidez que posee en suero acido y suero dulce. El suero acido
tiene un pH de 5.0 y se obtiene después de la fermentacion con cultivos lacticos o de la adicion de acidos
organicos o minerales para la elaboracion de quesos como el cheddar o el suizo, mientras que el suero dulce
cuenta con un pH entre 6.0 y 7.0 y se genera por la adicion de enzimas proteoliticas (coagulacion enzimatica)
para la elaboracion de quesos como el mozzarella y panela (Torres Martinez & Romero Leo6n, 2020; Lizarraga
Chaidez et al., 2023).

El lactosuero posee compuestos bioactivos especificos que influyen en el funcionamiento de los drganos y
sistemas del cuerpo humano, lo que impacta positivamente la salud humana, ademas de que posee otras
sustancias con el potencial de transformarse, a través de la biotecnologia, en productos que pueden utilizarse en
la industria alimenticia, quimica, cosmética, farmacéutica, energética y de materiales (Poveda, 2013) .

Tabla 1: Composicion general del lactosuero dulce y &cido

Lactosuero Dulce Acido Referencias
Agua 93-95% 93-95% e Rod
o 10 seso RN
Lactosa 4.5-5.3% 3.8-5.2% Ménl;iez o 'al 2024-
Acido lactico 0.050% 0.2% . o '
: Pérez Sanchez et al.,
Proteinas 0.6-1.1% 0.2-1.1% 2025)
Grasa 0.1-0.4% 0.1-0.5%
Calcio 0.4-0.6 g/L 1.2-1.6 g/L (Poveda,2013)
Fosforo 0.7 g/lL (Mazorra Manzano &
. Magnesio 0.17 g/lL Moreno Hernéndez,
Minerales -
Sodio 0.3g/L 2019)
Potasi 10 g/l ( Delgado Macuil et
otasto -9 al.,2025)
Vitaminas Tiamina 0.38 mg/ml (Poveda,2013)
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Riboflavina 1.2 mg/mi
Acido ascorbico 2.2 mg/ml
Acido pantoténico 3.4 mg/ml

2.2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica del lactosuero

El lactosuero se ha planteado como una materia prima importante desde el punto de vista biotecnol6gico debido
a las sustancias de alto valor bioldgico que lo componen, por este motivo, se han hecho caracterizaciones
fisicoquimicas que permiten determinar, mediante diversos métodos cuantitativos, el contenido de moléculas
relevantes con la finalidad de obtener nuevos productos y evaluar el rendimiento y rentabilidad de su produccién
(Tabla 2).
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Lactosuero Composicién
Carbohidratos

Proteina
Lipidos
Humedad

pH

Acidez titulable

Materia grasa
Proteina
Lactosa
Sélidos totales
pH
Dulce Lactosa
Proteina
Lipidos

pH
Lactosa
Proteina
pH
Acido lactico
Lipidos

pH

Tabla 2: Composicidn de lactosuero determinada por diferentes autores

Valores
4.96+0.27 %

0.76+0.01 %
0.28+0.03%
93.53+0.46 %

6.36+0.05

0.21+0.01%

0.622%
0.118%
4.648%
6.788%
5.95-6.59
4.5%
3%
0%

6.8

4.2£0.07%
0.022 £ 0.05%

6.60 + 0.02
0.50 £ 0.00%

0.23 £ 0.58%

6.43+0.21

Método
Fraccion Nifext (extracto libre
de nitrédgeno)
AOAC,2012
Bligh & Dyer, 1959
AOAC,2012
Potenciémetro digital DM-23
Digimed
Titulaciéon con NaOH 0.1 N
(AOAC,2012)

Equipo de analisis MilkoScan
FT 6000

Equipo Oakton pH5/6.

Equipo Milkotester

Equipo Lactoscan MCC
Milkotronic®
Método de Lowry
Potenciometro (NMX-F-317-S-
1978)

Método de Gerber (NOM-F-
155-SCFI1-2003)
Potenciémetro por inmersion
directa

Procesamiento

Esterilizacion,

filtracion y

fermentacién con
Streptococcus

thermophilus

Hidrolisis quimica y
fermentacion con

Cryptococcus
laurentii

Fermentacion con

Lactobacillus

Producto

Surfactante bioldgico
para biorremediacién

Biomasa y lipidos

Peliculas comestibles

Referencia

(de Meneses, 2020)

(Guerrero
Rodriguez et al.,
2010)

(Chumi Pasato et
al. ,2025)

(Osorio Gonzélez,
2017)

(Contreras Ldpez,
2021)



Grasa
Lactosa
Proteina

Lactosa
Proteinas

Lipidos
pH

Solidos totales

DQO
pH
Proteinas

Acidez titulable

AzUcares totales

Lactosa
Proteina
pH
o L
Acido actosa
Proteina
pH

Acido lactico

0.54 +0.21% Analizador ultrasénico
2.88 +0.22%
LACTOSCAN
3.04 £ 0.23%
Antes de Después de i
pasteurizar pasteurizar
+
2.83+0.03 % 18'2§/—'147 Método de Miller
0
0.66+0.02%  0.33+0.06% Método Bradford
0.24+0.019 Norma Oficial Mexicana
+ 0
0.64+0.08% % NOM-AA-5-1980
6.27+0.001 Potenciometro HANNA® HI
0,
% 5.31+0.01% 903001
27.52+1.15 Norma Mexicana NMX-AA-
+ 0
6.19+0.07% % 034-SCFI-2015
40.5+4.73 g/L Método 5220 (APHA ,2005)
6.4 Electrodo selectivo
9.90+0.69 g/L Método de Bradford
Valoracién volumétrica de
+0.20
0.3+0.2% NaOH 1N
Método de cido sulfarico y
49.34 g/L espectrofotometria UV-Vis a
490 nm
4.29+6.66 g/L
2.88+5.91 g/L Lactoscan Milk Analizar
4.21+0.00
Equipo Lactoscan MCC
+ 0
Ee Milkotronic®
0.023+0.00% Método de Lowry
Potenciometro (NMX-F-317-S-
+ 0
4,42+0.18% 1978)
5.03+1.24% -
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rhamnosus y
Lactobacillus
acidophilus

Pasteurizacion y
fermentacion con
Neochloris
oleoabundans

Fermentacién con un
consorcio bacteriano
de kombucha
artesanal

Fermentacién con
Lactobacillus
acidophilus

Hidrolisis quimica y
fermentacion con
Cryptococcus
laurentii

Exopolisacaridos que
pueden ser empleados
como biofloculante
para tratamiento de
aguas residuales

Celulosa microbiana

Bebida fermentada
adicionada con menta

Biomasa y lipidos

(Paredes Molina et
al. ,2025)

(Salazar
Manzanares et
al.,2023)

(Valtierra Méndez
etal., 2024)

(Osorio Gonzalez,
2017)



Lipidos

Lactosa
Proteinas

Acido lactico
Humedad

pH
Calcio
Proteinas

Lactosa

Fosforo

pH

0.7+0.00%

47.61+0.1120 g/L
1.40+0.0023 %

0.27+0.0062 %

97.46+0.1800 %

5.6540.0015
0.42+0.0016 g/L
1.34%

44.20+0.1290 kg/m?

0.34%

5.45

Método de Gerber (NOM-F-
155-SCF1-2003)

Determinacion de acidez
titulable COVENIN (658:1997)
Determinacion de humedad
COVENIN (1077:1997)

Método Kjeldahl
Método
de Dubois y colaboradores
Método espectrocolorimétrico
del molibdo-vanadato de
amonio
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Fermentacion con
Lactobacillus casei

Desproteinizacion,
suplementacion y
fermentacién con
Lactobacillus
helveticus ATCC
8018

Acido lactico

Acido lactico

(Ortiz Lopez, 2024)

(Urribari et al.,
2004)



2.2.4 Impacto ambiental del lactosuero

En la industria quesera el lactosuero se obtiene como principal subproducto, representa del 80%-90% del
volumen total de la leche procesada para la elaboracidn de queso (Quille et al., 2021; Williams Zambrano &
Duefias Rivadeneira, 2021).EI suero generado durante la produccion de queso es altamente contaminante si se
vierte en cuerpos de agua; causando graves dafios a los ecosistemas acuaticos, a razén de que posee valores de
demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigeno (DBO) cercanos a 100 mg O,/L debido
a su alto contenido en lactosa, grasa y proteinas, ademas de que se afecta la calidad del agua provocando
alteraciones como turbidez, pH &cido y una alta cantidad de solidos disueltos (Delgado Macuil et al.,2025;
Lizarraga Chaidez et al., 2023).

En el mundo se desechan al afio alrededor de 4 a 11 millones de toneladas de subproducto lacteo, especialmente
suero, lo que provoca dafios a los ecosistemas debido a que tiende a degradarse rapidamente provocando un
crecimiento descontrolado de maleza acuatica y eutrofizacion, en el cual ya no puede pasar la luz a través de
los cuerpos de agua y se agota el oxigeno disuelto(O.D), generando condiciones anaerébicas que provocan la
muerte de flora y fauna acuética, la generacion de malos olores y reproduccién de plagas nocivas como los
mosquitos transmisores de enfermedades graves como el dengue, fiebre amarilla, malaria y zika (Lizarraga
Chaidez et al., 2023).

En México, la produccion de queso se lleva a cabo por empresas artesanales y trasnacionales, en las cuales se
produce lactosuero como subproducto principal y poco aprovechado, considerado como un desecho. Las
queserias artesanales producen entre 2,000-10,000 litros de suero de leche, de los cuales la mayor parte se
desecha a suelos y mantos acuiferos sin tratamiento previo, lo que propicia un problema de contaminacion,
debido a su alta carga bioldgica y sus propiedades fisicas y quimicas (Torres Martinez & Romero Ledn, 2020).
Por cada 10L de leche procesada, se generan 9L de suero que en su mayoria son desechados en las alcantarillas,
lo que provoca que se contaminen los afluentes hidricos y el suelo (Aponte Colmenares et al., 2023). En el
estudio realizado por Uribe Velazquez et al. (2025) se evalla la sustentabilidad de los métodos de disposicién
del suero y se plantean soluciones enfocadas en las necesidades de pequefios y medianos productores lacteos
en Jalisco, México; para ello se realiza una caracterizacién fisicoquimica de diferentes muestras de lactosuero
provenientes de la elaboracién de quesos, en la cual se obtuvieron altas concentraciones de fosforo, nitrégeno
y azucares totales, presentando una alta DBO, que al ser desechado de manera incorrecta, afecta la composicion
del suelo ademas que reduce el oxigeno disuelto en los cuerpos de agua, lo que conlleva a una proliferacién
excesiva de microorganismos y una produccion de gases como metano (CH,) y didxido de carbono (CO,).

2.3 Valorizacion y procesamiento de lactosuero

La industria quesera aiin no cuenta con un adecuado manejo y procesamiento de los subproductos que genera.
Se estima que anualmente se producen 2.4 millones de toneladas de lactosuero y que solo la mitad se aprovecha
en forma limitada para la preparacion de requesoén, alimentacion de ganado bovino o porcino (Mazorra Manzano
& Moreno Hernandez, 2019) y en menor medida para la obtencion de lactosa, aislados y concentrados de
proteina de suero (Torres Martinez & Romero Ledn, 2020)

El lactosuero es uno de los compuestos de mayor importancia en la industria lactea en cuestion de desarrollo de
tecnologias y obtencién de nuevos compuestos debido su calidad nutricional (Figura 4) y propiedades bioactivas
(Aponte Colmenares et al., 2023).
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Figura 4: Composicion general del suero de leche (Lizarraga Chaidez et al. ,2023)

El lactosuero es empleado principalmente en la industria alimenticia, sin embargo también puede utilizarse
como materia prima en la industria farmacéutica, cosmética, agricola, quimica y energética, debido a que a
partir de este se puede producir: acido lactico, biocombustibles, bioplasticos, polisacaridos, prebidticos, acidos
grasos, peptidos bioactivos y bacteriocinas (Aponte Colmenares et al., 2023; Lizarraga Chaidez et al., 2023;
Velazquez de Lucio et al., 2024).

Para el aprovechamiento y manejo del lactosuero se han planteado procesos fisicoquimicos, enzimaticos y
microbianos como la hidrolisis quimica y enzimaética, la fermentacion y tratamientos térmicos (Aponte
Colmenares et al., 2023; Velazquez de Lucio et al., 2024), sin embargo algunos procesos son especializados y
requieren equipo e instalaciones especiales que tienen un costo elevado, por lo tanto para que los procesos sean
rentables para las empresas, se requiere elevar la efectividad de la produccion, aprovechar los equipos existentes
y utilizar recursos accesibles (Escobar Cano, 2008). En el trabajo realizado por Torres Martinez & Romero
Ledn (2020) se plantean cuatro alternativas de tratamiento para el suero de leche: la primera alternativa es el
tratamiento bioldgico sin valorizacion que consiste en la digestién aerébica del lactosuero; como segunda
alternativa se tiene el tratamiento biolégico con valorizacién, en el cual se incluyen procesos de digestién
anaerdbica, hidrolisis de lactosa y fermentacion para la produccién de etanol, &cido lactico e hidrégeno; la
tercera alternativa tiene que ver con el tratamiento fisicoquimico(Tabla 3), que consiste en la separacion del
lactosuero en fracciones individuales mediante tecnologias de extraccion sofisticadas, entre las cuales se pueden
mencionar 6smosis inversa, cromatografia, electrodiélisis, la separacién por membrana (microfiltracion,
nanofiltracién, ultrafiltracion), la precipitacion térmica o isoeléctrica y la precipitacion de proteinas (Lipnizki,
2010; Ramirez Navas, 2013 ;Torres Martinez & Romero Ledn, 2020).
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Tabla 3: Tecnologias de separacion por membrana para el procesamiento del lactosuero y su descripcion

(Lipnizki, 2010)

Método de separacion Descripcion Procesamiento del lactosuero

Microfiltracion

Ultrafiltracion

Nanofiltracion

Osmosis inversa

Electrodialisis

e Remocioén de
bacterias y grasa
e Obtencidn de

Proceso de separacion de fase liquida en la cual las
particulas disueltas mayores a 1um son retenidas
en la membrana

proteinas
., - . e Concentracion de
Separacién de fase liquida en la que se retienen en .
. . ) proteinas
una membrana las particulas disueltas que son mas L
~ ) e Recuperacién de
pequefias que 1um y méas grandes que 2nm lactosa

Proceso de separacion de fase liquida en la cual se
retienen en una membrana las particulas disueltas
mas pequefias de 2 nm
Separacién de membrana en fase liquida en la cual
la presién transmembranal ocasiona movimiento
selectivo del solvente en contra de su diferencia de
presion osmotica

Desmineralizacién
parcial

Concentracion de
permeado para la
produccion de lactosa

Purificacion de -
lactoglobulina
Concentracion de
acido lactico

Separacion de fase liquida en la cual los iones
pasan a través de una membrana selectiva bajo la
influencia de un campo eléctrico

En Ramirez Navas (2013) se plantea una ecuacién general de transformacion de lactosuero mediante la ruta de
la lactosa. El proceso inicia con la extraccién o concentracion de lactosa y una posterior hidrélisis de la misma,
con lo cual se logra obtener una amplia gama de productos de interés industrial (Figura 5).

H,C-OH
0_OH H,C-OH H,C-OH
HafpsOH OH B-galactosidasa OH 0 2
OH 0.0 +HO — & Iy ¥ Yon
OH OH OH OH OH
OH H
o (Li:t(:c:s:x‘o) galactois glucosa
H,C-OH H,C-OH
OH o) 0O
OH + OH Microorganismo — Productos de mt.erés_*_ Bnergia .
OH OH OH | Suplementos Subproductos ga + CO,
OH H
galactosa glucosa ~mon

Figura 5: Ecuacion general de transformacion de lactosuero (Ramirez Navas, 2013)
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2.3.1 Sustrato para medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de sustancias organicas e inorganicas que permiten que las células
(microbianas, fangicas, vegetales, animales) obtengan los nutrientes necesarios para su crecimiento y
conservacion en un ambiente aislado y controlado, con la finalidad de recrear un entorno 6ptimo que permita
su desarrollo y propagacion, ademas de poder ser identificadas. Los medios de cultivo son utilizados
principalmente en el ambito de la microbiologia, biologia molecular, biotecnologia, farmacéutica, medicina
clinica, analisis de calidad, industria alimenticia y agricola, control ambiental e investigacion. (Rodriguez
Martinez & Zhurbenko, 2018).

Un medio de cultivo se compone generalmente por nutrimentos organicos e inorganicos y pueden requerirse en
niveles macro y micro; las células en crecimiento pueden sintetizar proteinas a partir de fuentes de nitrégeno y
carbohidratos contenidos en el medio de cultivo, ademas de sustancias adicionales que a pesar de que se
requieren en menor cantidad son fundamentales para el desarrollo de las células (Bonnet et al., 2020; Rodriguez
Martinez & Zhurbenko, 2018; Serrano Berrios & Gutiérrez Ilabaca, 2018)

e Agua: Medio en el que se disuelven los componentes del medio, solubiliza y transporta los nutrientes y
activa las reacciones de hidrolisis.

e Bases nutritivas: Compuestos organicos nitrogenados que se extraen de material bioldgico, entre estos
podemos destacar las peptonas e hidrolizados que son compuestos organicos hidrosolubles formados por
cadenas de aminoécidos que se obtienen mediante la hidrolisis enzimatica o &cida de materia proteica
(tejidos animales, vegetales, levaduras), por otra parte también se incluyen en su composicion extractos e
infusiones que son sustancias solubles que se obtienen a traves de la extraccion en medio acuoso y que
aportan nutrientes esenciales y factores de crecimiento.

e Carbohidratos: Es el componente que brinda energia a las células ademas de diferenciar a determinados
organismos fermentadores, entre estos se encuentran los azlcares y almidones

e Factores de crecimiento: Elementos especificos que requieren ciertos microorganismos para desarrollarse,
en ocasiones estos elementos son necesarios en cantidades pequefias debido a que no pueden ser
sintetizados por las células del medio. Estos factores pueden ser vitaminas que funcionan como coenzimas
necesarias en el metabolismo, bases nitrogenadas para la sintesis de acidos nucleicos y sales minerales que
bridan grupos funcionales al medio y regulan su acidez.

e Colorantes e indicadores: Agentes que permiten visualizar cambios de color debido a reacciones
bioguimicas presentes en el medio.

e Antibioticos y antifingicos: Sustancias selectivas con un espectro de accién conocido que eliminan
microorganismos especificos.

Los tipos de medios de cultivo que existen pueden clasificarse por su estado fisico, por su aplicacion y por su
composicién (Pérez Reyes et al. ,2021). Por su estado fisico se pueden encontrar tres tipos: liquidos, solidos y
semisolidos; el medio liquido también Ilamado caldo, es aquel que tiene sus componentes disueltos en agua y
se puede emplear para el crecimiento de hongos y la produccién de metabolitos, por otra parte los medios
semisdlidos y solidos son aquellos que en su composicidn tienen agentes gelificantes, los semisélidos permiten
el movimiento de las células y se emplean para siembra en profundidad o suspension de esporas mientras que
los s6lidos permiten el aislamiento, propagacion e identificacién de microorganismos (Andreu Espinosa et al.,
2023; Rodriguez Martinez & Zhurbenko, 2018)

Por su aplicacién se pueden clasificar en medios de cultivos generales, selectivos, de enriquecimiento y
diferenciales. Los medios generales son aquellos en los que pueden crecer la mayoria de los microorganismos
y que no poseen condiciones nutricionales especificas, por otra parte los selectivos contienen en su formulacion
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sustancias que inhiben el desarrollo de microorganismos contaminantes 0 que no poseen ciertas caracteristicas
(resistencia a antibidticos), los medios de enriquecimiento contienen sustancias que promueven el crecimiento
de organismos de interés, finalmente los medios diferenciales son aquellos que permiten el crecimiento de
diversos tipos de bacterias y tienen compuestos indicadores que al interactuar con los microorganismos ocurre
un cambio visible en el medio, lo que permite una rapida identificacion y diferenciacion (Prinzi & Rohde, 2020;
Rodriguez Martinez & Zhurbenko, 2018).

Por su composicion los medios de cultivo pueden ser naturales, sintéticos o semisintéticos. Los medios naturales
son aquellos que se componen principalmente por sustancias de origen animal y vegetal de las cuales no se
conocen con exactitud sus componentes y las concentraciones de sus nutrientes; los semisintéticos son aquellos
en los que se combinan compuestos quimicos definidos con componentes naturales y los medios sintéticos son
los medios que poseen una composicidn definida con proporciones exactas de sustancias altamente purificadas
(Andreu Espinosa et al., 2023 ; Reynoso et al., 2015; Serrano Berrios & Gutiérrez llabaca, 2018)

Los residuos agroindustriales son una alternativa viable para ser ocupados en nuevas formulaciones de medios
de cultivo debido a su bajo costo y a su composicion, que satisface los requerimientos nutricionales de diversos
microorganismos de interés para la industria. Por tal motivo el suero de leche se ha utilizado como una base
nutritiva o sustrato alternativo en ensayos de crecimiento de bacterias acido lacticas y en ocasiones se
suplementa con sustancias que mejoran el desarrollo bacteriano (Benaissa et al., 2017). Se ha utilizado suero
de queso suplementado con carbohidratos, sales minerales y extracto de levadura para la produccion de
Lactobacillus paracasei HA9-2, se obtuvieron resultados favorables debido a que hubo un aumento
considerable de biomasa comparado con la obtenida en el medio MRS (de Man Rogosa y Sharpe) que es
especifico para el desarrollo de Lactobacillus; por otra parte el pH acido del medio (6.0) influy6 positivamente
en su desarrollo (Vazquez et al. 2009). Asi mismo, se ha empleado con la finalidad de producir sustancias de
interés como las bacteriocinas; se ha formulado un medio de cultivo a base de lactosuero liquido al 10%,
adicionado con extracto de levadura, fosfato monopotésico y sulfato de magnesio (Andrade et al., 2015) y un
medio econémico que contiene suero de leche, melaza y aguamiel, en el cudl se ha logrado su produccién
empleando las especies Enterococcus faecium y Streptococcus infantarius, presentando un crecimiento y
actividad antimicrobiana significativos (Diaz Sanchez, 2024). Por otra parte, se han realizado ensayos con otros
microorganismos y se destaca al suero de leche como un sustrato adecuado para el cultivo de microalgas
heterotrofas presentando un crecimiento rapido (17 dias); estos organismos tienen una gran importancia debido
a que se pueden extraer biocombustibles, proteinas y aceites (Ramirez Herndndez et al., 2025). También se ha
probado el lactosuero como un sustrato para levaduras y hongos, alcanzando valores adecuados de
productividad y contenido proteico (Zumbado Rivera et al.,2006).

