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Obtencion de una bebida fermentada a partir de suero de queso
utilizando células inmovilizadas de Kluyveromyces marxianus

Obtaining a fermented beverage from cheese whey by using
immobilized cells of Kluyveromyces marxianus

Rocio Céndor G.!, Victor Meza C.2y Fanny Ludena U.?

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal optimizar la tecnologia de produccién de una
bebida fermentada de suero de queso, utilizando Kluyveromyces marxianus e inmovilizacién de
células.

En el biorreactor de lecho empacado, se obtuvo el mayor rendimiento (11,46+0,81 °GL) ccn un
flujo de 140-150 mL.h"', una biomasa inmovilizada de 10% (v/v), una relacién de columna de 1:12
(didmetro:longitud), tamano de perlas de 3 mm de diametro, adicién de metabisulfito de sodio (100
ug.mL') y células inmovilizadas con 2% (p/v) de alginato.

Luego de optimizado todos los parametros de fermentacién en el hiorreactor, la bebida alcohdlica
fue sometida a inactivacion a 70 °C por 5 minutos (tratamiento térmico) y clarificacién con tierra de
diatomeas (1 kg.m?). Finalmente, la bebida alcohdlica fue evaluada en almacenamiento por 6 me-
ses, durante este periodo se le hicieron evaluacicnes fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales.
Se determind por Escala Heddnica y Ranking que la bebida alcohdlica de suero tiene aceptabilidad.

Palabras clave: Suero de queso, biorreactor, inmovilizacion, Kluyveromyces marxianus

ABSTRACT

This study has as its main objective the optimization of a technology for the production of a fer-
mented beverage from cheese whey, using Kluyveromyces marxianus and cell immotilization.

In a bed packed reactor, the best yield was obttained (11,46:0,81 "GL) with a flux of 140-150 mL.h",
an immobilized biomass of 10% (v), a column rate of 1/12, a size of pearl of 3 mm of diameter, an
addition of sodium metabisulphide (100 pg.mL™") and immobilized cells with 2% (w/v) of alginate.

After the fermentation parameters were optimized in the bioreactor, the alcoholic beverage
was inactivated at 70 °C for 5 minutes (thermal treatment) and clarified with “lierra de diatomeas”
(1 kg.m?). Finally, the alcoholic beverage was evaluated in storage for 6 months, during this period
physicochemical, microbiological and sensorial tests were made. Hedonic Scale and Ranking tests
showed that the alcoholic beverage had acceptability.
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INTRODUCCION

En el Perd, actualmente. en el campo de
las industrias procuctoras de queso, se Uene
un problema Jatente sin resolver, ¢l cual se ge-
nera debido a la gran produccidn de suero
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compuesto que se desecha a través deli
alcantarillado municipal generando problemas
de contaminacion ambiental. Para tener una
idea de la cantidad de suero que se produce
s0lo en la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM), se sabe que la Planta Piloto
de Leche destina entre 270 a 750 litros de
leche para la produccidn de quesos, por lo que
se obtienen entre 235,17 a 653,25 litros de
suero, diariamente.



Alrededor de 45 kilos de leche cruda dardn
4,5 kilos de Demanda Bioquimica de Oxigeno-
DBO (Braile, 1993). Con el fin de controlar y
reducir las descargas de desechos liquidos de
las industrias productoras de queso, se podria
mejorar el proceso de produccién de la planta,
tratar los desechos liquidos o aprovecharlos.

En el presente trabajo, se buscé aprovechar
el suero de queseria de la Planta Piloto de
Leche de la UNALM, utilizando la tecnologia
de inmovilizacion de células para Ja produccién
de una bebida fermentada. Se establecen
también los pardmetros necesarios para que
se pueda optimizar su produccién. Resaltando
la importancia de la Biotecnologia en la
optimizacién de procesos para el mejoramiento
del aprovechamiento del suero.

