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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue la obtencion de bioetanol a partir del
permeado de suero lacteo y la determinacién de las condiciones 6ptimas para el proceso de
fermentacion. Para ello se realizé previamente un proceso de hidrélisis enzimatica utilizando
la enzima f—galactosidasa para desdoblar la lactosa presente en el suero en sus dos azucares
(glucosa y galactosa), y luego la fermentacion utilizando la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

La fermentacion se realiz6 a temperaturas de: 20, 30 y 35°C, y tiempos de 48, 72 y 120 horas
y luego se efectud una destilacion simple. Las variables de proceso temperatura y tiempo se
analizaron en MINITAB 16 donde se obtuvo un p-valor de 0,042 por lo tanto existe un efecto

significativo entre estos dos factores.

De acuerdo a los andlisis estadisticos las condiciones 6ptimas para la fermentacién fueron en
base a la disminucién de °Brix a 20°C por 48 horas con 2.1 °Brix, y de acuerdo al mayor grado
alcoholico a 20°C por 120 horas con 1.15°GL.

PALABRAS CLAVES: suero lacteo, hidrolisis enzimatica, bioetanol, lactosa, fermentacion,

destilacion simple, grados alcohdlicos, grados Brix, temperatura, tiempo.



ABSTRACT

In the present project of investigation, the objective was the obtain bioethanol from permeate
dairy serum and determine the optimal conditions for the fermentation process. For this, It has
been made previously a enzymatic hydrolysis process, using the enzyme $-galactosidase to
unfold the lactose present in the dairy serum in its two sugars (glucose and galactose), and
then the fermentation using the yeast Saccharomyces cerevisiae.

The fermentation was performed out at temperatures of: 20, 30 and 35°C, and times of 48, 72
and 120 hours and then a simple distillation it was done. The variables of temperature process
and time were analyzed in MINITAB 16 where was obtained, a p-value of 0.042 therefore exists

a significant effect between these two factors.

According to the statistical analysis, the optimal conditions for fermentation were based on the
decrease of °Brix, 20°C for 48 hours with 2.1°Brix, and according to the higher alcoholic
strength content 20°C for 120 hours with 1.15°GL.

KEYWORDS: dairy serum, enzymatic hydrolysis, bioethanol, lactose, fermentation, simple

distillation, alcoholic degrees, Brix degrees, temperature, time.



INTRODUCCION

Hoy en dia existen altos indices de contaminacion que ha puesto a todo un estado a exigir
una produccion limpia con alternativas que sean viables para aprovechar los subproductos
obtenidos a partir de la fabricacion de quesos u otros productos del sector lacteo. El lactosuero
es el principal subproducto que genera mayor volumen de produccion, y es considerado un
ingrediente alimentario activo y funcional (De Castro et al., 2017).

A nivel mundial la produccién de queso aumenta anualmente en un 3%, llegandose a generar
cada vez mas este subproducto, con un valor de produccién de 130 millones de toneladas por
afio (Thanasiadis, Oskou, Anellaki, losseoglou, & Outinas, 2002). Lo cual representa un gran
problema, ya que este es considerado como una fuente importante de contaminacion
ambiental no solo por su enorme tasa de produccion global sino también por su alto contenido
de materia organica, exhibiendo una demanda quimica de oxigeno (DQO) 60000-80000 ppm

(Christensen, Kadar, Oleskowicz-Popiel, & Thomsen, 2011).

De acuerdo a la investigacion que ha planteado Grijalva,(2019) en Ecuador existe una
produccion de 1°800.000 litros diarios de lactosuero , que se podrian utilizar para la produccién
de alcohol, en la industria cosmética o alimentaria, y con ello ayudamos a disminuir la

contaminacion.

Asimismo, el suero como producto alimenticio es de gran utilidad ya que posee
aproximadamente un 55 % del total de nutrientes (lactosa, proteinas, vitaminas y minerales),

y el no hacerlo ocasiona un gran desperdicio (Guerra, Castro, & Tovar, 2013).

El suero lacteo, al ser un reservorio de lactosa y otros nutrientes esenciales permiten el
crecimiento de microorganismos, lo cual hace que sea una de las materias primas mas
potentes para la produccién de diferentes bioproductos por medio de la biotecnologia, y de

esta manera generar nuevos productos con valor agregado (Panesar & Kennedy, 2012).

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo de investigacién son el aprovechamiento del suero
lacteo y establecer los parametros de fermentacion para determinar mediante analisis fisico
guimico los volimenes de alcohol producido para la obtencién de bioetanol el cual esta dirigido

a las industrias lacteas que seria una oportunidad para el desarrollo sostenible.

A continuacién, se describen los 3 capitulos. En el primer capitulo la revision bibliogréafica
donde se da a conocer los conceptos especificos. En el segundo capitulo la metodologia en
la que se realiz6 todos los procedimientos con las variables establecidas para el estudio. En

el tercer capitulo los resultados, conclusiones y recomendaciones de la investigacion.



CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA



1.1. Lactosuero

Segun lo establecido por la Norma INEN 2594 (2011) “Es el producto lacteo liquido
obtenido durante la elaboracion de quesos, la caseina o productos similares, mediante
la separacion de la cuajada, después de la coagulacion de la leche pasteurizada y/o
los productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulacion se produce mediante
la accién de, principalmente enzimas del tipo del cuajo”.

1.2. Tipos de lactosuero

1.2.1. Suero dulce
El suero dulce se obtiene de la elaboracién de quesos frescos, durante la coagulacion

enzimatica que se da por el cuajo, principalmente por la renina a un pH de 6,5 (Villarreal,
2017).

1.2.2. Suero acido
El suero &cido se produce a partir de la coagulacion por una fermentacién o adicion de 4cidos
organicos de la caseina, donde existe una disminucién del pH hasta 4.5 , ademas su contenido

en lactosa se ve reducido a causa de la fermentacion lactica (Alvarez, 2013).