2.3.2 Produccién de &cido lactico

El &cido lactico (C3Hg03) también conocido como &cido 2-hidroxipropanoico (CH;CHOHCOOH) es una
sustancia perteneciente a los alfahidroxiacidos, que son compuestos organicos formados por grupos funcionales
hidroxilo (OH) y carboxilo (COOH) (Figura 6). Este compuesto fue descubierto por el quimico sueco Karl
Wilhelm Scheele en 1780, y se comenzé a producir de forma comercial por Charles E. Avery en Massachusetts,
Estados Unidos en 1881. Avery patentd y aplicd un proceso de fermentacion de azlcares provenientes de
fuentes vegetales (Groot et al. ,2010; Mena Beltran et al., 2025; Rodriguez Duran et al., 2012).
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Figura 6: Estructura de la molécula de &cido lactico (Cvitanovic et al. ,2024 p.19)

Esta sustancia tiene un peso molecular de 90.08 g/mol, con punto de fusion bajo, soluble en éter, miscible en
agua y alcohol e insoluble en cloroformo y éter de petrdleo, al purificarse se encuentra en estado sélido, tiene
un aspecto cristalino color blanco, altamente higroscdpico; sin embargo cominmente se encuentra en solucién
acuosa del 80%-90%, tiene un aspecto viscoso, transparente, no volatil e incoloro (Garcia et al., 2010).

Es un acido organico que tiene aplicaciones en la farmacéutica como electrolito, fuente de minerales, regulador
de pH y sistema de entrega de farmacos, en la industria de materiales es un precursor del acido polilactico
(PLA), que es un polimero biodegradable que puede emplearse en empaques y textiles, en la cosmética como
pH buffer, antimicrobiano y rejuvenecedor de la piel, en la quimica como neutralizante, solvente y agente
limpiador y en la industria alimenticia como acidulante, conservador y emulsificante. La aplicacion de procesos
de separacion, concentracion y secado permiten obtener &cido L-lactico purificado, el cual posee una gran
demanda mundial (Mena Beltran et al., 2025; Rodriguez Duréan et.al., 2012; Victorelli, 2011).

En su estructura se conforma por un atomo de carbono quiral asimétrico que le confiere actividad Optica. El
acido lactico puede encontrarse en diferentes formas: dos isémeros Opticos puros, también llamados
enantiomeros que son acido lactico dextrégiro, D-acido lactico o (R)-acido lactico y el acido lactico levogiro,
L- &cido lactico o (S)-&cido lactico, y una forma racémica constituida por fracciones equimolares de ambos
isomeros (Figura 7), sin embargo el isémero (D) se utiliza principalmente en la industria quimica, debido a que
su consumo es perjudicial para el metabolismo humano y puede generar descalcificacién y acidosis. Por otra
parte, el isdbmero (L) es clasificado por la Food and Drug Administration (FDA) como una sustancia GRAS
(Generalmente Reconocido como Seguro) para uso alimenticio y farmacéutico (Diaz Orozco et al., 2025; Mena
Beltran et al., 2025; Nanfra et al. ,2021; Piassi Bernardo et al., 2016).
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Figura 7: Estructuras quimicas de los enantiomeros de L-acido lactico (A) y D-acido lactico (B) (obtenido de
NCBI, 2025 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

2.3.2.1 Quimica

En el afio de 1950 se produjo por primera vez &cido l4ctico sintético de manera comercial en Japén, y por
algunas décadas el acido l4ctico sintético representd una competencia para el obtenido mediante fermentacion
(Groot et al. ,2010). El &cido lactico se puede obtener por sintesis quimica (Figura 8) a través de los derivados
del petrdleo. El proceso consiste en mezclar acetaldehido con cianuro de hidrogeno (HCN) en una reaccion en
fase liquida a presion atmosférica que produce lactonitrilo, que es recuperado mediante destilacion, para
posteriormente hidrolizarse usando acido sulfirico o acido clorhidrico concentrado para finalmente obtener
acido lactico, produciendo sales de amonio como subproducto. El acido lactico en crudo se esterifica con
metanol para producir metil-lactato, que se purifica mediante destilacién y es hidrolizado para producir acido
lactico purificado, que se concentra y se empaqueta para ser comercializado (Thongwai, 1999; Groot et al.
,2010; Diaz Orozco et al., 2025). Entre las ventajas de produccién por la via quimica se encuentra que existen
multiples rutas para la sintesis de &cido lactico: la oxidacion de propilenglicol, hidrdlisis de &cido
cloropropidnico y la oxidacion de propileno con acido nitrico; por otra parte su principal desventaja es que se
produce una mezcla racémica de ambos isdmeros de &cido lactico, ademas de que utiliza compuestos que
pueden ser toxicos para la salud humana y para el ambiente (Piassi Bernardo et al., 2016; Thongwai, 1999).

I
H+
0 _ OH

HC=N _ (I:H H,S0O./ HCI H3C\CH/C‘“OH
HsC——CH  Cianuro de hidrégeno H3C/ ~C=N 4cido > CI)H
Acetaldehido Lactonitrilo (R,S)- 4cido lctico

Figura 8: Sintesis quimica del &cido lactico (Alcantara et al., 2011; p.311)

2.3.2.1 Biotecnologica

La obtencidn de &cido lactico a partir de la via biotecnolégica (Figura 9) ha sido la mas usada en la actualidad.
Se basa en la fermentacién de sustratos ricos en carbohidratos empleando microrganismos como hongos y
bacterias para la obtencion de enantiomeros épticamente activos, que dependeré de condiciones como el tipo
de microorganismo utilizado, el pH, la temperatura y la fuente de carbono. Generalmente, la conversion de
azUcares a acido lactico se lleva a cabo de manera anaerobia, debido a que ocurre una oxidacion de azlcares a
diéxido de carbono y agua, lo que favorece la produccion principal de acido lactico. La mayoria de los
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organismos que realizan esta fermentacion se inactivan en continua presencia de grandes cantidades de oxigeno
(Garcia et al., 2010; Groot et al. ,2010; Serna Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

La sintesis de los enantidmeros (D) o (L) se determina por la presencia de la enzima D-lactato deshidrogenasa
o L-lactato deshidrogenasa respectivamente, que realiza la reaccion final de reduccion de acido pirtvico a acido
lactico en la via glucolitica (Garcia et al., 2010; Victorelli, 2011; Wang et al, 2021).

Para obtener &cido lactico via fermentativa, se utilizan bacterias y hongos principalmente. Entre los organismos
mas utilizados se encuentran los hongos del género Rhizopus y bacterias del género Lactobacillus; los
Lactobacillus tienen una alta productividad, sin embargo tienen requerimientos nutrimentales especiales y
costosos. Por otra parte Rhizopus requiere menos nutrientes para crecer, pero tiene un rendimiento menor y
necesita oxigeno (Groot et al. ,2010). Entre las ventajas se puede destacar que existe una gran variedad de
microorganismos que pueden utilizarse en rutas fermentativas, y se puede dirigir la selectividad de los isdmeros
separados o la mezcla racémica lo que permite obtener de forma mas pura los isémeros de acido lactico (Piassi
Bernardo et al.,2016); ademas de que la fermentacion puede alcanzar altos rendimientos utilizando sustratos
econdmicos y renovables como los residuos organicos, contribuyendo a la economia circular y al desarrollo de
nueva tecnologia para el procesamiento y obtencion de productos de interés (Gémez Castro et al. ,2025).; sin
embargo aln presenta algunas desventajas como la obtencion de subproductos no deseados que dependen de
las condiciones de la fermentacion, por lo que debe ser un proceso controlado para alcanzar mayor eficiencia;
la recuperacion y purificaciéon costosa de isdmeros, y la escalabilidad que adn representa un desafio para su
implementacion industrial. Con la finalidad de mejorar el proceso de obtencion de &cido lactico, se han
desarrollado tecnologias como extraccion, adsorcién, separacion por membranas y electrodialisis (Piassi
Bernardo et al., 2016).

OH
O
HO O O 0 |C|:
HO L OH ZADPéATP > H3C)J\(/ NADH/\!—L//NAD' _ H3C\C}:|/ \OH
Fermentacion anaerobia OH Lactato deshidrogenasa =
OH
D-glucosa acido piravico (S)-acido lactico

Figura 9: Obtencidn biotecnoldgica del acido lactico (Alcantara et al., 2011; p.311)

2.3.3 Uso en la industria alimentaria

Debido a su composicion, el lactosuero se ha procesado para emplearse como materia prima en la industria
alimentaria; se han planteado diversas opciones de aprovechamiento entre las que se encuentra la elaboracion
de queso de suero, la obtencion de suero deshidratado que se puede emplear como un aditivo en panaderia,
reposteria y carnicos, mejorando la textura y retencion de humedad del producto final. De igual manera se
emplean procedimientos fisicoquimicos como la centrifugacion, clarificacién y separacién por membranas para
poder fraccionar el suero de leche y obtener sustancias mas puras como sales minerales, aislados de proteina y
lactosa. La lactosa (C;,H,,0:,) €s un disacarido con un peso molecular de 342.297 g/mol que se encuentra
naturalmente en la leche y sus derivados, se compone principalmente por glucosa y galactosa empleandose
como un edulcorante relevante para la elaboracion de alimentos y una materia prima para la produccion de otros
sustancias de interés industrial, especialmente acidos organicos (Pais Chanfrau et al., 2020). Por otra parte, los
aislados (WPI) y concentrados (WPC) proteicos presentan propiedades emulsionantes y espumantes brindando
estabilidad en la consistencia final de productos de reposteria y lacteos como postres, helados y margarinas
(Aponte Colmenares et al., 2023; Delgado Macuil et al., 2025). También se han elaborado alimentos
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funcionales, dietéticos y nutracelticos a base de lactosuero como bebidas para deportistas, bebidas a las cuales
se les agrega fruta o son fermentadas, bebidas alcohdlicas, férmulas infantiles, recubrimientos comestibles y
agentes antimicrobianos (Jiménez Robles et al.,2025; Mazorra Manzano & Moreno Hernandez, 2019; Aponte
Colmenares et al.,2023; Lipnizki, 2010).

2.3.4 Obtencion de materiales y otras sustancias de interés

Ademas de las variedad de productos alimenticios que pueden elaborarse utilizando el lactosuero como materia
prima, también puede usarse en la industria farmacéutica, cosmética, agricola, quimica y energética, debido a
que a partir de este se pueden producir bioplasticos, polisacaridos, prebi6ticos, acidos grasos, péptidos
bioactivos y bacteriocinas (Aponte Colmenares et al., 2023; Lizarraga Chaidez et al., 2023; Velazquez de Lucio
et al., 2024). El lactosuero puede fermentarse y procesarse para obtener biofertilizantes utilizando BAL con
propiedades promotoras del crecimiento vegetal, debido a su capacidad para fijar nitrdgeno y solubilizar fésforo
mediante la produccién de acidos organicos, lo que representa una alternativa viable garantizando un buen
rendimiento de los cultivos (Caballero et al.,2024).De igual manera se ha planteado como materia prima para
la produccidn de polisacéridos y polimeros biodegradables como el acido polilactico (PLA) que es un polimero
biodegradable con gran importancia en medicina y los polihidroxialcanoatos (PHAS), obtenidos mediante la
fermentacién con algunos microorganismos como: Bacillus megaterium, Bacillus cereus y Escherichia coli
(Delgado Macuil et al., 2025; Serna Cock & Rodriguez de Stouvenel,2005)

2.3.5 Obtencion de biocombustibles

Para la obtencion de biocombustibles, se ha llevado a cabo la fermentacién de lactosuero en biodigestores. A
través de la digestion anaerdbica, se puede obtener biogas, una fuente de energia renovable que se compone
principalmente por diéxido de carbono y metano que se utiliza para generar calor y electricidad, presentando
una alternativa efectiva y renovable (Blanddn Navarro et al., 2014). Por otra parte, se ha empleado lactosuero
como un sustrato alternativo para la produccion de etanol, utilizando principalmente bacterias y levaduras
(Delgado Macuil et al., 2025).De igual manera se ha producido biohidrégeno, una fuente energética limpia que
se utiliza como combustible y que puede obtenerse a través de la fermentacidn anaerdbica del suero utilizando
bacterias de los géneros Clostridium sp., Bacillus sp. y Enterobacter sp., aunque también se han evaluado
cultivos mixtos de microalgas con bacterias y la ingenieria metabolica de bacterias con la finalidad de aumentar
el rendimiento de produccidn a partir de lactosa (Paredes Godoy et al., 2025). Las microalgas principalmente
de los géneros Chlamydomonas, Chlorella y Scenedesmus, son estudiadas para la produccion de
biocombustibles utilizando como sustrato principal los subproductos de la industria lactea, ademas de que
pueden acumular 40% de lipidos (Ozcelik et al., 2024).

2.4 Importancia de los microorganismos en la industria biotecnoldgica

El mundo microscopico posee una amplia variedad de seres vivos con caracteristicas Gnicas que han sido
descubiertos y ampliamente utilizados por los seres humanos a lo largo de la historia; entre los organismos mas
importantes se encuentran las bacterias y los hongos.

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariontes, su tipo de nutricion puede ser autdtrofo
(fotosintéticas o quimiosintéticas) o heterétrofo (obtiene energia y nutrientes de fuentes organicas externas);
llevan a cabo la respiracion celular aerobia (presencia de oxigeno) o anaerobia (ausencia de oxigeno) estricta o
facultativa (Reynoso et al., 2015; Tortora et al., 2007); son células sin organulos con un tamafio de entre 0.5
hasta 10 um, con reproduccién mediante fision binaria de forma rapida en condiciones dptimas y que pueden
agruparse en colonias. En cuanto a su morfologia pueden tener varias formas: esférica (cocos), cilindrica o
bastones (bacilos), espiral(espirilos) comas(vibrios) y filamentosas; también pueden formar agrupamientos
como duplas, cadenas o racimos, dependiendo de la especie (Pirez & Mota, 2006; Sanchez Contreras 2017;
Stanier et al., 2024), por otra parte los organismos bacterianos tienen un comportamiento denominado quorum
sensing que se refiere a la capacidad de las bacterias de comunicarse entre ellas y producir sustancias quimicas
de sefializacion denominadas inductores para formar matrices poliméricas extracelulares conocidas como
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biopeliculas ( Tortora et al., 2007). Algunas bacterias pueden presentar organelos de movilidad como cilios y
flagelos; cuentan con una pared celular que las protege de las condiciones ambientales extremas no favorables
para su desarrollo, ademas de permitir el transito selectivo de nutrientes externos al interior de la célula y de
productos de desecho de la célula al medio externo. La composicion de la pared celular consiste en
peptidoglicano, polisacaridos, proteinas, lipidos, lipoproteinas y liposacaridos que dan lugar a dos tipos
principales de paredes celulares que permite clasificar a las bacterias en Grampositivas y Gramnegativas. Para
identificar las bacterias pertenecientes a cada grupo se realiza una tincién de Gram, que permite diferenciarlas
de acuerdo a la coloracién en la célula (Menéndez Gutiérrez, 2000; Sanchez Contreras et al., 2017; Tortora et
al., 2007).

Por otra parte, los hongos son organismos eucariontes, unicelulares o multicelulares que pueden encontrarse de
forma natural y abundante en el suelo, agua, arboles y residuos vegetales y animales. Entre sus caracteristicas
se puede mencionar que son heterétrofos debido a que requieren carbohidratos para obtener energia, por lo que
toman sus nutrientes por absorcién mediante la degradacion enzimatica de compuestos complejos; tienen la
capacidad de crecer en una amplia variedad de sustratos interviniendo en el ciclo de carbono y nitrégeno.
Respecto a su crecimiento, la mayoria se desarrolla bajo condiciones aerobias estrictas, sin embargo también
existen aquellos que son anaerobios facultativos; en su desarrollo también influyen otras condiciones como la
temperatura, humedad y luz. Los hongos no poseen movilidad y tienen una reproduccion sexual y asexual.
Durante su ciclo de vida, su fase somatica puede ser unicelular como las levaduras, o filamentosa como los
mohos; ademas cuentan con nucleos haploides y una pared celular constituida por polisacaridos (quitina),
proteinas y lipidos. La forma de vida natural de los organismos flngicos es principalmente saprofita debido a
gue descomponen materia organica y algunos otros establecen relaciones simbiéticas mutualistas como las
micorrizas y los liquenes, aunque también pueden ser parasitos de plantas y animales (Cepero de Garcia et al.,
2012; Tortora et al., 2007)

A través de la biotecnologia, se han empleado diversas especies de microorganismos para la produccion de
alimentos, bebidas y farmacos asi como para la obtencion de metabolitos, enzimas y compuestos organicos que
tienen aplicaciones en la agricultura, biorremediacion, la industria quimica y energética (Ostos Ortiz et al.,
2019). Para un aprovechamiento 6ptimo del proceso de fermentacion, se debe hacer una adecuada eleccion del
microorganismo ademas de tomar en cuenta factores como el sustrato de crecimiento, los nutrientes, el pH y la
temperatura, condiciones que permiten un desarrollo adecuado del microorganismo y que influyen en la
rentabilidad y eficiencia del proceso. Para la eleccion del microorganismo mas adecuado pueden tomarse en
cuenta algunas consideraciones (Groot et al. ,2010).

e Microorganismos no patégenos ni contaminantes, que se mantengan estables a pesar de los
cambios de condiciones en el medio para una produccién eficiente

e  Alta productividad para reducir el tiempo de fermentacion
e Alto rendimiento de conversion de sustrato
e Fuentes de carbono y nutrientes con un bajo costo

e Baja cantidad de subproductos para incrementar el rendimiento de obtencion del producto de
interés y que sea mas sencilla su purificacion

2.4.1 Escherichia coli

La especie Escherichia coli (E.coli) fue descubierta y aislada por primera vez en 1885 por Theodor Escherich,
pertenece al género Escherichia de la familia Enterobacteriaceae que es un grupo homogéneo de
microorganismos de rapido crecimiento con forma bacilar, Gram-negativos, con una pared celular delgada que
contiene una o dos capas de peptidoglicano, no esporulados, anaerobios facultativos y mayormente motiles, que
naturalmente se encuentran presentes en el suelo, agua y en la mucosa epitelial cubriendo el tracto digestivo
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humano y de otros mamiferos, con la funcion de evitar la proliferacion de patdgenos y sintetizar vitaminas
esenciales como la vitamina K y complejo B que participan en el proceso de coagulacion de la sangre y que
contribuyen al metabolismo energético y el funcionamiento del sistema nervioso respectivamente; sin embargo
algunas cepas pueden causar diarrea, infecciones urinarias y gastrointestinales (Beeckmans,2009; Basavaraju
& Gunashree,2022; Chen et al., 2025; Yu et al., 2021).

Son células de que miden aproximadamente 1.0um de largo y 0.35 um de ancho, que metabolizan glucosa para
producir acetato, su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C con pH de 7.0, sin embargo puede crecer
desde 10°C a 40°C y un pH de 4.5-9.5. Para su crecimiento en laboratorio tiene requerimientos nutricionales
simples: medio de cultivo liquido o s6lido que contenga glucosa como fuente de energia, ademas de sales de
amonio como fuente de nitrdgeno (Son &Taylor, 2022; Basavaraju & Gunashree, 2022).

2.4.1.2 Aplicaciones y beneficios

E.coli es un organismo modelo primordial que se ha sido utilizado en procesos biotecnologicos debido a su facil
adaptabilidad en medios de cultivo simples, a sus requerimientos nutrimentales sencillos, su crecimiento rapido
y su capacidad para producir compuestos como etanol y acidos organicos (acido succinico, lactico, formico y
acético) a través de su metabolismo fermentativo de hexosas y pentosas (Diaz Orozco et al. ,2025). Por su
versatilidad y eficiencia, se han modificado algunas cepas de E.coli para emplearse a una escala industrial,
empleando investigacion microbioldgica e innovacion de tecnologias en los campos de la ingenieria genética y
biologia molecular para la clonacion y expresion de genes de interés; ademas se ha estudiado completamente
su cddigo genético y se han desarrollado técnicas moleculares para la modificacion genética, ADN
recombinante, plasmidos y mecanismos de regulacion, expresion de genes y vias metabodlicas, con la finalidad
de producir moléculas de interés (insulina humana, péptidos, proteinas, acidos grasos, enzimas, aditivos
alimentarios, pigmentos) y biosensores para el monitoreo de compuestos tdxicos, degradacion de contaminantes
y deteccion de metales pesados; también puede emplearse para el desarrollo de vacunas y produccién de
biocombustibles (Basavaraju & Gunashree,2022; Ostos Ortiz et al., 2019; Son &Taylor, 2022; Vargas Maya &
Franco, 2017).