En la actualidad, el consumo de bebidas
lacteas a partir de suero estd muy difundida
por su valor nutritivo y menor costo (Kriel,
1980; Sabaa-Srur er al., 1995). Indus-
trialmente el suero sirve como ingrediente en
la elaboraci6n del kefir (Garibayet al., 1993),
koumiss (Garibay er al., 1993) y bebidas
lacteas con frutas (Fresnel y Moore, 1978).
Otra linea de produccién creciente son las
bebidas lacteas fermentadas con bacterias o
mezclas de éstas con levaduras, las cuales
generalmente se mezclan con jugos u hortalizas
u otros saborizantes (Garibay er al., 1993).

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia “Marino
Tabusso” de la Facultad de Ciencias y en la
Planta Piloto de Leche de la UNALM. Se
trabajé con suero de queso fresco,
Kluyveromyces marxianus (Kluyveromyces
fragilis NRRL Y-2415) y alginato de sodio
(SIGMA).

INmMoviLIZACION DE Kluyveromyces marxianus
La levadura fue repicada de un tubo que
contenia la cepa madre a un medio de cultivo

Oblencién de una bebida fermentada

en placa; se incubé a 30 °C durante 5 dias.
Después se tomaron 20 asadas y se llevé a
200 mL de suero acondicionado (pH 4.5 vy
desproteinizado), contenidos en un erlenmeyer
de un litro. Se incub6 a 30 °C durante 10 horas.
Para la recuperacion de las levaduras, el cultivo
se centrifugé a 5000 rpm durante 10 minutos;
las células sedimentadas fueron suspendidas
y lavadas dos veces con una solucién de
peptona al 0,85% y se almacenaron a 4 °C
hasta su utilizacion.

Para el proceso de inmovilizacién, se
autoclavé 2,0 g de alginato de sodio con 30
mL de agua destilada; a esta mezcla se le
agregd una suspensién de levaduras (se
evaluaron diferentes concentraciones: 10, 20,
30% v/v) y finalmente, se complet6 con la
cantidad de agua destilada necesaria para
llegar a 100 mL (concentraciones final: 10, 20
6 30% de biomasa). La mezcla se dejé caer
sobre una soluci6n de cloruro de calcio 0,1M
y se dejé polimerizar durante 1 hora. Pos-
teriormente se trasladé las perlas formadas a
una solucién de cloruro de calcio 0,05M y se
refrigeré 24 horas. Finalmente se trasladé a
una solucién de cloruro de calcio 0,025M donde
se mantuvieron hasta su uso en refrigeracion
(Marwaha er al., 1988). Antes de ser uti-
lizadas, fueron lavadas con una solucién salina
para remover los iones de calcio que
estuvieran en exceso (Chibata er al., 1987,
Marwaha et al., 1988; Mc Ghee et al., 1982).
Para conocer el numero de células en cada
perla. se dejé gotear I mL de la mezcla sobre
agua. Luego se hizo el conteo de las células
con la camara de Neubauer, expresando los
resultados en nimero de células.mL"' de gel.

DETERMINACION DEL EFECTO DE METABISULFITO DE
SODIO SOBRE LA CINETICA DE FERMENTACION CON

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LEVADURA

Se evaluaron tres concentraciones de
levadura: 10, 20 y 30% (v/v); en sistemas sin
metabisulfito y con 100 mg.mL"' de meta-
bisulfito. Se trabaj6 con 50 uL de sustrato (21°
Brix) y 100 perlas con las diferentes con-

125



Rocio Céndor, Victor Meza y Fanny Ludefa

centraciones de células. Se incubd a 30 °C
por 7 dias (Fresnel y Moore, 1978; Gawel y
Kosikowski, 1978; Yang er al., 1979), eva-
ludndose la cinética de fermentacién con la
lectura de grados Brix y pH (Nufiez y Lema,
1987).

DETERMINACION DEL FLUJO OPTIMO EN EL
BIORREACTOR DE LECHO EMPACADO

En una relacion de columna didme-
tro:longitud de 1:12(2,2:26,4 cm), se empacd
70% de su capacidad (3000 perlas); el
contenido de biomasa de las perias fue de 10%
(v/v), lo que representd un rango de 5.3 x | !
a 1,2 x 10° células.mL"' de gel. El suero
acondicionado (pH 4,5 y 217Brix) se colocd
en el depdsito superior del lecho. Se evaluaron
4 rangos de flujo: 50-60; 90-100; 140-150 y
240-250 mL.h™' (Marwaha et al., 1988). Se
trabajé todo el proceso de fermientacién a 30 °C,
evaludndose diariamente los grados Brix y el
pH (Ough, 1996). Se determiné el flujo &ptimo,
mediante el rendimiento ncdido en grados
alcohdlicos al final de la fermentacién.

