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El objetivo del presente trabajo de investigación fue la obtención de bioetanol a partir del 

permeado de suero lácteo y la determinación de las condiciones óptimas para el proceso de 

fermentación. Para ello se realizó previamente un proceso de hidrólisis enzimática utilizando 

la enzima β–galactosidasa para desdoblar la lactosa presente en el suero en sus dos azucares 

(glucosa y galactosa), y luego la fermentación utilizando la levadura Saccharomyces 

cerevisiae. 

La fermentación se realizó a temperaturas de: 20, 30 y 35ºC, y tiempos de 48, 72 y 120 horas 

y luego se efectuó una destilación 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 análisis estadísticos las condiciones óptimas para la fermentación fueron en 

base a la disminución de °Brix a 20°C por 48 horas con 2.1 °Brix, y de acuerdo al mayor grado 

alcohólico a 20°C por 120 horas con 1.15°GL. 

 

 

PALABRAS CLAVES: suero lácteo, hidrólisis enzimática, bioetanol, lactosa, fermentación, 

destilación simple, grados alcohólicos, grados Brix, temperatura, tiempo.  
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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 β-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. 
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Hoy en día existen altos índices de contaminación que ha puesto a todo un estado a exigir 

una producción limpia con alternativas que sean viables para aprovechar los subproductos 

obtenidos a partir de la fabricación de quesos u otros productos del sector lácteo. El lactosuero 

es el principal subproducto que genera mayor volumen de producción, y es considerado un 

ingrediente alimentario activo y funcional (De Castro et al., 2017). 

A nivel mundial la producción de queso aumenta anualmente en un 3%, llegándose a generar 

cada vez más este subproducto, con un valor de producción de 130 millones de toneladas por 

año (Thanasiadis, Oskou, Anellaki, Iosseoglou, & Outinas, 2002). Lo cual representa un gran 

problema, ya que este es considerado como una fuente importante de contaminación 

ambiental no solo por su enorme tasa de producción global sino también por su alto contenido 

de materia orgánica, exhibiendo una demanda química de oxigeno (DQO) 60000-80000 ppm  

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

De acuerdo a la investigación que ha planteado Grijalva,(2019) en Ecuador existe una 

producción de 1’800.000 litros diarios de lactosuero , que se podrían utilizar para la producción 

de alcohol, en la industria cosmética o alimentaria, y con ello ayudamos a disminuir la 

contaminación.   

Asimismo, el suero como producto alimenticio es de gran utilidad ya que posee 

aproximadamente un 55 % del total de nutrientes (lactosa, proteínas, vitaminas y minerales), 

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

El suero lácteo, 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 más 

potentes para la producción de diferentes bioproductos por medio de la biotecnología, y de 

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

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo de investigación son el aprovechamiento del suero 

lácteo y establecer los parámetros de fermentación para determinar mediante análisis físico 

químico los volúmenes de alcohol producido para la obtención de bioetanol el cual está dirigido 

a las industrias lácteas que sería una oportunidad para el desarrollo sostenible. 

A continuación, se describen los 3 capítulos. En el primer capítulo la revisión bibliográfica 

donde se da a conocer los conceptos específicos. En el segundo capítulo la metodología en 

la que se realizó todos los procedimientos con las variables establecidas para el estudio. En 

el tercer capítulo los resultados, conclusiones y recomendaciones de la investigación. 
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1.1. Lactosuero 

Según lo establecido por la Norma INEN 2594 (2011) “Es el producto lácteo líquido 

obtenido durante la elaboración de quesos, la caseína o productos similares, mediante 

la separación de la cuajada, después de la coagulación de la leche pasteurizada y/o 

los productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulación se produce mediante 

la acción de, principalmente enzimas del tipo del cuajo”.  

1.2. Tipos de lactosuero 

1.2.1. Suero dulce  

El suero dulce se obtiene de la elaboración de quesos frescos, durante la coagulación 

enzimática que se da por el cuajo, principalmente por la renina a un pH de 6,5 (Villarreal, 

2017). 