2.4.2 Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias Gram positivas, catalasa negativas, no formadoras
de esporas, sin citocromos, no motiles, acidofilas, anaerobias facultativas o microaeréfilas, que obtienen energia
celular por fosforilacion y que forman acido lactico como producto principal de la fermentacién de azlcares.
Fueron descubiertas por primera vez de por Joseph Lister en 1837, aisladas de una muestra de leche (Akpoghelie
et al., 2025; Contreras Lépez, 2021; Freire et al. ,2021; Guzméan Delgado, 2024).

La mayoria de estas bacterias son tolerantes a las concentraciones salinas y a las temperaturas altas asi como a
un pH debajo de 5.0; son organismos de rapido crecimiento, con genomas pequefios, un metabolismo simple y
relevancia en la industria principalmente de los alimentos (Sanchez & Tromps, 2014). Estos organismos pueden
encontrarse de forma natural en lacteos, cereales, frutas, vegetales, productos carnicos, pesqueros, bebidas
alcohdlicas como vino y cerveza y la microbiota humana de la boca, el tracto vaginal e intestinal (Thongwai,
1999).

2.4.2.1 Caracteristicas generales

En el afio de 1919 Orla-Jensen clasifico por primera vez el grupo BAL, basandose en caracteristicas fenotipicas,
morfologicas, metabolicas y fisiologicas para establecer su diferenciacion taxonémica (Freire et al. ,2021). Las
BAL en su mayoria presentan un crecimiento 0ptimo a un pH de entre 5.0-6.0, a una temperatura mesofila (30-
37°C) o termdfila (42-50°C), y requieren desarrollarse en ambientes complejos ricos en azlicares, aminoacidos,
vitaminas y bases nitrogenadas. Su morfologia se encuentra dividida en dos formas celulares principales:
bacilos y cocos Grampositivos. Algunos de los principales géneros que presentan forma bacilar son
Lactobacillus y Bifidobacterium, mientras que géneros como Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus y Weissela presentan forma cocoide (Mena Beltrdn et al., 2025). Pueden
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encontrarse como células simples, duplas o tétradas, incluso formando pequefias o grandes cadenas; la
morfologia influye en la capacidad de adherirse a sustratos, formar biopeliculas y resistir el estrés ambiental
(Freire et al. ,2021; Vinocunga Pillajo, 2025). Por otra parte, pueden clasificarse en funcién de los productos
obtenidos a partir de su metabolismo de glucosa en homofermentativas y heterofermentativas (Akpoghelie et
al., 2025; Sanchez & Tromps, 2014; Santander Cortés & Castro Rojas, 2024; Vinocunga Pillajo, 2025). (Tabla
4).

Tabla 4: Metabolismo homofermentativo y heterofermentativo de las BAL

Homofermentativa Heterofermentativa
Metabolismo Metabolismo de hexosas por la via de la Via de las pentosas-fosfato
glucolisis 0 Embden-Meyerhoff-Parnas
Enzima Aldolasa y hexosa isomerasa Fosfocetolasa
Subproductos Acido lactico Acido lactico, etanol, di6xido de carbono,
acido acético
Beneficios Mejora la estabilidad microbioldgica del Aportan un perfil organoléptico méas
producto complejo y atractivo para los fermentados.
Géneros Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Weissela
Bifidobacterium
Enterococcus

Homofermentativos obligados: Estos microorganismos producen Unicamente acido lactico, fermentan las
hexosas a través de la via de la glucolisis; no pueden fermentar pentosas ya que no producen la enzima
fosfocetolasa (Thongwai, 1999; Akpoghelie et al., 2025).En la via de la glucélisis, los azlcares se convierten
en piruvato via enzimatica, generando energia quimica en forma de ATP y NADH; el &cido lactico se produce
principalmente para mantener en funcién los procesos celulares, en los cuales la energia se utiliza para el
crecimiento y mantenimiento del microorganismo. Algunas especies BAL como Lactococcus lactis, que no
tienen fosfocetolasa, bajo ciertas condiciones pueden producir acetato o etanol mediante la via de la glucélisis
(Groot et al. ,2010).

Heterofermentativos obligados: Estas bacterias fermentan hexosas mediante la via de las pentosas fosfato
(también llamada via del 6-fosfogluconato), usando la enzima fosfocetolasa dando como productos acido
lactico, etanol, &cido acético y didxido de carbono en proporciones equimolares (Thongwai, 1999). Las cepas
gue pertenecen a este grupo no poseen la enzima fructosa-1,6-difosfato aldolasa, que es fundamental para la via
homofermentativa, los productos de esta fermentacidn pasan por un proceso de mayor oxidacion que el acido
lactico, dando como resultado la produccion acetato, acetoina o diacetil y didxido de carbono (lbrahim,
2016).En la via de la fosfocetolasa, un azlcar con seis carbonos (Cg) se transforma en un azlcar con cinco
carbonos (Cs) y una molécula de dioxido de carbono (C0-)que posteriormente se divide en: una molécula de
dos carbonos (C,) que da como subproducto acetato o etanol y otra de tres carbonos ( C5) que posteriormente
produce acido lactico (Groot et al., 2010).

Heterofermentativos facultativos: En este tipo de metabolismo, las hexosas se transforman en &cido lactico
mediante la glucdlisis, estas bacterias poseen tanto aldolasa como fosfocetolasa y en ausencia de glucosa
fermentan pentosas mediante la via pentosa-fosfato (Thongwai, 1999). Bajo condiciones en las que la glucosa
es limitada, las hexosas se fermentan y se produce acido lactico (en su mayoria), &cido acético, etanol y acido
férmico. Incluso algunos microorganismos que fermentan pentosas pueden producir exclusivamente acido
lactico (Ibrahim, 2016; Groot et al. ,2010).En el proceso de fermentacién la glucosa se transforma en acido
piravico, liberando energia; no requiere de oxigeno y utiliza una molécula organica como aceptor final de
electrones, por consiguiente gran parte de la energia original de la glucosa permanece almacenada en los
productos finales (Tortora et al. ,2007).
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2.4.2.2 Aplicaciones y beneficios

Las BAL tienen una gran importancia en la industria de los alimentos fermentados como el queso y el yogurt,
también en el procesamiento de carnes y bebidas alcoholicas, para la mejora, conservacion y desarrollo de
caracteristicas sensoriales y la produccion de compuestos bioactivos (Mena Beltran et al., 2025; Ponce
Zambrano, 2022; Santander Cortés & Castro Rojas, 2024). Estas bacterias al producir &cido lactico provocan
acidificacion del medio e inhiben el crecimiento de otros microorganismos que pueden ser patégenos (bacterias
Gram negativas, mohos y levaduras), aunado a que algunas pueden generar otras sustancias como alcoholes,
acidos organicos, exopolisacaridos (EPS) ésteres, compuestos azufrados, aldehidos, bacteriocinas y factores
antimicrobianos. Por su amplia presencia y sus numerosas aplicaciones algunas cepas han sido designadas como
organismos Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS por sus siglas en inglés Generally Recognized
As Safe), debido a que al consumirse no representa toxicidad para las células eucariotas, e incluso algunas cepas
BAL son consideradas probi6ticos: microorganismos vivos que al administrarse en la cantidad correcta,
influyen de manera positiva en la nutricion y en la salud gastrointestinal humana, otorgando beneficios como
la inhibicidn de crecimiento de patégenos, el fortalecimiento de la barrera epitelial del intestino, mejoramiento
de la digestion y modulacion del sistema inmune (Freire et al. ,2021; Roy,2019; Gobbetti & Minervini, 2014),
incluso algunas cepas se han mostrado como una alternativa potencial para la prevencidn del asma y atenuacion
de alergias (Debinska & Sozanska, 2022); sin embargo hay algunas excepciones como el género Enterococcus,
en el que algunas cepas presentan factores de virulencia y genes de resistencia a antibioticos causando
enfermedades (Freire et al. ,2021; Mena Beltrén et al., 2025; Vinocunga Pillajo, 2025).

2.4.2.3 Lactobacillus rhamnosus (L.rhamnosus)

Es una especie del género Lactobacillus, propuesto por Beijerinck en 1901, pertenece al phylum Firmicutes,
clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia Lactobacillaceae, este género es el mas grande perteneciente a las
BAL (Ibrahim,2016). Son microoorganismos estrictamente fermentativos, mesofilos, con forma de baston larga
y redondeada que puede formar cadenas; producen acido lactico como compuesto metabdlico exclusivo o
mayoritario y se desarrollan en sustratos ricos en carbohidratos, su crecimiento es desfavorable en presencia de
oxigeno y favorable en presencia de didxido de carbono, su temperatura dptima de crecimiento es de 30-40°C
con un pH de 5.5 a 5.8. Estos organismos pueden disminuir el pH de alimentos que contengan azUcar
fermentable. Las colonias presentan un tamafio de 2 a 5 mm, forma convexa, opacas y con bordes suaves
(Contreras Lépez, 2021; Guzmén Delgado, 2024; Pérez Pérez & Trinidad Diaz, 2022).

La especie L.rhamnosus es heterofermentativa facultativa, microaerdfila, fermentadora de hexosas para
producir L-acido lactico como producto principal por la ruta Embden-Meyerhoff, en la cual también se obtienen
&cido acético, &cido férmico y etanol en situaciones de limitacion de glucosa; ademas pueden fermentar
pentosas para producir &cido lactico, acido acético y gluconato (Pérez Pérez & Trinidad Diaz, 2022); es capaz
de fermentar galactosa, lactosa, arabinosa, maltosa, ribosa, sorbitol, sacarosa y particularmente rhamnosa; mide
entre 0.8-1.0pum de ancho y 2.0-4.0 um de longitud y pueden encontrarse como células Gnicas o agrupadas en
cadenas cortas. Esta especie crece a una temperatura de 15 y 45°C en un pH &cido de 4.5-6.4 (Contreras LOpez,
2021; lbrahim, 2016; Minervini & Calasso, 2022).Taxonémicamente esta estrechamente relacionada con
Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei, lo que ha hecho que sea dificil distinguirlas usando métodos
tradicionales (Gobbetti & Minervini, 2014; Roy, 2019). Entre las cepas mas empleadas se encuentran
L.rhamnosus GG (ATCC 53103) aislada por primera vez del intestino humano por Gorbach y Goldin en 1983
considerada un probi6tico; ademas de otras cepas como L. rhamnosus ATCC 11443, ATCC 10863, y ATCC
7469, que han sido evaluadas para la produccion exclusiva de L- acido lactico (Sun et al, 2018).

2.4.3 Pichia anomala

Las levaduras son organismos modelo unicelulares, faciles de cultivar, con un tamafio de aproximadamente
10um, de forma ovalada y pueden ser incoloras o blancas. El género Pichia pertenece a la familia
Saccharomycetaceae y estad conformado por aproximadamente 94 especies; es una levadura perteneciente a los
ascomicetos cuyas colonias presentan una forma de elipse o esfera color blanca; se reproduce asexualmente
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mediante gemacion multilateral y pueden crecer bajo condiciones ambientales extremas como presion osmética
alta y en amplios rangos de temperatura y de pH. Su metabolismo consiste en la fermentacion de azucares y la
asimilaciéon de nitratos, amonio y otros compuestos nitrogenados; es facultativa debido a que puede
desarrollarse en condiciones aerobias y anaerobias, sin embargo en condiciones aerobias se favorece su
crecimiento, puede producir etanol en condiciones de oxigeno limitado, mientras en condiciones aerobias
produce acetato (Calderén Ordaz et al., 2024; Passoth et al., 2005; Walker, 2011)

2.4.3.2 Aplicaciones y beneficios

La especie Pichia anomala ha sido aislada del suelo, agua residual, aceite contaminado y de arboles dafiados
por insectos; se ha utilizado en la industria alimentaria en bajas concentraciones para la elaboracion de vinos
debido a que contribuye positivamente a su aroma mediante la produccion de compuestos volatiles, mayormente
€s un organismo no patogeno, sin embargo en pacientes inmunocomprometidos puede causar infecciones
(Passoth et al., 2005). Este organismo se ha reportado como antagonista de hongos filamentosos que provocan
dafio post cosecha en frutas y cereales principalmente, al producir compuestos antiflingicos como etil-acetato y
exo-B glucanasa; de igual manera puede utilizarse para biorremediacion debido a que degrada quimicos
recalcitrantes, metales pesados e hidrocarburos aromaticos presentes en suelos contaminados y aguas residuales.
Asi mismo se ha demostrado accién antimicrobiana de amplio espectro que puede emplearse para el control
bioldgico, ademas de tener potencial para la produccion de biofarmacéuticos, biocombustibles y polioles
(Calderon Ordaz et al., 2024; Walker, 2011).

2.4.4 Trichoderma harzianum

El género Trichoderma, perteneciente al orden Hypocreales, fue postulado en 1794 por Persoon; son hongos
de facil aislamiento y cultivo que se pueden encontrarse en el ambiente, principalmente en el suelo, raices y
hojas de las plantas. Este género crece sobre desechos orgéanicos y actiia como descomponedor y presenta un
rapido crecimiento a una temperatura dptima entre 20-28°C y un contenido minimo de humedad del 92%. Las
colonias tienen un aspecto algodonoso o aterciopelado de color blanco y conidios color verde oscuro después
de la esporulacién (Cepero de Garcia et al., 2012; Romero Arenas et al. ,2009).

Las especies que pertenecen a Trichoderma, presentan un crecimiento favorable en diversos sustratos y
ambientes, desarrollando una regulacién metabélica que responde a los cambios ambientales y la disponibilidad
de nutrientes; algunas especies pueden producir antibiéticos y toxinas que permiten su supervivencia
(Nascimento Silva et al., 2014). Por otra parte cuentan con tres mecanismos fundamentales para desplazar
fitopatogenos: 1) competencia directa por el espacio y/o nutrientes, 2) produccion de metabolitos antiflngicos
como quitinasas, proteasas y glucanasas, que provocan la desintegracion del citoplasma vy lisis celular y 3)
parasitismo directo (Cortés Herndndez et al., 2023; Ezziyyani et al., 2004; Suarez Medina et al., 2024).

24.4.1 Aplicaciones y beneficios

El género Trichoderma se utiliza principalmente como agente de control bioldgico de enfermedades en plantas
causadas por hongos patdégenos del suelo que pueden pertenecer a los géneros Phytophthora, Phytium y
Fusarium (Ezziyyani et al., 2004). Algunas especies producen metabolitos secundarios para control de factores
abidticos y la reduccion de fitopatdgenos lo que favorece el desarrollo vegetal, incluso se han reportado como
potenciales promotores de crecimiento vegetal, debido a la produccion de fitohormonas que estimulan la
germinacidn, el crecimiento de raices y el aumento de altura y grosor del tallo (Cortés Hernandez et al., 2023).
Por otra parte, algunas especies pueden degradar compuestos organicos toxicos como pesticidas, ademas que
pueden sobrevivir en presencia de altas concentraciones de metales como cadmio, cobre y zinc (Nascimento
Silva et al., 2014;).

La especie Trichoderma harzianum puede colonizar la superficie de las plantas inhibiendo el crecimiento de
bacterias patgenas y cuenta con genes relevantes para el metabolismo de aminoéacidos, lipidos y carbohidratos.
Principalmente se ha utilizado como promotor de crecimiento vegetal, fungicida, biofertilizante, agente de
biorremediacién y productor de metabolitos secundarios de interés para las industrias agricola y farmacéutica,
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como péptidos no ribosomales, antioxidantes, enzimas, antifingicos ,acido harzianico y terpenos (Cortés
Hernandez et al., 2023; Geng et al., 2025; Nascimento Silva et al., 2014; Suarez Medina et al., 2024 ).

2.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La industria lactea es una parte extensa del total de produccion de alimentos a nivel global, y al mismo tiempo,
genera una gran cantidad de residuos liquidos, como suero, leche diluida, grasas, aceites, sélidos suspendidos
y nitrégeno; sin embargo la mayoria de fabricas productoras no cuenta con un manejo y tratamiento adecuado
de estos residuos, lo que provoca contaminacion principalmente en los cuerpos de agua debido a que se vierten
en ellos los desechos que presentan una alta carga de materia organica, lo que propicia el crecimiento de
microorganismos y un cambio drastico en la composicion quimica del agua. (Valencia Denicia & Ramirez
Castillo, 2009). Se estima que por cada 1000 litros de lactosuero se genera alrededor de 35 kilogramos de
demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y 68 kilogramos de demanda quimica de oxigeno (DQO), lo que
equivaldria a las aguas residuales que producen 450 personas en un dia. Asi mismo, el vertimiento de lactosuero
en fuentes fluviales representa alrededor de 49.5 a 51.75 millones de toneladas métricas; esta cantidad es vertida
en rios, lagos y aguas residuales asi como en el suelo, lo que contribuye a los diversos problemas de
contaminacion (Asas et al., 2021).

En la industria dedicada a la elaboracion de quesos, actualmente se producen aproximadamente de 110-115
millones de toneladas métricas de lactosuero a nivel mundial, sin embargo s6lo el 55% se procesa para elaborar
otros productos alimenticios. De este porcentaje, el 45% se usa de forma liquida, el 30% en polvo, el 15% como
lactosa y subproductos y 10% como concentrados de proteina de lactosuero (Asas et al., 2021).

Lo que se pretende lograr con este trabajo es plantear una forma de disminuir el impacto ambiental de la
industria lactea, especificamente del proceso de elaboracion de quesos, a través de la reutilizacién del
lactosuero, empleandolo como sustrato para el crecimiento de diferentes microorganismos utilizados
comUnmente en procesos bioldgicos e industriales. Al realizar la caracterizacion bromatoldgica del lactosuero,
se obtiene informacion sobre sus propiedades fisicas y su composicion bioquimica, lo que favorece su
valorizacion como sustrato principal o complementario que se emplea directamente en la formulacién de medios
de cultivo para organismos bacterianos o fungicos. De este modo, se presenta una alternativa sencilla para darle
un valor agregado a una sustancia considerada como desecho, disminuyendo la cantidad que se vierte al medio
natural, evitando asi el deterioro de cuerpos de agua y al mismo tiempo, aprovechando de manera mas eficiente
los recursos organicos disponibles. De igual manera se describe ampliamente la conversion de lactosuero en
sustancias de interés y las diversas aplicaciones que puede tener en las industrias alimenticia, cosmética, textil,
quimica y agricola.

2.6 JUSTIFICACION

La economia circular tiene como principal objetivo el aprovechamiento de los recursos renovables disponibles
y la revalorizacién de residuos de los procesos industriales, con el fin de utilizarse como materia prima para la
elaboracion de nuevos productos, disminuyendo el impacto ambiental que representa su incorrecta disposicion
(Anaya Villalpanda, 2023). El lactosuero es un residuo agroindustrial con caracteristicas fisicoquimicas
especificas y una composicién rica en biomoléculas, que permite que sea considerado un sustrato potencial para
la produccion de metabolitos de interés a través de procesos biotecnoldgicos innovadores, en los cuales se
emplean diversos microorganismos con la capacidad de producir distintos compuestos mediante su
metabolismo (Williams Zambrano & Duefias Rivadeneira, 2021). Por otra parte, existen tratamientos quimicos
y fisicos para el lactosuero, que permiten el aislamiento y purificacion de sus componentes sin necesidad de
emplear algin proceso fermentativo (Lipnizki, 2010). Los procesos de purificacion, aislamiento y
concentracion de sustancias especificas del lactosuero pueden requerir de métodos de pretratamiento y
extraccién costosos debido a los equipos y reactivos que se emplean, lo que impide que sea accesible y rentable
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para todas las empresas que se interesan en el procesamiento del lactosuero (Poveda, 2013). Por tal motivo en
este trabajo se ha determinado el pH, porcentaje de humedad, acidez, lactosa, lipidos y proteinas que contiene
el lactosuero obtenido de la elaboracion de queso panela y posteriormente se ha evaluado su uso como un
sustrato efectivo para el desarrollo de microorganismos de interés biotecnoldgico; representando esta una
alternativa viable para su aprovechamiento, debido a que no es necesario que se realicen pretratamientos o post-
tratamientos complejos al lactosuero para poder emplearse como un sustrato.

2.7 HIPOTESIS

Se presenta un crecimiento mas rapido y abundante para los microorganismos que se desarrollaron en las
formulaciones de medio de cultivo con una proporcién mayor de lactosuero

2.8 OBJETIVOS
2.8.1 Objetivo general

e Evaluar el lactosuero obtenido de la produccion de queso panela como un sustrato alternativo o
complementario para el enriquecimiento de medios de cultivo utilizados en laboratorio favoreciendo
el crecimiento de microorganismos de interés biotecnoldgico.

2.8.2 Objetivos especificos

e Analizar cuantitativamente la composicion del lactosuero mediante pruebas fisicoquimicas.
e Elaborar cuatro distintas formulaciones proporcionales de medio de cultivo y lactosuero.

e  Comparar cualitativamente el desarrollo de cuatro microorganismos de interés en cuatro distintas
formulaciones de medio de cultivo y lactosuero a través del tiempo.

3. METODOLOGIA

3.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron dos muestras de 2 L de suero de leche dulce, obtenido como subproducto al final del proceso
de elaboracion de queso fresco tipo panela, ambas muestras proporcionadas por la Productora Universitaria de
Lacteos (Prounilac), perteneciente al Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de la Universidad Auténoma
del Estado de Hidalgo (UAEH), ubicada en Camino a Rancho Universitario Km 1 Exhacienda Aquetzalpa, en
el municipio de Tulancingo, Hidalgo, México con coordenadas geograficas 20.06243481670374, -
98.38020049261492. Ambas muestras se almacenaron en un recipiente de plastico, se etiquetaron y se
transportaron en una hielera hasta el Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN) y se mantuvieron
en congelacién hasta su caracterizacion. La primera muestra (SL1) se obtuvo el 31 de julio de 2023, mientras
que la segunda muestra (SL2) se obtuvo el dia 20 de noviembre del 2023. A ambas muestras se les realizaron
las mismas técnicas de caracterizacion.
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3.2 Caracterizacion de las muestras de lactosuero

3.2.1 Determinacion de pH
Para esta prueba, se realizd el procedimiento que se indica en la Norma Mexicana NMX-F-317-S-1978
(Figura 10). Se utiliz6 un potenciémetro con electrodo de bulbo desnudo de HANNA Instruments. Como
primer paso, una porcion de la muestra se descongeld a bafio maria y se llevé a una temperatura de 20 £
1°C. Posteriormente se homogeneizé agitando la muestra levemente con movimientos circulares y se vertié
un volumen aproximado de 50 ml en un vaso de precipitados para realizar la medicién de pH.