Enla Tabla 1. Se refleja la composicidn de los tipos de lactosuero que existen, donde el suero

dulce posee mayor lactosa y proteina a diferencia del acido.

Tabla 1.Composicion de los tipos de lactosuero

Componente Lactosuero dulce Lactosuero
(g/h) acido
Solidos totales 63.0-70.0 63.0-70.0
Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0
Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosfatos 1.0-3.0 2.0-4.5
Lactato 2.0 6.5
Cloruros 1.1 1.1

Fuente: Parra Huertas,( 2009)
Elaborado por: La Autora

1.3. Composicién y caracteristicas del lactosuero

El lactosuero contiene el 90% del volumen de la leche, ademas conserva nutrientes como son
principalmente la lactosa(4,4-5%pl/v), fuente proteina solubles (0,6-0,8% p/v), lipidos (0,4-
0,5% p/v), minerales (calcio, fosforo, magnesio) y vitaminas (complejo B entre otros), sales

minerales (8-10% de extracto seco), &cido lactico (0.05% p/v) y é&cido citrico(Das,



Raychaudhuri, & Ghosh, 2016a). Ademas tiene compuestos biol6gicamente activos y péptidos
bioactivos, definidos como fragmentos especificos de proteinas (Carrasco & Guerra, 2010).

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del lactosuero liquido

Requisitos Suero de leche Suero de leche
dulce acido Método de ensayo
Min. Min
Max. Max.

Lactosa (m/m)% -- 5.0 -- 4.3 AOAC 984,15
Proteina 0.8 -- 0.8 -- NTE INEN 16

lactea(m/m)(1) %
Grasa lactea(m/m) -- 0.3 -- 0.3 NTE INEN 12

%

Ceniza (m/m) % -- 0.7 -- 0.7 NTE INEN 14
Acidez titulable -- 0.16 0.35 -- NTE INEN 13

(calculada como
acido lactico) %
Ph 6.4 6.8 4.8 55 AOAC 973.41

Fuente: INEN 2594(2011)
Elaborado por: La Autora

1.3.1. Proteinas de lactosuero

Las proteinas tienen un alto valor nutricional y sus propiedades funcionales son versatiles en
varios productos alimenticios. Representa el 20% de las proteinas totales de la leche, entre
ellas las principales como la: B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, y otras del suero que incluyen
la inmunoglobulina, albumina sérica y lactoferrina, nutricionalmente son las mas valiosa
debido a su alto contenido de aminoacidos esenciales, especialmente el triptéfano, cisteina,
leucina, valina y lisina que son agentes importantes en el metabolismo. Tiene caracteristicas
Gnicas , como la solubilidad, un amplio rango de pH, siendo favorable con respecto a los
aminoacidos esenciales, posee una funcionalidad diversa, que se convierte como un
ingrediente ideal para formular una amplia gama de productos alimenticios (A. Kilara &
M.Vaghela, 2018).

Tabla 3. Composicion de las proteinas del lactosuero

Proteinas Lactosuero%
B-lactoglobulina 55- 65
a-lactoalbimina 15- 25
Inmunoglobulina 10- 15

Seroalbumina 5-6
Lactoferrina 1-2

Fuente: Pedroza & Ramirez,( 2001)
Elaborado por: La Autora



1.3.2. Lactosa
La lactosa es un disacarido que se encuentran disponible en la leche de vaca a una
concentracion de 4.7 a 5.2% siendo su Unica fuente natural, ligeramente dulce, y es
considerado menos soluble a diferencia de sus otros componentes, estd compuesto de
glucosa y galactosa (CsH1206) donde intervienen una D-(B)-galactopiranosa y una [3-
glucopirana (Garcia, Quintero, & Lopez, 2014).

A su vez puede ser producida por algunos microorganismos como son : Kluyveromyces
fragilesy lactis, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Bacillus stearothermophilus y las bacterias
lacteas (Cambero et al., 1998).

1.3.3. Lipidos
Los lipidos interactiian con las proteinas del lactosuero, la cual contiene aproximadamente el

0,5y 8% de la materia grasa de la leche (Poveda, 2013).

1.3.4. Vitaminas
Contiene algunas vitaminas como el complejo B y otros como la tiamina, riboflavina, acido
nicotinico, acido pantoténico, priridoxina, cobalamina y el &cido ascorbico (Poveda, 2013).
En la siguiente tabla se describe las concentraciones que se encuentran presentes en el

lactosuero donde se refleja con mayor cantidad el &cido pantoténico y acido ascoérbico.

Tabla 4. Concentraciones de vitaminas en el lactosuero

Vitaminas Concentracién
(mg/ml)
Tiamina 0.38
Riboflavina 1.2
Acido Pantoténico 3.4
Acido Nicotinico 0.85
Priridoxina 0.42
Cobalamina 0.03
Acido Ascoérbico 2.2

Fuente : Poveda, (2013)
Elaborado por: La autora

1.3.5. Minerales
El lactosuero posee minerales como son el calcio, fosforo, potasio, sodio y magnesio que se
mantienen aun después de realizar un proceso como el de ultrafiltracion (permeado), y tiene
el 8-10% del extracto seco (Poveda, 2013).

1.4. Hidrdlisis enzimatica

Es un proceso que permite desdoblar la lactosa en sus dos componentes monosacaridos
glucosa y galactosa, con el propdsito de reducir su contenido, a pesar de su valor nutricional,

tiene severas restricciones, y no puede ser metabolizada por algunas levaduras como es la

7



Saccharomyces cerevisiae, porque esta cepa carece de beta D-galactosidasa, y es por ello la
importancia de la hidrélisis enzimatica previo a los procesos de fermentacion alcohélica como
es la obtencion de bioetanol donde se realizan a condiciones de temperatura y pH especificos
(Ambrosi, Polenta, Gonzalez, Ferrari, & Maresca, 2016; lllanés, 2011).