1.2.2. Suero ácido 

El suero ácido se produce a partir de la coagulación por una fermentación o adición de ácidos 

orgánicos de la caseína, donde existe una disminución del pH hasta 4.5 , además su contenido 

en lactosa se ve reducido a causa de la fermentación láctica (Álvarez, 2013).  

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

dulce posee mayor lactosa y proteína a diferencia del ácido. 

                         Tabla 1.Composición de los tipos de lactosuero 

Componente 
(g/l) 

Lactosuero dulce Lactosuero 
ácido 

Sólidos totales 63.0-70.0 63.0-70.0 

Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0 

Proteína 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. Composición y características del lactosuero 

El lactosuero contiene el 90% del volumen de la leche, además conserva nutrientes como son 

principalmente la lactosa(4,4-5%p/v), fuente proteína solubles (0,6-0,8% p/v), lípidos (0,4-

0,5% p/v), minerales (calcio, fosforo, magnesio) y vitaminas (complejo B entre otros), sales 

minerales (8-10% de extracto seco), ácido láctico (0.05% p/v) y ácido cítrico(Das, 
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Raychaudhuri, & Ghosh, 2016a). Además tiene compuestos biológicamente activos y péptidos 

bioactivos, definidos como fragmentos específicos de proteínas (Carrasco & Guerra, 2010). 

          Tabla 2. Características fisicoquímicas del lactosuero líquido 

Requisitos Suero de leche 
dulce 

 

Suero de leche 
ácido 

 

 
Método de ensayo 

Min.  
Max. 

Min  
Max. 

Lactosa (m/m)% -- 5.0 -- 4.3 AOAC 984,15 
Proteína 

láctea(m/m)(1) % 
0.8 -- 0.8 -- NTE INEN 16 

Grasa láctea(m/m) 
% 

-- 0.3 -- 0.3 NTE INEN 12 

Ceniza (m/m) % -- 0.7 -- 0.7 NTE INEN 14 
Acidez titulable 
(calculada como 
ácido láctico) % 

-- 0.16 0.35 -- NTE INEN 13 

Ph 6.4 6.8 4.8 5.5 AOAC 973.41 

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

1.3.1. Proteínas de lactosuero 

Las proteínas tienen un alto valor nutricional y sus propiedades funcionales son versátiles en 

varios productos alimenticios. Representa el 20% de las proteínas totales de la leche, entre 

ellas las principales como la: β-lactoglobulina, α-lactoalbúmina, y otras del suero que incluyen 

la inmunoglobulina, albumina sérica y lactoferrina, nutricionalmente son las más valiosa 

debido a su alto contenido de aminoácidos esenciales, especialmente el triptófano, cisteína, 

leucina, valina y lisina que son agentes importantes en el metabolismo. Tiene características 

únicas , como la solubilidad, un amplio rango de pH, siendo favorable con respecto a los 

aminoácidos 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. Composición de las proteínas del lactosuero 

Proteínas Lactosuero% 

β-lactoglobulina 55- 65 
α-lactoalbúmina 15- 25 
Inmunoglobulina 10- 15 

Seroalbúmina 5- 6 
Lactoferrina 1-2 

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

La lactosa es un disacárido que se encuentran disponible en la leche de vaca a una 

concentración de 4.7 a 5.2% siendo su única fuente natural, ligeramente dulce, y es 

considerado menos soluble a diferencia de sus otros componentes, está compuesto de 

glucosa y galactosa (C6H12O6) donde intervienen una D-(β)-galactopiranosa y una β-

glucopirana (García, Quintero, & López, 2014). 

A su vez puede ser producida por algunos microorganismos como son : Kluyveromyces 

frágiles y lactis, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Bacillus stearothermophilus y las bacterias 

lácteas (Cambero et al., 1998).  