Verter 50 ml de muestra Potenciémetro
liquida en un vaso de con electrodo
precipitados de bulbo

desnudo

Muestra
congelada de

lactosuero Homogeneizar la muestra

agitando levemente con

movimientos circulares Medir el pH directo de la
muestra de lactosuero

Descongelar muestra a bafio
maria hasta llegar a una

temperatura de 20 + 1°C Muestra liquida
de lactosuero

Figura 10: Diagrama de la metodologia para la determinacién de pH

3.2.2 Determinacién de acidez titulable (% de acido lactico)

Para este método se prepard una solucién 0.1 N de hidréxido de sodio (NaOH) que posteriormente se
estandarizo utilizando biftalato de potasio (Apéndice B.1).Una vez estandarizada la soluciéon de NaOH, se
determiné la acidez utilizando el método descrito en la Norma Mexicana NMX-F-721-COFOCALEC-2012
(Figura 11). Para esta determinacién se pesaron 5 g de suero de leche liquido que se mezclé en un matraz
Erlenmeyer con 50 ml de agua destilada, a esta mezcla se le agregaron 2 gotas de solucién de fenolftaleina al
1% como indicador. Se realizd la valoracion de la muestra utilizando la solucién de NaOH 0.109014 N, hasta
que la muestra del matraz presenté un viraje color rosa claro y se registrd el volumen gastado de la solucion.
Esta prueba se realizo por triplicado para ambas muestras SL1y SL2.
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Solucién Titular la muestra de suero
estandarizada de leche usando la solucion
de NaOH de NaOH hasta que
0.10914N presente un viraje rosa

claro
Muestra

liquida de
suero de leche Realizar el montaje para
la titulacion de la muestra Registrar el volumen
gastado de solucion de
NaOH

Pesar 5 g de muestra y Agregar 2 gotas de
mezclar 2l 50 ml de solucién de fenolftaleina
agua destilada al 1% como indicador

Figura 11: Diagrama de la metodologia para la determinacion de acidez titulable

3.2.3 Determinacion de porcentaje de lactosa

Para este método se utiliz6 una solucién de tiosulfato de sodio con una concentracion de 0.1006 N que se
estandariz6 previamente a utilizarse (Apéndice B.2).Asi mismo, se prepararon los reactivos que se ocuparian
en esta determinacion: soluciones de Fehling (A y B), solucién de yoduro de potasio al 30%, solucion de
hidréxido de sodio 0.25N vy solucién de almidén de maiz al 1% (Apéndice B.3). Asi mismo se le hizo un
tratamiento previo a las muestras de suero de leche dulce (Apéndice B.4). El método de determinacion de
porcentaje de lactosa se realiz6 mediante el método de Fehling descrito en la Norma Mexicana NMX-F-219-
1972 con algunas modificaciones respecto a los instrumentos ocupados para este ensayo (Figura 12)

1) Se utilizaron filtros Gooch de vidrio con una cama de celita que fueron lavados una vez con una
solucién de &cido nitrico 1:1 caliente y tres veces con agua destilada caliente antes de usarse. Los lavados se
filtraron con un matraz Kitazato al vacio y posteriormente se desecho el filtrado.

2) En un vaso de precipitado de 600 ml se afiadieron 25 ml de reactivo de Fehling A, 25 ml de reactivo
de Fehling B con 50 ml de agua destilada.

3) Se calentd la solucién en una parrilla y se tap6 con un vidrio de reloj

4) Una vez que comenz6 la ebullicién, se agregaron 50 ml de la muestra tratada de lactosuero

5) Se dejé en ebullicion por 6 minutos exactos sin quitar el vidrio de reloj

6) Se retir6 el vaso de la parrilla y se hicieron tres lavados al vidrio de reloj con agua destilada caliente,

dejando caer los lavados en el vaso de 600 ml.

7) Se filtrd la solucion al vacio utilizando un filtro Gooch y un matraz Kitazato, una vez filtrada se
hicieron tres lavados con agua caliente al vaso de precipitado pasando los lavados por el filtro. En el filtro se
retuvo un precipitado de cobre color rojo intenso.

8) Al terminar el filtrado y los lavados, se colocé el filtro Gooch con el precipitado color de cobre sobre
otro matraz Kitazato limpio
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9) Se prepararon 5 ml de una solucion 1:1 de &cido nitrico con agua, en la que se afiadieron 2.5 ml de
acido nitrico y 2.5 ml de agua destilada

10) En la campana de extraccion se calent6 la solucion de &cido nitrico 1:1 en un matraz de 100 ml, hasta la
formacion de vapores y se retiré de calentamiento

11) Se vertieron 2.5 ml de la solucidn caliente 1:1 de acido nitrico sobre el precipitado retenido del filtro
Gooch y se vertieron otros 2.5 ml en el vaso de precipitado de 600 ml, para realizar un lavado final que también
se vertio en el filtro Gooch. La filtracion se realiz6 al vacio y se realizaron tres lavados con agua destilada
caliente hasta llegar a un volumen méaximo de 70 ml

12) El &cido nitrico, al reaccionar con el precipitado de cobre, dio lugar a una solucién cristalina color azul
palido; esta solucién se vertié en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se calentd hasta el comienzo de la
ebullicion.

13) Se pesaron 1.5g de urea y se afiadieron en el matraz con la solucion de cobre
14) Se dej6 en ebullicién por 1 minuto

15) La solucion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y posteriormente se le afiadieron 10 ml de
solucion de yoduro de potasio al 30% y 10 ml de indicador de almidon al 1%.

16) Se hizo la titulacion utilizando la solucion de tiosulfato de sodio 0.1N
17) La titulacién termind hasta que la solucion adquirié un color blanco
18) Se anotd el volumen de la solucion de tiosulfato de sodio que se gastd en la titulacion

19) Se realizé la determinacion de lactosa por duplicado para ambas muestras de suero de leche
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Figura 12: Diagrama de la metodologia para determinar el porcentaje de lactosa
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3.2.4 Determinacion de humedad

Esta determinacidn se realiz6 siguiendo la metodologia planteada en la Norma Oficial Mexicana NOM-243-
SSA1-2010 (Figura 13). Este método se realizé por triplicado para ambas muestras de lactosuero.SL1 y SL2.
Se utilizaron tres crisoles de porcelana que previamente se ingresaron en una estufa a una temperatura de 110°C
por 20 horas. Pasado el tiempo se extrajeron de la estufa y se llevaron a un desecador para enfriarse por 1 hora.
Cada uno de los crisoles vacios se pesé en una balanza analitica y se registraron sus respectivos pesos a cuatro
decimales. Posteriormente a cada crisol se le agregaron 2.5 ml de la muestra de lactosuero y se registro el peso,
para después determinar el peso de la muestra mediante la diferencia de pesos. Los crisoles con muestra se
ingresaron nuevamente en la estufaa 110°C y se dejaron por 4 horas. Pasado el tiempo, se colocaron los crisoles
dentro de un desecador y se dejaron enfriar a temperatura ambiente; después cada crisol se pes6 en una balanza
analitica y se registré el peso con la muestra seca.

Pesar cada crisol con muestra Ingresar a la estufa a
liquida y registrar su peso 110°C por 4 horas

Crisol de

porcelana Crisol con Llevar al desecador y

muestra dejar enfriar
liquida
Ingresar a la
estufaa 110°C Pesar el crisol con la muestra

por 20 horas Agregar 2.5 ml de seca y registrar

muestra de lactosuero

Llevar al desecador

y dejar enfriar por 1 Pesar y registrar los
hora pesos

Figura 13: Diagrama de la metodologia para la determinacién de humedad

3.2.5 Determinacion de porcentaje de lipidos

Para la determinacion de lipidos se utilizo el método descrito por Bligh & Dyer (1959) (Apéndice B.5). Para
este método se calcularon los volimenes de solventes a ocupar respecto a la muestra que se iba a utilizar .Los
volumenes de cloroformo, metanol y agua a ocupar se calcularon dependiendo del porcentaje de humedad
obtenido de cada una las muestras (Apéndice B.6). Esta prueba se realiz6 por duplicado para cada muestra SL1
y SL2 (Figura 14).

1. Se pesaron 8.5 +0.1 g de muestra liquida de suero de leche, dicha muestra se vertié en un embudo de
separacion
2. Se agregaron 8.5 0.1 ml de cloroformo y 17.1+0.1 ml de metanol al embudo con muestra y se agit6

suavemente por 2 minutos

3. Se agregaron 8.5+0.1 ml de cloroformo y se agit6 el embudo por 30 segundos y finalmente se
agregaron 10 ml de agua destilada y se agité por 30 segundos mas.

4. La mezcla se filtré al vacio utilizando papel filtro Whatman y un embudo de vidrio y posteriormente
se hizo un lavado del papel filtro con 15 ml de cloroformo
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5. El filtrado se vertié en una probeta graduada de 50 ml, se dejo asentar hasta la formacion de fases y se
registrd el volumen total y el volumen de cada fase.

6. Se descarto la fase superior (metanol) y se registré el volumen de la capa inferior restante (cloroformo).
7. Se pes6 un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se registrd su peso

8. De la capa inferior restante (capa de lipidos) se tomo una alicuota de 2 ml

9. Se vertié la alicuota en el matraz de 50 ml y se registro el peso

10. El matraz se llevd a bafio maria de 40°C- 50°C para la volatilizacién del cloroformo, una vez seco el

matraz se llevo al desecador

11. Posteriormente se registro el peso seco del matraz
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Figura 14: Diagrama de la metodologia para la determinacion de lipidos
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3.2.6 Determinacion de porcentaje de proteinas

3.2.6.1 Tratamiento de las muestras

Para el tratamiento de la muestra se tomaron 5 ml de suero de leche dulce a temperatura ambiente y
posteriormente se le afiadieron 5ml de una solucién de NaOH con concentracién 1N, se calent6 a bafio maria
a 100°C por 5 minutos. Una vez terminado el proceso de calentamiento la muestra adquirié un color café claro
y se dejo enfriar a temperatura ambiente para después aforarse hasta 10 ml con agua destilada. Posteriormente
se realiz6 una filtracion y el liquido filtrado se aforé nuevamente con agua destilada a un volumen final de 25
ml. Este procedimiento se hizo para cada muestra SL1 y SL2.

3.2.6.2 Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry (Peterson, 1997)

Esta determinacidn se realiz6 por triplicado para ambas muestras de suero lacteo dulce SL1y SL2 (Figura 15).
Se rotularon 6 tubos de ensayo con tapa y se le agregaron dos volimenes diferentes de muestra tratada (100 pl
y 250 pl) y agua destilada para completar el volumen final de 1 ml (900ul y 750 ul respectivamente), como se
indica en la Tabla 5. Una vez que los 6 tubos contaran con el volumen final de 1 ml, a cada uno se le agregaron
5 ml de reactivo de Lowry, se agitaron levemente y se dejaron reposar por 15 minutos; concluido el tiempo se
agregaron igualmente 0.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau, y se dejaron reposar en oscuridad por 30 minutos.
Se ley6 la absorbancia de cada tubo en un espectrofotdmetro UV-Vis utilizando una longitud de onda de 740
nmy se registraron los datos obtenidos.

Tabla 5: VolUmenes de muestra y reactivos utilizados en la cuantificacion de proteinas

Tubo Muestra (uL) Agua (pL) Lowry (ml) Folin(ml)
1 100 900 5 0.5
2 100 900 5 0.5
3 100 900 5 0.5
4 250 750 5 0.5
5 250 750 5 0.5
6 250 750 5 0.5
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Figura 15: Diagrama del proceso para la determinacion de proteinas

3.3 Propagacion y crecimiento de microorganismos en medio

artificial adicionado con lactosuero

Para el ensayo de crecimiento se utilizaron cuatro especies de microorganismos: se seleccionaron dos especies
bacterianas: Lactobacillus rhamnosus y Escherichia coli, y dos especies fungicas: Pichia anomala y

Trichoderma harzianum.

Para la siembra de cada especie se selecciond el medio mas adecuado para promover su desarrollo: para L.
rhamnosus se empled el medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS), para E. coli el medio Luria- Bertani (LB),



para T. harzianum se utilizo el medio de Papa Dextrosa Agar (PDA) y para P.anomala el medio de extracto de
levadura y malta (YM). De igual forma, una tercera muestra de 3L de suero de leche proveniente de la
fabricacién de queso panela fue proporcionada por la empresa de lacteos Prounilac perteneciente al ICAp de la
UAEH. Se establecieron para el experimento un control y cinco formulaciones: la formulacion T1 que consiste
en 100% medio 0% lactosuero, la formulacién T2 que contiene un 75% de medio y 25% lactosuero, la
formulacién T3 que se compone de 50% medio 50% lactosuero, la formulacion T4 que consta de 25% medio
75% lactosuero y la formulacion T5 que contiene 100% lactosuero (Figura 16). Estas proporciones se
establecieron para los cuatro medios de cultivo y el ensayo de crecimiento se realizé por triplicado.

MEDIO MICROORGANISMO MEDIO+LACTOSUERO+MICROORGANISMOS

(M.O)
CONTROL T1 T2 T3 T4 Ts
MRS L.rhamnosus
LB E.coli
PD T. harzianum
YM Panomala

I O T |

Medio  Medio 75%)  \pegio(sov) — Medio(25%) Suero
- + + + +
M.O Suero (25%)  gyero (50%) Suero (75%) M.O
+ 3 +
M.O M.O M.O

Figura 16: Metodologia para la prueba de crecimiento de microorganismos seleccionados en medio artificial
adicionado con lactosuero

Se establecio el volumen de medio de cultivo a preparar y de lactosuero que se emplearia para cada formulacién
y se esteriliz6 en autoclave a 120°C con una presion de 15 psi por un tiempo de 20 minutos antes de emplearse
en la metodologia. Posteriormente se realizé el llenado de las cajas Petri con un volumen total aproximado de
25 ml para cada una. Se llenaron 18 cajas Petri con medio de cultivo y lactosuero en diferentes volimenes de
acuerdo a los porcentajes de las distintas formulaciones T1, T2, T3, T4 y T5 para los cuatro medios de cultivo
empleados (Tabla 6), obteniendo un total de 72 cajas Petri. Posteriormente se dejaron solidificar y se realiz6 la
siembra de L. rhamnosus, E. coli y P.anomala por extension en superficie de placa, mientras que para T.
harzianum se tomo parte del micelio y se colocd en el centro de las cajas Petri en contacto con la superficie del
medio de cultivo.

Tabla 6: Volimenes establecidos para cada formulacion de medio con lactosuero

Volumen por

. Control T1 T2 T3 T4 T5
caja
Medio 25 ml 25 ml 18.75 ml 12.5 ml 6.25 ml oml
Lactosuero oml oml 6.25 ml 12.5 ml 18.75 ml 25ml
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Volumen por

. Control T1 T2 T3 T4 T5
triplicado

Medio 75 ml 75 ml 56.25=57 ml 37.5~38ml 18.75~19 ml Oml
Lactosuero oml oml 18.75~19 ml 37.5=~38ml 56.25~57 ml 75 ml

3.3.1 Propagacion de Escherichia coli

La cepa de Escherichia coli fue proporcionada por el grupo de trabajo de la Escuela Superior de Apan (ESAp)
perteneciente a la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH); se propag6é empleando medio LB,
un medio de cultivo artificial de facil elaboracion y rico en nutrientes que se usa generalmente para realizar
experimentos de bioquimica molecular y para el aislamiento y crecimiento rapido de una gran variedad de cepas
de hongos, parasitos y bacterias, especialmente E. coli. Este medio no contiene glucosa afiadida o almidon,
siendo el extracto de levadura, proveniente de la digestion de Saccharomyces cerevisiae, la fuente principal de
energia. Entre sus demas componentes se encuentran el cloruro de sodio (NaCl) y la triptona, que es un digerido
pancreético de la caseina de la leche de vaca (Garboza et al., 2011; Sezonov et al., 2007; Wang et al., 2023).
Se sembrd la cepa por extensidn en placa: se agregaron 100 ul de una solucion de E.coli conservada a -80°C a
cada una de las 18 cajas Petri que contenian medio LB y lactosuero, se sellaron y se almacenaron a temperatura
ambiente (21°C),se monitore6 su crecimiento durante 4 dias.

3.3.2 Propagacion de Lactobacillus rhamnosus ATCC 11443™

La cepa de Lactobacillus rhamnosus ATCC 11443™ fue proporcionada por la Coleccién Nacional de Cepas
Microbianas y Cultivos Celulares (CDBB) perteneciente al Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV- IPN). Esta cepa se emplea en la produccion de L (+) &cido lactico
y para la determinacidn enzimatica de isémeros épticamente activos de acido lactico; es tolerante a medio 4cido
y presenta mejoras en la produccion de L- acido lactico después de una mutagénesis causada por radiacion y
mezcla gendmica (genome shuffling) (Sun et al., 2018; American Type Culture Collection [ATCC] ,2024). Para
la propagacion de la cepa se empled el medio MRS que es un medio de cultivo artificial que permite el
crecimiento de BAL; la formulacion de este medio cuenta con macro y micronutrientes como glucosa, peptona,
extracto de levadura y extracto de carne con la funcién de aportar nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales;
asi mismo, contiene acetato de sodio, sales de magnesio y manganeso, polisorbato 80 que facilita el crecimiento
de las bacterias &cido lacticas; también incluye citrato de amonio que act(la como inhibidor del crecimiento de
bacterias Gram negativas. Para la siembra se tomaron 100 ul de una solucion de L.rhamnosus, conservada a
-80°C y se sembr6 por extension en placa en cada una de las 18 cajas Petri con medio MRS vy lactosuero, se
sellaron y se almacenaron a temperatura ambiente (21°C) por 4 dias.

3.3.3 Propagacidn de Pichia anomala ATCC 8168™

La cepa de Pichia anomala ATCC 8168™ fue proporcionada por la CDBB, es tolerante a condiciones alcalinas
(pH 10), crece a una temperatura de 24-26°C y puede asimilar galactosa. Se emplea principalmente para el
biocontrol de las enfermedades post-cosecha en frutas y vegetales (ATCC, 2024); por otra parte, puede producir
B-fructofuranosidasa, también conocida como invertasa, que es una enzima que hidroliza sacarosa en fructosa
y glucosa y se emplea principalmente en la industria de alimentos para la elaboracion de dulces, confiterias y
edulcorantes artificiales, asi como en la industria cervecera (Veana et al. ,2011). EI medio de cultivo YM es
empleado especialmente para el aislamiento y crecimiento de mohos y levaduras, entre sus componentes se
encuentra la peptona, que sirve como fuente de carbono, nitrégeno y de aminoacidos, el extracto de levadura
que es la fuente de vitaminas del complejo B y otros factores de crecimiento y extracto de malta que proporciona
una fuente de carbono adicional (HiMedia Laboratories, 2019). Para la siembra en placa, se utilizé una solucion
de P.anomala conservada a -80°C, de la cual se tomaron 100ul para cada una de las 18 cajas Petri con medio
YM vy lactosuero, posteriormente se sembrd por extension en superficie, se sellaron y se almacenaron a
temperatura ambiente (21°C) durante 4 dias, para monitorear su crecimiento.
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3.3.4 Propagacion de Trichoderma harzianum

La cepa de Trichoderma harzianum fue proporcionada por el Departamento de Edafologia de Colegio de
Posgraduados (COLPOS) Campus Montecillo y para su crecimiento se seleccioné el medio PDA, un medio
simple que contiene dextrosa como fuente de carbono, infusion de papa como estimulante de crecimiento y agar
como solidificante (Aryal, 2022), que es utilizado para el desarrollo y conteo en placa de una gran variedad de
hongos y levaduras. Antes de la siembra, la cepa de T. harzianum fue conservada en medio PDA en una caja
Petri, durante la siembra se tom6 una pequefia seccién del micelio mas fresco de las orillas de la caja y se
sembro por contacto en el centro de cada una de las cajas Petri con medio PDA vy lactosuero, posteriormente se
sellaron las cajas y se almacenaron a 21°C en condiciones de oscuridad monitoreando su crecimiento por 5 dias,
ademas de medir su crecimiento radial cada 24 horas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de la caracterizacion de la muestra de suero de leche
dulce SL1

4.1.1 Determinacion de pH
Para la muestra SL1 se obtuvo un pH de 7.34, esta medida de pH se encuentra en los valores de alcalinidad de
una sustancia.

4.1.2 Determinacion de acidez titulable en porcentaje de acido lactico
Se registraron los datos obtenidos en la titulacion de la muestra SL1 utilizando una solucién de NaOH 0.109014
N (Tabla 7), posteriormente se calcul6 el porcentaje de acido lactico de esta muestra con la ecuacion (1).