DETERMINACION DE LA BIOMASA OPTIMA PARA EL
PROCESO FERMENTATIVO

Determinado el flujo 6ptimo, se probo tres
concentraciones de biomasa: 10, 20 y 30% (v/v),
conteniendo un rango de 5.3 x 10¥a [.2 x [0%;
1,1 x102a 1,3 x 107y 2,0 x 10 a 3,0 x |O?
células.mL™ de gel, respectivamente. Se
empacd perlas hasta un 70% de la capacidad
de la columna (1:12). Se evalué diartamente
la concentracién de azdcares (°Brix) y el pH.
El grado alcohédlico se evalud después de 7
dias de fermentacion.

DETERMINACION DE LA DIMENSION OF TIMA DE LA CO-
LUMNA

Después de determinar el flujo vy
concentracion de biomasa éptimos, se evalud
tres relactones de columna 1:12; 1:15y 1:17
(didmetro:longitud) que correspondian con las
dimensiones de 2,2:26,4 cm; 2,2:33,0 cm y
2,2:37,4 cm, respectivamente. Se empacd
perlas hasta un 70% de la capacidad de la
dimensién de la columna. Se evalué
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diariamente la fermentacién con el control del
grado Brix, pH y —después de 7 dias— el
grado alcohélico.

INACTIVACION Y CLARIFICACION DE LA BEBIDA
FERMENTADA

La inactivacién de la bebida fermentada
se hizo a 70 “C durante 5 minutos (Céndor et
al., 2000). Para realizar la clarificacidn, se
empled tierra de diatomeas en una cantidad
de | kg.m™ (Molina, 1992). Se realiz6 la
desinfeccion y clarificacién por procedimientos
descritos anteriormente (Condoret al., 2000).
Finalmente, se agregé 50 pg.mL~* de
metabisulfito de sodio a la bebida, para su
conservacion.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y MICROBIOLOGICA
DE LA BEBIDA FERMENTADA DE SUERO DE QUESO

Evaluaciones fisicoquimicas: humedad
(Pearson, 1976); cenizas (Amerine y Ough,
1976), pH (Amerine y Ough, 1976); acidez
total, voldtil y fija (Amerine y Ough, 1976);
sélidos solubles totales {(Amerine y Ough,
1976); azicares totales y reductores (AOAC,
1995); sulfuroso total y libre (Amerine y Ough,
1976); grado alcohélico (Amerine y Ough,
1976}, proteinas (AOAC, 1990).

Se realizaron las siguientes evaluaciones
microbiologicas: recuento de mesoéfilos
aerobios viables; numeracién de coliformes
totales y recuento de mohos y levaduras. Se
tomé como referencia la Norma Técnica
Peruana 202.083 (1988).

EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA FERMENTADA

La caracterizacién organoléptica se
efectu6é tomando en consideracién la Norma
1ISO4121-1987.

Laevaluacién sensorial se llevé a cabo con
24 panelistas semientienados (Laboratorio de
Andlisis Sensorial-Programa de Nutricidn
Humana, UNALM). Se determiné la acep-
tacién del producto con dos métodos: Escala
Hedénica no estructurada (Amerine, [965;
Pedrero y Pangborn, 1989) y ¢t método de



Ranking (Pedrero y Pangborn, 1989). Como
referencia se utilizé tres vinos de
caracteristicas similares. Los resultados fueron
evaluados estadisticamente (Pedrero vy
Pangborn, 1989).

EVALUACION ORGANOLEPTICA DURANTE EL
ALMACENAMIENTO

La bebida alcohélica envasada en botellas
de 400 mL de capacidad fue almacenada du-
rante cinco meses bajo dos condiciones:
temperatura ambiente (botella transparente y
oscura) y en refrigeraciéon (botella
transparente). Durante este periodo se
evaluaron la acidez total y el pH.

RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DEL METABISULFITO DE $SODIO SOBRE LA
CINETICA DE FERMENTACION CON DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE LEVADURA

Se determiné que la cinética de
fermentacion con células inmovilizadas
(diferentes concentraciones de biomasa: [0,

Obtencion de una bebida fermentada

20 y 30%), en sistemas sin y con adicién de
metabisulfito de sodio (100 ug.mL™") es
diferente. Se puede observar en la Fig. 1 que
en sistemas sin adicidn de metabisulfito, existe
una relacién directa entre la biomasa
inmovilizada y la cantidad de azicarcs totales
(°Brix) que se consume. La mayor disminucién
de azucares, se obtiene con 30% (v/v) de
levaduras inmovilizadas. Sin embargo, en
sistemas con metabisulfito se produce una
relacién inversa; sc¢ obtuvo una mayor
disminucion de azucares con [0% (v/v) de
levaduras.

Los resultados demuestran que K.
marxiauns se ve afectada por la adicion del
mciabisulfito, y s1 a esto se suma la
inmovilizacién de células, el efecto es mayor.
debido a que la inmovilizacién limita fa difusién
de nutrientes. Ademads, las perlas estan en un
cultivo en lote sin ningun tipo de agitacidn, por
eso tienen una menor transferencia de masa,
lo cual se acenuia con ¢l aumento de la
concentracién de biomasa inmovilizada. Por
otro lado, se sabe que existe una relacion fisica

—@&— 10% sin SO2
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Variacion de la concentracion de azdcar (°Brix) durante la fermentacion con diferentes

concentraciones de levadura, en sistemas sin y con adicion de metabisulfito de sodio
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entre las perlas, las cuales se ven modificadas
en superficie e interfase por la acumulacién
de CO, (Mc Ghee er al., 1988).

FLUJO OPTIMO PARA OBTENCION DE LA BEBIDA FER-
MENTADA

Se determiné que el mayor rendimiento
(1146 1+ 0,81 °GL) para la produccién de la
bebida fermentada de suero se obtiene con un
flujo de 140-150 mL.h' (ver Fig. 2). De
manera similar, se ha reportado un flujo de 142
mL.h"' como éptimo para la produccién de al-
cohol a partir de suero en un biorreactor de
lecho empacado (Marwaha et al.. 1988). El
valor obtenido puede deberse a que en estas
condiciones la levadura K. marxianus logra
una mejor transferencia de masa,
transformando los azucares presentes en el
medio. Ademds, debe generarse la suficiente
turbulencia como para permitir la remocidn de
catabolitos que pueden inhibir la actividad de
las levaduras, en biorreactores con células
inmovilizadas (Dale ¢r al., 1994, Nufez y
Lema, 1987; Parascandola er al., 1997). Al
ser comparados los rendimientos entre células

° Brix

—l— 240-250

inmovilizadas vy libres de K. marxianus, se
observa un mayor rendimiento para las
primeras, con valores de grado alcohélico de
11,46 + 0,81 y 9,83 + 0,55 °GL, respecti-
vamente. Se ha reportado que la mayor
concentracién de etanol se obtiene con células
inmovilizadas que con células libres en
fermentaciones con K marvianus IMB3 vy
sacarosa (Ferguson et al.. 1998).

BiomAsA GPTIMA PARA LA OBTENCION DE LA BEBIDA
ALCOHOLICA

Se determind que el mayor rendimiento
(11,46 + 0,81°GL) para la produccién de Ja
bebida fermentada de suero se obtiene con
una biomasa de 10% (v/v) (ver Fig. 3), con
respecto a las concentraciones de 20 v 30%
respectivamente. Esto se debe a que las altas
concentraciones de¢ levaduras ocasjonan una
tasa de consumo de sustrato superior a ja tasa
de transferencia de producto al exterior de la
perla, lo cual puede inhibir a las levaduras
inmovilizadas. Se senala gue una mayor
concentracién de levaduras inmovilizadas por
unidad de gel en las perlas de alginato

0 ¥ 2 2

Tiempo (dias)

A 5 [

flujos de inmovilizacién

Variacion de la concentracion de azucar (°Brix) durante la fermentacion con diferentes



disminuye el coeficiente de difusién del
sustrato y productos (Divies et al., 1994).
Ademas, e] sustrato, para ser utilizado por las
células inmovilizadas y empacadas en una
columna, tiene que pasar por varias barreras;

Obtencion de una bebida fermentada

primero atraviesa la interfase perla y medio
liquido, luego habra limitaciones difusionales
dentro de la perla y finalmente el sustrato
atravesara la pared celular (Wiseman, 1991).