1.3.3. Lípidos  

Los lípidos interactúan con las proteínas del lactosuero, la cual contiene aproximadamente el 

0,5 y 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, ácido 

nicotínico, ácido pantoténico, priridoxina, cobalamina  y el  ácido ascórbico (Poveda, 2013). 

En la siguiente tabla se describe las concentraciones que se encuentran presentes en el 

lactosuero donde se refleja con mayor cantidad el ácido pantoténico y ácido ascórbico. 

                               Tabla 4. Concentraciones de vitaminas en el lactosuero 

Vitaminas Concentración 
(mg/ml) 

 

Tiamina 
 

0.38 
Riboflavina 1.2 
Ácido Pantoténico 3.4 
Ácido Nicotínico 0.85 
Priridoxina 0.42 
Cobalamina 0.03 
Ácido Ascórbico 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 ultrafiltración (permeado), y t iene 

el 8-10% del extracto seco (Poveda, 2013). 

1.4. Hidrólisis enzimática  

Es un proceso que permite desdoblar la lactosa en sus dos componentes monosacáridos 

glucosa y galactosa, con el propósito de reducir su contenido, a pesar de su valor nutricional, 

tiene severas restricciones, y no puede ser metabolizada por algunas levaduras como es la 
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Saccharomyces cerevisiae, porque esta cepa carece de beta D-galactosidasa, y es por ello la 

importancia de la hidrólisis enzimática  previo a los  procesos de fermentación alcohólica como 

es la obtención de bioetanol donde se realizan a condiciones de temperatura y pH específicos  

(Ambrosi, Polenta, Gonzalez, Ferrari, & Maresca, 2016; Illanés, 2011). 

 

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

1.4.1. Glucosa y galactosa 

Son monosacáridos o también conocidos como azúcares libres que se encuentran formados 

por seis átomos de carbono con su fórmula molecular C6H12O6, ambos azúcares cumplen  

roles importante en la fermentación suministrando energía la cual permite que las levaduras 

interactúen, en el caso de la Saccharomyces cerevisiae tiene una preferencia por la glucosa, 

aunque la galactosa también se degrada junto a la glucosa (Coelho, Berry, & Rubio-Gozalbo, 

2015). 

1.5. Aplicaciones industriales  

El suero lácteo, es una fuente de proteínas, carbohidratos y tiene un alto valor nutricional, 

donde intervienen procesos físicos como evaporación, secado por aspersión y secado por 

congelación para convertir este subproducto en polvo, proteína de suero concentrada, 

proteína de suero aislada para poder ser utilizada como agente saborizante, gelificante, 

espesante, espumante dirigido para las industrias de pastelería, confitería y pueda ser 

remplazado por otro ingrediente. Además se puede añadir a la producción de fórmulas para 

niños, adultos mayores, bebidas deslactosadas destinadas a las personas intolerante a la 

lactosa, y la producción de bioetanol (De Castro et al., 2017; Królczyk, Dawidziuk, 

Janiszewska-Turak, & Sołowiej, 2016). 
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1.6. Proceso de la obtención del permeado  

Es un proceso de ultrafiltración por membranas como WPC (Whey Protein Concentrate) que 

es utilizada para la separación de  las proteínas del suero y  como resultado obtener un 

producto con valor agregado, rico en lactosa agua y minerales con una concentración de 11% 

de sólidos totales (Regenhartd, 2010). 

La ultrafiltración se ha incluido en procesamiento de la  industria alimentaria que hace posible 

una mejor calidad en algunos productos lácteos, y se convierte en una parte esencial, su 

función principal es la separación y concentración de componentes mediante una membrana 

que permite el paso y a su vez retiene algunas sustancias acorde a tamaño del líquido filtrante 

(Atra, Gyula Vatai, Molnar-Bekassy, & Balint, 2005). Existen varios procesos de acuerdo al 

tamaño de partículas a continuación se menciona las que se utiliza.  