VxNx0.090
M

Acidez (%)de acido lactico = (100) (1)
Donde

V=Cantidad de hidréxido de sodio gastado en la titulacion de la muestra (ml)
N=Normalidad de NaOH

0.090= miliequivalente de &cido lactico

M=peso de la muestra

Tabla 7: Peso y volumenes para la determinacion de porcentaje de acidez de la muestra SL1

Muestra por

. Volumen Volumen Volumen %Acidez
triplicado Peso inicial final gastado (Acido lactico)
(SL1)
1 5124 ¢ 23.7ml 23.1ml 0.6 ml 0.11487
2 5.113¢g 23.1ml 22.4 ml 0.7ml 0.13430
3 5.289 ¢ 22.4 mi 21.7 ml 0.7 ml 0.12983
Promedio de porcentajes obtenidos 0.12633%

Al promediar se obtuvo que el porcentaje de &cido lactico contenido en la muestra de suero de leche dulce SL1
es de 0.12633%

51



4.1.3 Determinacion de porcentaje de lactosa

Para la determinacién de porcentaje de lactosa de la muestra de suero de leche SL1, se realizd una titulacion
utilizando una solucién de tiosulfato de sodio 0.1006 N, el procedimiento se realiz6 por duplicado y se
obtuvieron los resultados descritos en la Tabla 8

Tabla 8: Volimenes de solucion de NaOH empleada en la determinacion de lactosa para SL1

Determinacién de lactosa Volumen inicial Volumen final Volumen gastado
1 24.9 ml 13.5ml 11.4 ml
2 19.2 ml 8.1ml 11.1ml
Promedio del volumen gastado en la titulacién 11.25 ml

Se realizaron los calculos correspondientes a la lactosa tomando como referencia la Norma Mexicana NMX-F-
219-1972 en el que se ocupan las ecuaciones (2) y (3):

m decu,o = Veitutante (N)(63.54) )
Donde:

m decy,o- Miligramos de 0xido de cobre

Viitwiante: VOlumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulacion

N: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio

63.54: Miliequivalentes de cobre

mpac(5)(100)
— 3

%Lactosa =
Donde:

5: Factor de dilucion de la alicuota empleada para la determinacién de lactosa. Para obtener este factor de
dilucion se tomo en cuenta que la muestra de suero de leche se aforé a 250 ml y para realizar las titulaciones se
tomaron 50 ml de muestra, por lo tanto el factor de dilucidn se obtiene dividiendo el volumen total de la solucién
preparada entre el volumen que se ocupé para los ensayos de determinacién de lactosa lo que seria igual a: 250
ml/50 ml =5

my4c=Peso en gramos de lactosa
P= Peso en gramos de la muestra

En el primer ensayo de determinacion de lactosa para la muestra SL1 se obtuvieron los miligramos de 6xido de
cobre Cu,0 empleando la ecuacién (2) donde se sustituyeron los valores de volumen gastado y normalidad de
tiosulfato de sodio

mdecy,o = 11.4ml(0.1006 N)(63.54)
mdecy,o = 72.8702 mg de Cu,0

Para obtener los miligramos de lactosa que corresponden a los mg de Cu, 0 calculados se toma como referencia
la tabla de valores que se encuentra anexa al documento de la Norma Mexicana NMX-F-219-1972 (Tabla 9)
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Tabla 9: Valores para la determinacion de azlcares segun Fehling (NMX-F-219-1972)

Cu,0 (mg) Hidrato de lactosa (mg)
70 44.0
71 44.6
72 45.3
73 459
74 46.6

De acuerdo con los datos, se obtienen los miligramos de lactosa que corresponden a los miligramos de 6xido
de cobre (I) (Cu,0) mediante una interpolacion utilizando las ecuaciones (4) y (5), en las cuales se sustituyen
los valores para obtener la pendiente, el valor de b y los miligramos de lactosa correspondientes

m =221 )
b=y—-—mx (5)
m=45.9—45.3 06
73 =72
b=21
y=mx+b

y = 0.6(72.8702) + 2.1
y = 45.8221 mg de lactosa

Posteriormente se utiliza la ecuacidn (3) para calcular el porcentaje de lactosa de la muestra en donde se
sustituyen los valores de masa de hidrato de lactosa en y el peso de la muestra en gramos.
0.0458221 g(5)(100)

%Lactosa = 6264 g = 3.6576%

Finalmente para la primera prueba se obtuvo un total de 3.6576% de lactosa.

Para el duplicado de determinacién de lactosa se obtuvieron los siguientes resultados.
mdecy,o = 11.1ml(0.1006 N)(63.54)

mdecy,o = 70.9525 mg de Cu,0

De acuerdo con los datos de la Tabla 9, se obtienen los miligramos de hidrato de lactosa que corresponden a
los miligramos de Cu,0 Yy se sustituyen los valores en las ecuaciones (4) y (5) para obtener la pendiente, el
valor de b y los miligramos de lactosa correspondientes

_44.6—44.0_06
=770 T
b=2
y=mx+Db

y = 0.6(70.9525) + 2

y = 44.5715 mg de lactosa
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Se utiliza la ecuacidn (3) para calcular el porcentaje de lactosa en donde se sustituyen los valores de masa de
hidrato de lactosa en y el peso de la muestra en gramos.
0.0445715 g(5)(100)

%Lactosa = 6264 g = 3.5577%

En esta segunda prueba se obtuvo un total de 3.5577% de lactosa.

Finalmente al promediar los resultados obtenidos por duplicado, se tiene que el porcentaje de lactosa que tiene
la muestra de suero de leche dulce (SL1) es de 3.6076%.

4.1.4 Determinacion de porcentaje de humedad
Para calcular el porcentaje de humedad de la muestra SL1 se utiliz la ecuacion (6) en donde se sustituyeron
los valores de masa registrados en la Tabla 10 para cada triplicado

1~ My

% humedad = = x 100 (6)

1 0

Donde

m,= masa del crisol (g)

m,=masa del crisol con la muestra himeda
m,= masa del crisol con la muestra seca

Tabla 10: Datos para la determinacion del porcentaje de humedad para el suero de leche

Masa de Masa de
Crisol (my) (m,) muestra (my) % de humedad
, muestra seca
hameda
1 38.1900 g 40.6734 g 2.4834 g 38.3430 ¢ 0.1530 ¢ 93.839
2 43.5909 g 46.0504 g 2.4595 g 43.7410 0.1501 ¢ 93.897
3 29.7481 ¢ 32.2414 ¢ 2.4933 g 29.9007 0.1526 g 93.879

Al promediar el porcentaje de humedad obtenido en el ensayo por triplicado se obtuvo que la muestra de suero
de leche SL1 tiene un porcentaje de humedad de 93.871%

4.1.5 Determinacion de porcentaje de lipidos

Este método se llevé a cabo por duplicado y se hizo un registro del peso de la muestra, el volumen de solventes
utilizados, el volumen final de cloroformo, y el volumen, peso y peso seco de la alicuota empleada para la
determinacion (Tabla 11). Con los valores registrados se hicieron los calculos correspondientes para determinar
el porcentaje de lipidos de la muestra SL1.

Los datos registrados se utilizaron para calcular los lipidos totales obtenidos empleando la ecuacion (7).

LT = Zaxle @
Va

Donde:
LT: Lipidos totales
P, 4 Peso de lipidos en alicuota

V¢: Volumen de la capa de cloroformo
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V,: Volumen de la alicuota

Tabla 11: Determinacion de lipidos totales contenidos en la muestra SL1

Muestra 1 2
Peso 8.532 ¢ 8.673 ¢
Volumen de cloroformo (V) 8 ml 11.9ml
Volumen de alicuota (V 4) 2ml 2ml
Peso alicuota seca ( Pp4) 0.069 g 0.033g
Lipidos totales(LT) 0.276 g 0.19635 ¢

Para una muestra de 8.532 g de suero de leche se determinaron una cantidad de 0.276 g de lipidos, para obtener
los gramos de lipidos contenidos en 1 g de muestra se emplea la ecuacion (8)

gL =—— ®)

m SL
Donde
gL: gramos de lipidos contenidos en 1g de muestra de lactosuero
LT: lipidos totales contenidos en la muestra
m SL: Masa de la muestra de lactosuero empleada para determinacion de lipidos

_ 0276 g lipidos

gL = 8532 g = 0.03234 g de lipidos

Para 1 g de suero se tiene una cantidad de 0.03234 g de lipidos, lo que representaria el 3.234% de lipidos en el
suero.

Por otra parte, para la muestra de 8.673 g de suero de leche se determinaron una cantidad de 0.19635 g de
lipidos, se sustituyen los valores en la ecuacién (8)

0.19635 g lipidos
gL =
8.673 g

= 0.02263 g de lipidos

El porcentaje de lipidos de la muestra de suero de leche se determiné de la siguiente manera:
Porcentaje de lipidos de la prueba 1
%lipidos = 0.03234(100%)
%lipidos = 3.234%
Porcentaje de lipidos de la prueba 2
%lipidos = 0.02263(100%)
%lipidos = 2.263 %

En promedio se obtuvo que SL1 tiene un porcentaje de lipidos de 2.749%
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4.1.6 Determinacion de porcentaje de proteinas

4.1.6.1 Cuantificacion de proteinas por método de Lowry-Peterson (Peterson, 1997) para SL1
Para cada tubo se registraron las absorbancias leidas en el espectrofotdmetro UV-Vis a una longitud de onda de
740 nm (Tabla 12)

Tabla 12: Absorbancias leidas a 740 nm para la muestra de suero de leche dulce SL1

Absorbancia

Tubo Muestra (uL) Agua (uL) Lowry (ml) Folin(ml) (740nm)
1 100 900 5 0.5 0.428
2 100 900 5 0.5 0.447
3 100 900 5 0.5 0.458
4 250 750 5 0.5 0.753
5 250 750 5 0.5 0.810
6 250 750 5 0.5 0.780

Para hacer los célculos correspondientes a la cuantificacién de proteinas se toma en cuenta la ecuacion lineal
obtenida de la curva patrdn de la solucion de BSA [1mg/ml] a 740nm (Apéndice B.7) y se emplea la ecuacion
(9) para obtener los valores de concentracion de proteinas en la muestra (ul) sustituyendo los valores de
absorbancia eny.

_ y-0.11572
T 0.00115

9)

Tabla 13: Concentracién de proteinas por cada valor de absorbancia de la muestra SL1

Tubo Muestra Absorbancia Concentracién
SL1 (ul) (740nm) muestra( pl)

1 100 0.428 271.548
2 100 0.447 288.070
3 100 0.458 297.635

Promedio 285.751
4 250 0.753 554.157
5 250 0.810 603.722
6 250 0.780 577.635

Promedio 578.505

Ya que se obtuvieron los valores de concentracion de proteinas para cada valor de absorbancia (Tabla 13) se
determind la cantidad de proteinas de la muestra SL1 tomando en cuenta el proceso de tratamiento y dilucion;
por lo tanto se determind que los tubos 1-3 tenian una concentracion de suero de 0.02 g/ml (20 mg/ml) mientras
que para los tubos 4-6 la concentracion era de 0.05 g/ml (50 mg/ml)

Se hizo la conversion del promedio de concentracion de proteinas para ambas diluciones a mg/ml de la manera
descrita a continuacion

] ﬂg< 1mg ) mg

Prot = 28575122 =0.285751—2
ToLelnas 1-s mi \10004g ml
] ﬂg( 1mg ) mg
Prot ¢ =578505-2 = 0.578505 >
rotelnass-e mi \10004g mi
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Para calcular el porcentaje de proteinas contenidas en la muestra de suero SL1 se toma como el 100% la
concentracion en miligramos de la muestra de suero (20 mg y 50 mg) por lo que se obtiene un porcentaje igual
a:

0.285751mg/ml (100%)

% proteinas {_3 = 20mg /ml = 1.428755%
i 0.578505 mg/ml (100%)
% proteinas,_¢ = 50mg /ml = 1.15701%

Para la muestra SL1 se determiné en promedio un porcentaje de proteinas de 1.29288%

4.2 Resultados de la caracterizacion de la muestra de suero de leche dulce
SL2

4.2.1 Determinacion de pH
Para esta muestra de suero de leche dulce SL2 se determin6 un pH de 7.43, lo que indica que el suero de leche
es una sustancia alcalina.

4.2.2 Determinacion de acidez titulable en porcentaje de acido lactico

Se registraron los datos obtenidos en la titulacion de la muestra SL2 utilizando una solucién de NaOH 0.1070
N, esta determinacion se realizd por triplicado. Se calcul6 el porcentaje de acido lactico de SL2 utilizando la
ecuacion (1), los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 14

Tabla 14: Porcentaje de acidez lactosa obtenido para la muestra SL2

Muestra por

- Volumen . Volumen %Acidez
triplicado Peso o Volumen final ‘. L
inicial gastado (Acido lactico)
(SL2)
1 5.001 g 25 ml 24.7 0.3 0.05778%
2 5.002 g 24.6 24.2 0.4 0.07703%
3 5.011¢ 24.2 23.9 0.3 0.05766%
% de acidez promedio. 0.064156%

Se obtuvo que la muestra de suero presentaba un porcentaje promedio de 4cido lactico de 0.06415%

4.2.3 Determinacion de porcentaje de lactosa
Al terminar la determinacion de lactosa por duplicado se registraron los volimenes de solucién de NaOH
gastada en la titulacion para la muestra SL2 (Tabla 15).

Tabla 15: Volumenes de solucién de NaOH empleada en la determinacién de lactosa para SL2

Determinacién de lactosa Volumen inicial Volumen final Volumen gastado
1 25 ml 11.5ml 13.5ml
2 24.9 ml 11.5ml 13.4 ml
Promedio del volumen gastado en la titulacién 13.45 ml

Se realizaron los calculos correspondientes a la lactosa empleando la ecuacion (2) para obtener los miligramos
de dxido de cobre Cu,0 en la cual se sustituyeron los valores de volumen gastado en la titulacién y normalidad
de tiosulfato de sodio
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mdecy,o = 13.5ml(0.1019 N)(63.54)
mdecy,o = 87.408801 mg de Cu,0

Para obtener los miligramos de lactosa que corresponden a los miligramos de Cu, 0 calculados se toma como
referencia la tabla de valores que se encuentra anexa al documento de la Norma Mexicana NMX-F-219-1972
(Tabla 16)

Tabla 16: Valores para la determinacién de azlcares segin Fehling muestra SL2 (NMX-F-219-1972)

Cu,0 (mg) Hidrato de lactosa (mg)
85 53.7
86 54.4
87 55.0
88 55.7
89 56.3

Se utilizan las ecuaciones (3) y (4) para obtener la pendiente (m), el valor de b y los miligramos de hidrato de
lactosa.

_557-550 _
Mm="gg—87
b =-59
y=mx+b

y = 0.7(87.408801) — 5.9
y = 55.38616 mg de lactosa

Se sustituye en la ecuacién (5) la masa de lactosa y el peso de la muestra en gramos para calcular el porcentaje
de lactosa

0.05528616 g(5)(100)
%Lactosa = 6253 g =4.42077%

Finalmente para la primera prueba se obtuvo un total de 4.42077% de lactosa.

Para el duplicado de determinacién de lactosa se obtuvieron los siguientes resultados.
mdecy,o = 13.4ml(0.1019 N)(63.54)

mdecy,o = 86.76132 mg de Cu,0

De acuerdo con los datos de la Tabla 16, se obtienen los miligramos de hidrato de lactosa que corresponden a
los miligramos de Cu,0 y se emplea la ecuacion (3) y (4) para obtener la pendiente (m), el valor de b y los
miligramos de hidrato de lactosa.

_ 550504
Mm="g7-86
b=28
y=mx+Db

y = 0.6(86.76132) + 2.8
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y = 54.856797 mg de lactosa

Se emplea la ecuacion (5) para determinar el porcentaje de lactosa

0.0548567 g(5)(100)
%Lactosa = 6253 g = 4.3864%

En esta segunda prueba se obtuvo un total de 4.3864% de lactosa.

Finalmente al promediar los resultados obtenidos por duplicado, se tiene que el porcentaje de lactosa que tiene
el suero de leche dulce es de 4.403604%

4.2.4 Determinacion de porcentaje de humedad

Una vez que se determind la humedad para la muestra SL2 se registraron los resultados de los pesos que se
obtuvieron como se indica en la Tabla 17 y utilizando la ecuacion (6) se determind un porcentaje de humedad
de la muestra de suero de 93.2208%

Tabla 17: Determinacién de porcentaje de humedad para la muestra SL2

Masa crisol

con Masa de Masa crisol Masa de
. con % de
Crisol Masa (m,) muestra muestra muestra
) ) muestra humedad
himeda himeda seca (m,) seca
(m,) 2
1 29.7478 g 32.1795¢ 2.4317 g 29.9139 ¢ 0.1661 g 93.1693%
2 43.5907 g 46.0576 g 2.4669 g 43.7540 g 0.1633 g 93.3803%
3 38.1900 g 40.6700 g 2.48 g 38.3608 g 0.1708 g 93.1129%
Promedio de humedad de la muestra 93.2208%

4.2.5 Determinacion de porcentaje de lipidos

El método para la determinacién de los lipidos totales se llevo a cabo por duplicado y se hizo un registro del
peso de la muestra, el volumen de solventes utilizados, el volumen final de cloroformo, y el volumen, peso y
peso seco de la alicuota (Tabla 18). Los valores registrados se sustituyeron en la ecuacion (7) para calcular los
lipidos totales de la muestra SL2.

Tabla 18: Resultados obtenidos de la determinacién de lipidos totales de la muestra SL2

Prueba 1 2
Peso de la muestra 8.587 ¢ 8.578 ¢
Volumen de cloroformo (V) 12 ml 12 ml
Volumen de alicuota(V,) 2ml 2ml
Peso alicuota 2.811¢g 2.779 g
Peso seco de alicuota (Pr,4) 0.01g 0.016
Lipidos totales (LT) 0.06 ¢ 0.096 g

Para una muestra de 8.587 g de lactosuero se determinaron una cantidad de 0.06 g de lipidos totales, para
obtener los gramos de lipidos contenidos en 1 g de muestra se utiliza la ecuacién (8), sustituyendo los valores
_0.06 g lipidos

L= -0 .
g 8587 g 0.0069873 g de lipidos

59



Por otra parte, para la segunda prueba se tomé una muestra de 8.578g de lactosuero con 0.096g de lipidos
totales, para calcular los gramos de lipidos contenidos en 1g de muestra nuevamente se sustituyen los valores
en la ecuacion (8)

_0.096 g lipidos

8578 g = 0.011191 g de lipidos

gL
El porcentaje de lipidos de la muestra de suero de leche se determiné de la siguiente manera:
Porcentaje de lipidos de la prueba 1
%lipidos = 0.0069873(100%)
%lipidos = 0.69873%
Porcentaje de lipidos de la prueba 2
%lipidos = 0.011191(100%)
%lipidos = 1.1191 %
En promedio se obtuvo un porcentaje de lipidos de 0.908915% para la muestra SL2

4.2.6 Determinacion de porcentaje de proteinas.

4.2.6.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry Peterson (Peterson ,1997) para SL2
Se registraron los volimenes de reactivos y de muestra que se emplearon en este ensayo, asi como las
absorbancias que se obtuvieron (Tabla 19).

Tabla 19: Absorbancias leidas a 740 nm para la muestra de suero de leche dulce SL2

Tubo Muestra (uL) =~ Agua (uL) Lowry (ml) Folin(ml) Absorbancia

(740nm)
7 100 900 5 0.5 0.451
8 100 900 5 0.5 0.484
9 100 900 5 0.5 0.469
10 250 750 5 0.5 0.81
11 250 750 5 0.5 0.791
12 250 750 5 0.5 0.778

Para los resultados obtenidos para la muestra SL2, se toma en cuenta la ecuacion lineal de la curva patrén de
BSA a 740nm (Apéndice B.7) y se utiliza la ecuacién (9) para obtener la concentracién de proteinas en muestra
(Tabla 20)

Tabla 20: Concentracién de proteinas por cada valor de absorbancia de la muestra SL2

Tubo Muestra SL2 (ul) = Absorbancia (740nm)  Concentraciéon muestra( pl)

7 100 0.451 291.548
8 100 0.484 320.243
9 100 0.469 307.200

Promedio 306.330
10 250 0.81 603.721
11 250 0.791 587.200
12 250 0.778 575.895

Promedio 588.939
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Se determino que para los tubos 7-9 la concentracion de suero fue de 0.02 g/ml (20 mg/ml) mientras que para
los tubos 10-12 tuvo un valor de 0.05 g/ml (50 mg/ml) y se hizo la conversién del promedio de concentracion
de proteinas para ambas diluciones a mg/ml

] #g< 1mg ) mg

Prot _g = 306.330 = [-———) = 0.306330 —-
roteinasy-s mi\10004g ml

. ug ( 1mg mg
Proteinas;g_,, = 588939%(1000/@) = 0.588939W

Para calcular el porcentaje de proteinas contenidas en la muestra de suero SL2 se toma como el 100% la
concentracion en miligramos de la muestra de suero (20 mg y 50 mg) por lo que se obtiene:

0.30633 mg/ml (100%)

% proteinas ;_q = 20mg /ml = 1.53165%
i 0.588939mg/ml (100%)
% proteinas;g_1, = 50mg/ml =1.17787%

Para la muestra SL2 se determind en promedio un porcentaje de proteinas de 1.354764%.

