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Aislamiento, identificacion y evaluacion de dos cepas de levaduras capaces de
producir etanol a partir de lactosuero

Guadalupe Alexandra Silva Campusmana
Franklin David Bonilla Torres

Resumen. El lactosuero es una fuente de contaminacién para el ambiente, reflejado en
términos de demanda quimica y bioldgica de oxigeno (DQO y DBO) cuyas cifras son de
50 y 80 g L™, respectivamente. El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad
fermentativa de levaduras aisladas a base de una bebida alcohdlica tradicional, para la
produccién de bioetanol a base de suero. Las levaduras utilizadas en el experimento
fueron identificadas por APl 20C AUX como L1: Candida pelliculosa, L2:
Saccharomyces cerevisiae 2 y LC: Saccharomyces cerevisiae 1. En la primera fase se
cuantifico la produccion de etanol de tres cepas. Se realizd un disefio completamente al
azar (DCA) con arreglo factorial 3 x 2, utilizando tres cepas de levaduras y dos pH (4.5 y
5) para un total de seis tratamientos y tres repeticiones. En la segunda fase se selecciond la
cepa de levadura que obtuvo la mayor media de produccion de etanol (L1) que resulto en
0.103 g/kg. En la realizacion de la curva cinética para L1 pH 4.5 se determinaron los
pardmetros cinéticos hasta la sexta hora. La mayor tasa de crecimiento fue 0.247 h™ que
coincidié con el mayor rendimiento de 0.044 g etanol/g lactosa en el intervalo de 0-2
horas. Candida pelliculosa consumid lactosa y produjo etanol con bajos rendimiento
debido a que enfoco la energia producida en su crecimiento celular.

Palabras clave: Fermentacion, lactosa, pardmetros cinéticos.

Abstract: Whey is a source of contamination to the environment, reflected in terms of
chemical and biological oxygen demand (COD and BOD) whose figures are 50 and 80 g
L™, respectively. The objective of this study was to determine the fermentative capacity of
yeast isolates based on a traditional alcoholic beverage for the production of bioethanol
from whey. The yeasts used in the experiment were identified by APl 20C AUX such us
L1: Candida pelliculosa, L2: Saccharomyces cerevisiae 2 y LC: Saccharomyces
cerevisiae 1. In the first phase the ethanol production of three strains was quantified. A
completely randomized design (CRD) with factorial arrangement of 3 x 2 was
established, using three yeast strains and two pH giving a total of six treatments and three
repetitions. In the second phase the yeast strain with the highest average yield of ethanol
(L1) was selected which resulted in 0.103 g/kg. In the construction of the kinetic curve for
L1 pH 4.5 the kinetic parameters were determined through the sixth hour. The highest
growth rate was 0.247 h™ which coincided with the highest yield of 0.044 g ethanol/g
lactose in the range of 0-2 hours. Candida pelliculosa consumed lactose, and produced
ethanol with low performance because it focused the energy produced in cell growth.

Keywords: Fermentation, kinetic parameters, lactose.
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1. INTRODUCCION

El suero lacteo es la fraccion de leche que no logra precipitarse por la accion de las
enzimas y acidos, forméandose durante la coagulacion de la caseina en el procesamiento de
la industria lactea (Teran et al. s.f.). Contiene lactosa, proteina cruda, lipidos, minerales y
vitaminas. Debido a su alto contenido nutricional, representa un gran potencial para
obtener otros productos a base de este desecho (Miranda et al. 2009).

El suero representa una fuente de contaminacion para el ambiente, debido a la carga
orgéanica reflejada en términos de demanda bioldgica y quimica de oxigeno (DBO y DQO)
cuyas cifras son de 50 y 80 g L™, respectivamente. Asimismo la enorme produccién
mundial se debe a que por cada 100 litros de leche procesada para productos lacteos se
generan 90 litros de lactosuero (Owais y Zafar 2006).

En la Planta de Lacteos de Zamorano se producen 8000 L de suero dulce a la semana, el
cual se desecha en su totalidad (Merizalde e Intriago 2013). De esta manera se visualiza
una alternativa para el aprovechamiento de esta fuente de materia organica, como la
elaboracion de otros productos alimenticios y en la generacion de fuentes de energia. La
produccién de etanol a base de lactosa presente en el suero es una alternativa para la
utilizacion de este subproducto industrial (Bley et al. 2010).

El etanol se puede producir por rutas quimicas (hidratacion catalitica del etileno) y
biotecnolodgicas (fermentacion). Mediante esta Ultima se hace uso de la capacidad de los
microorganismos para la produccion de etanol sobre sustratos baratos y disponibles; como
lactosa, xilosa y almiddn. A través de procesos biotecnoldgicos se busca producir etanol a
partir de desechos organicos como el suero de leche, el cual se genera como un residuo en
procesos lacteos (Trevan 1990).

Las levaduras son capaces de utilizar una gran variedad de compuestos carbonatados,
presentes en medios ricos en azucares simples. De igual manera existen levaduras capaces
de desdoblar azucares compuestos (Leveau y Bouix 2000). Microorganismos capaces de
fermentar lactosa son Kluveromyces marxianus (antes conocida como Kluyveromyces
fragilis), Kluyveromyces lactis y Candida kefyr (antes conocida como Candida
pseudotropicalis) (Garcia et al. 1993).

La fermentacion se ve influenciada por diversos factores como la temperatura, el pH, la
concentracion de azlcares disponibles en el medio y variables externas que influyen en el
crecimiento de las levaduras.



La temperatura Optima para la formacion de etanol se encuentra entre 32 a 35 °C; en un
medio donde se encuentre el pH entre 4 y 5, debido a que esto favorece al crecimiento y el
trabajo de la levadura (Navarro et al. 1986).

La produccion de etanol a base de suero, presenta resultados Optimos. Este proceso
fermentativo origina un rendimiento de etanol en un rango de 75-85% del valor tedrico,
partiendo que por cada 0.538 kg de etanol se necesita de 1 kg de lactosa metabolizada,
esto refleja la importancia en la produccién de etanol a base de lactosuero (Parra 2009).

En los procesos fermentativos es deseable maximizar la produccion de un metabolito de
interés; esto no es tarea sencilla de lograr, dado que la fermentacion es afectada por
factores ambientales, fisicoquimicos, bioldgicos o por la carencia de un adecuado
conocimiento del proceso (Volesky et al. 1992). La evaluacion de la cinética de
crecimiento de células, constituye un aspecto fundamental en el disefio, operacion,
simulacion y prediccion de reactores biologicos. Un modelo cinético consta de un
conjunto de ecuaciones diferenciales que representan el consumo de sustrato, produccion
de etanol y la produccion de biomasa. EI modelo de Monod, uno de los modelos
empleados con mayor frecuencia relaciona el efecto de la concentracion del sustrato sobre
la velocidad especifica de formacion de biomasa (Duarte s.f.).

