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La investigacion tuvo como objetivo determinar el rendimiento maximo de proteina
unicelular en funcion de tres tipos de suero de leche: suero a base de queso mozzarella,
queso fresco y requeson, tras un proceso de fermentaciéon que utilizé levaduras del
género Kluyveromyces Marxianus en conjunto con la nutricion de minerales como sulfato
de amonio, sulfato monopotasico y magnesio. El proceso de fermentacion para la
obtencion de biomasa se mantiene a una temperatura de 39°C y luego de 72 horas se logra
maximizar el porcentaje de proteina unicelular en las muestras analizadas. Los resultados
arrojados por el método de Kjeldahl muestran la presencia de 6,95; 6,45y 10,4% (N*6.38)
de proteina en los sueros de queso mozzarella, requeson y fresco respectivamente, el suero
de queso fresco es seleccionado como el mejor tratamiento para la obtencidn de este
nutriente que permite a la industria alimentaria, cosmética y farmaceutica incorporarla en

nuevos productos funcionales que beneficien a la salud de quienes la consumen.
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Abstract

The study aimed to determine the maximum yield of unicellular protein based on three
types of whey: whey based on mozzarella cheese, fresh cheese and cottage cheese, after
a fermentation process that uses yeasts of the genus Kluyveromyces Marxianus in
conjunction with the nutrition of minerals such as ammonium sulfate, monopotassium
sulfate and magnesium. Obtaining biomass during fermentation is kept at a temperature
of 39 ° C and after 72 hours it is possible to maximize the percentage of unicellular protein
in the samples studied. The results obtained by the Kjeldahl method show the presence of
6.95; 6.45 and 10.4% (N * 6.38) of protein in mozzarella, cottage cheese and fresh cheese
whey respectively, fresh cheese whey is selected as the best treatment to obtain this
nutrient that facilitates the food industry , cosmetics and pharmaceuticals incorporate it
into new functional products that benefit the health of consumers.

Key Words: Buttermilk, Fermentation, Protein, Yeast, t de studen, DBCA
Introduccion

En la actualidad la industria lactea se posesiona como uno de los sectores mas fructiferos
alrededor de la escala mundial, debido a la produccion masiva de leche, desde el punto
de vista global la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) indica que la produccién ha aumentado en mas del 59 por ciento,
pasando de 530 millones de toneladas en 1988 a 843 millones de toneladas en 2018, se
conoce también segun cifras del Banco Mundial que la India es el mayor productor
mundial de leche, con el 22 por ciento de la produccion total, seguido por los Estados
Unidos de América, China, Pakistan y Brasil. (FAO, 2020), en el caso particular de
América Latina el incremento de produccion se debe a los grandes volimenes de
exportacion que han manejado desde el afio 2011 (78.7 millones de toneladas) al 2020
(93.8 millones de toneladas), en el caso particular de Ecuador la produccién de leche se
concentra en la provincia de Pichincha, Azuay Cotopaxi y Chimborazo con méas de 845
000, 561 000, 484 000 y 458 151 litros/afio, respectivamente es asi como la region de la
sierra andina abarca el 64% de la produccion nacional, mientras que la region Costa ocupa
el 30%, y la region Oriental mantiene un 6%. (Crespo, Carrasco, Aimacafia, & Chavez,
2019).
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Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, el 73% de la leche que se produce
(3,86 millones de litros) se destina a la comercializacion y con ello a la produccion
mayoritaria de quesos, mantequilla y yogurt (INEC, 2016) situacion reflejada en la
provincia de Chimborazo con la fabricacion de yogurt, leche pasteurizada y quesos
(Luque A., 2018)