4.2.7 Resultados finales de la caracterizacion de las muestras de lactosuero dulce SL1y
SL2.

En la Tabla 21 se comparan los resultados obtenidos de la caracterizacion realizada a las muestras de suero de
leche dulce SL1y SL2 con otros resultados reportados por distintos autores

Tabla 21: Resultados generales de la caracterizacion fisicoquimica del lactosuero para SL1y SL2

Parametro SL1 SL2 Resultado reportado Referencia
(Contreras Lépez,
pH 7.34 7.43 6.43+0.21 2021)
Acido lactico (%) 0.12633 0.06415 0.21+£0.01 (de Meneses, 2020)
(Chumi Pasato et al.
Lact % 3.6076 4.4036 4.5
actosa (%) 2025)
Humedad (%) 93.871 93.220 97.46+0.1800 (Ortiz Lopez, 2024)
Lipidos (%0) 2.749 0.909 0.28+0.03 (de Meneses, 2020)
Protefnas (%) 129288  1.354764 0.022 + 0.05 (Osor';’oﬁ;’;‘za'ez’

Para ambas muestras se obtuvo un pH alrededor de 7.0, siendo mayor el medido para SL2 que fue de 7.43,
mientras que para SL1 fue de 7.34, lo que muestra una mayor alcalinidad que lo reportado por Contreras LOpez
(2021) que midi6 un pH de 6.43 y Osorio Gonzélez (2017) donde se report6 un pH de 6.60 + 0.02 utilizando el
método descrito en la Norma Mexicana NMX-F-317-S-1978.Por otra parte, el porcentaje de &cido lactico
obtenido fue mayor en la muestra SL1 con 0.1263%, mientras que para SL2 se obtuvo 0.0641%. En los
resultados reportados por de Meneses (2020) el porcentaje de &cido lactico tuvo un valor de 0.21% empleando
el mismo método de titulacion con NaOH 0.1 N. Para la determinacion de lactosa, la muestra SL1 present6 un
porcentaje de 3.6076%, mientras que para SL2 se obtuvo un porcentaje de 4.4036%, una cantidad muy cercana
a la reportada en el trabajo realizado por Chumi Pasato et al. (2025), en el cuél se determiné un 4.5% de lactosa;
por otra parte en la caracterizacion realizada por Montesdeoca Parraga & Piloso Chavez (2020), el porcentaje
de lactosa fue de 3.71% siendo un resultado cercano a lo obtenido para SL1, asi mismo en Solis Oba et al.
(2023) obtuvieron un porcentaje intermedio con 4.28+0.39 para suero de queso panela. Respecto a la
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determinacion de humedad, ambas muestras presentaron valores alrededor de 93% siendo mayor el porcentaje
de SL1 con 93.871%, sin embargo se obtuvo un porcentaje menor que el reportado por Ortiz Lopez (2024) que
fue de 97.46%. Por otra parte, en de Meneses (2020) se reporta una humedad de 93.53+0.46 % similar al
obtenido para SL1 y SL2. El porcentaje de lipidos para ambas muestras difiere entre si siendo mayor en SL1
con 2.749%, mientras que para SL2 se obtuvo 0.909%; en esta caracterizacion se obtuvo el mayor porcentaje
de lipidos que lo reportado por de Meneses (2020) en donde se determiné 0.28% de contenido lipidico utilizando
el método Bligh &Dyer (1959) y en Paredes Molina et al. (2025) donde se determiné un porcentaje de lipidos
de 0.64+0.08 % mediante el método Soxhlet. En la determinacién de proteinas no hubo grandes diferencias
entre SL1 y SL2, se obtuvo un mayor porcentaje en la muestra SL2 con 1.3547% mientras que para SL1 se
determiné un 1.2928% lo que fue una cantidad similar a lo reportado por Solis Oba et al. (2023) donde se midié
un porcentaje de 1.26 + 0.12% para suero de queso panela; sin embargo fue superior a lo reportado por Osorio
Gonzélez (2017) que obtuvo un porcentaje proteico de 0.022 utilizando el método de Lowry, por otra parte fue
inferior al 3.04+0.23% reportado por Contreras Lépez (2021) que fue determinado mediante un analizador
ultrasoénico.

4.3 Crecimiento de microorganismos en distintas formulaciones de medio
de cultivo artificial adicionado con lactosuero

4.3.1 Escherichia coli

Para la cepa de E. coli se realizé un monitoreo de su crecimiento por 96 horas a una temperatura de 21°C.
Durante las primeras 24 horas se observo crecimiento uniforme en las formulaciones T1, T2 y T3 mostrando
un crecimiento mas abundante en las concentraciones T2 y T3 a las 48 horas. Por otra parte las cajas que
contenian la formulacion T4 y T5 presentaron un crecimiento bajo y uniforme de microorganismos a las 48
horas, manteniéndose sin mayores cambios durante las 96 horas.

En el trabajo realizado por Rivera Pastrana & de Le6n Rodriguez (2005) se empleé un medio minimo con una
concentracion de 10g/L de suero de leche bovino como Unica fuente de carbono y como sustrato sustituto en la
expresion de proteinas recombinantes en una cepa de E.coli W3110, modificada con un vector de expresion
para producir la enzima penicilino-acilasa. El crecimiento bacteriano se llevo a cabo en agitacion y a una
temperatura de 29°C, iniciando su crecimiento a las 4.5 horas y concluyendo su fase exponencial después de
12 horas. La temperatura de crecimiento para E.coli en el presente experimento (21°C) fue menor que en lo
reportado por Rivera Pastrana & de Ledn Rodriguez (2005), sin embargo la concentracién de lactosuero para
el medio fue mayor, ensayando concentraciones superiores al 10%; ademas de que el lactosuero no fue la Gnica
fuente de carbono, debido a que el medio LB contenia glucosa.

Por otra parte, en Passotti et al. (2017) se utilizé6 como sustrato de crecimiento un permeado de lactosuero sin
suplementar, que fue obtenido mediante la separacion de la fraccion proteica a través de un proceso de
ultrafiltracién manteniendo el contenido de lactosa. Posteriormente el permeado se utiliz6 para la produccion
de etanol mediante ocho cepas de E.coli modificadas genéticamente, reportando que las cepas ensayadas
crecieron con éxito presentando un tiempo de duplicacion en la fase exponencial de 0.4-0.75 horas, ademas que
se alcanzd una densidad celular maxima a las 21 horas a un temperatura de 30°C y pH de 7.0.

En el trabajo realizado por Vilchez Caceda et al. (2023) se optimizé la productividad de un medio de cultivo
para E.coli ATCC 25922 a base de miel de abeja; se probaron medios en placa con agar y base miel a dos
distintas concentraciones 10% y 20% ensayando dos tiempos de incubacion de 12 y 24 horas y una temperatura
de 37°C; ademas se realizaron pruebas quimicas de caracterizacion para detectar metabolitos secundarios
presentes en la miel. EI medio de cultivo a base de miel de abeja que presentdé una mejor productividad fue
aquel con una concentracion de 20% e incubacion por 24 horas. En este trabajo no se ocupd un residuo
agroindustrial para el cultivo de E. coli, sin embargo se planteé un modelo experimental similar a lo realizado
en este trabajo.
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En la Figura 17 se muestra el crecimiento de E.coli a las 24 (A) y a las 96 horas (B); se puede observar el control
(C) y las formulaciones T1, T2 y T3 que fueron las que presentaron un mejor desarrollo del microorganismo.

(T1)

Figura 17: Crecimiento de E. coli a las 24 horas (A) y a las 96 horas (B)

4.3.2 Lactobacillus rhamnosus

El crecimiento de Lactobacillus se ha probado més cominmente utilizando lactosuero como sustrato, en
algunos trabajos se le hace un tratamiento previo o bien es suplementado para utilizarse como un medio de
cultivo.

En Barrios et al. (2016) se utilizd lactosuero para optimizar el crecimiento de L.rhamnosus y producir
metabolitos secundarios a través de fermentacion a una temperatura de 25.7°C y un pH de 4.5 por 14 horas en
condiciones de agitacion y oscuridad, obteniendo una concentracion bacteriana minima para la produccion de
un bioinsumo. Asi mismo en Pimentel Gonzales et al. (2007) se utilizd lactosuero dulce estéril sin suplementar,
proveniente de la elaboracidn de queso panela en la region de Tulancingo, Hidalgo como medio de cultivo para
realizar la cinética de crecimiento de L.rhamnosus; este cultivo se incub6 a 37°C , sin agitacion ni control de
pH; obteniendo la concentracion maxima a las 48 horas de fermentacion.

Por otro lado en Batistela et al.(2021) se optimizd la produccidn de biomasa de Lacticaseibacillus rhamnosus
L73 en un medio de cultivo a base de permeado de suero de leche que se suplemento con extracto de levadura,
sulfato de manganeso (MnS0,) y sulfato de magnesio (MgS0,) y se incub6 a 37°C por 24 horas, alcanzando
niveles maximos de biomasa en el recuento de microorganismos con una concentracion deseable de 12.875
9/100ml de permeado de lactosuero y 0.3529 g/100ml de extracto de levadura. De igual forma en el trabajo de
Alvarez et al. (2010) se realiz6 una caracterizacion cinética de la produccién de biomasa de Lactobacillus casei
rhamnosus que fue cultivada en suero de leche secado por aspersion y deproteinizado, que se reconstituyo a
diferentes concentraciones de lactosa (35 a 70 g/L), la fermentacion se llevo a cabo a una temperatura de 37°C
y pH de 5.5, alcanzando la etapa de crecimiento exponencial a las 12 horas. De forma similar en la investigacién
realizada por Torres Rodelo (2018) se evalud el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 durante
24 horas bajo condiciones de 37°C de temperatura en cinco medios de cultivo formulados con lactosuero
liofilizado, deproteinizado y suplementado con inulina (2.0g/L), extracto de levadura (4.9g/L) y minerales,
siendo el extracto de levadura el suplemento que mas favorecié el crecimiento de L.rhamnosus siendo muy
cercano al crecimiento obtenido en medio comercial MRS.
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La cepa de L.rhamnosus se monitoreé por 96 horas; present6 3 colonias visibles a las 24 horas en T1, mientras
que en la formulacién T2 se presentd un abundante crecimiento de colonias (Figura 18). A las 48 horas tanto la
formulacién T1 y T2 presentaron un crecimiento saturado de microorganismos, mientras que en las
formulaciones con mayor cantidad de lactosuero (T3, T4, T5) se presentd un crecimiento uniforme leve que no
tuvo mayores cambios de las 72 a las 96 horas (Figura 19). Las colonias que se observaron eran de un color
blanco, de forma redonda y con bordes lisos, en las formulaciones que presentaron crecimiento uniforme no se
pudo distinguir la formacion de colonias. Por dltimo a las 96 horas se tomd una muestra de L.rhamnous y se
observé bajo el microscopio a 40X, en donde se puede observar su forma bacilar y alargada (Figura 20).

A B

Figura 18: Crecimiento de L. rhamnosus en la formulacion T2 a las 24 horas (A) y a las 96 horas (B)

© (T1) (T2) I

(T3) I (T4) i (T5) l

Figura 19: Crecimiento de L.rhamnosus a las 48 horas
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Figura 20: L.rhamnosus observada bajo el microscopio éptico a 40X

En el trabajo desarrollado por Alvarez et al. (2010) se menciona que Lactobacillus casei es una bacteria
heterofermentativa facultativa cuyo producto mayoritario es el acido l4ctico, sin embargo también se producen
otras sustancias como diéxido de carbono, etanol y acetato. De igual forma se menciona que en los experimentos
de crecimiento realizados en lactosuero, no hubo acumulacion de glucosa, lo que podria indicar que la glucosa
derivada de la hidrélisis de la lactosa se utiliza inmediatamente por el microorganismo, mientras que la galactosa
se acumula en el medio de cultivo durante la primer etapa de la fermentacion, en la cual existe una rapida
produccion de biomasa. Asi mismo en Parra Huertas (2010), se menciona que las bacterias acido lacticas pueden
metabolizar la D-galactosa a través de la ruta tagatosa-6-fosfato también llamada ruta Leloir. La fermentacion
heterolactica es caracteristica de varias especies de Lactobacillus, en esta fermentacion se metabolizan las
hexosas a través de la via Embden-Meyerhoff, ademas de que ocurre el metabolismo de pentosas por la via de
la fosfocetalosa y a partir de una molécula de lactosa se obtiene acido lactico, etanol y dioxido de carbono en
una relacién molar de 1:1:1 (Carbonero Zaldegui, 1975 p.31; Parra Huertas, 2010). De manera que, en base a
la informacion anterior el metabolismo de Lactobacillus rhamnosus para producir &cido lactico puede
describirse a través de la ecuacidn estequiométrica general (10)

CoHy, C3H05 + CH;CH,0H + CO, (10)

O6 Fermentacion

heterolactica
De acuerdo a Sun et al. (2017) la produccion mas alta de L- acido lactico que se ha alcanzado con la cepa
L.rhamnosus ATCC 1143 ha sido de 184 g/L por cada 200 g/L de glucosa, lo que representa un 92% de &cido
lactico. En base a esto, puede realizarse una estimacion de la cantidad maxima de acido lactico que se puede
obtener utilizando L. rhamnosus ATCC 1143 a partir de la cantidad de lactosa determinada para las muestras
de lactosuero SL1 y SL2, asumiendo que la lactosa se hidroliza en galactosa y glucosa en partes iguales y que
ambos monosacaridos son metabolizados por la bacteria. Por lo tanto podria calcularse que para la muestra SL1,
con un porcentaje de lactosa determinado de 3.6076%, a partir de su fermentacién el méaximo porcentaje de
acido lactico alcanzado seria 3.318992%, mientras que para la muestra SL2 con un porcentaje de lactosa de
4.4036%, el maximo porcentaje de acido lactico que se podria obtener seria 4.051313%. Con estos datos se
puede inferir que la produccion de &cido lactico utilizando la cepa L.rhamnosus ATCC 11443 en lactosuero no
tendria altos rendimientos, por lo tanto seria necesario el realizar algin pretratamiento para concentrarlo o
deproteinizarlo, asi como suplementarlo con alguna fuente de nitrégeno, lo que permitiria un aumento en el
rendimiento de produccién de acido lactico (Alvarez et al., 2010)
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4.3.3 Pichia anomala

No se encontr6 un trabajo en donde se utilizara lactosuero dulce como sustrato especifico para el crecimiento
de P. anomala, sin embargo se encontraron trabajos en donde se ha ensayado el crecimiento de diversas especies
de levaduras empleando distintos residuos agroindustriales como sustratos.

En Benitez de la Torre et al. (2021) se utilizaron lactosuero dulce y &cido proveniente de la elaboracion artesanal
de queso como medios nutritivos para la produccién de proteinas unicelulares empleando la levadura
Kluyveromyces marxianus, obteniendo un rendimiento de 6 g/L en lactosuero dulce a las 48 horas de
fermentacién, sin embargo a las 60 horas se obtiene el mismo rendimiento de produccion de proteinas
unicelulares tanto en suero dulce como en suero &cido. Las colonias de esta levadura se describen como
pequefias, forma lisas con borde circular definido y de color crema.

Asi mismo, en el trabajo realizado por Khalil et al (2008) se utilizaron cinco cepas de levadura (entre ellas
Pichia anomala) para la produccion de proteinas de una sola célula, ademas se probaron cuatro residuos
agroindustriales como sustrato de crecimiento (entre ellos lactosuero). Para los cultivos de las levaduras se
empleé un medio basal de sales minerales con un pH de 7.2 y una concentracion del 10% de residuo
agroindustrial, que posteriormente fue esterilizado e inoculado con 1ml de suspension de levadura e incubado
por 5 dias a una temperatura de 284+2°C y en condiciones de agitacion. Se reportd que Pichia anomala presentd
un mejor crecimiento en cascara de naranja que en lactosuero, mientras que el lactosuero fue un sustrato
favorable para la cepa Kluyveromyces lactis, obteniendo el mayor rendimiento de proteina (6.78 g/L).

Por otra parte, en la investigacion realizada por Bansfield et al. (2023) se probo6 el crecimiento y la actividad
metabdlica de siete especies de hongos y tres especies de levadura, empleando cinco diferentes residuos de la
industria alimenticia como sustratos de crecimiento. Los organismos se dejaron crecer por 14 dias a una
temperatura de 24°C y se monitoreo su progreso a los 2, 7 y 14 dias. Se obtuvo que el mejor sustrato de
produccion de biomasa fue el suero de queso, en el cual se present6 a los 2 dias un crecimiento abundante de
material filamentoso para cinco especies de hongo y formacion rapida de colonias para dos especies de levadura
de las cuales la que presentd un mejor desarrollo fue Geotrichum candidum. Adicionalmente en este estudio se
probo el afiadir agar a los sustratos para evitar la produccién de pellets, sin embargo esto ocasiond una
disminucion de la actividad metabdlica celular de los organismos que crecieron en suero de queso.

La cepa de P. anomala presentd crecimiento desde las 24 horas en todas las formulaciones, principalmente en
T1y T2 (Figura 21). A las 48 horas tuvo un crecimiento abundante, incluso en las formulaciones con mayor
proporcién de lactosuero, finalmente a las 96 horas se mostré un muy buen crecimiento en las formulaciones
T2, T3, T4y T5 (Figura 22). A las 96 horas se tomd una muestra de P.anomala y se observo bajo el microscopio
a 40X, se pudo distinguir la forma esférica de la levadura (Figura 23).
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Figura 22: Crecimiento de P.anomala a las 96 horas
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Figura 23: P. anomala vista desde el microscopio (40X)

4.3.4 Trichoderma harzianum

No se encontraron trabajos que reportaran el crecimiento de T. harzianum especificamente en lactosuero, sin
embargo en Antomarchi Obregdn et al. (2023) se reporté el crecimiento de la cepa T. harzianum A-34 en cuatro
subproductos solidos, bagazo de cafia y aserrin de pino blanco como fuentes de carbono y bagazo de malta y
cascarilla de arroz como fuentes de nitrogeno; se formularon combinaciones entre estos y la mejor de ellas fue
el aserrin de pino blanco con bagazo de malta, aportando una cantidad de 104.23% de carbono y 4.7% de
nitrogeno respectivamente.

Por otra parte en Martinez Cervantes et al. (2018) se utilizd cascarilla de café, fibra de coco y bagazo de cafia
de azlcar como soporte-sustrato para el crecimiento de T. harzianum, y se determin6 como el mejor sustrato al
bagazo de cafia de azlcar debido a que se produjo un mayor nimero de esporas por hora, sin embargo en la
cascarilla de café se obtuvo un méximo nivel de esporulacion a las 24 horas.

Asi mismo, en el trabajo realizado por Diaz Vela et al. (2024) se determind la capacidad de reproduccion de
esporas de Trichoderma spp. empleando residuos agroindustriales lignocelulésicos como pulpa de café y
bagazo de cafia en una fermentacion del estado s6lido a 32°C, siendo un mejor sustrato el bagazo de cafia al
final de 20 dias. En Ceballos Chéavez et al (2025) se ensay6 el crecimiento de cuatro cepas de Trichoderma
asperelloides en ocho diferentes medios de cultivo y seis sustratos organicos por 7 dias con un rango de pH de
5.5- 7.0 y en condiciones de luz y oscuridad a diferentes temperaturas (17.5°C y 7°C); destacando un valor alto
de crecimiento en el medio papa dextrosa agar (PDA), agar bacterioldgico y PDA+trigo, ademas que se presentd
una reproduccion viable en semillas de trigo y granos de arroz que se emplearon como sustrato.

Para T.harzianum se monitoreo el crecimiento por 120 horas; se tomaron fotografias del progreso de las cepas
en las distintas formulaciones de medio de cultivo con lactosuero cada 24 horas y ademas se midi6 el radio de
crecimiento en cada caja. El hongo present6 un crecimiento favorable en todas las formulaciones, sin embargo
fue mas lento en aquellas con mayor contenido de lactosuero. A las 24 horas se inicio el crecimiento en las
formulaciones T1y T2 (Figura 24).A las 48 horas se observé mayor crecimiento en T1y T2, mientras que en
las formulaciones T3, T4 y T5 se comenz6 a presentar un leve crecimiento fangico (Figura 25)
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Figura 24: Crecimiento de Trichoderma harzianum a las 24 horas
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Figura 25: Crecimiento de T. harzianum a las 48 h

La Figura 26 muestra el desarrollo del hongo a las 72 (A) y 96 (B) horas. A las 72 horas en T1y T2 se muestra
una mayor expansion de micelio, presentando esporulacion en T1. Por otra parte a las 96 horas en la formulacion
T1 alcanza el crecimiento maximo y mayor presencia de esporas, mientras que en T2 y T3 se muestra un
crecimiento constante de micelio que casi abarca la totalidad de la caja Petri, sin embargo adn no se muestra
esporulacién. Para las formulaciones T4 y T5 el crecimiento de micelio es mas lento que en aquellas
formulaciones con menor contenido de lactosuero, sin embargo en T4 el micelio se muestra mas desarrollado,
aunque no cuenta con una amplia area de expansion.
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Figura 27: Crecimiento de T.harzianum a las 120 horas

En la Figura 27 se ilustra el desarrollo de T. harzianum a los 5 dias (120 horas) en las cuatro formulaciones
ensayadas; se presentd un crecimiento total en las formulaciones T1, T2 y T3, mientras que para T4y T5 el
crecimiento fue mas lento y no cubrié la totalidad de la caja Petri, en T5 el hongo present6 desarrollo leve de
micelio, sin embargo tuvo una mayor expansion que en T4, por otra parte T4 tuvo una expansion menor pero
un mejor desarrollo de micelio y la aparicion de esporas. Finalmente se tomé una muestra de T. harzianum y se
observé en un microscopio éptico con un objetivo de 40X (Figura 28)
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Figura 28: T.harzianum visto desde el microscopio (40X)

Con el registro del crecimiento radial de T. harzianum se calculé el area de crecimiento (cm?) y se realizd una
grafica de barras en el programa Microcal Origin 6.0 comparando el desarrollo durante 120 horas (5 dias) en
las diferentes formulaciones de medio de cultivo con lactosuero (Figura 29).
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Figura 29: Gréfica de crecimiento radial de T. harzianum por 120 horas en las distintas formulaciones de
medio PDA con lactosuero

Se puede observar que T. harzianum tuvo un mejor crecimiento en T1 y T2 empezando su desarrollo desde el
dia 1, por otra parte la formulacién T3, present6 crecimiento hasta el dia 2, sin embargo en las formulaciones
T1, T2 y T3 se alcanzo el méaximo crecimiento en placa a los 5 dias. Al dia 3 hubo crecimiento en todas las
formulaciones de lactosuero, para las formulaciones T4 y T5 el crecimiento del hongo fue mas lento, iniciando
el dia 3 y para el dia 5, los cultivos fungicos no alcanzaron el crecimiento maximo, siendo T5 la formulacion
gue presentaria una mayor area de crecimiento. Se ha determinado que las colonias de Trichoderma harzianum
crecen y maduran rapidamente a los cinco dias de incubacion en medio de cultivo agar de dextrosa y papa
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(PDA) a 25°C, presentando un crecimiento radial maximo de 45 mm (Romero Arenas et al. ,2009; Sarkar et
al., 2010) un radio ligeramente superior al maximo alcanzado en este trabajo que fue de 4.1 cm

Posteriormente se realizaron gréaficas de dispersion en el que se presenta la relacion entre Area de crecimiento
radial (cm?) de T. harzianum vs Tiempo (horas) para cada una de las formulaciones, utilizando el programa
Microcal Origin 6.0 (Figura 30). Se realiz6 un ajuste lineal (se muestra en color rojo) en el cuél se obtuvo la
ecuacion de la recta (y=mx+b) y el coeficiente de correlacion (R) para cada una; sin embargo se observo que el
comportamiento del crecimiento de T harzianum no se ajustaba completamente al modelo lineal, por lo cual se
empled el modelo sigmoidal de Boltzmann (mostrado en color azul).