CH,OH

LACTOSA | o, oH GLUCOSA
CHOH OH CH,OH
OH o O\—/ }—0_ OH
Lo ’ OH  Lactasa \O“ /‘
N’ \ HO
OH +HO OH
CH,OH B
OH O OH
< OH ,
Nl
GALACTOSA Oy

Figura 1: Estructura de la hidrolisis de la lactosa
Autor: Antezana, (2015)
Elaborado por: La autora

1.4.1. Glucosay galactosa
Son monosacaridos o también conocidos como azucares libres que se encuentran formados
por seis &tomos de carbono con su férmula molecular CsH120s, ambos azlicares cumplen
roles importante en la fermentacién suministrando energia la cual permite que las levaduras
interactlen, en el caso de la Saccharomyces cerevisiae tiene una preferencia por la glucosa,
aungue la galactosa también se degrada junto a la glucosa (Coelho, Berry, & Rubio-Gozalbo,
2015).

1.5. Aplicaciones industriales

El suero lacteo, es una fuente de proteinas, carbohidratos y tiene un alto valor nutricional,
donde intervienen procesos fisicos como evaporacién, secado por aspersion y secado por
congelaciéon para convertir este subproducto en polvo, proteina de suero concentrada,
proteina de suero aislada para poder ser utilizada como agente saborizante, gelificante,
espesante, espumante dirigido para las industrias de pasteleria, confiteria y pueda ser
remplazado por otro ingrediente. Ademas se puede afiadir a la produccién de férmulas para
nifos, adultos mayores, bebidas deslactosadas destinadas a las personas intolerante a la
lactosa, y la produccion de bioetanol (De Castro et al.,, 2017; Krolczyk, Dawidziuk,

Janiszewska-Turak, & Sotowiej, 2016).



1.6. Proceso de la obtencion del permeado

Es un proceso de ultrafiltracion por membranas como WPC (Whey Protein Concentrate) que
es utilizada para la separacion de las proteinas del suero y como resultado obtener un
producto con valor agregado, rico en lactosa agua y minerales con una concentracion de 11%
de soélidos totales (Regenhartd, 2010).

La ultrafiltracion se ha incluido en procesamiento de la industria alimentaria que hace posible
una mejor calidad en algunos productos lacteos, y se convierte en una parte esencial, su
funcion principal es la separacién y concentracion de componentes mediante una membrana
gue permite el paso y a su vez retiene algunas sustancias acorde a tamafio del liquido filtrante
(Atra, Gyula Vatai, Molnar-Bekassy, & Balint, 2005). Existen varios procesos de acuerdo al

tamafio de particulas a continuacion se menciona las que se utiliza.

Tabla 5. Tamafo de membranas

Procesos Tamafno Presion(bar)
Microfiltraficion (MF) 0.1-5 um 0.1-3
Ultrafiltracién (UF) 5-100 nm 1-10
Nano filtracion (NF) 1-5nm 10-50
Osmosis Inversa (O) —ceeeeee 10-100

Fuente: Camacho,( 2009)
Elaborado por: La Autora

1.7. Aplicaciones industriales del permeado de suero

Existen algunas opciones para la utilizacion del permeado de suero que representan una parte
importante en las industrias de procesamiento de alimentos como son: la produccién de 4cido
lactico, produccion de fermentos, obtencién de jarabes edulcorantes por medio de la hidrélisis
de la lactosa, obtencién de proteinas unicelulares y la utilizacion del suero como fertilizante

(Marella, Muthukumarappan, & Metzger, 2013).

1.8. Fermentacién alcoholica

Es un proceso antiguo que se da por accién oxidativa de substrato por la actividad de algunas
levaduras como la Saccharomyces cerevisiae. A continuacion, se describe la siguiente

ecuacioén quimica:

GLUCOSA 2ETANOL 2DIOXIDO DE CARBONO

[ CeH1206 ] ‘[ 2 C2HsOH ]' [ 2CO2 ]




La fermentacion alcohdlica se da a partir de ruta anaerobia donde utilizan levaduras y
azucares para ser transformados en alcohol y diéxido de carbono (CO.) que se desprende de
una forma gaseosa, existe una reduccion de los compuestos NADH/NAD+ y NADHP/NADP+
por la via de la glucdlisis y se transforma en moléculas de &cido pirtvico(piruvato) y la
produccion de ATP(trifosfato de adenosina) siendo descarboxilalado por la enzima piruvato a
moléculas acetaldehido (CHs-CHO ),produciendo como producto final el etanol (Vargas Marin,
2017).

,elu:ose
2 NAD*

2 ADP )
2-—> (—.zm+zH+ 2|NAD"

2 x pyruvate

glycolysis

(@] O
X 7 NAD"
C regeneration
HC=O0
C=0 (|
CH 2H* CHy
2 x acetaldehyde H.C —OH
CH,
2 x co, 2 %, ethanol

Figura 2: Esquema general de la fermentacién alcohdlica
Fuente : L6pez,(2016)
Elaborado por: Lépez,( 2016)

1.9. Levaduras

Son un grupo de microorganismos que pertenecen a la division de hongos que se reproducen
por gemacion o fisién, tiene una gran importancia en la biotecnologia porque son utilizados en
procesos fermentativos (cerveza, sidra, vino y destilados) y panificacion, y contiene varios
microorganismos, que comparten relaciones simbidticas (Bekatorou, Psarianos, & Koutinas,
2006). Existen microorganismos para la produccién de bioetanol a partir de la fermentacién
del suero lacteo, como son las cepas de C. pseudotropicalis y Kluyveromyces especies que

son capaces de metabolizar directamente la lactosa (Das, Raychaudhuri, & Ghosh, 2016b).