La produccion de quesos utiliza 1,2 millones de litros diarios de leche y esto origina 900
000 litros de suero, pero solo un 10% se utiliza en la industria lactea. (Comercio, 2018),
El lactosuero retiene la mayor cantidad de nutrientes, es por eso que posee un alto poder
contaminante alcanzando valores de la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) que oscilan
entre 30000-50000 mg/l segun (Pais, y otros, 2017). No obstante, la mayoria de los paises
que transforman la leche en productos de consumo diario no realizan una adecuada
reutilizacion del suero y generan residuos solidos y liquidos convirtiéndose en medios de

contaminacion para el entorno global. (Montero, 2013),

La eliminacion del suero se debe entre otros aspectos, al desconocimiento de algunos
productores sobre las bondades nutricionales de este subproducto (Zambrano & Lopez,
2018) y a la dificultad para acceder a las tecnologias apropiadas para su manejo y
procesamiento, pues hasta la presente fecha no existen fabricas que utilicen el recurso
para la produccion de otros alimentos. (Poveda, 2013). El suero contiene alrededor de
55% de los nutrimentos de la leche y cerca de un 20% de sus proteinas, estas se
caracterizan por poseer un gran valor nutritivo y sus funciones aportan propiedades de

tipo funcional (Comercio, 2018)

Por tal motivo el objetivo de la investigacion es determinar el rendimiento maximo de
proteina unicelular en funcion de tres tipos de suero de leche: suero a base de queso
mozzarella, queso fresco y requeson, tras un proceso de fermentacion que utiliza
levaduras del género Kluyveromyces Marxianus en conjunto con la nutricion de minerales
para potenciar la presencia de proteina, con ello proponer a la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética la inclusion del elemento en el procesamiento de nuevos
productos y alimentos como galletas, suplementos alimenticios, balanceados (Chacon,
2004), potenciadores de sabor de alimentos como sopas, cereales, consomés, salsas,
saborizantes y como aporte funcional de productos carnicos (Zumbado, 2005), ademas de
incentivar la creacion de nuevos emprendimientos que solidificaran la matriz productiva

y econdmica no solo de la provincia y region sierra sino de todo un pais.
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Metodologia

El estudio fue cuantitativo, experimental y transversal, en funcion al tipo de investigacion,
manipulacion de variables y linea de tiempo respectivamente. (Herndndez, Fernandez y
Baptista, 2014) (Patten y Newhart, 2017)

Materiales y Métodos
Se utilizo suero de leche (derivado de la elaboracion de queso mozzarella, fresco y

requeson), fermentadores, pHmetro (analisis de ph), pipeta (analisis de acidez en el
suero), aparato ECOMILK (lectura de proteina), brixometro (medicion de azucar en el
suero), termdémetro (andlisis de temperatura), incubadora de espumaflex (para
fermentacion de levaduras), minerales (sulfato de amonio, sulfato monopotéasico y
magnesio). levaduras (Kluyveromyces marxianus), estandarizadora (para separacion y
obtencion de proteina), bitdcora para registro de las cantidades de proteina, tubos de
ensayo, asas de siembra, agar YM, papel craft, incubadora de crecimiento de levaduras y

clorafenicol.

Las pruebas fisico quimicas del suero de leche utiliz6 la normativa NTE INEN 2594:2011
y los métodos de ensayo respectivos para proteina (método NTE INEN 16), cenizas (NTE
INEN 14), acidez (NTE INEN 13) y pH (NTE INEN 2594:2011).

Localizacion del estudio
El procedimiento experimental y de analisis se desarroll6 en la Planta de Lacteos “San

Salvador”, Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad Nacional de Chimborazo
y Laboratorio de la Universidad Técnica de Ambato LA CONAL.

Procedimiento de extraccién de la proteina
Para la obtencién de proteina unicelular a partir de la fermentacion de suero &cido de

queseria se utilizaron 40 L de suero proveniente de la elaboracion de queso mozzarella,
fresco y requeson, ubicados en fermentadores para la medicion de pH, acidez, grasa. El
pH fue estabilizado con &cido citrico para obtener un valor de 4.5 aproximadamente,
seguido se adiciond minerales al suero de leche como: sulfato de amonio (1 g/L), sulfato
monopotasico (1 g/L) y magnesio (0.5 g/L), previo proceso de mezcla se realizé una

pasteurizacion hasta llegar a los 65°C, el enfriamiento llegd a los 43°C y se coloco
levaduras del género Kluyveromyces marxianus para su fermentacion en una incubadora
a temperatura de 39 a 43 °C por 72 horas, finalmente para la extraccion de la proteina
unicelular se utiliz6 una estandarizadora de 10 a 15 minutos. Es importante destacar que
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para el experimento presente las levaduras fueron conseguidas luego de realizar una
inoculacion que poseia un crecimiento total elevado de hongos microscopicos
unicelulares sobre la superficie inclinada del agar YM, donde se agregd antibidticos

(cloranfenicol) cada una de 250mg) para inhibicion de microorganismo.