En un estudio donde se determind la produccion de etanol, se utilizd la cepa
Kluyveromyces marxianus MTCC 1288 para la realizacion de una curva cinética en la
produccién de etanol y biomasa utilizando como sustrato suero crudo. La levadura
utilizada fue capaz de metabolizar lactosa dentro de las 22 horas de fermentacion
mostrando una produccion de 2.1 g/L etanol y 8.8 g/L biomasa (Owais y Zafar 2006).

En investigaciones similares se utilizo el género Candida para la conversion de lactosa y
produccion de etanol. Se selecciond Candida pseudotropicalis ATCC 8619 entre nueve
cepas de levadura de fermentacion de lactosa para la produccién de etanol a partir de
suero de queso (Ghaly y Taeweel 1995).

El presente estudio se centrd en los siguientes objetivos:

e Aislar y caracterizar a nivel taxonémico dos levaduras fermentadoras de lactosa y
tolerantes a etanol.

e Cuantificar la produccion de etanol de dos levaduras fermentadoras de lactosa y
tolerantes a etanol.

e Realizar una curva cinética de la levadura que produjo mayor cantidad de etanol para
obtener los parametros cinéticos como tasa de crecimiento, rendimiento del sustrato,
rendimiento de etanol y tasa de velocidad de consumo del sustrato.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio. La investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos de Zamorano (LMAZ) y en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano (LAAZ), ambos ubicados en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano,
Francisco Morazéan, Honduras.

Fase uno. Aislamiento y cuantificacion de etanol producido.

Siembra y aislamiento de levaduras. Se utilizd una bebida alcoholica artesanal conocida
coloquialmente como chicha, la cual contenia 7% de etanol. A esta bebida se le realizaron
diluciones seriadas (10° hasta 10®) empleando agua peptonada al 0.1% (p/v). Se sembré
cada dilucion en platos Petri con Agar Papa Dextrosa (APD) acidificado a un pH de 4.5,
los cuales se incubaron a 24 °C durante cinco dias.

Se seleccionaron cinco colonias, caracterizandolas microscopica y macroscopicamente,
realizdndose un primer aislamiento de las cinco colonias de levaduras por medio de la
técnica del estriado en placa con APD acidificado; durante cinco dias a 24 °C.

Prueba de resistencia a etanol y prueba de lactosa. A las cinco colonias seleccionadas
se le hicieron dos pruebas selectivas para evaluar sus capacidades de resistencia a etanol y
fermentacion de lactosa.

La prueba de resistencia a etanol consistié en someter las cinco colonias de levaduras a
concentraciones de 0, 3, 6, 9, 12 y 15% alcohol etilico, en APD acidificado. Se dividieron
los platos Petri en cuatro cuadrantes, realizandose estriado en placa en cada uno de ellos
con las concentraciones indicadas, incubandose los platos tres dias a 24 °C.

Se observé el crecimiento de tres colonias de levaduras hasta 15% de concentracion de
alcohol. Se descartaron dos colonias de levaduras que no lograron crecer hasta la maxima
concentracion evaluada.

A las tres levaduras se les hizo la prueba de fermentacion de lactosa en tubos inclinados
con Agar Hierro Triple Azlcar (TSI) durante 24 horas. Solo dos levaduras fermentaron
lactosa (L1 y L2), las cuales fueron seleccionadas.



Ambas se almacenaron en tubos inclinados con APD para su posterior identificacion por
medio del AP120C AUX.

Identificacion de levaduras por medio de APl 20C AUX (Biomériux 2009).

Preparacion de la galeria y del in6culo. Se reunié fondo y tapa de una camara de
incubacion, repartiéndose aproximadamente 5 mL de agua destilada en los alvéolos
creando una atmdsfera himeda.

Se abri6 una ampolla de “API Suspension Medium” (2 mL). Con la ayuda de una pipeta,
se extrajo una fraccion de la colonia. Se utilizaron cultivos jovenes de 18 horas de
siembra. Se realizd una suspension de levaduras de turbidez igual a la del patrén dos de
McFarland. Se abri6 una ampolla de “API 20 C medium” y se transfirieron 100 pL de la
suspension anterior. Se homogeneiz6 con la ayuda de una pipeta, tratando de evitar la
formacion de burbujas.

Inoculacion y lectura de la galeria. Se llenaron las ctpulas con la suspension obtenida
en el “API C medium”. Se procedié a incubar durante un periodo de 48 a 72 £+ 6 horas a
29°Cx2°C.

Una vez culminadas las 48 y 72 horas de incubacion, se observo el crecimiento de las
levaduras comparandola con la clpula cero, testigo negativo. Se observo la turbidez
presente en cada cUpula reportando un valor positivo. Por medio del programa de
identificacion Apiweb™ se introdujo manualmente el perfil numérico de siete cifras,
dando las identificaciones de las tres cepas de levaduras.

Ensayo Morfoldgico. Se determind la presencia de hifas por medio de una siembra de
cada levadura en APD acidificado. Se colocd un cubreobjetos en cada medio sembrado,
incubandose durante dos horas a 35 °C. Finalizado este tiempo, se levantaron los
cubreobjetos para observarlos con un microscopio éptico con un objetivo a 40x.

Evaluacion de la capacidad fermentativa en la produccion de etanol en tres tipos de
sustratos. Las dos cepas de levaduras (L1 y L2) clasificadas fueron sometidas a pruebas
preliminares para la determinacion de la capacidad fermentativa. Se activaron las cepas de
levaduras en caldo YPG (Extracto de levadura 10 g L™, bactopeptona 10 g L™ y glucosa
20 g L™) en tubos con 10 mL del caldo enriquecido. Los tubos fueron incubados durante
24 horas a 35 °C.

Se evaluaron tres tipos de sustrato: Caldo enriquecido YPG con 3.7 °Brix, suero dulce
con 4.7 °Brix y suero enriquecido con jugo de cafia con 12 °Brix. Se obtuvieron seis
tratamientos preliminares, inoculandose los dos tipos de levaduras en los tres sustratos,
incubandose a 24 °C durante 48 horas.



Cualificacion de la produccion de etanol por medio del método colorimétrico del
yodoformo (Durst y Gokel 1985). Completadas las 48 horas de fermentacion, se
destilaron los medios fermentados por medio de un rotavapor a una temperatura de 30 °C
a 40 rpm.