1.9.1. Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae pertenece al grupo de microorganismos que es utilizada para los
procesos industriales lo que permite producir hasta un 20%(v/v) en la fermentacion alcohdlica,
tiene capacidad a desarrollarse en condiciones Optimas a un pH entre 4 a 6 y puede crecer
en un rango de temperatura de 20 a 35 °C, sin embargo, no puede metabolizar la lactosa,
debido a que obtiene energia desde la glucosa mediante un proceso de hidrolisis. Se estan

empleando diferentes enfoques para crear cepas disefiadas genéticamente que pueden
10



metabolizar la lactosa, esto se fomenta aln méas debido a que S. cerevisiae es el
microorganismo de eleccion mas comun en la fermentacion a nivel industrial del alcohol, y su
buena capacidad de rendimiento fermentativo, asi como a su rapidez y tasa de crecimiento

(Domingues et al., 2010; Suarez, Garrido, & Guevara, 2016).

1.9.2. Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces marxianus ha sido considerada como la levadura més utilizada para la
obtencion de etanol porque es capaz de hidrolizar la lactosa, y se desarrollan a una
temperatura entre 30-38°C con un rango de pH 4,5-5, obteniendo como resultados diferentes
componentes como; etanol, glicerol, enzimas y proteina unicelular se puede aislar de varios
productos lacteos y fermentaciones espontaneas utilizados en procesos con lactosuero;
fermenta azucares como: lactosa glucosa, xilosa, galactosa, sacarosa, rafinosa. Posee rasgos
fenotipicos como la termotolerancia mejorada, la produccion de enzimas [-galactosidasa e

inulinas, Kluyveromyces lactis (Qi & Onwulata, 2011).

1.10. Ciclo de crecimiento de las levaduras

El ciclo de crecimiento de las levaduras permite determinar el desarrollo a través de diferentes

fases con respecto al tiempo, se describen a continuacion.

LATENCIA EXPONENCIAL ESTACIONARIA MUERTE

LAG LOG

LogN

recimiento neto o >0 o <0

f tiempo

Figura 3: Curva de crecimiento de las levaduras
Fuente: Vargas Marin,( 2017)
Elaborado por: Vargas Marin,( 2017)
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Tabla 6: Fases de crecimiento de las levaduras
Fase de latencia En esta fase las levaduras se adaptan al medio de fermentacién, sin

aumentar su reproduccion celular.

Fase exponencial Las levaduras comienzan a crecer exponencialmente donde existe

un maximo de 4 a 5 generaciones de células.

Fase estacionaria Las levaduras es esta fase no se multiplican, permanece la
poblacién estacionaria y se activa por cierto tiempo. En esta fase se
determina dos parametros importantes como es la cosecha

maxima y rendimiento.

Fase de muerte Las levaduras disminuyen poco a poco, debido a que se
transforman los Ultimos azucares presentes del mosto, las células
mueren y comienzan a excretar al medio todas los nutrientes que

contiene.

Fuente:(Vargas Marin, 2017)
Elaborado por: La autora

1.11. Condiciones en el proceso de fermentacion

1.11.1. Temperatura
La temperatura es uno de los factores importante para el proceso fermentativo en que alguna
de las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae se reproducen a un rango especifico de
30 a 35°C generando eficiencia en la velocidad de crecimiento, cuando se expone a
temperaturas mayores afecta notablemente su crecimiento microbiano produciendo de

inmediato su muerte (Nieto Galarza, 2009).

1.11.2.pH
El pH es de gran influencia en el crecimiento microbiano para algunos microorganismos como
son las levaduras que se desarrollan en un rango especifico de 4.0 a 6.0 . Si existe un aumento
de pH puede afectar su composicién de la superficie microbiana y la floculacién de la biomasa

gue involucran acidos y bases (Fajardo & Sarmiento, 2007).

1.11.3.Grados Brix
Los °Brix son utilizados en las industrias de alimentos para determinar los sélidos disueltos
expresados en sacarosa, es importante la concentracion de los azucares antes de la

fermentacion porque puede afectar en la actividad microbiana (Nieto Galarza, 2009).
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1.12. Etanol

El etanol (alcohol etilico) es un liquido transparente e incoloro, volatil, biodegradable de baja
toxicidad y causa poca contaminacion ambiental , con un agradable olor caracteristico llevado
una temperatura de ebullicibn de 78°C, es producido por un proceso de fermentacion
anaerdbica que intervienen levaduras que al alimentarse de los azlcares se transforman en

alcohol, gas carbonico e energia alternativa (Qazizada, 2016).

1.13. Destilacion simple

La destilacion simple es un método fisico que se caracteriza por la separacion de las
sustancias mas volétiles de las menos volatiles en una mezcla de varios liquidos alcohol y
agua al ser sometidos al calor en un proceso de evaporacion y mediante el refrigerante se da

la condensacién con una temperatura de ebullicién de 78°C (Madrid Vicente Antonio, 2013).

1.14. Grado alcohdlico

Segun la Norma INEN 340(2016) “relacién entre el volumen del alcohol etilico (etanol)
contenido en una mezcla hidroalcohdlica, medido a temperatura de 20 °C y el volumen total

de la mezcla medido a la misma temperatura, expresado en fraccion volumétrica (%)”.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Diagrama de la investigacion

En el diagrama se describe la metodologia que se realiz6 en el proyecto de

investigacion.

Suero Permeado Dulce

!

Ajustar a pH: 6.7(Bicarbonato de
Suero Hidrolizado .| sodio). Bafio Maria a 40°C por 4
horas, inactivacion de la enzima
a 93°C por 10 min.