             Tabla 5. Tamaño de membranas 

Procesos Tamaño Presión(bar) 

Microfiltrafición  (MF) 0.1-5 µm 0.1-3 
Ultrafiltración (UF) 5-100 nm 1-10 
Nano filtración (NF) 1-5 nm 10-50 

Ósmosis Inversa (OI) ---------- 10-100 
              Fuente: Camacho,( 2009) 
              Elaborado por: La Autora 
 

1.7. Aplicaciones industriales del permeado de suero 

Existen algunas opciones para la utilización del permeado de suero que representan una parte 

importante en las industrias de procesamiento de alimentos como son: la producción de ácido 

láctico, producción de fermentos, obtención de jarabes edulcorantes por medio de la hidrólisis 

de la lactosa, obtención de proteínas unicelulares y la utilización del suero como fertilizante  

(Marella, Muthukumarappan, & Metzger, 2013). 

1.8. Fermentación alcohólica 

Es un proceso antiguo que se da por acción oxidativa de substrato por la actividad de algunas 

levaduras como la Saccharomyces cerevisiae. A continuación, se describe la siguiente 

ecuación química: 

 

                    GLUCOSA                                             2ETANOL                   2DIÒXIDO DE CARBONO 

 

 

C6H12O6 2 C2H5OH 2CO2 
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La fermentación alcohólica se da a partir de ruta anaerobia donde utilizan levaduras y 

azucares para ser transformados en alcohol y dióxido de carbono (CO2) que se desprende de 

una forma gaseosa, existe una reducción de los compuestos NADH/NAD+ y NADHP/NADP+ 

por la vía de la glucólisis y se transforma en moléculas de ácido pirúvico(piruvato) y la 

producción de ATP(trifosfato de adenosina) siendo descarboxilalado por la enzima piruvato a 

moléculas acetaldehído (CH3-CHO ),produciendo como producto final el etanol (Vargas Marín, 

2017). 

 

 Figura 2: Esquema general de la fermentación alcohólica 
                                         Fuente  : López,( 2016) 

                                                 Elaborado por: López,( 2016) 

 

1.9. Levaduras  

Son un grupo de microorganismos que pertenecen a la división de hongos que se reproducen 

por gemación o fisión, tiene una gran importancia en la biotecnología porque son utilizados en 

procesos fermentativos (cerveza, sidra, vino  y destilados) y panificación, y  contiene varios 

microorganismos, que comparten relaciones simbióticas (Bekatorou, Psarianos, & Koutinas, 

2006). Existen microorganismos para la producción de bioetanol a partir de la fermentación 

del suero lácteo, 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 fermentación alcohólica, 

tiene capacidad a desarrollarse en condiciones óptimas 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 energía desde la glucosa mediante un proceso de hidrólisis. Se están 

empleando diferentes enfoques para crear cepas diseñadas genéticamente que pueden 
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metabolizar la lactosa, esto se fomenta aún más debido a que S. cerevisiae es el 

microorganismo de elección más común en la fermentación a nivel  industrial del alcohol, y su 

buena capacidad de rendimiento fermentativo, así como a su rapidez y tasa de crecimiento 

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

1.9.2. Kluyveromyces marxianus 

Kluyveromyces marxianus ha sido considerada como la levadura más utilizada para la 

obtención de etanol porque es capaz de hidrolizar la lactosa, y se desarrollan  a una 

temperatura entre 30-38ºC con un rango de  pH 4,5-5, obteniendo como resultados diferentes 

componentes como; etanol, glicerol, enzimas y proteína unicelular se puede aislar de varios 

productos lácteos y fermentaciones espontáneas utilizados en procesos con  lactosuero; 

fermenta azucares como: lactosa glucosa, xilosa, galactosa, sacarosa, rafinosa. Posee rasgos 

fenotípicos como la termotolerancia mejorada, la producción 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 continuación. 