Obtenido el destilado, se realizo la determinacion de la produccion de etanol, mediante la
prueba cualitativa del yodoformo. La prueba del yodoformo consisti6 en colocar 2 mL de
destilado en un tubo de ensayo, agregandose 2 mL de solucion de hidréxido de sodio al
10%.

Realizada la mezcla, se adicionaron varias gotas de una solucion de yoduro de potasio al
10%, hasta lograr un color persistente entre amarillo y marrén. Se dejaron reposar los seis
tubos con los seis destilados de los diferentes tratamientos, durante cinco minutos,
observando un precipitado de color amarillo a partir de una halogenacion en medio basico
en los tubos, comprobandose la presencia de alcohol. Se observd mayor presencia del
precipitado en los destilados del suero enriquecido con jugo de cafia.

Aislamiento de una cepa de levadura proveniente de Fermipan® comercial. Se
realiz6 un aislamiento por técnica del estriado en placa. Se tom6 1 g de levadura
diluyendo hasta obtener una concentracién de 10™* incubandose a 35 °C por 48 horas. Se
almacend la colonia en un tubo con agar inclinado con APD acidificado.

Preparacion de los tratamientos para la fermentacion de suero a partir de levaduras.
Para la preparacion de los tratamientos se utilizaron tres cepas de levaduras (L1, L2 y LC)
y dos pH (4.5 y 5). Se recolectd suero de queso crema refrigerandose a 4 °C.

Las cepas de levaduras fueron activadas 24 horas antes de la iniciacion de la preparacion
de los tratamientos. La activacion de las cepas de levaduras, consistio en preparar caldo
enriquecido YPG, donde se inoculd una asada de levadura, incubandose a 35 °C durante
24 horas.

En seis matraces esterilizados previamente, se colocaron 100 g de suero. Se ajusto6 el pH
de cada tratamiento con &cido tartarico, inoculandose en cada tratamiento las levaduras
activadas por triplicado. Todos los tratamientos fueron incubados en una camara de
estabilidad a 35 °C durante 24 horas y con agitacién a 200 rpm.

Cuantificacién de etanol por el método de cromatografia de gases. Finalizadas las 24
horas de fermentacion, se llevaron los matraces a refrigeracion. Se centrifugaron 15 g de
cada muestra durante 25 minutos a 5000 rpm. Se colectd el sobrenadante y se pas6 por un
filtro de 0.45 um, colocandose en viales para la inyeccion. El equipo utilizado fue un
cromatografo de gases Agilent modelo 6890, en conjunto con el software ChemStation
Para realizar la cuantificacion de etanol, se determind el area bajo la curva de cada
muestra. Se establecieron las siguientes condiciones de analisis: La temperatura del
inyector fue de 250 °C en modo split a una relacion de 20:1; utilizando una columna
capilar J & W Scientific DB-ALCL1 (30 m de largo x 0.32 mm ID % 1.8 um) con un flujo
constante de 40 mL/min de nitrogeno; se utilizé un detector FID a 250 °C y la temperatura
de horno a 38 °C incrementando hasta 120 °C, a una tasa ascendente de 20 °C/min.



Todo el anélisis tuvo un tiempo de corrido de 12 minutos utilizando nitrégeno como gas
de acarreo (Casco 2005).

Fase dos. Eleccion de la levadura mejor productora de etanol y realizacion de la
curva cinética.

Elaboracion de la curva cinética de la levadura 1 (Candida Pelliculosa).

Preparacion de las muestras. Se prepar6 un tubo de ensayo con 10 mL de caldo
enriquecido YPG. Se inocul6 en el tubo una asada de la levadura Candida pelliculosa, 48
horas antes de iniciar el experimento. Incubandose durante 24 horas a una temperatura de
35°C.

Se prepararon 150 mL de caldo enriquecido YPG en un matraz previamente esterilizado.
Se vertid el tubo con los 10 mL de caldo enriquecido activado en el matraz, volviéndose a
incubar por 24 horas a 35 °C.

Se prepar6 un lote de 600 g de suero dulce, el cual fue acidificado con &cido tartarico
esterilizado, ajustando el pH a 4.5. Se inocul6 el lote de suero, con el caldo enriquecido
activado 24 horas antes. Se vertio todo el contenido de suero inoculado en un matraz de
2000 mL previamente esterilizado, cubriendo la boquilla con un tapén de hule,
incubandose en una camara de estabilidad a 35 °C durante 48 horas. Se colocé una jeringa
en el tapon de hule, para las extracciones de suero fermentado con intervalo de dos horas.
Antes de ingresar el matraz a la cdmara de estabilidad, se extrajeron 20 mL del in6culo
para realizar los analisis de la hora cero.

Por medio de una jeringa de 20 mL, se extrajo el suero fermentado cada vez que se
cumpli6 el intervalo de dos horas. Los 20 mL de suero, se repartieron para la realizacion
de cada analisis. Inmediatamente cumplido cada tiempo se realizé la medicion de pH vy el
crecimiento celular. El restante de suero extraido fue sometido en un bafio de hielo para
detener forzosamente la fermentacion y realizar los anélisis de cuantificacidn de etanol y
lactosa. Cabe sefialar que una vez preparadas las muestras, se llevaron a refrigeracion,
para minimizar las posibles variaciones.

Una vez cumplidas las 24 horas, se dejé cumplir 48 horas de fermentacion; en donde se
extrajo la Gltima muestra de suero fermentado. A todas las muestras en cada tiempo se
realizo la medicion de pH, conteo celular, cuantificacion de etanol y lactosa.

Medicion de pH. Fue medido por el potenciometro Orion 5 “Star Thermo Scientific” de
cada muestra extraida.

Conteo celular (Celeromics Technical Note). Se realizé por medio de la camara de
Neubauer. Esta es una placa gruesa de cristal como un portaobjetos, con medidas de 30 x
70 x 4 mm de grosor. Es una camara simple, cuya porcion central se encuentra dividida en
tres porciones. En la parte superior del portaobjetos se encuentran cuatro canales
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longitudinales y uno transversal central. En la parte superior e inferior del canal
transversal estan grabadas dos rejillas de 9 mm? de superficie, las cuales estan a su vez
subdivididas en una cuadricula méas pequeria.

Para la preparacion de la muestra se tom6 1 mL de cada muestra adiciondndose a 9 mL de
agua peptonada para hacer una dilucién de 102, Se llevé al vortex por siete segundos para
homogeneizar. Con la ayuda de una micropipeta se tomé 1 pL del tubo 10 y se aplicé en
la zona de conteo, colocandose un cubreobjetos para ser observado con un objetivo a 40x.