Las graficas de crecimiento de T. harzianum en la formulacién T1 (Figura 30A) y la formulacién T2 (Figura
30B) presentaron un buen ajuste para ambos modelos lineal y sigmoidal, siendo la grafica T2 la que presentaria
un mayor coeficiente de correlacion (R=0.9572) y coeficiente de determinacion (R2=0.9999) lo que indica un
mejor ajuste para ambos modelos. La grafica T5 (Figura 30E) present6 el coeficiente de correlacion mas bajo
(R=0.8452) lo que indica que no se ajusta de forma lineal, mientras que para el ajuste sigmoideo, presento el
coeficiente de determinacion mas alto (R2=1), sin embargo cabe mencionar que para las formulaciones T4 y
T5, T. harzianum no alcanzé el crecimiento maximo. En la Tabla 22 se detallan los parametros obtenidos para
cada ajuste lineal y sigmoidal correspondientes a las formulaciones de lactosuero ensayadas.

Tabla 22: Parametros obtenidos en el ajuste lineal y sigmoidal para el crecimiento de T.harzianum en las
distintas formulaciones de lactosuero

Formulacién Ajuste lineal Ajuste sigmoidal

T1 y = 0.52322x — 7.51135 R?=0.9992
R=0.9556

T2 y = 0.50228x — 8.3907 R?=0.99996
R=0.95727

T3 y = 0.47854x — 10.21568 R?=0.99493
R=0.93115

T4 y = 0.18948x — 4.662 R?=0.99921
R=0.8954

T5 y =0.22217x — 6.00144 R?=1
R=0.84527
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Figura 30: Gréficas de crecimiento de T. harzianum en las diferentes formulaciones ensayadas por 120 horas
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De acuerdo a Dubois et al. (2009) el modelo sigmoidal de Boltzmann puede utilizarse para describir la
proliferacion celular durante el ciclo de crecimiento, en el cual se mantiene una masa o volumen constante, sin
embargo la proliferacion y el tamafio de las células se verd disminuido a través del tiempo. Este modelo se
puede representar matematicamente como se indica en la ecuacion (11) (OriginLab, 2025). En Chambi
Rodriguez & Torres Jiménez (2021) se menciona que los modelos y las curvas de crecimiento sigmoidales se
adecuan mejor a la elaboracion de una cinética microbiana que los modelos de regresion lineal simple, debido
a que en los modelos no lineales pueden determinarse las fases del crecimiento de diversos microorganismos y
gue ademas es necesario para el desarrollo de maquinarias. En la Tabla 23 se desglosan los parametros que
satisfacen el modelo de Boltzmann para cada formulacion de medio artificial con lactosuero; con estos datos es
posible obtener una aproximacién que describe el crecimiento radial de T. harzianum a través del tiempo.

_ A1—A;
y = (x=Xx0y/d
1+e" "0)/dx

+ A, (11)
Donde:

A;=Valor inicial

A,=Valor final

xo= Centro

dx=Constante de tiempo

Tabla 23: Parametros que satisfacen el modelo de Boltzmann para las distintas formulaciones de lactosuero y

medio
Formulacion T1 T2 T3 T4 T5
Parametro Valor
Ay -0.49476 -0.71023 -3.3701 -0.30889 -0.010178
A, 55.089 53.781 51.141 27.387 29.157
X 69.063 72.999 77.325 96.166 95.806
dx 12.025 12.290 11.005 14.411 6.9783

4.3.5 Andlisis global
La utilizacion del lactosuero como sustrato alternativo de enriquecimiento en medios de cultivo artificiales
demostro ser factible, ya que los cuatro microorganismos empleados en el estudio presentaron crecimiento.

Tabla 24: Factor 1 Microorganismo (M.0O.)

Nivel Microorganismo Tipo Medio de Referencia
1 Lactobacillus rhamnosus Bacteria (Probi6tico) MRS
2 Escherichia coli Bacteria (Modelo/Indicador) LB
3 Trichoderma harzianum Hongo/Moho (Biolégico) PD
4 Pichia anomala Levadura (Industrial) YM

Se establecieron cinco niveles de tratamiento (T1 a T5), variando la concentracion de lactosuero y medio
comercial.
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Tabla 25: Factor 2 Formulacién del Medio (Tratamientos T1-T5)

Tratamiento Medio Comercial Lactosuero Tioo de Ensavo
(Concentracion) (Concentracion) P Y
Control Positivo
0, 0,
i L b (Crecimiento maximo)
T2 75% 25% Sustitucion Parcial Baja
T3 50% 50% Sustitucion Media
T4 25% 75% Sustitucion Parcial Alta
T5 0% 100% Lactosuero Puro (Sustitucion

Total)

El Andlisis Descriptivo de Frecuencias, utilizado para cuantificar el porcentaje de éxito de crecimiento
(resultado binario), valid6 que si bien el medio artificial sin lactosuero (T1) ofrecié el mejor crecimiento general
para todas las cepas, las formulaciones con lactosuero impactaron diferencialmente en el desarrollo. Los
resultados confirmaron un efecto promotor significativo en tres de los cuatro microorganismos ensayados:
Pichia anomala, Lactobacillus rhamnosus y Trichoderma harzianum (Tablas 26 y 27). EI mayor porcentaje de
éxito de crecimiento se concentro en las formulaciones con concentraciones de lactosuero menores o iguales al
50% (T2 y T3). Esto indica que estas diluciones fueron estadisticamente eficaces para estimular el desarrollo
de L. rhamnosus y P. anomala. Por el contrario, el Andlisis de Frecuencias revel6 que las formulaciones con
altas concentraciones de lactosuero (T4 al 75% y T5 al 100%) registraron un porcentaje de éxito notablemente
inferior, limitando el desarrollo de las cepas a un crecimiento lento y minimo en comparacién con T2y T3. La
Unica excepcion a esta tendencia fue P. anomala, la cual mantuvo un crecimiento abundante en la totalidad de
las formulaciones probadas hasta las 96 horas de incubacién. Finalmente, la Figura 31 ilustra la comparacion
cualitativa del crecimiento para cada microorganismo, correlacionando visualmente las condiciones (verde para
crecimiento abundante, rojo para minimo) con los resultados arrojados por el analisis estadistico. La levadura
P. anomala fue la més robusta, siendo capaz de utilizar el lactosuero como Unico sustrato. Las bacterias y el

hongo (E. coli, L. rhamnosus y T. harzianum) mostraron diferentes niveles de sensibilidad a la alta
concentracion de lactosuero.

MEDIO  MICROORGANISMO  MEDIO+LACTOSUERO+MICROORGANISMOS
(M.O)

s oo & & R O
e e D R R X
oz & & G R ®

Medio Medio (7570)  Medio(50%) — Medio(25%) Suero
+ ¥ + + +
M.O Suero (25%)  Quero (50%) Suero (75%) M.O
+ 3 +
M.O M.O M.O

Figura 31: Comparacion cualitativa del crecimiento de cada microorganismo en cada formulacion de medio
de cultivo con lactosuero
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Tabla 26: Frecuencia de Exito por Formulacién (Columna)

Microorganismos que Frecuencia Porcentaje

Formulacion Crecieron (V) de Exito de Exito Observacion
T1 (0% -
Lactosuero - 4 4de4 100% Controlngjéexti::ﬁglmlento
Control) '
T2 (25% o Formulacién 6ptima con
Lactosuero) 4 4ded 100% sustitucion de lactosuero.
T3 (50% o Muestra el punto de fallo
Lactosuero) < SRS lix) para E. coli.
Muestra el punto de fallo
0,
T4 (75% 1 lded 25% para L. rhamnosus y T.
Lactosuero) harzianum
T5 (100% 1 1ded 2506 Solo P. anomala soporta
Lactosuero) el lactosuero puro.

Tabla 27: Frecuencia de Exito por Microorganismo (Fila)

Microoraanismo Formulaciones Frecgencia Porcgntaje Observacion
g Exitosas (V) de Exito de Exito
Mayor adaptabilidad; creci6
[0)
P. anomala 5 Sl e en 100% de lactosuero.
Falla en las concentraciones
[0)
L. rhamnosus 3 3de5 60% altas (T4 y T5).
. Falla en las concentraciones
0,
T. harzianum 3 3deb 60% altas (T4 y T5).
Menor adaptabilidad; falla a
E. coli 2 2de5 40% partir del 50% de lactosuero

(T3, T4,T5).
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CONCLUSION

El presente trabajo confirmo la viabilidad del lactosuero como un sustrato potencial para el enriquecimiento y
formulacidn de medios de cultivo microbioldgicos, cumpliendo con el objetivo de su valorizacion. Mediante
metodologias de caracterizacion fisicoquimica, se determind que el suero de leche dulce (subproducto de la
elaboracién de queso Panela) presenta una composicion naturalmente rica en biomoléculas, aunque esta
composicién puede variar segin las condiciones especificas del proceso industrial. El disefio factorial
experimental demostr6 que el uso directo del lactosuero como sustrato complementario es altamente factible
para el desarrollo de bacterias y hongos; sin embargo, se encontré que su maxima eficiencia en términos de
éxito de crecimiento para el conjunto de cepas se logra en concentraciones <50%. La formulacién T2 (25%
lactosuero) fue la mas exitosa al permitir el desarrollo de los cuatro microorganismos, destacando la
adaptabilidad superior de Pichia anomala, la cual creci6 satisfactoriamente incluso en lactosuero puro. Se
concluye que, para la propagacion de microorganismos con necesidades nutricionales mas especificas (como
E. coli), el lactosuero requiere obligatoriamente suplementacién o pretratamiento. Para investigaciones futuras,
se recomienda determinar cuantitativamente los parametros cinéticos de crecimiento para las cepas con mejor
desempefio (P. anomala, L. rhamnosus y T. harzianum) bajo condiciones de pH (6.0-7.0) y temperatura
controladas (> 25°C, < 37°C), a fin de complementar los resultados cualitativos obtenidos y explorar la utilidad
de este subproducto a escala industrial.
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APENDICES

Glosario

Anaerobio facultativo: Organismo capaz de producir energia a través de la respiracion aerdbica y cambiar a
respiracion anaerébica dependiendo de la cantidad de oxigeno y material fermentable presente en el medio(
Biology Online, 2022; Bush & Vazquez Pertejo, 2023)

ATP: Adenosin trifosfato, molécula formada por adenosina y ribosa con tres grupos fosfato, es la principal
molécula transportadora de energia de todas las células, es indispensable debido a que almacena y proporciona
energia para que se lleven a cabo las reacciones quimicas necesarias para el desarrollo celular (Tortora et al.,
2007)

Bacteriocinas:Péptidos con actividad antimicrobiana que actlian sobre la membrana celular, producidos por
bacterias para inhibir el crecimiento de microorganismos competidores (Mondragén Preciado et al., 2013)

Biomasa:Materia organica producida por organismos vivos y medida por el peso, es todo material organico
que porviene de un proceso bioldgico (Tortora et al., 2007; Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y
Tecnologia [CONAHCYT],2025)

Biosensores:Dispositivo basado en una parte bioldgica(célula, tejido o proteina) vinculado a un receptor
analitico que proporciona una sefial medible (Vargas Maya & Franco, 2017)

Biotecnologia:Es una disciplina multidisciplinar que junta conocimientos cientificos, técnicas, métodos y
procesos tecnoldgicos en donde se utilizan organismos vivos y sus sistemas biol6gicos, enfocados en la mejora
de sus caracteristicas y desarrollo. Se emplean plantas,animales, microorganismos entre otros seres vivos y se
les brinda un uso especifico con el objetivo de obtener, elaborar y/o modificar sustancias y productos que son
de interés humano( Sdnchez Montero,2011;Tan et al., 2011;Vega, 2020).

Bromatologia: Es una ciencia que se enfoca en el estudio de los alimentos, teniendo en cuenta factores como
su composicion, estuctura, funcion, valor nutritivo, fabricacion y andlisis para control de calidad (Bello
Gutiérrez,2014; Kuklinski, 2003)

Caseina: Fosfoproteina lactea mayoritaria (78-80%) fuente de aminoécidos, que forma agregados moleculares
con fosfato de calcio (micelas)con tamarios variables . En la leche bovina se encuentran cuatro tipos principales;
o caseina, a,,caseina, B-caseina y k-caseina. Estas proteinas se precipitan a un pH acido de 4.4-5.8 , su
desnaturalizacién permite su transformacion en diversos productos lacteos (Padilla Doval & Zambrano Arteaga,
2021).

Catalasa: Enzima que hidroliza el peréxido de hidrégeno vy lo transforma en agua y oxigeno gaseoso, esta
presente en la mayoria de los microorganismos que poseen citocromos (Fernandez Olmos et al., 2010)

Centros estereogénicos: Es el centro asimétrico de una molécula, que puede ser un atomo tetraédrico con
cuatro sustituyentes distintos (Cruz Lépez et al., 2023)

Citocromo:Proteina con anillos porfirinicos y hierro(grupo hemo), que se oxida y reduce alternativamente; sus
tipos se distinguen por sus potenciales de reduccion y se presentan en organismos con respiracion aerobia,
acttiando como transporte de electrones (Varela & Grotiuz, 2008)

Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO):Parametro para determinar la calidad de agua mediante la medicion
de la cantidad de oxigeno disuelto consumido durante la descomposicion de compuestos organicos en el agua
(Lipnizki, 2010).
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Demanda Quimica de Oxigeno(DQO):Parametro para determinar la calidad del agua mediante la medicion
de la cantidad de oxiegno disuelto consumido durante la descomposicion de compuestos organicos y la
oxidacion de compuestos inorgénicos en el agua (Lipnizki, 2010).

Enantiémeros: Moléculas con propiedades fisicas y termodinamicas idénticas,cuyas estructuras son imagenes
especulares no superponibles entre si (Cruz Lépez et al., 2023; Juaristi, 2010)

Enzima:Moléculas biocatalizadoras que aumentan la velocidad de una reaccién mediante la disminucion de su
barrera energética e interactlia con los sustratos para dar lugar a productos, son proteinas de elevado peso
moleular que actdan de forma altamente especifica en reacciones bioquimicas del metabolismo de los seres
vivos y posteriormente se libera sin alteraciones en su funcion, lo que permite que pueda emplearse en
reacciones sucesivas (Castafieda, 2019)

Estandarizacion: Es el proceso de determinacion exacta de la concentracion de una disolucion; generalmente
se realiza una valoracion utilizando una cantidad conocida de una sustancia patrén primario (Baeza, 2016).

Estereoespecificidad enzimatica: Las interacciones exclusivas o preferenciales de enzimas con algunos
estereoisomeros sobre otros debido a su estructura tridimensional; las enzimas convierten un sustrato
estereoisémerico en un producto especifico (Tsai et al., 2004)

Estereoisdomeros: Dos compuestos los cuales tienen una misma secuencia en sus enlaces y una misma
constitucién quimica, pero tienen una distinta distribucién tridimensional (Cruz Loépez et al., 2023; Juaristi,
2010)

Eucarionte: Célula que posee un nlcleo definido con membrana nuclear, que contiene el material genético
(Tortora et al., 2007)

Eutrofizacion: Fenémeno de deterioro de los cuerpos de agua en el cual se disminuye la cantidad de oxigeno
disuelto (O.D), que se origina por la presencia excesiva de nitrégeno, fésforo y materia organica, ocasionando
la proliferacién de algas, bacterias y la muerte de flora y fauna acuatica. Este proceso ocurre naturalmente de
forma lenta, sin embargo las actividades humanas como el uso frecuente de fertilizantes, la incorrecta
disposicion de residuos y la quema de combustibles fésiles, han propiciado el desarrollo acelerado de este
fendémeno y por ende un desequilibrio ecoldgico (Garcia Miranda & Miranda Rosales, 2018)

Fermentacion: Es un proceso de catabdlico simple generador de energia que se presenta en algunos
microorganismos en condiciones anaerobias en el cual tanto los dadores como los aceptores de electrones son
compuestos organicos; en este proceso, el sustrato se descompone y da lugar a una mezcla de productos finales
mas simples., se puede clasificar en fermentacion de estado solido y fermentacién de estado liquido, ademas
gue existen cuatro tipos principales: fermentacién alcohdlica, lactica, butirica y acética (Carbonero Zaldegui,
1975 ; Figueiras,2021)

Genome shuffling: Es un proceso en el que ocurre una mezcla de maltiples genes en el ADN e incluso de
genomas enteros, sirve como un método para la recombinacién homéloga in vitro de genes mutantes
seleccionados y utiliza principalmente la fragmentacion al azar y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Es una aproximacion eficiente para la produccion de una cepa de interés, esta tecnologia se ha aplicado para
mejorar la tolerancia de algunas cepas microbianas asi como su aprovechamiento de sustrato y su rendimiento
de produccion (Tan et al., 2011 p. 821)

Glucolisis: También conocida como via Embden-Meyerhoff, es la oxidacion de la glucosa para formar acido
pirdvico y representa el primer paso del catabolismo de los carbohidratos, en este proceso las enzimas catalizan
el rompimiento de la glucosa, dando como resultado la liberacidn de energia ( Tortora et al., 2007)
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Isomeros: Sustancias que tienen la misma formula general y composicion, pero cuya estructura espacial y
propiedades fisicoquimicas difieren entre ellas (Garric , 2024)

Metabolismo: Conjunto de reacciones quimicas producidas por accidn enzimatica que se producen en la célula
y tiene la funcion de obtener energia quimica del entorno y almacenarla para poder usarla en diferentes
funciones celulares; los nutrientes obtenidos se convierten en precursores de los componentes de la célula, para
asi formar y degradar moléculas necesarias para cumplir funciones celulares especificas. EI metabolismo se
divide en dos: anabolismo, que es el proceso por el cual la célula sintetiza sus componentes y catabolismo que
son las reacciones de degradacion de los nutrientes con el fin de obtener precursores y/o energia (Tortora et al.,
2007; Varela & Grotiuz, 2008)

Microaerofilico: Organismos que requieren una minima concentracion de oxigeno (de 2 a 10%) y, en muchos
casos, una concentracion elevada de diéxido de carbono para crecer (Bush &Vazquez Pertejo,2023)

Patrén primario: Es un reactivo que se utiliza para dispensar una cantidad de analito con precision, y que
garantice la exactitud en las mediciones en estandarizaciones y valoraciones volumétricas; debe ser una
sustancia estable, con alta pureza y composicion conocida (Harvey, 2022; Baeza,2016)

pH: Potencial de Hidrogeno, es la medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia, se mide en una
escala de 0-14, se toma el valor de 7 como un valor neutro,los valores menores a 7.0 como acidos y mayores a
7.0 como alcalinos. Se puede definir como la concentracion de iones de hidrégeno(Tortora et al., 2007)

Punto isoeléctrico: Valor de pH en el que las cargas de una proteina son neutras y donde normalmente
precipitan (Moldoveanu & David, 2017)

Procarionte: Célula que no posee un ndcleo verdadero, por lo cual su material genético se encuentra en el
citoplasma (Tortora et al., 2007)

Quimosina o renina: Enzima proteasa de origen animal para la coagulacion lactea, que gelifica la caseina al
agregarse a la leche en el proceso de elaboracion de queso; naturalmente se encuentra en el estémago de los
mamiferos neonatos, su accién incrementa el tiempo de retencion de la fraccion nutritiva de la leche y mejora
sus absorcion, la quimosina bovina es la més caracterizada, sin embargo ya se produce de manera biotecnolégica
utilizando microorganismos modificados genéticamente (Moran Torres, 2017).

Quiralidad:Propiedad geométrica de ciertas moléculas de ser asimétricas en su estructura tridimensional, las
moléculas quirales presentan una imagen especular no superponible (Cruz Lopez et al., 2023; Juaristi,2010)

Tincién de Gram: Método de clasificacion bacteriana desarrollado en 1884 por el bacteriélogo danés Hans
Cristian Gram, es una tincién diferencial que permite clasificar a las bacterias en dos grupos: Gram positivas
que son aquellas que en la pared celular tienen una capa gruesa de peptidoglicano y éacido teicoico, y Gram
negativas, aquellas que tienen una pared celular delgada de peptidoglicano y una membrana externa compuesta
de lipidos y proteinas. Esta técnica, basada en la estructura y las caracteristicas de la pared celular de las
bacterias, consiste en afiadir a una muestra cristal violeta como colorante primario que presenta afinidad con el
peptidoglicano de la pared celular, luego se afiade lugol que actiia como fijador del colorante formando un
complejo cristal violeta-yodo impidiendo su salida al saturar los espacios de la pared bacteriana, posteriormente
se agrega una mezcla de alcohol-acetona que disuelve la membrana lipidica de las bacterias Gram negativas,
que provoca que el complejo cristal violeta-yodo salga de la célula, mientras tanto las bacterias Gram positivas
retienen el colorante, finalmente se afiade safranina o fucsina como contrastante para tefiir las bacterias Gram
negativas (Casasola Bado, 2022 ; Lopez Jacome et al., 2014; Reynoso et al.,2015)

Valoracidn o titulacién: Procedimiento de andlisis quimico que se usa para determinar la concentracion en
una muestra de forma volumétrica. Se emplea una reaccion entre el analito (sustancia la cual se desea conocer
su concentracion) y el agente titulante (sustancia de concentracién conocida). Para este proceso se coloca en un
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matraz Erlenmeyer el analito ademas de una sustancia indicadora que cambia de color bajo condiciones
diferentes de pH; mientras que el agente titulante se vierte dentro de una bureta. EI proceso continua al agregar
gota a gota el agente titulante dentro del matraz que contiene el analito, se debe conocer con precision la
concentracion del titulante para una medicién adecuada. Al reaccionar el agente titulante con el analito de forma
estequiométrica se alcanza el punto de equivalencia de la titulacion (Jaime Vasconcelos, 2020).