L

Fermentacion

Temperatura: 20,30 y 35°C
Tiempo: 48 ,72 'y 120 horas

°Brix inicial: 5.7

{

(Saccharomyces cerevisiae)

L

Destilacion Simple

|

Andlisis fisicoquimico del

etanol

llustracion 1.Diagrama de investigacion
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

La experimentacion de este proyecto se llevé a cabo en el Laboratorio Docente de
Tecnologia de Alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

2.2. Materia Prima

La materia prima que se utiliz6 para el proyecto de investigacion fue el suero
permeado dulce obtenido de una empresa procesadora de productos lacteos que se
encuentra ubicada en la provincia Pichincha, la cual cumplié los requisitos
establecidos por la ficha técnica (Anexo A).
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2.3. Proceso de hidroélisis

La hidrdlisis de la lactosa se realiz6 debido a que la fermentacién no podia interactuar
con el proceso directo. Para ello primeramente se ajust6 el permeado de suero a un
pH de 6.7 haciendo uso del bicarbonato de sodio, luego se agreg6 la enzima 8 —
galactosidasa (Mayalac 5000), y se coloc6 en bafio maria con agitacibn(magnetos) a
una temperatura de 40°C durante cuatro horas. A continuacion, se describe las
condiciones de la enzima.

Tabla 7. Condiciones de la enzima f—galactosidasa (Mayalac 5000).

Dosis de Ha- Tiempo de Temperatura de Grado de
Lactase (ml/L) Reaccion(horas) reaccion(°C) Hidrdlisis(%)
0.36 4 40 80

Fuente: Ficha Técnica Mayalac 5000
Elaborado por: La autora

Figura 4: Hidrélisis en bafio maria
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

Una vez realizado el proceso de hidrélisis, se da un tratamiento térmico a una de

temperatura de 93°C por un lapso de 10 minutos con la finalidad de inactivar la
enzima 3 —galactosidasa y asi evitar que siga actuando.

16



Figura 5: Tratamiento térmico del suero hidrolizado
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

2.4. Fermentacion

Para la fermentacion inicialmente fue necesario activar la levadura, lo cual se

describe a continuacion:

Se peso6 2.5 gramos de levadura Saccharomyces cerevisiae en 100 ml del sustrato

(suero hidrolizado) a una temperatura constante de 30°C hasta la activacion.

Luego de la activacion se agrega 400ml de sustrato a un matraz Erlenmeyer y se
cerrd con un tapén y airlock para mantener las condiciones anaerobias, finalmente
se deja fermentar; todo esto se repitid para los tratamientos ya establecidos a

continuacion.

Tabla 8. Parametros de fermentacion

Temperaturas(°C) Tiempo(horas)
20 48
30 72
35 120

Fuente: La autora
Elaborado por: La autora
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Figura 6: Fermentacion en bafios maria
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

2.5. Destilacion

Se tomaron 250 ml de la muestra después de la fermentacion a temperatura
constante de 20°C durante 20 minutos, que fueron medidos en un bal6n de aforo, se
vierten en el balén de destilacion de 500ml adicionando unos nucleos de vidrio para
gue no se produzca un sobrecalentamiento. Se tomaron las debidas precauciones
con la temperatura que no sobrepase los 78°C cuando comienza el proceso de
destilacién. En el recipiente recolector se afiaden previamente 10ml de agua
destilada para luego completar con un volumen de 250 ml y homogenizar para luego
hacer la medicién (INEN 340,2016).

Adicionalmente se realiz6 un blanco para verificar si existen pérdidas el proceso de

destilado, el cual consiste en una solucién agua—alcohol a 35°GL.

Figura 7: Proceso de la destilacion simple
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora
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2.6. Andlisis fisicoquimicos

2.6.1. Grados Brix
Se determind segun la AOAC 932.12 utilizando el refractometro digital 30PX marca

Mettle Toledo, previamente calibrado los resultados se expresa en °Brix (Horwitz &
Latimer., 2005).

Figura 8: Medicion de los °Brix
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

2.6.2. Grado alcohoélico

Se determiné el grado alcohdlico a cada tratamiento utilizando el equipo Mettler

Toledo Densito 30 PX y se expresé en (vol%). Y en base a lo establecido por la INEN
340 (Anexo C).

Figura 9: Medicion de °GL
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora
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2.7. Analisis estadistico

Para los andlisis se realiz6 un disefio factorial con dos factores, tres niveles y tres
réplicas, lo cual permiti6 el orden aleatorio de los tratamientos, y un andlisis de
varianza(ANOVA) para determinar si existe diferencia significativa en las variables
(temperatura y tiempo), todo esto se desarrollé haciendo uso del paquete estadistico
MINITAB version 16.

Tabla 9. Disefio aleatorio para los tratamientos empleados

Orden Orden  Temperatura Tiempo
Aleatorio de (°C) (horas)
Corrida
8 1 20 120
24 2 35 72
12 3 20 48
15 4 35 48
27 5 30 120
17 6 30 72
5 7 20 120
21 8 35 120
14 9 30 72
10 10 35 48
12 11 35 48
23 12 30 72
26 13 30 120
1 14 20 48
9 15 30 48
4 16 20 120
20 17 20 72
3 18 20 72
2 19 20 72
16 20 20 48
19 21 30 48
7 22 35 72
25 23 30 48
18 24 30 120
11 25 35 120
22 26 35 120
6 27 35 72

Fuente: La autora
Elaborado por: La autora
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Resultados de la Investigacion

En este capitulo se describira los resultados que se obtuvieron en el desarrollo de la
investigacion donde se buscéd las condiciones 6ptimas para la produccion de
bioetanol.

En el proceso de fermentacion se realizaron pruebas con el permeado de suero
directo de lo cual no se obtuvo los resultados esperados, debido a que la
Saccharomyces cerevisiae no puede fermentar la lactosa porque carece de la enzima
B-galactosidasa. Es por ello que luego en base a lo que menciona (Gabardo, Feix,
Manuela, & Rosane, 2015) se desarrollé6 un proceso de hidrélisis enzimatica para
desdoblar la lactosa en glucosa y galactosa y de esta forma realizar la fermentacion

alcohodlica.