Se contabilizaron las células que se encontraron dentro de cada cuadro subdividido en 16
recuadros pequefios, contabilizandose cinco cuadros en su totalidad, contabilizandose con
la Ecuacion 1.

N X Volumen Log de células
oo —) [1]

= Concentracion( —

nc X diluciom
N: NUmero de células.
Volumen: 0,01 cm? de superficie x 0,1 mm (profundidad) x 0,01 cm = 0.0001 cm?
= 10,000.
Nc: Namero de cuadros.
Dilucién: 102 =0.01.

Cuantificacion de lactosa por método de Cromatografia Liquida de Alta Presion
(HPLC). Las muestras fueron pesadas en una cantidad de 3.000 + 0.005 g por duplicado.
Se diluyeron las muestras en una mezcla de etanol (99%) y agua destilada 25:25 v/v. Se
llevé a bafio maria a una temperatura de 80-85 °C durante 20 minutos, tapando la boca del
tubo con papel aluminio. Una vez terminado el tiempo establecido, se quit6 del bafio y se
homogeneiz6 en un vortex durante siete segundos. Inmediatamente se filtr6 con una
jeringuilla de 0.45 pum y se inyectdé 1 mL de la solucién en un vial, para luego ser
inyectado en el equipo. Asimismo se inyectaron los estandares de azUcares, pesandose 10
mg de cada azucar: lactosa, galactosa y glucosa. Estos estandares se prepararon con una
mezcla de etanol (99%) y agua destilada 25:25 v/v.

El equipo utilizado fue un cromatografo de gases de alta presion modelo Agilent con los
siguientes modulos: Desgasificador: Modelo G1379A 1100 Series, bomba cuaternaria:
Modelo G1311A 1100 Series, Inyector automatico: modelo G1329A 1100 series y
detector de indice de refraccion: Modelo G1362A 1100 Series.

El equipo en la fase estacionaria: Se utilizé un guarda columna Hi - Plex 7.7 x 50 mm,
una columna Hi - Plex Calcio 300 x 7.7 mm y 8 um, la temperatura de columna a 85 °C.
En la fase mdvil se utilizo agua desionizada, con un detector IR de 40 °C, con una
velocidad de flujo de 0.6 mL/min con un tiempo de corrido de 60 minutos. El volumen de
inyeccion fue 20 pL.

Cuantificacion de etanol por medio de cromatdgrafo de gases. Se centrifugaron 10 g
de cada muestra extraida a 2000 rpm durante una hora. Con ayuda de una jeringa estéril,
se extrajo el sobrenadante y se realiz6 un filtrado doble de cada muestra con un filtro de
0.45 pm, inyectandose al vial para realizar la cuantificacion.



Realizacion de prueba de consumo para YPL. Se realizd una prueba de consumo en
sustrato YPL (Extracto de levadura 10 g L™, bactopeptona 10g L™ 'y lactosa 20 g L™).

Se prepararon tres matraces con 100 g de caldo enriquecido y se inocularon con 10 mL de
YPG con L1 pH 4.5 (Candida pelliculosa) activadas 24 horas antes de dar inicio. Se
tomaron muestras en la hora 0, 8 y 24. Se realizaron los analisis de medicion de pH,
crecimiento celular, cuantificacion de lactosa y cuantificacion de etanol.

Analisis fisicos-quimicos al suero dulce. Se realizaron los analisis correspondientes para
determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del suero.

Humedad (AOAC 952.08). Se determin6 por medio del horno de aire forzado a 105 °C,
el resultado fue expresado en porcentaje.

Contenido de Cenizas (AOAC 923.03). Se determin6 en mufla a 550 °C, cuyo resultado
fue expresado en porcentaje.

Lactosa (AOAC 982.14). Se realiz6 la cuantificacion de lactosa por el método HPLC.

Proteinas (AOAC 2001.11). Se realiz6 en el equipo Digestor FOSS Tecator 20 y
Destilador FOSS Kjeltec 8100, donde se hallo el contenido de nitrégeno residual para la
conversion de nitrégeno a porcentaje de proteinas, utilizando el factor de conversion 6.25.

Grasa total (AOAC 984.04). Se realiz6 por el método Babcock.

Sales. Se realiz6 la cuantificacion basado en el método por titulacién con hidroxido de
sodio al 0.1 N.

Disefio Experimental.

Fase uno. Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial 3 x 2,
utilizando tres cepas de levaduras, dos pH (4.5 y 5.0) a una temperatura de 35 °C. Para un
total de seis tratamientos evaluados por triplicado para un total de 18 unidades
experimentales.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos de la fase uno.

Tratamientos pH

4.5 5.0
Levadura 1 L14.5 L15.0
Levadura 2 L24.5 L25.0
Saccharomyces cerevisae (control) C45 C5.0




Prueba de consumo. El método para la cuantificacion de lactosa sobreestimé a lo largo
de la curva de cinética en el suero. Por este factor se realizo la cuantificacion de lactosa en
YPL para observar si la matriz podria afectar la cuantificacion y si la levadura Candida
pelliculosa consumia lactosa. Se usé un DCA con medidas repetidas en el tiempo para la
0, 8 y 24 horas y dos medios de fermentacion (suero y YPL) para L1 con pH inicial de
4.5. Los medios se compararon en el tiempo para etanol, lactosa, crecimiento celular y
pH. Ademas los dos medios de fermentacion se compararon para cada dia para las
diferentes variables descritas.

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos para la prueba de consumo.

. Tiempo (h)
Medio

' 0 8 24
Suero Suero 0 Suero 8 Suero 24
YpL' YPLO YPL 8 YPL 24

"Extracto de levadura 10g L™, bactopeptona 10g L™ y lactosa 20g L™

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza y una separacion de medias con la prueba Tukey con la
finalidad de encontrar diferencias estadisticas entre las cepas de levaduras participes en la
fermentacion y para la prueba de consumo en la comparacion de medios de fermentacion
en el tiempo, con una probabilidad de 0.05. El programa utilizado fue SAS® “Statistical
Analysis System” version 9.3.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 3, se observan los resultados obtenidos en género y especie por medio de la
galeria APl 20C AUX. La levadura 1 recibe el nombre de Candida pelliculosa. Asimismo
se identificaron las levaduras 2 y control como Saccharomyces cerevisiae 2 y 1,
respectivamente. Estas uUltimas utilizaron los mismos sustratos para su crecimiento a
excepcion de melezitosa y trehalosa, sustratos que no fueron asimilados por la levadura
Saccharomyces cerevisiae 1.