( INICIO )
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Figura 1: Diagrama de Flujo del proceso de obtencién de proteina unicelular
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Disefio estadistico

El anélisis del rendimiento maximo de proteina unicelular (%) después del proceso de
fermentacion utilizo técnicas exploratorias para describir el comportamiento de las
pruebas fisicoquimicas del suero de leche y de la proteina, seguido por un estudio
bivariado que utilizd la prueba T de student para muestras relacionadas en donde se
analizé el aumento en el rendimiento de proteina unicelular luego del proceso de
fermentacion, a través de un disefio en bloques completos (DBCA) se analizo el efecto
del factor tratamiento (Tipo de Suero) que conto con tres niveles: QM: Suero a base de
queso mozzarella, QF: Suero a base de queso fresco, QR: Suero a base de requeson y
factor bloque (Muestra de Suero) que contd con dos niveles: M1: muestra 1y M2: muestra
2 en el porcentaje del nutriente, ademas, un grafico de medias permitid elegir el
tratamiento que maximiza la cantidad de proteina unicelular. La medicién del rendimiento
de proteina unicelular se garantizo tras la lectura de valores arrojados por el equipo
ECOMILK.

Resultados y Discusién

Previo a la adicion de minerales en el proceso de fermentacion se realizaron pruebas
fisicoquimicas del lactosuero recién extraido de los quesos mozzarella, freso y requeson,
las caracteristicas como acidez, pH y proteina cumplieron la norma de calidad NTE INEN

2594:2011 como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Pruebas Fisicoguimicas de los tipos de suero de leche

Caracteristicas Q]IC\/I QxR SF Norma
Acidez (% é&cido lactico) 1,35 0,99 0,81 0,16 - 0,35>
pH 5,9 6,35 5,93 6,8-4,8
Temperatura (°C) 20,05 30,65 338 0
Proteina (%) 2,65 2,4 2,45 0,3-0,8>
Cenizas (%) 1,2 0,625 0,64 0,7-0,7

El suero de queso mozzarella presentd porcentajes superiores en cuanto a la acidez,
proteina y cenizas con valores de 1,35; 2,65 y 1,2 respectivamente, este resultado mostrd
que el tratamiento es rico en nutrientes y minerales, los niveles de pH variaron en los tres
tipos de suero y fue a través de la aplicacion de acido citrico que se logré obtener un pH

bajo, Optimo para la fermentacion de las levaduras. Por otro lado, los niveles de
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temperatura se ajustaron a los rangos establecidos para el proceso de incubacion (20°C a
39°C).

La Tabla 2 de las caracteristicas fisicoquimicas luego del proceso de estandarizacion que
consiste en separar el suero (liquido) del medio sélido (proteina unicelular) evidencio que

el suero liquido perdio nutrientes debido a la desmineralizacion del producto.

Tabla 2: Pruebas Fisicoquimicas luego de la extraccidn de la proteina unicelular

Caracteristicas QJIC\/I SR SF Norma
Acidez (% éacido lactico) 1,52 1,14 0,99 0,16 - 0,35>
pH 3,8 4,25 48 6,8-438
Temperatura (°C) 31,35 30,5 325
Proteina (%) 6,95 6,41 10,4 0,3-0,8>
Cenizas (%) 0,20 0,3 0,44 0,7-0,7

Ademas, se observd que el mayor porcentaje de acidez (1,52) se encontré en el suero de
queso mozzarella, la proteina se maximizo en el suero de queso fresco con 1.02% vy la
menor cantidad de cenizas se encontr6 en el suero de queso mozzarella (0.205%). Los
niveles de pH se encontraron dentro de los rangos correspondientes a un pH &cido que
oscila de 4 a 5y los niveles de temperatura fueron propios del proceso de incubacién
(20°C a 39°C).

La fermentacion del medio sélido que inici6 con la adicién de minerales y levaduras en
las dos muestras (p value muestra 1 = 0,028 / p value muestra 2 = 0,017) consiguid

aumentar el rendimiento de proteina unicelular en los tres tratamientos.