El suero hidrolizado inicié con 5.7°Brix en todos los tratamientos y para validar la
funcionalidad del método de destilacion simple se analiz6 un blanco como se
menciond en el apartado (2.5) obteniéndose una pérdida de 3.4% en el proceso de

destilado.

A continuacion, en latabla 9 se pueden observar los valores de los °Brix finales luego

de la fermentacion, y el °GL del etanol obtenido.
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Tabla 10. Resultados de °Brix y °GL de los tratamientos

Tratamientos °Brix °GL
Final
1 2,1 1,2
2 2,1 0,9
3 2,6 0,7
4 2,2 1,4
5 2,4 1,4
6 2,6 1,4
7 2,4 1,4
8 2,6 0,9
9 2,6 1,9
10 2,2 0,7
11 2,9 0,8
12 2,7 0,3
13 2,2 1,2
14 2,7 0,8
15 2,6 1,5
16 2,6 0,5
17 2,4 0,4
18 2,5 0,6
19 2,5 0,6
20 2,6 0,7
21 2,6 0,3
22 2,6 0.4
23 2,2 0.3
24 2.4 0.5
25 2,6 0.7
26 2.4 0.7
27 2,6 0.3

Fuente: La autora
Elaborado por: La autora
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3.2. Andlisis de varianza de las variables de fermentacién

Para determinar si los factores de estudio tienen efecto se analiz6 el analisis de
varianza (ANOVA), donde se obtuvo un valor p < 0,042, lo que indica que la
temperatura y tiempo son factores significativos durante el proceso de fermentacion
lo que se describe a continuacion en la tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de varianza de los factores aplicado

Fuente  GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
8 0,39630 0,04954 2,03 0,102

Modelo
Lineal 4 0,09259 0,02315 0,95 0,460

0,03630 0,01815 0,74 0,490
Temperatura

Tiempo 2 0,05630 0,02815 1,15 0,338

4 0,30370 0,07593 3,11 0,042
Interacciones
de 2 términos

4 0,30370 0,07593 3,11 0,042

Temperatura*
Tiempo
Error 18  0,44000 0,02444
Total 26  0,83630

Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

Segun lo que menciona Nieto Galarza,( 2009). La temperatura y el tiempo son
factores muy importantes en el proceso fermentativo ya que ejercen un marcado
efecto sobre la velocidad metabdlica de las levaduras como la Saccharomyces

cerevisiae Yy del producto final como es el etanol (Nieto Galarza, 2009).
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3.3. Grados Brix en la fermentacion

Grafica de interaccion para Brix
Medias ajustadas

Temperatura * Tiempo Tiempo
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EJ —h 720
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.
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P N

B

Media de Brix

3.2

3.1

200 300 350
Temperatura

Figura 10: Valores de los °Brix después de la fermentacion
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

De acuerdo a la figura 10 se observa que después del proceso de fermentacion

existe una mayor disminucién de °Brix a temperatura de 20°C y 48 horas.

Lin et al.,( 2014) indica que la fermentacion alcohdlica se da a temperaturas de 20 a
35°C donde es considerado un rango especifico para que se puedan desarrollar las
levaduras como la Saccharomyces cerevisiae, las cuales consumen todos los

azucares y nutrientes disponibles del sustrato para transformar a etanol y CO2.

A continuacion, se realizdé una optimizacion de los parametros de fermentacion, de
acuerdo a los resultados que reflejan el menor °Brix para corroborar con lo

mencionado.

3.4. Optimizacién de los °Brix

Los parametros Optimos para la obtencién del °Brix son a una temperatura de 20° C

y 48 horas.
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Figura 11:0Optimizacién de los °Brix en la fermentacion
Fuente: La autora

Elaborado
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Figura 12:Valores de los °GL después del proceso de destilacion
Fuente: La autora
Elaborado por: La autora

La Figura 12 muestra que a 20°C y 120 horas existe mayor concentracién de °GL,
esto pudo haber ocurrido debido a que las bajas temperaturas favorecen a una mayor
concentracién de etanol, porque las vias metabdlicas con estas condiciones
funcionan a una velocidad menor, evitando la saturacién en las primeras fases de la
fermentacién como ocurre a altas temperaturas que ademas de etanol se forman

otros compuestos como el glicerol producto de la fermentacion gliceropirtvica (Nieto

Galarza, 2009).
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CONCLUSIONES

Se logré obtener bioetanol a partir de suero lacteo, contribuyendo esta forma
al desarrollo sostenible en la industria alimentaria.

Las temperaturas de 20,30 y 35 y tiempo 48,72 y 120 horas fueron las
variaciones utilizadas para determinar las condiciones O6ptimas de
fermentacion del permeado de suero lacteo.

Se determinaron como condiciones Optimas para la fermentacion; la
temperatura de 20°C y 48 horas en base al °Brix minimo con 2.1°Brix, y 20°C
y 120 horas de acuerdo al mayor grado alcohdélico con 1.15°GL.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar para estudios posteriores la levadura Kluyveromyces
marxianus para obtener concentraciones mayores de etanol, y asi mismo
evitar procesos de hidrélisis enzimatica, con la finalidad de ser utilizado en un
campo amplio de la industria alimentaria.

Realizar pruebas de fermentaciéon en un biorreactor, el cual permitira tener un
control de todo el proceso de fermentacion.