La levadura C. pelliculosa es también conocida como Wickerhamomyces anomalus o
Pichia anomala, perteneciente al género Cryptoccocaceae. Esta levadura puede crecer en
un amplio rango de condiciones ambientales, encontrdndose con frecuencia en diversas
fermentaciones (Hsun Huang et al. 2012). Wickerhamoyces anomalus es altamente
tolerante a las tensiones ambientales, adaptandose a una amplia gama de condiciones de
crecimiento, son tolerantes a acidos y sal produciendo altos niveles de acetato de etilo; en
términos de temperatura (3-37 °C), minima actividad de agua (0.85-0.92) valor de pH (2-
12) y la osmolaridad (Capelli et al. 2014). Este género ha sido ampliamente utilizado en
investigaciones sobre la fermentacion de lactosa presente en suero para la produccion de
etanol. Las especies pertenecientes al género Candida producen (-galactosidasa llegando
a fermentar lactosa (Petrenko 2004).

El género Saccharomyces pertenece a la familia Saccharomycetaceae. Se diferencia de las
demas levaduras, en cuanto a la capacidad que posee de desdoblar los azlcares
individuales, como la glucosa, debido a la presencia de enzimas en su metabolismo.
Cuenta con la presencia de la enzima sacarasa, maltasa y cimasa. Sin embargo, no cuenta
con la enzima lactasa, por lo cual, no puede fermentar la lactosa pero si parcialmente la
galactosa (Leveau y Bouix 2000).

En un estudio realizado por Vanegas et al. (2004), se aislaron e identificaron levaduras
nativas colombianas de los géneros Candida, Cryptococcus y Rhodotorula a partir de
diferentes sustratos, usando el kit APl 20C AUX. Cunier y Leveau (1979), realizaron un
estudio critico de esta técnica aplicada a la identificacion de levaduras del vino, de
géneros y especies, manifestando la rapidez y reduccion en riesgos de contaminacién de la
prueba.

10



Cuadro 3. Identificacion de tres cepas de levaduras por medio del AP1 20C AUX.

Descripcion Codificacion segun APl 20C AUX Nombre cientifico
Levadura 1 2444234 Candida pelliculosa
Levadura 2 2004071 Saccharomyces cerevisiae 2
Levadura C 2444032 Saccharomyces cerevisiae 1

Se caracterizé el suero dulce proveniente del queso crema utilizado como medio de
fermentacion, el cual present6 un pH inicial de 6.67. Un suero dulce es considerado aquel
que se obtiene de la coagulacion de leches no acidificadas por accién enzimaética
(Rodriguez et al. 2010).

La composicion quimica del suero lacteo varia dependiendo del tratamiento térmico al
que se someta la leche y a las caracteristicas intrinsecas del procesamiento del producto
lacteo (Petrenko 2004). La lactosa es el principal componente nutritivo (4.5 % p/v),
proteina (0.8% p/v) y lipidos (0.5%) (Parra 2009). ElI mayor componente del suero es el
agua, el cual resultd en un 94% de la masa total. La lactosa es el Unico azucar que se
presencio en el suero dulce, el cual se report6 cerca de 55 g/kg de suero (Cuadro 4). A
pesar de que el principal componente sea agua, los demas elementos que se encuentran en
menor proporcion, son los que constituyen una fuente de contaminacion ecoldgica.

Cuadro 4. Composicion del suero dulce de queso crema.

Composicién Media £ Desviacion estandar

Humedad (%) 94.13+0.14
Sélidos totales (%) 5.87+0.14
Lactosa (g/kg)1 55.20 £ 0.20
Proteina (g/kg) 7.80 £ 0.05
Grasa (g/kg) 1.50+ 0.07

Cenizas (g/kg) 5.60 £ 0.14
NaCl (g/kg) 3.60 £0.02

g /kg= g de lactosa/kg de suero dulce de queso crema.

La levadura que presentd la mayor media de produccién de alcohol fue L1 con pH de 4.5
del género Candida, sin embargo fue significativamente iguala L2 pH5y LC pH 45y 5
(Cuadro 5). Lactosa es uno de los componentes del lactosuero que es utilizada para la
produccién de bioetanol (Guimardes et al. 2010), donde se deben seleccionar cepas
fermentadoras de lactosa por la cual géneros como Candida, Fabospora y Kluyveromyces
presentan dicha caracteristica (Szxzodrak et al. 1997).
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Los factores como temperatura y medio de fermentacion pueden influir en los
rendimientos bajos de las tres levaduras que pueden tener condiciones Optimas diferentes.
La L1 pH 4.5 produjo 0.103 g/kg de etanol con un rendimiento del 8% referente a la
lactosa consumida en las primeras dos horas. En un estudio realizado por Sansonetti et al.
(2009), determindé que K. marxianus produjo 23 g/L de etanol con un rendimiento de
97%, este rendimiento se fundamentd al excelente medio de fermentacion que fue el suero
del queso scotta con bajo contenido de proteina.

La disponibilidad de los nutrientes presentes en un medio de cultivo, deben ser los
necesarios para el consumo por medio de las células. En los medios de fermentacion
existen muchas sustancias que pueden secuestrar o absorber iones metalicos reduciendo la
concentracion ionica disponible como los aminoéacidos, proteinas, &cidos organicos,
polifenoles, polifosfatos y materiales coloidales. El suero lacteo al presentar proteinas en
su matriz, puede afectar de tal manera la produccion de etanol a partir del mismo (Pirt
1975). La temperatura es un factor que optimizé la produccion de etanol para Candida
psedutropocalis 65, debido a que en pruebas de fermentacion en un rango de 35 a 45 °C,
se obtuvieron mejores resultados a 40 °C con rendimiento de 92% etanol (Szxzodrak et al.
1997).

Cuadro 5. Produccion de etanol de tres cepas de levaduras aisladas.

Tratamiento pH inicial Produccion de etanol(g/kg) + DE™
LCY 4.5 0.097 + 0.005%

L1¢ 45 0.103 + 0.009°

L2" 45 0.000 + 0.000°

LC 5 0.095 + 0.002%

L1 5 0.092 +0.031%

L2 5 0.0320 # 0.056®
Coeficiente de variacion (%) 37.8

wDE: Desviacion estandar. a-b Medias con diferente letra en la misma columna son
significativamente diferentes (P <0.05), LC": S. cerevisiae., L1%* C. pelliculosa, L2" S.
cerevisiae 2.

En la figura 1 se observa la reduccion en la cuantificacion de la curva de lactosa, hasta la
hora seis, esto indica un consumo del disacarido por parte de las levaduras para la
produccidn de etanol. En un estudio donde se evalud la cinética de la formacién de etanol
a través de suero por medio de K. marxianus se logré determinar el grado de utilizacion de
lactosa para la produccion de etanol en términos del valor maximo de la lactosa
convertida en etanol (Ariyanti y Hadiyanto 2012).