Tabla 3: Rendimiento de proteina unicelular

. Muestra 1 Muestra 2
Tratamiento — - - - - -
Sin minerales Con minerales Sin minerales Con minerales
QM 2,7 5,02 2,6 8,88
QR 2,4 10,6 2,4 2,22
QF 2,5 10,4 2,4 10,4

Tabla 4: Intervalo de confianza del rendimiento de proteina unicelular segun el tratamiento

Desviacién Estandar

Rendimiento del Rendimiento
Tratamiento promedio de . IC
p promedio de
proteina .
proteina

QM 6,95 2,72 4,23 - 9,67

QR 6,41 5,92 0,49 - 12,33

QF 10,4 0 10,4
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La proteina unicelular derivada del suero de queso mozzarella present6 un intervalo de
rendimiento de [4,23 — 9,67]%, superior a 7,65% hallado por (Garcia, Sanchez, &
Ramon, 2018) quien indico que los valores fueron influenciados por los niveles
incorrectos de temperatura durante la fermentacién, por otra parte (Chacon, , 2004),
(Taron, Perez, & Martinez, 2012) y (Garcia, Sanchez, & Ramdn, 2018) mencionaron que
cuando el suero de queso mozzarella es complementado con sales minerales, se garantiza
la nutricion de las levaduras, mucho mas si se desea emplear como alimento humano. En
cuanto al suero de requeson, este presentd un intervalo de rendimiento de [0,49 —
12,33]%, y supera una vez mas al 7,12% encontrado por (Garcia, Sanchez, & Ramén,
2018). El suero de queso fresco present6 un valor maximo de 10,4% dejando a la vista
que este tratamiento consigue el mayor porcentaje de proteina unicelular ya que no tiene
valores de dispersion, (Garcia, Sanchez, & Ramoén, 2018) menciona que lo valores se
deben a la adicion correcta de acido citrico para ajuste del pH y coagulacion idénea de

las proteinas solubles dentro del proceso térmico.

Seguido, se determind el efecto del tipo de suero y muestra sobre la cantidad de proteina
unicelular observada tras la aplicacion del método de Kjeldahl al esperar que al menos
una de las cantidades promedio de proteina cambie, por su parte la Tabla 3 mostr6é que no
existen diferencias significativas en el rendimiento de proteina extraida en funcion del
tipo de suero y muestra ya que los valores p (0,64; 0,32) fueron superiores a una

significancia del 5%

Tabla 5: Andlisis de Varianza del Tipo de Suero y Muestra

Tipo 111 de suma

Origen de cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 24595,833? 3 8198,611 1,480 428
Interseccion 175788,167 1 175788,167 31,734 ,030
Muestra 1633,500 1 1633,500 ,295 ,642
Tipo_de_suero 22962,333 2 11481,167 2,073 ,325
Error 11079,000 2 5539,500

Total 211463,000 6

Total corregido 35674,833 5

Sin embargo, a través de un grafico de medias se pudo observar que el suero de queso
fresco fue el tratamiento que mayor rendimiento promedio de proteina unicelular derivo

de la extraccion (10,4%).
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Figura 2: Medias marginales de cantidad de proteina extraida

Conclusiones

Al fermentar el suero de queso mozzarella, requesén y fresco con levaduras y
minerales se maximizé el rendimiento de proteina unicelular, durante el proceso
el tipo de suero y las muestras seleccionadas no generaron efectos de incremento
del producto, sin embargo fue el suero derivado del queso fresco el que mayor
rendimiento de proteina present6 con un 10,4%.

El porcentaje de proteina encontrado permitird a la industria alimenticia utilizarlo
como elemento esencial para la elaboracion de suplementos y balanceados, a la
industria cosmética para fusionar con productos que coadyuven en la pérdida de
peso y aumento de masa muscular. En el area de la salud su consumo aportara una
mejora en el funcionamiento del organismo por la alta cantidad de aminoacidos
que contiene, ademas, de aportar en el crecimiento del ser humano.

El uso de este suero en la industria ayuda a disminuir la carga contaminante de los
efluentes y contribuye al sector lacteo de pequefias y medianas empresas, en el

incremento de ingresos al generar un beneficio de un desecho inutilizado.
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