Analizar otros analisis fisicoquimicos que se consideran importantes en el
proceso de fermentacion como es la influencia del pH y la concentracion del

sustrato.
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Anexo A.-Ficha técnica del permeado de leche

Version: 01

Vigencia: 2017

PERMEADO DE LECHE (30% S.T) P aatoas: e 2

1.- Nombre del producto: PERMEADO DE LECHE

2.- Caracterislicas del producia:

2.9.- Parametros Fisico-Quimicos

Tamporaturs ‘C 5
Aocxloz ‘D 6 10
Grasa % 040

Proteina % 0.15 0.25
Lactosa % 3.5 4.2
Solidoa No grasce 5% 5.10 5.50
Sakdos 1oiales b 52 5.6
pH 6.4 6.9
Alcabol ' 74 82
Ebulbciton - Negativo Negative
Crioscopa m‘C -£36 480
Agus 9o 0.00% £.0%
Brix » 5 9
Densidad girnl 1.020 1.024
Perooida ppen 0 0

Fuerts  ESpecilicacioneas infevinas e abararnna

2.2.- ParAmetros Sensoriales

[ Parsmetos . WHEMRNIY (¥ S LR SiBabfees S|

Color Amardlc verdoso
Ohor Olor caracleristico, bre de olares extranos.
Sabor Caracteristico.

2.3.- Pard Microbiols: -

FParAamewros Jnidaao Valor

Colfarmes Tesales uiclg 10 Petifirn
E Coli wuiclg <10 Peteifism
Mesofics ulsig 30000 Petrifiin
Saimonola ulc/G AU GOCIe Pesrifilm

Fuente: NTE INEN 10:2012 LECHE PASTEURIZADA - REQUISITOS
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INFORME DE COMPOSICION NUTRICIONAL

WEVRANPAC IEY GANAND DI PACARICD CA
AV, CAIRLOS [U130 ARGEEENA ¥M 2.5 JUNTO N “MI COMISARIATO”
72001670
del prodeeto: | PIRMIADO DI} LECHI
Iw 16161 Fochit de Blab, 29/06/ 2016 |Fecha do 0407 (1016
|Contemids Dectarmio: 1000 em3 Porelim M0 ol Fecias de recepcion! 0440772016
[cuign de taboratore: PLFN-243-0407-10  |Conservacién: Retrigeracdn 5°C {Mwsatrwss Reslkraido por ol diente
I.( RESULTADOS
Fechn de Anadisie 06,07/1016 o L aN-5.10; ARSAZETTNAGIHPLCATTD
|Conibkctowes Ambisutates Temperaturas 20-30°C : I 2SO
LT AW e SARis s M T Gl TV N D) v AERSIE (G R 4
| LN o oy’ R AL LI WS RE | A SHLATIR
I 544 92851
I D51 AGAC 19TH 94545
45 0,044 HOAC 19TH 90965
00 ADAC 19TH 99120
=+ =
keal 100 ¢ 1996 MNQ-114
Kjf100g 3,63 MNQ:AT4
é Ao AOAG 197 565,29
m 330 NNOQ 100
i 37,40 HMG-ARS T
g __ano MMIL-AAS1S
it 3329 WMQ-AAE-72
12467 MMQHPLCO3
2N ¢g,03i MMO-AAS-32
Cobwe h 0,075 MHQ-AAS13
M s 20l MMQ-AAS 26
gy AT MG EPLE0
[ Q023 MMQ-EVL,C09
i Q021 MMO-HILC09
. 20 IGO0
] o00__ MMQ-HFLCO7
) a0 HMO-HPLEDS
F ] {un MMQHPLCO?
__mgh LU WO HTLE04
i 0,00 MMQ-HPLC-0T
g 0065 MO HPLCAG
i a1a WAQAIPLL 5
ag <025 WHQIPLC06
e 2 WMO-HTLEGE
gk <008 MHQ-IPLC 0%

Infermaciin Neticlonal vepertari do aciordo o los vosquiyitos & Ia Nopma INER £334-2:2011,
Jota 11 Ly mwestyi atiatirida wow ins desshdad de 10251 '’
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Anexos B.-Ficha técnica de la enzima Mayalac 5000

FICHA TECNICA

MAYALACT 5000

Version: Pdgina:
0] 4 de 6

Fig. 4 Proceso UHT - filtracién

6. Dosis
La dosis requerida depende de un nUmero de condiciones, incluyendo:
. Grado deseado de hidrolisis
. Condiciones de proceso
. Fuerza de la formulacion del producto

Las dosis tipicas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Dosis de enzima recomendada para diferentes condiciones de procesos con

lactasa

DOSIFICACION DE MAYALACT Tiempo de Temperaturas de Grado de

5000 reaccién reaccién Hidrélisis
(ml/L) (horas) (°C) (%)
0.12 = 02 10 5 20
0.04 - 0.08 24 L 20
02 - 036 1 30 20
0.04 - 0.08 4 30 20
0.08 - 0.16 1 40 20
0.02 - 0.04 4 40 20
04 - 0.24 10 5 50
02 - 0.28 24 5 50
084 - 1.24 1 30 50
02 - D32 4 30 50
036 - 0.56 1 40 50
008 - 0.16 4 40 50
1.4 - 216 10 5 80
0.6 - 088 24 5 80
276 - 4.16 1 30 80
0.68 - 1.04 4 30 80
I/.] 6 - 1.76 1 40 80
028 - 0.44 4 40 80

W

Agroalimentar Cia, Lida.
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Anexos C.- Norma INEN 340
cou oo =)
ICS: 3131

AL 04.02-302

Norma Técnica BEBIDAS ALCOHOLICAS. e e
Ecuatoriana DETERMINACION DEL GRADO ALCOHOLICO. 1 St
Obligatoria Primera revision

1994-10
1. OBJETO

1.1 Esta Norma establece el método para determinar el grado alcohdlico en bebidas alcohélicas.

2. ALCANCE
2.1 Esta Norma se aplica a bebidas alcohoélicas destiladas, alcohol etilico, materias primas y
subproductos alcohdlicos.
3. DEFINICIONES

3.1 Grado alcohédlico. Es el volumen de alcohol etilico, expresado en centimetros cubicos, contenido
en 100 cm® de bebida alcohélica, a una temperatura determinada.