A partir de la hora ocho, existieron fluctuaciones en la cuantificacion de lactosa
demostrando un comportamiento inusual. Esto podria deberse a una sobreestimacion de la
lactosa presente en el medio fermentado, ya que existe cuantificacion de etanol aun
cuando se contabilice mayor cantidad de lactosa que la inicial. En la realizacion de la
cuantificacion por HPLC, existio un aumento en el tiempo de elucion de la lactosa,
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aumentando desde 11 a 14 minutos dando como resultado una mayor area bajo la curva 'y
por ende una sobreestimacion del aztcar en mencidn. En un estudio realizado por Abasolo
(2014), se realizd la validacion de cuantificacion de azucares en forrajes por HPLC se
encontré que a medida que se incrementaba el tiempo de retencion de los azucares el
tiempo de elucion aumentaba produciendo un ensanchamiento en los picos provocando
una pérdida de sensibilidad del método y una sobreestimacion de los azlcares. Con
respecto a la cuantificacion de etanol, existe un reporte de produccion similar a lo largo
del tiempo de fermentacion. Estudios atribuyen que durante la fermentacion, la levadura
se ve sometida a una serie de estrés simultaneo y secuencial.

Estos factores podrian ser: limitacion de nutrientes, condiciones de anaerobiosis, estrés al
etanol y choques térmicos (Chiva 2010). EI no haber consumo de lactosa, se relaciona con
la poca cuantificacidon de etanol. La concentracion final de alcohol disminuye a medida
que la temperatura aumenta, esto se relaciona con una disminucién del rendimiento de la
produccidn de etanol y una reduccion en el uso de la lactosa (Casey e Ingledew 1986). La
disminucion en la cuantificacién de etanol podria deberse también a que ademaés del
etanol y CO, los cuales son productos de la fermentacion, existe produccion de
compuestos organicos como alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas (Leveau y Bouix
2000), los cuales no fueron cuantificados por el método establecido
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Figura 1. Relacion entre el consumo de lactosa y produccion de etanol durante 48 horas de
fermentacion de C. pelliculosa pH 4.5 en suero.

En la hora 20 (Figura 2), la levadura presenta el mayor crecimiento celular, empezando a
ocurrir un descenso a partir de la hora 22 hasta finalizar las 48 horas de fermentacion. La
lactosa presenta un descenso desde la hora 0 hasta las 6 horas. Después de ese tiempo, la
curva de lactosa aumenta subitamente, probablemente por una sobreestimacion de la
lactosa. Segun el grafico presentado, se observa que existe un crecimiento celular pero no
una reduccion en la lactosa. Esto podria deberse a que la levadura esté utilizando otros
medios presentes en el suero.
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Cien litros de suero contienen 9 kg de proteina, 50 kg de lactosa y 3 kg de grasa,
representando un medio rico nutricionalmente (Ramirez 2013). Las levaduras poseen la
capacidad de utilizar ciertos compuestos carbonatados, entre ellos, los glucidos simples,
disacéaridos y trisacaridos, al mismo tiempo que es capaz de utilizar otros compuestos
carbonados que incluyen &cidos y alcoholes. Segun Levi et al. (1979) el género Candida
posee estas caracteristicas. En base a esto podria atribuirse que las levaduras estan
utilizando estos nutrientes, que les permite presentar crecimiento sin consumir la lactosa.
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Figura 2. Relacion entre el consumo de lactosa y crecimiento celular durante 48 horas de
fermentacion de C. pelliculosa pH 4.5 en suero.

En la figura tres se observa la relacion entre el crecimiento celular y el pH. El pH al inicio
de la fermentacion fue de 4.5 el cual se fundamenta en un estudio realizado por Ariza y
Gonzéles (1997), donde se determin6 que un pH de 4.5 es adecuado para el crecimiento
de las levaduras.

Las levaduras al multiplicarse realizan sus funciones metabdlicas modificando el pH del
medio (Varela y Grotiuz 2008), sin embargo se observa que el pH no afectd al
crecimiento de las levaduras pues estas representan un crecimiento normal (Figura 3). En
un estudio donde se midié la influencia del pH ajustado a 4.5, presentd un mayor
crecimiento de microorganismos con respecto a una fermentacion que se realiz6 sin
ajustar el pH (Ramirez y Pedroza 2001).
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Figura 3. Relacion entre el crecimiento celular y el pH durante 48 horas de fermentacion de C.
pelliculosa en suero.

Debido a que en la cuantificacién del consumo de lactosa en el tiempo establecido para la
realizacion de la fermentacion, no se reportd consumo del azlcar, se realizé una prueba de
consumo en caldo YPL (Cuadro 6). Se cuantificaron las variables: Consumo de lactosa,
produccién de etanol, crecimiento celular y variacion del pH, siendo analizadas durante
24 horas con tres mediciones, en la hora 0, 8 y 24. En cuanto al consumo de lactosa se
cuantifico un descenso desde el inicio de la fermentacion hasta la 24 horas contrario en el
suero que se sobreestimd la cuantificacion de lactosa a medida que transcurrio el tiempo
de fermentacion. Esta reduccion de lactosa en el medio YPL, comprueba que Candida
pelliculosa consumio lactosa, debido a que fue el Unico azlcar presente en el medio YPL.
En cuanto a la produccién de etanol se observaron en ambos medios fermentados la
produccion de etanol, aunque con una baja produccion, cuyos datos fueron
estadisticamente igual a las 24 horas en ambos medios utilizados. Con respecto al
crecimiento y a la medicion del pH en ambos medios y a través del tiempo de
fermentaciéon, la levadura C. pelliculosa a pH 4.5, no presentaron diferencias
significativas en el crecimiento ni en fluctuaciones de pH, el microorganismo consumié
lactosa y se obtuvo una baja produccion de etanol.