Via metabolica: Secuencia de reacciones quimicas controladas y catalizadas por enzimas que tiene lugar en la
célula, es la forma en la cual los organismos liberan y almacenan energia proveniente de moléculas organicas a
través del transporte de electrones de un compuesto a otro, mediante reacciones de oxidacién y reduccién
(Tortora et al., 2007)

WPC: Whey Protein Concentrate; es el concentrado de las proteinas de lactosuero que se obtiene a partir de la
eliminacion de constituyentes no proteicos mediante un proceso de ultrafiltracion que consiste en una membrana
selectiva semipermeable que retiene moléculas de alto peso molecular. Posteriormente se realiza una
evaporizacion y liofilizacion obteniendo al final un producto seco con un contenido proteico mayor a 25%
(Parra Huertas, 2009).

WPI: Whey Protein Isolate, es el aislado de proteinas de lactosuero que tiene un contenido de 90% de proteina
y una alta pureza, se usa como suplemento alimenticio, particularmente en el dmbito deportivo, tiene
propiedades hidratantes, gelificantes y emulsificantes (Parra Huertas, 2009).
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Apéndice A: Informacion complementaria del marco tedrico
Apéndice A.1 Tabla comparativa entre la coagulacion enzimatica y la coagulacion éacida en

el proceso de fabricacion del queso (Rodiles et al, 2023)

ENZIMATICA
Al agregar enzimas proteoliticas se
provoca la coagulacion de la leche,
agregacion de las micelas de caseina
2)Proceso de
agregacion

COAGULACION
Principio general

1)Proceso
enzimatico
Se forma el coagulo
por la precipitacién
de las caseinas
debido a la accién
del calcio

Hidrolisis de la k-
caseinay se
generan:
paracaseina y
macro péptido

Descripcion del
proceso

Se utiliza la enzima quimosina también

Sustancia usada para
llamada cuajo o renina

la coagulacion

Se utiliza la renina proveniente del
estomago de los rumiantes, sin embargo,
actualmente se emplean sustitutos
microbianos o vegetales

Uso convencional

Tiene un sabor dulce, la lactosa no se

Caracteristicas del
convierte en acido lactico

queso
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ACIDA

Se alcanza el punto isoeléctrico de las
caseinas al agregar 4cidos a la leche

Se acidifica el pH de la leche hasta 4.6 para
que el complejo formado por caseinas-
calcio-fasforo se transforme en caseina &cida
y sales de calcio y fosfato insolubles

Via fermentativa en la que se

Mediante la
adicion agregan microorganismos,
directa de que metabolizan lactosa y
acidos generan &cido lactico
Acido .
- Streptococcus lactis
lactico, . .
f Lactobacillus bulgaricus
acido citrico, . .
s ” Lactobacillus lactis
acido acético
Disminuye Disminuye pH, genera
el pH, sabor = propiedades organolépticas
acido distintivas



Apendice A.2 Tabla descriptiva de las proteinas del lactosuero y sus aplicaciones

Proteina del
lactosuero

a-lactoalblimina

B-lactoglobulina

Lactoperoxidasa

Proteosas-peptonas

Lactoferrina

AlbUmina de suero
bovino

Inmunoglobulinas

Descripcion

20% de las proteinas del suero
123 aminoacidos (aa)
Forma globular compacta
Regula la sintesis de lactosa
Transporte de calcio
Fuente de aminoécidos esenciales
lisina, cisteina y triptéfano
Proteina més abundante del
lactosuero (50% del total)
162 aa
Proteina globular pequefia y soluble
en agua
Union y transporte de vitaminas,
fosfolipidos y compuestos
aromaticos hidrofébicos
Fécil de aislar y purificar
Representa el 0.25-0.5% de las
proteinas del suero lacteo
Glicoproteina
Produce hipotiocianito
(antimicrobiano selectivo)

Glucoproteina
Fraccion compleja de polipéptidos
Estabilidad térmica

1% de las proteinas del suero
Glucoproteina globular y
monomeérica
Transportadoras de hierro
600-700 aa
Solubilidad en agua

6% de las proteinas del suero
Proteina globular con puentes
disulfuro
Transporte de acidos grasos,
hormonas, iones y metales

5-8% de las proteinas del suero
Proteinas globulares glicosiladas
Anticuerpos
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Aplicacion

Actividad antiviral, antitumoral e
inmunomoduladora
Produce péptidos bioactivos y
aminoécidos libres

Emulsionante
Fuente de péptidos bioactivos
Efecto regulador sobre
metabolismo de fosfatos
Inhibe el crecimiento de ciertos
patdgenos Staphylococcus

Efecto bactericida contra
Escherichia coli y Staphylococcus
aureus

Efecto antibacteriano

Antimicrobiano
Antioxidante
Desarrolla la actividad neuronal
Promueve el crecimiento de
bacterias benéficas y modula la
microbiota intestinal

Propiedades antimutagénicas y
moduladoras del sistema inmune

Actividad antibacteriana y
neutraliza toxinas
Favorece la respuesta inmune

Desarrollo de alimentos funcionales

Referencia

(Aponte Colmenares
et al.,2023
(Cruz Guerrero et al.,
2023)

(Malos et al., 2025)

(Aponte Colmenares
et al.,2023)
(Contreras Lopez,
2021)
(Malos et al., 2025)

(Malos et al., 2025)

(Cruz Guerrero et al.,
2023; Teniza Garcia,
2008)

(Aponte Colmenares
et al.,2023
(Cruz Guerrero et al.,
2023)
(Malos et al., 2025)

(Cruz Guerrero et al.,
2023)
(Teniza Garcia, 2008)
(Malos et al., 2025)

(Cruz Guerrero et al.,
2023)
(Malos et al., 2025)



Apéndice B Metodologias complementarias a las determinaciones
fisicoquimicas realizadas para las muestras de suero de leche

Apéndice B.1 Estandarizacion de una solucion de NaOH 0.1 N con biftalato de potasio.
1) Preparar una solucién 0.1 N de hidroxido de sodio para ello se debe de pesar 1g de NaOH, disolver
en agua destilada y después aforar en un matraz volumétrico de 250 ml

2) Pesar 0.2 g de biftalato de potasio y posteriormente disolverlo en 10 ml de agua destilada en un matraz

Erlenmeyer

3) Afiadir 3 gotas de solucidén indicadora de fenolftaleina al 1%

4) En una bureta verter la solucion preparada de NaOH

5) Afadir gota a gota la solucién de NaOH dentro del matraz con biftalato de potasio y fenolftaleina,
hasta lograr un viraje color rosa persistente, que indica el fin de la estandarizacion

6) Registrar el volumen gastado de solucion de NaOH

Inicio
*

NaOH

v
Pesar 1g

v
Disclver con
agua destilada y
aforar a 250 ml

v

Biftalato
de potasio

Anadir 3 gotas
de indicador
de
fenoclftaleina al
1%

L

Solucion de
biftalato de
potasio y
agua
N

Disclver en un
matraz
Erlenmeyer
con 10 ml de
agua destilada

A

Pesar 029

> Solucion
de NaOH

v
Verter en una
bureta de
vidrio

v
Anadir gota a gota la
solucion de NaCH
dentro del matraz
con biftalato de
potasio
[estandarizacién)

Fin

o

Registrar el
volumen total
de NaOH
gastado
]

Anfadir solucion
de NaOH hasta
alcanzar un
viraje color rosa
persistente

....... >

Figura B.1.1: Diagrama para la estandarizacion de NaOH con biftalato de potasio

Se pesaron 1.0618g de NaOH, se disolvi6 y se aford con agua destilada a 250 ml en un matraz volumétrico; la
estandarizacion se llevo a cabo por triplicado (Tabla B.1.3)

Con los datos obtenidos, se calcul6 la normalidad real de la solucion de NaOH preparada, utilizando la ecuacion

(B.1.2)

YJestindar

(ml)(meq estandar)

Donde:
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Jestandar= La cantidad de estandar que se ocupd para la titulacion (biftalato de potasio)

Meq estanaar=El Valor de los miliequivalentes del estandar que se ocupd (biftlato de potasio)

ml= Cantidad de solucién de NaOH que se ocup0 en la titulacion.

Para obtener los miliequivalentes del estandar (biftalato de potasio) se tomo en cuenta su peso equivalente (F,,),
que es de 204.22g/eq. Al hacer la conversion de este valor a miliequivalentes se obtuvo 0.20422
miliequivalentes. Se determin6 que la solucion preparada de NaOH tenia una normalidad de 0.109014 N

Tabla B.1.3: Parametros de peso, volumen y normalidad para la estandarizacién de una solucion de NaOH

Normalidad promedio para la solucion de

Parametros Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
Peso de Biftalato de potasio (g) 0.2000g 0.2009g 0.2010g
Volumen gastado de NaOH (ml) 8.5ml 9.0 ml 9.6 ml
Normalidad calculada 0.115216 N 0.109304 N 0.102524 N

NaOH 0.109014 N

Apéndice B.2 Estandarizacidn de una solucion de tiosulfato de sodio
El procedimiento de estandarizacion de tiosulfato de sodio se llevd a cabo previo a la determinacion de lactosa
y se realiz6 por triplicado

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Se estandariza una solucion de tiosulfato de sodio (Na,S,03) preparada previamente con una
normalidad calculada de 0.0995 N

En un matraz Erlenmeyer se adicionaron 10 ml de solucién 0.1 N de yodato de potasio (K103)y 1g
de yoduro de potasio (K1)

Posteriormente se prepar6 una solucion 1:8 de acido sulfarico (H,S0,), de la que se tomaron 3 mly
se le agregaron al matraz; al reaccionar la solucién se torné color ambar

Se inicié la estandarizacion de la solucién de tiosulfato de sodio 0.0995 N hasta que la solucion del
matraz cambie de color ambar a un color amarillo claro. Una vez alcanzado el viraje, se afiadieron 5
gotas de indicador de almidon de maiz y la solucion en el matraz cambié de color amarillo a violeta
0SCUro.

Se continud con la estandarizacion de tiosulfato hasta la desaparicién del color (solucion transparente)

Se registré el volumen de solucién de tiosulfato de sodio que se utiliz6 para cada repeticion.
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v
Solucidn de
yodato de

potasio 01 N

PR

Afiadir 10 ml en
un matraz
Erlenmeyer

-
-

-
.

v
Agregar1g de
yoduro de
potasio

h 4

Solucion 1:8

Continuar con la
estandarizacion hasta que la
solucion del matraz tenga
un viraje amarille claro

Iniciar la
estandarizacidn de la
solucion de tiosulfato

de sodio

SN

Solucién color
ambar de yodato
de potasio, yoduro
de potasio y acido
sulfurico

SRR

Agregar 3 ml al matraz
Erlenmeyer con la

de acido  essssssssssssee D solucion de yodato de

sulfarico

potasio y yoduro de
potasio disuelto

Indicador de

ttttttttttttt" almidan de

maiz

&

Agregar 5 gotas
dentro del matraz, la
solucion se tornara
violeta oscuro

& e

Continuar con la
estandarizacion del tiosulfato
de sodio hasta la desaparicion

de color (solucién transparente)

Registrar el volumen gastado
de tiosulfato de sodio

LR

Figura B.2.1: Diagrama de estandarizacion de la solucion de tiosulfato de sodio

Para calcular la normalidad se empled la ecuacién (B.2.2) en la que sustituyeron los datos obtenidos (Tabla

B.2.3) y se determind que la solucién de tiosulfato de sodio tiene una normalidad de 0.1006 N.

N Vy = N, 1,

Donde

N;= Normalidad de la solucién de yodato de potasio (K103)

V,=Volumen agregado de K104

N,=Normalidad real de tiosulfato de sodio (desconocida)

V,=Volumen de tiosulfato gastado en el experimento

(B.2.2)

Tabla B.2.3: Datos para calcular la normalidad de una solucién de tiosulfato de sodio

Parametros
(N1)
(V1)
(V2)
(N3)

Promedio de N,

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
0.1N 0.1N
10 ml 10 ml
9.9 ml 9.9 ml 10 ml

0.1010 N 0.1010 N 0.10N
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Apendice B.3 Preparacion de soluciones para la determinacion de porcentaje de lactosa
Para la determinacion de lactosa se prepararon previamente los reactivos

Solucion de Fehling A: Se pesaron 7.0037 g de sulfato de cobre (CuS0, )y se disolvié con agua
destilada caliente, posteriormente se afor6 a 100 ml con agua destilada.

Solucién de Fehling B: Se pesaron 10.0025 g de hidréxido de sodio (NaOH) y 34.97 g de tartrato de
sodio y potasio (C,H,KNaO-4H,0), que posteriormente se disolvieron en agua destilada y la
solucién se aford a 100 ml

Solucion de yoduro de potasio al 30%: Se pesaron 7.5061 g de yoduro de potasio(KI) y se
disolvieron en 25 ml de agua destilada

Solucion de hidréxido de sodio 0.25 N: Se pesaron 0.5622 g de hidroxido de sodio (NaOH) y se
disolvieron en agua destilada y se afor6 a 50 ml, se calculé una normalidad de 0.28 N

Solucién indicadora de almidon al 1%: Se pesaron 0.4671 g de almidén de maiz y se disolvieron en
25 ml de agua, posteriormente en 25 ml de agua caliente, se afiadié la solucién de almidon de maiz y
se dejo en ebullicion por 3 minutos, se retird la solucién de calentamiento y se dejo enfriar a
temperatura ambiente

Apéndice B.4 Tratamiento de las muestras de suero de leche para la determinacion de

porcentaje de lactosa
Para la determinacion de lactosa, se describe el tratamiento previo de las muestras de suero de leche, indicado
en la Norma Mexicana NMX-F-219-1972.

1)
2)
3)

4)

Pesar 6.264 g de suero de leche liquido y se vertié en un matraz aforado de 250 ml
Agregar en el matraz 30 ml de agua destilada y se agité
Afiadir 7.5 ml de solucién de Fehling A y posteriormente 5 ml de solucién de NaOH 0.28 N

Aforar con agua destilada a temperatura ambiente (20°+1°C), agitar levemente y filtrar con un embudo
de vidrio y papel filtro Whatman en un matraz Erlenmeyer de 500 ml
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Apéndice B.5 Método (Bligh & Dyer, 1959) para la determinacion de lipidos

METODO BLIGH Y DYER

PARA LA PURIFICACION Y EXTRACCION DE LiPIDOS

INFORMACION GENERAL DEL METODO

Este es un método desarrollado por E.G. Bligh y W.J. Dyer en 19538. Es una forma simple y
rapida para la extraccion y purificacion de lipidos ; es eficiente, reproducible y versatil debido a
que mediante este procedimiento se pueden extraer lipidos neutros y polares (Breil et al. ,2017).

DESCRIPCION

Para la extraccion con este método se utilizan cloroformo, metanol y agua para
separar los componentes lipidicos de los no lipidicos ( Saini et al., 2021)

Es miscible en agua, se emplea para Es un mediador en la difusién y la

romper las fuerzas electrostaticas que
unen a las proteinas y los lipidos mediante
enlaces de hidrogeno (Breil et al. ,2017).

\
H—(|3—OH
H

transferencia de masa de los lipidos, al no
ser miscible en agua, permite la formacion
de un sistema bifasico (Breil et al. ,2017).

0.°

En este método de extraccion de lipidos, existe la formacién de dos capas diferenciadas: la capa
superior compuesta por metanol y agua, contiene las sustancias no lipidicas de la muestra, mientras
que la capa inferior de cloroformo contiene la fraccidn lipidica disuelta (Breil et al., 2017).

PROCEDIMIENTO

(BLIGH & DYER, 1959).

™ Una muestra de 100 g de tejido fresco

_/ o congelado se homogeneiza por dos
minutos con una mezcla de 100 mi de
cloroformo y 200 ml de metanol.

Luego a la mezcla se le anaden 100
ml de cloroformo, homogeneizar por
30 segundos y seguido se afiaden
100 ml de agua destilada y la
agitacion continua por 30 segundos.

La mezcla homogénea se filtra a

3 Jiravés de un papel filtro Whatman
y un embudo Buchner con
filtracion al vacio.

El filtrado se vierte en una probeta
graduada de 500 ml y se deja reposar
unos minutos para permitir la separacion
y clarificacion de fases.

Al formarse las dos fases de solvente, se

@ registra el volumen de la capa inferior de
cloroformo y se conserva , mientras que la
capa superior de metanol se remueve por
medio de aspiracion.

Un pequefo volumen de la capa de

@ cloroformo se remueve para asegurar que el
metanol sea removido completamente. La
capa de cloroformo contiene el lipido
purificado.

El procedimiento es aplicado directamente para tejidos que contengan un contenido de agua del
80%, sin embargo cuando una muestra tiene un mayor o menor contenido de agua se necesitan
ajustar los volimenes de los solventes para mantener una proporcion antes y después de la
dilucion de la muestra. Antes de la dilucion los volumenes correspondientes de cloroformo, metanol
y agua mantienen una proporcion de 1:2:0.8 (vi/v/v), después de la dilucién los volimenes se
modifican a 2:2:1.8 (v/viv) respectivamente (Bligh & Dyer, 1959).

VENTAJAS

« Método rapido y eficiente

+ Extrae lipidos polares y no polares

- Es reproducible y se adapta al tipo de
muestra

DESVENTAJAS

« Utiliza solventes dafiinos para la salud del

ser humano y para el medioambiente
- Método laborioso
. Contiene un margen de error

Lipidos tatates =

CONTENIDO DE LiPIDOS

Para determinar el contenido de lipidos, se toma una
porcién del extracto de lipido obtenido y se evapora
el solvente en un matraz utilizando bafio maria a una
temperatura de 40°C-50°C y se deja secar en un
desecador (Bligh & Dyer, 1959). Posteriormente se
determina el peso seco del extracto lipidico obtenido
mediante la ecuacién:

tpesn de lipido en alicuota) (volumen de capa de cloroformo)

volumen de la alicuala
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Apendice B.6 Calculo de volumenes de solventes a utilizar para las muestras de suero de
leche para el método de Bligh & Dyer (1959)

Para las muestras de lactosuero se determind que el contenido de humedad era de 93.87%. Las proporciones de
solventes que se consideran para la extraccion de lipidos son de 1:2:0.8 (v/v/v) para cloroformo, metanol y agua
respectivamente, considerando que el contenido de agua de la muestra sea del 80%.Para una muestra de 10 g
gue contenga 8 g de agua, le corresponde un volumen de 10 ml de cloroformo y 20 ml de metanol.

En base a estos datos se calculan los volimenes de solventes a ocupar asi como el volumen de muestra que se
requiere respecto al contenido de agua del lactosuero. La cantidad de lactosuero que se ocupd fue de 8.5225 g.
El célculo se hizo como sigue:

10 g de lactosuero g de lactosuero
( ) ( ) = 8.5225g de lactosuero

93.87% contenido de agua/ \80% de contenido de agua

Para mantener las proporciones en los volimenes de solvente, se ocuparon 8.5225 ml de cloroformo y 17.0449
ml de metanol.

Apéndice B.7 Elaboracién de la curva patron para la cuantificacion de proteinas

Se realizé una curva patrén utilizando una solucién de lactoalbdmina de suero bovina (BSA) con concentracién
de 1mg/ml. La solucién se prepard pesando 0.01 g de BSA y aforando a 10 ml con agua destilada. Se utilizaron
8 tubos de ensayo en los que se depositaron diferentes volimenes de solucién BSA que iban desde 0 a1 ml, a
continuacion se le agregaron volimenes de agua que fueron de 1 ml a 0 ml como se detalla en la Tabla B.7.1;
posteriormente se le agregd a cada tubo 5 ml del reactivo de Lowry, se agitd y se dejd reposar por 15 minutos,
pasado el tiempo se prepard reactivo de Folin- Ciocalteau, y se le agreg6 0.5 ml a cada tubo, se agité y se dejé
reposar en oscuridad por 30 minutos. Finalmente se leyé la absorbancia de cada tubo en un espectrofotometro
UV-Vis a una longitud de onda de 740 nm y se registraron los datos obtenidos. (Tabla B.7.1).

Tabla B.7.1: Volumenes para la elaboracion de la curva patron de BSA

Tubo BSA (ul) Agua (ul)  Lowry (ml) Folin (ul) Absorbancia (740nm)

1 0 1000 5 500 0

2 50 950 5 500 0.135
3 100 900 5 500 0.273
4 200 800 5 500 0.426
5 400 600 5 500 0.667
6 600 400 5 500 0.851
7 800 200 5 500 0.939
8 1000 0 5 500 1.270

Se registraron los valores de absorbancia obtenidos y utilizando el programa Microcal Origin 6.0, se realiz6
una grafica de concentracion de solucién de BSA (ul) vs Absorbancia a una longitud de onda de 740 nm (Figura
B.7.2). Se obtuvo una curva patrén con un R? = 0.98387 y la ecuacion lineal y = 0.00115x + 0.11572
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Figura B.7.2: Curva patron obtenida de las absorbancias vs concentracion de BSA 1mg/mi
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