3.2 Grado alcohélico. Es el grado de una mezcla hidroalcohélica pura, indicado por el alcoholimetro
centesimal de Gay Lussac en una temperatura diferente a la de referencia. La lectura de un grado
aparente debe darse siempre indicando la temperatura a la cual dicha lectura fue tomada. También se
considera grado aparente la lectura alcoholimétrica de una mezcla que no sea pura, debido a la
adicion de sustancia que altera la densidad de la mezcla. En este caso, para determinar el grado
alcohdlico real, debe someterse a un proceso de destilacion, hasta obtener una mezcla hidroalcohélica
pura.

4. METODO DE ENSAYO
4.1 Resumen
4.1.1 El método consiste en efectuar una destilacion simple de la bebida alcohdlica, llevar a un
volumen inicial con agua destilada y determinar en el destilado hidroalcohélico, el grado alchélico
volumétrico, por alcoholimetria.

4.2 Instrumental

4.2.1 Alcoholimetro de Gay-Lussac, calibrado a 15C y 20 C graduados en décimas de grado
alcohélico, de calidad certificada.

4.2.2 Termémetro graduado en décimas de grado Celsius (centigrados).
4.2.3 Matraz volumétrico, de 250 cm®.
4.2.4 Probeta de capacidad y diametro adecuados para evitar rozamiento con el alcoholimetro.

4.2.5 Aparato para destilacion (ver figura 1), compuesto por:

(Continua)

DESCRIPTORES: Bebidas espirituosas. alcoholes. aguardientes, licores. fermentacion, destilacion, infusién, percolacion.
maceracion. método de ensayo
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a) matraz de destilacién, de 1000 cm®, con fondo redondo,
b) malla de asbesto,
c) fuente eléctrica de calentamiento,

d) tubo de vidrio delgado, de aproximadamente 6 mm de didmetro interno y de dimensiones 300 x
300 mm x 150 mm,

e) refrigerante de Liebing de longitud igual o mayor a 400 mm,
f)  tubo de vidrio adecuado para dirigir el destilado al recipiente colector,
g) matraz volumétrico, de 250 cm3, y

h) bafo de agua con hielo, en el que debe sumergirse el matraz volumétrico.

4.2.6 Bafio de agua, con temperatura constante de 15 = 0,5°C, 6 20 = 0,5C, segun el caso, de
profundidad Igual o superior a 30 cm.

4.2.7 Nucleos de ebullicion.

4.3 Preparacién de la muestra.

4.3.1 Para productos alcohblicos que contienen extracto seco, debe destilarse previamente la
muestra. y determinar en el destilado el grado alcohélico volumétrico utilizando el alcoholimetro Gay-
Lussac

4.3.2 Lavar cuidadosamente el equipo para destilacion con agua destilada y proceder a armarlo.

4.3.3 Enjuagar el matraz con una porcion de la muestra de bebida alcohdlica, llenarlo con la muestra

hasta sobrepasar la marca de 250 cm® y tapar el matraz.

4.3.4 Colocar el matraz en el bafio de agua, a temperatura constante de 15°+ 0,5 C 6 20 = 0,5 C,
segun el caso, durante 20 minutos y retirar el exceso de muestra que sobrepasa la marca, utilizando
una pipeta, hasta obtener el volumen exacto de 250 cm®.

4.3.5 Transferir el contenido al matraz del aparato de destilacién y lavar con tres porciones de 10 cm®
de agua destilada, recogiendo el agua de lavado en el mismo matraz del aparato de destilaciéon.
Anadir nlcleos de ebullicion.

4.3.6 Destilar lentamente la muestra, recogiendo el condensado en un matraz volumétrico de 250 cmaé
al que se anaden previamente 10 cm® de agua destilada, hasta que se haya recogido 220 cm

aproximadamente.

4.3.7 Colocar el matraz en un bafio de agua a temperatura constante 15°= 0,5 'C 6 20  + 0,5 C, segin
el caso, durante 20 minutos y luego afadir cuidadosamente agua destilada a 15 C 6 20 C, segun el
caso, hasta completar el volumen de 250 ecm® y homogeneizar.

4.4 Procedimiento

4.4.1 Efectuar la determinaciéon en la misma muestra preparada por duplicado.

4.4.2 Colocar la muestra preparada en la probeta perfectamente limpia y seca.

4.4.3 Limpiar y secar cuidadosamente el alcoholimetro y el termémetro e introducirlos suavemente en
la probeta con la muestra, manteniéndolos asi durante 10 minutos

(Continua)
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4.4.4 Agitar ligeramente para Igualar la temperatura del sistema y leer |la temperatura.

4.4.5 Dejar en reposo hasta que desaparezcan las burbujas de aire que se forman en el seno del
liquido y efectuar la lectura en el alcohélimetro, considerando el nivel real del liquido y no la elevacién
del menisco, utilizando una lupa, si fuera necesario.

4.4.6 Corregir el grado alcohélico aparente medido a 15 C, utilizando la tabla 1.

4.4.7 Corregir el grado alcohélico aparente medido a 20 C utilizando la tabla 2.

4.4.8 Corregir el grado alcohdlico aparente Intermedio, por interpolacion.

4.5 Errores de método

4.5.1 La diferencia entre los resultados de una determinacién efectuada por duplicado no debe
exceder del 0,2 GL; en caso contrario, debe repetirse la determinacion.

4.6 Informe de resultados.

4.6.1 Como resultado final, debe reportarse la media aritmética de los resultados de la determinacion,
con aproximacién a una centésima.

4.6.2 En el informe de resultados, deben Indicarse el método usado y el resultado obtenido. Debe
mencionarse, ademas, cualquier condicién no especificada en esta norma, o considerada como
opcional, asi como cualquier circunstancia que pueda haber Influido sobre el resultado.

4.6.3 Deben incluirse todos los detalles para la completa identificacion de la muestra.

(Continua)
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