Durante la fermentacién, hay produccion o consumo de acido en el medio segun el
microorganismo, lo cual produce una variacion del pH. El suero es un excelente medio de
cultivo, cuya principal fuente de carbono es la lactosa, sin embargo, su uso no se limita a
fermentaciones en los que se usen microorganismos capaces de metabolizar este azlcar
(Hayaski 1990). Este puede suministrar las fuentes de carbono y energia necesarias para el
desarrollo de diferentes microorganismos y la produccion de metabolitos de alto valor
(Sanchez et al. 2004). Asimismo el caldo enriquecido YPL es un medio compuesto de
extracto de lactosa, levadura y peptona, componentes que permiten el crecimiento de las
levaduras, al mismo tiempo que significan fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
minerales, es por esto que ambos medios de fermentacion permitieron el crecimiento
celular, quienes concentraron su energia para su crecimiento (Leveau y Bouix 2000).
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En la fermentacion llevada a cabo en ambos medios no existe una fluctuacion significativa
en el cambio del pH, lo que denota que no existi6 mucha actividad por parte del
microorganismo, debido al bajo consumo de lactosa (Zumbado 2005). Se puede atribuir el
bajo rendimiento de etanol a la posible inhibicion en la proceso de fermentacién, esto
pudo deberse a la formacion de otros componentes organicos que se producen en la
fermentacion del suero como glicerol y acido lactico, compuestos a los que se le atribuye
el bajo rendimiento de etanol en un 11.15% en fermentacion del suero crudo (Owais y
Zafar 2006). Otra variable que puede tomarse en cuenta es la busqueda de la temperatura
Optima debido que la tasa de reaccion del microorganismo aumenta con el incremento de
la temperatura hasta el limite maximo que se debe investigar (Dragone et al. 2011).

Cuadro 6. Cuantificacion de etanol, lactosa, pH y crecimiento utilizando C. pelliculosa a
pH de 4.5 en medio enriquecido y suero para la prueba de consumo.

. . Tiempo (' h)
Variable Medio 0 3 52
Lactosa (g/kg) =+ YPL* 47.52+1.05%  46.61+0.99°%)  42.36 +1.44°™)
DE?® Suero 55.37 £0.20%Y) 59,13 + 2.50°*Y) 69,76 + 1.85*")
CV (%) 1.75 5.13 3.87
Etanol (g/kg) £ DE~ YPL  0.000 + 0.000”  0.084 +0.003* 0.082 + 0.021%"
Suero  0.000 +0.000“  0.085 + 0.000°™ 0.079 + 0.000°"
CV (%) - 2.45 26.16
Crecimiento (Log YPL  6.69+0.03*"  692+0.17%") 727 +0.22%%
células/ml) + DE Suero  6.85 % 0.05% 7.33+0.01%Y) 767 +0.00°%
CV (%) 0.38 2.51 1.85
pH + DE YPL  450+0.01% 450 #0.03%% 4.60+0.18*™
Suero  453+0.01*%  450+0.01*")  453+0.02°
CV (%) 0.22 0.22 1.86

DE?: Desviacion estandar, a-c Medias con diferente letra en la misma fila son significativamente
diferentes (P < 0.05), X Y Medias con diferente letra en la misma columna son significativamente
diferentes a través del tiempo (P <0.05), YPL®: Extracto de levadura 10 g L™, bactopeptona 10 g
L* ylactosa20 g L™

Los parametros cinéticos obtenidos para C. pelliculosa se visualizan hasta la sexta hora
(Cuadro 7), esto debido a que después de este punto el método sobreestimé la
cuantificacion de lactosa, incluso mas que la inicial en el suero. Se puede asumir que
existié una sobreestimacién de lactosa en el suero debido a que existen diferentes
nutrientes que componen este medio, en comparacion del medio YPL que solo contiene
lactosa en su composicién como azlcar disponible.
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La mayor tasa de crecimiento se reporté a las dos horas con un valor de 0.247 h™, esta
tasa de crecimiento coincide con el mayor rendimiento de etanol que fue igual a 0.044 g
etanol/g lactosa. El rendimiento obtenido en las primeras dos horas es muy lejano al
tedrico 0.538 g/g que describe Silveira et al. (2005), el Yp;s obtenido en las dos horas
representaria 8.17% de etanol producido en base al valor tedrico esperado. En el medio
YPL el rendimiento obtenido es 66.72% de etanol entre las 0-8 horas, esto pudo deberse a
que los compuestos que inhiben la produccion de etanol no estan en concentraciones
similares en las del suero en los diferentes intervalos de tiempo. Sobre una base
estequiométrica, un mol de glucosa debe producir tedricamente dos moles de etanol. Sin
embargo, en la préctica no se logra muy a menudo esta relacion, debido a la produccion
de biomasa y la sintesis de compuestos, tales como proteinas, lipidos y polisacaridos,
junto con productos metabolicos como glicerol, ésteres, aldehidos y cetonas (Pachal y
Stewart 1980).

Segun Dijelal et al. (2006) en un estudio donde se utilizé la levadura Hansenula anomala
para la produccion de etanol y glicerol en un medio de alta salinidad, se observo que esta
levadura para lograr disminuir la actividad de agua, su metabolismo realiz6 una
competicion entre las vias que condujeron a la produccion de glicerol y etanol
originandose una competencia entre la cesacion de la produccion de etanol, durante el
estado estacionario antes de la produccion de glicerol. El ajuste osmético se produjo
durante el crecimiento, la produccién de glicerol durante el estado estacionario puede
estar claramente relacionada con otro mecanismo que no sea el osmotico, sino la
excrecion de un mecanismo de fermentacién para garantizar energia para el
mantenimiento de las células de la levadura.

En otro estudio realizado, se evaluaron los factores que afectaron el rendimiento en la
produccién de etanol para Candida pseudotropicalis los cuales fueron temperatura,
concentracion de lactosa, indculo de activacion y pH inicial. Los factores mas relevantes
que afectaron la produccion de etanol fueron la concentracion de lactosa y el pH inicial.
Concentraciones de lactosa en un 5% obtuvo un Ypsigual a 0.37 g/g con rendimiento de
68.7% a un pH 5.5 durante 48 horas. El pH de 3 obtuvo el menor rendimiento igual a 0.37
g/g de etanol, los pH 5 y 5.5 obtuvieron 0.49 g/g durante 48 horas de fermentacion
(Szczodrak 1997).

Cuadro 7. Pardmetros cinéticos para C. pelliculosa en suero con pH inicial de 4.5.

Tiempo Yy’ (Log Yeis' (g 05" (g lactosa/

)’ At p®(h') £ DE célula/g lactosa) etanol/g Log ceélulas) +
+ DE lactosa) + DE DE

2 2 0.247+£0.141 0.053£0.000 0.044 £0.018 0.032 £0.034

4 2 0.139+0.048 0.527 £0.628 0.003 +£0.004  0.005 £ 0.006

6 2 0.091+0.034 0.582+0.769 0.004 £0.004  0.038 +0.052

Tiempo (h)t: Tiempo de fermentaciéon, u’ (h™): Tasa de crecimiento, Yxs® . Rendimiento de
células por utilizacién del sustrato, Yes" . Rendimiento de etanol por consumo de sustrato, qs":
Tasa especifica de sustrato por el organismo.
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La tasa de crecimiento mas alta en el suero ocurre en las primeras dos horas, mientras que
en el medio YPL para los intervalos de 0-8 y 8-24 horas presentaron tasas de crecimiento
bajas comparadas a las seis primeras horas en el suero (Cuadro 8). En un estudio realizado
con la levadura K. marxianus la tasa de crecimiento méas alta fue 0.157 h™ se encontré
entre la sexta y octava hora en la fase exponencial, utilizando como medio suero crudo
(Owais y Zafar 2006). Esta tasa de crecimiento fue menor a la que presentd Candida
pelliculosa lo que indica que la levadura puede adaptarse rapidamente a las condiciones
del lactosuero.