2 Brix

8- 10% v/v
—A— 20% v/v

—>¢—30% v/v

o 1 2 3

Tiempo (dias)

Fig. 3 Variacion de la concentracion de azucar (°Brix) durante la fermentacion con diferentes

concentraciones de levadura (Yov/v)

Tabla 1. Evaluacidn fisicoquimica de la bebida fermentada

ANALISIS

BEBIDA ALCOHOLICA

Humedad (%)
Cenizas (g.I")
pH

Acidezlolal, expresada en
g.}' &cido sulfirico

Acidez volatil, expresada en
g.I"" acido acético

Acidez fija(g.I" H2S04)
Soalidos solubles (°Brix)
Azicar total

Azucar reductor
Sufuroso total {(mg.mL")
Sulfuroso libre (mg.mL™")

Sufuroso combinado
(mg.mL™")

Grado alcohdlico ( °GL)

Proteina (%)

92,87 +0,84
4,46 + 0,58

3,810,930

3,25 + 0,05

0,48 + 0,33

2,62 £0,35
10,77 + 0,87
550 + 0,10
514 £ 1,17
64,00 = 1,20

16,00 + 2,40

48,00 + 1,40

11,47 £ 0,81

0,10
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El empleo de altas concentraciones de
células entrampadas en alginato acorta el
tiempo requerido para la produccién del
mdximo rendimiento de alcohol; sin embargo,
el porcentaje de células que sobreviven
decrece con el aumento de la concentracién
inicial de células (Yousef er al., 1989). Las
levaduras inmovilizadas se pueden ver
afectadas en su rendimiento por efectos de la
gran produccién de CO, por unidad de perla.
La produccién de CO, es 2,5 veces mayor en
células inmovilizadas en alginato que en células
libres a 5y 10% de etanol (Ciesarova et al.,
1998). Con respecto a la adicién de
metabisulfito y diferentes concentraciones de
levadura inmovilizada, se obtiene un pertil muy
parecido de disminucién de azudcares al
obtenido en cultivos en lote. Una mayor
disminucién de azucares totales con la menor
concentracién de biomasa, 10% (v/v).

RELACION OPTIMA DE LA COLUMNA PARA LA OBTENCION
DE LA BEBIDA ALCOHOLICA

Se determind que el mayor rendimiento de
grados alcohdlicos (11,46 + 0,81°GL) en la

produccion de la bebida fermentada se obtiene
conunarelacién de columnade 1:12 (ver Fig.
4). Esto podria deberse a que se generan
dimensiones intermedias que permiten una
buena transferencia de masa y una eficiente
liberacion de CO,. Experimentos realizados
con células inmovilizadas en alginato y en lecho
empacado determinaron que las dimensiones
del bjorreactor afectan la productividad vy
eficiencia de la fermentacién debido al CO, y
efectos de la transferencia de masa (Buzas er
al., 1990; Yadav er al., 1996).

Por otro lado, la relacién de columna 1:12
permite dimensiones que hacen que se
mantengan condiciones equivalentes en cada
parte de la columna, de tal manera que las
perlas que estdn ubicadas en la base de la
columna presentan igual conversién de
azicares que las perlas ubicadas en la parte
superior. Probablemente. las otras relaciones
de columna (1:15 y 1:17) no presentan
condiciones similares a lo largo de la columna,
pudiéndose aftectar las perlas que estdn en Ja
base de la columna, porque soportan una
mayor presion fisica.

2 Brix

; N

Tiempo {dias)

Fig 4
dimensiones de la columna
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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA BEBIDA
ALCOHOLICA DE SUERO

Los resultados se presentan en el Tabla 1.
Los valores determinados estan dentro de los
rangos permitidos para bebidas alcohdlicas
similares (NTP, 1995; Ough, 1996; Peynaud,
1989; Saaba-Srur et al., 1995).

CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

Después del almacenamiento de la bebida,
se ha obtenido un recuento menor a 10 de
meso6filos aerobios viables (UFC.mL"); un
recuento menor a 10 de mohos y levaduras
(UFC.mL") y una numeracién menor a 3,0
de coliformes totales (NMP.mL""). Esto indica
que la bebida es microbiolégicamente aceptable
y que los métodos de inactivacién y
estabilizacion efectuados son los adecuados.

COMPORTAMIENTO EN ALMACENAMIENTO

Después de terminada la fermentacion, se
eliminaron las levaduras mediante clarificacién
con tierra de diatomeas (1 kg.m). Luego se
evalué el comportamiento en almacenamiento
a temperatura ambiente y refrigeracién, con
pH iniciales de 3,4 y acidez total de de 3,6 g/l
H,SO,.

Se tuvo en el primer mes un descenso en
acidez total y un aumento del pH. Esta pérdida
de acidez total inicial se puede deber a la
precipitacién de sales, proteinas y ciertos
compuestos que son insolubles a bajas
temperaturas, y pueden modificar las
caracteristicas microbioldgicas y organo-
lépticas de la bebida. Ademads, a bajas tem-
peraturas se facilita la solubilidad de los gases
disueltos (Peynaud, 1989).

A partir del segundo mes, hasta los cinco
meses que durd la evaluacién, se observo un
perfil variable del pH y acidez total. En gene-
ral a temperatura ambiente (22 °C) y en
refrigeracion (4 °C) las caracteristicas eva-
luadas de la bebida fermentada presentaron
un comportamiento similar. Se obtuvieron
valores finales a temperatura ambiente y

Obtlencién de una bebida fermentada

refrigeracion, pH 3,7 y 3,9 y acidez total de
3,2y 3,3g/1H.SO,, respectivamente.

Luego, se evaluo la bebida fermentada en
botellas transparentes y oscuras, y se determind
que éstas dltimas mantienen sus carac-
teristicas organolépticas.

EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA FERMENTADA
La caracterizacién organoléptica realizada
en un Laboratorio Certificado indica que la
bebida alcoh6lica de suero tiene un olor y sabor
caracter{sticos de¢ un vino semiseco.

La evaluacion de aceptacion realizadacon
la prueba de Ranking, concluyd que las tres
muestras evaluadas comparadas con el con-
trol (bebida alcohdlicu de suero) son inferiores.
Con Escala Hedonica, se evalud el atributo
olor, colory sabor, y se obtuvo 77+ 2,83; 59 +
14,85 y 68,5 + 12,02% de aceptacioén,
respectivamente, lo que indica solo
discrepancia con el atributo color y sabor.

CONCLUSIONES

1. Enunsistema sin metabisulfito de sodio, la
concentracién dptima de células inmo-
vilizadas cs de 30% (v/v). y para un sistema
con metabisulfito de sodio la concentracion
6ptima es de 10% (v/v).

2. El mayor rendimiento (11,46 + 0,81 °GL)
en un biorreactor de lecho empacado se
obtiene con las siguientes condiciones; un
flujo de 140-150 mL.h"', una biomasa
inmovilizada de 10% (v/v), unarelacién de
columna (diametro:longitud) de 1:12
tamano de perlas de 3 mm, adicion de
metabisulfito de sodio (100 mg.mL") y
células inmovilizadas con 2% (p/v) de
algmato.

3. Optimizados los pardmetros de produccion

de la bebida fermentada en un biorreactor
de lecho empacado, se obtuvo una bebida
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con: 11,47 +0,81°GL; 0,48+ 033 g.l ' de
acidez, expresado en dcido acético;, 64 +
1,2 mg.mL'de sulfuroso total; 0,46 % de
cenizas y 0,1% de proteinas en 7 dias de
ferinentacion.

4. La culidad microbioldgica de la bebida
fermentada es aceptable.

5. Las botellas oscuras permitieron mantencr
las caracteristicas organolcpticas de la
bebida fermentada.

6. La evaluacién sensorial de la bebida
alcoholica. tanto por Escala Hedénica
como por Ranking, demuestra que la bebida
tiene aceptacion.
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