En un estudio realizado por Zafar y Owais (2006), para K. marxianus demuestra que a
partir de las 6-8 horas de fermentacion se observo un decrecimiento en la tasa de consumo
de lactosa, esto pudo haber sido causado por la acumulacién de lactosa dentro de la célula,
ademas en otros puntos se pueden aumentar dicha tasa debido al incremento metabdlico
antes de su muerte. El descenso de la tasa de velocidad de consumo se puede observar
para L1 pH 4.5 en suero, donde se visualiza que la tasa de consumo de sustrato fluctia.

Cuadro 8. Pardmetros cinéticos para C. pelliculosa en YPL" con pH inicial de 4.5.

Yys®(Log Yers" (g qs" (g lactosa/

Tiempo(h)t At p®(h?) +DE células/g etanol/g Log células) +
lactosa) £ DE  lactosa) + DE DE

8 8 0044+0.034 1.033+1.430 0.359+0.471 0.070 £ 0.098

24 16 0.079+0.019 0.233+0.227 0.006 +0.008 0.021 £ 0.022

YPL": Extracto de levadura 10 g L™, bactopeptona 10 g L™ y lactosa 20 g L™, Tiempo (h)k:
Tiempo de fermentacion, p® (h™"): Tasa de crecimiento, Yyxs® . Rendimiento de células por
utilizacion del sustrato, Yps* . Rendimiento de etanol por consumo de sustrato, gs: Tasa especifica
de sustrato por el organismo.
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4, CONCLUSIONES

Las levaduras aisladas fueron identificadas como Candida pelliculosa, Saccharomyces
cerevisae 1y Saccharomyces cerevisae 2.

La levadura Candida pelliculosa obtuvo la mayor media de produccion de etanol con
0.103 g/kg en 24 horas de fermentacion, pero la produccion de etanol no fue
significativamente mayor que Saccharomyces cerevisae 2 y Saccharomyces cerevisae
1 (control).

Se evaluaron los parametros cinéticos hasta la sexta hora para Candida pelliculosa a
pH 4.5, donde la mayor tasa de crecimiento fue 0.247 h™ que coincidié con el mayor
rendimiento de 0.044 g etanol/g lactosa en el intervalo de 0-2 horas en el lactosuero.

La levadura Candida pelliculosa fue capaz de consumir lactosa y producir etanol con
bajos rendimientos, debido a que enfocé la energia producida en su crecimiento
celular.
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S. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis superficie respuesta para Candida pelliculosa para encontrar las
condiciones éptimas para la produccion de etanol.

Realizar otros estudios en la fermentacion del suero con cepas fermentadoras de
lactosa que son utilizadas en la industria garantizando la ausencia de oxigeno para que
de esta manera la levadura se vea forzada a la produccion de etanol.

Realizar los futuros estudios en biorreactores para controlar y monitorear el proceso
de fermentacion.

Revisar o utilizar otro método para la cuantificacion de lactosa en la fermentacion del
lactosuero.
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7. ANEXOS

Aneﬁ) 1. Cromatograma para tiempo de elucion de metanol y etanol.
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Tiempo de elucién de metanol 2.061 min.
Tiempo de elucion de etanol 2.540 min.
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Anexo 2. Cromatograma para tiempo de elucién de lactosa.

P
4000 T
3000
2000 4
[}
1 g
1000 1 =
1 o
8]
' s = = ]
D -
] L T T T T T T L T T T T
4 i i 10 12 14 16 min
Tiempo de elucion de lactosa 11.817 min.
Anexo 3. Cromatograma para tiempo de elucion de galactosa.
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Tiempo de elucion de galactosa 14.906 min.
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Anexo 4. Cromatograma para tiempo de elucion glucosa.
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Tiempo de elucion de glucosa 13.534 min.

Anexo 5. Cromatograma donde se indica el cambio del tiempo de elucion de la lactosa.
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Tiempo de elucion de lactosa 14.013 min.

Anexo 6. Curva de calibracion del método de etanol cuantificado por GC.
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Anexo 7. Cuantificacion de lactosa de las dos curvas de cinética de crecimiento.
Tiempo Lactosa 1 Lactosa 2 Promedio  Desviacion CV (%)
(h) (9/kg) (9/kqg) (9/kq) estandar
0 55.51 55.22 55.37 0.20 0.37
2 54.10 52.79 53.45 0.93 1.73
4 53.91 51.69 52.80 1.57 2.97
6 49.21 51.64 50.42 1.72 3.40
8 60.90 57.37 59.13 2.50 4.23
10 64.25 65.55 64.90 0.92 1.42
12 65.32 71.17 68.24 4.14 6.06
14 68.04 62.02 65.03 4.26 6.55
16 69.94 75.13 72.53 3.67 5.06
18 75.40 73.69 74.54 1.21 1.62
20 71.80 68.73 70.26 2.17 3.09
22 67.94 69.65 68.80 1.21 1.76
24 68.45 71.06 69.76 1.85 2.65
48 68.99 72.53 70.76 2.50 3.54

28



Anexo 8. Cuantificacion de etanol de las dos curvas de cinética de crecimiento.

Tiempo Etanol 1 Etanol 2 Promedio DeS\{iacién CV (%)
(h) (9/kQg) (9/kQ) (9/kQg) estandar

0 0 0 0 0 0
2 0.08 0.08 0.08 0.00 3.19
4 0.08 0.08 0.08 0.00 2.78
6 0.09 0.08 0.08 0.00 2.55
8 0.09 0.09 0.09 0.00 0.27
10 0.09 0.09 0.09 0.00 2.14
12 0.09 0.09 0.09 0.00 0.41
14 0.07 0.07 0.07 0.00 0.61
16 0.08 0.07 0.07 0.00 1.57
18 0.08 0.07 0.08 0.00 4.08
20 0.08 0.08 0.08 0.01 5.80
22 0.08 0.09 0.08 0.01 7.39
24 0.08 0.08 0.08 0.00 0.39
48 0.08 0.08 0.08 0.00 0.67
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