 

                                Figura 3: Curva de crecimiento de las levaduras 
                                Fuente: Vargas Marín,( 2017) 
                                Elaborado por: Vargas Marín,( 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 fermentación, sin 

aumentar su reproducción celular. 

Fase exponencial Las levaduras comienzan a crecer exponencialmente donde existe 

un máximo de 4 a 5 generaciones de células.  

Fase estacionaria Las levaduras es esta fase no se multiplican, permanece la 

población estacionaria y se activa por cierto tiempo. En esta fase se 

determina dos parámetros importantes como es la    cosecha 

máxima y rendimiento. 

Fase de muerte Las levaduras disminuyen poco a poco, debido a que se 

transforman los últimos azucares presentes del mosto, las células 

mueren  y comienzan a excretar al medio todas los nutrientes que 

contiene. 

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

1.11. Condiciones en el proceso de fermentación 

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 composición de la superficie microbiana y la floculación de la biomasa  

que involucran ácidos y bases (Fajardo & Sarmiento, 2007). 

1.11.3. Grados Brix  

Los °Brix son utilizados en las industrias de alimentos para determinar los sólidos disueltos 

expresados en sacarosa, es importante la concentración de los azucares antes de la 

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

El etanol (alcohol etílico) es un líquido transparente e incoloro, volátil, biodegradable de baja 

toxicidad y causa poca contaminación ambiental , con un agradable olor característico llevado 

una temperatura de ebullición de 78°C, es producido por un proceso de fermentación 

anaeróbica que intervienen levaduras que al alimentarse de los azúcares se transforman en 

alcohol, gas carbónico e energía alternativa (Qazizada, 2016). 

1.13.  Destilación simple 

La destilación simple es un método físico que se caracteriza por la separación de las 

sustancias más volátiles de las menos volátiles en una mezcla  de varios líquidos  alcohol y 

agua al ser sometidos al calor en un proceso de evaporación y mediante el refrigerante se da 

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

1.14.  Grado alcohólico  

Según la Norma INEN 340(2016) “relación entre el volumen del alcohol etílico (etanol) 

contenido en una mezcla hidroalcohólica, medido a temperatura de 20 °C y el volumen total 

de la mezcla medido a la misma temperatura, expresado en fracción volumétrica (%)”. 
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2.1. Diagrama de la investigación 

En el diagrama se describe la metodología que se realizó en el proyecto de 

investigación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            
                           Ilustración 1.Diagrama de investigación 
                           Fuente: La autora 
                           Elaborado por: La autora 
 

 La experimentación de este proyecto se llevó a cabo en el Laboratorio Docente de 

Tecnología de Alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja. 

2.2. Materia Prima  

La materia prima que se utilizó para el proyecto de investigación fue el suero 

permeado dulce obtenido de una empresa procesadora de productos lácteos que se 

encuentra ubicada en la provincia Pichincha, la cual cumplió los requisitos 

establecidos por la ficha técnica (Anexo A). 

Suero Permeado Dulce 

Suero Hidrolizado  

Ajustar a pH: 6.7(Bicarbonato de 

sodio). Baño María a 40°C por 4 

horas, inactivación de la enzima 

a 93°C por 10 min. 

 

Temperatura: 20,30 y 35°C 

Tiempo: 48 ,72 y 120 horas  

°Brix inicial: 5.7  

  

 

 

Fermentación 

(Saccharomyces cerevisiae)  

 

 
Destilación Simple 

Análisis fisicoquímico del 

etanol 
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2.3. Proceso de hidrólisis 

La hidrólisis de la lactosa se realizó debido a que la fermentación no podía interactuar 

con el proceso directo. Para ello primeramente se ajustó el permeado de suero a un 

pH de 6.7 haciendo uso del bicarbonato de sodio, luego se agregó la enzima β –

galactosidasa (Mayalac 5000), y se colocó en baño maría con agitación(magnetos) a 

una temperatura de 40°C durante cuatro horas. A continuación, se describe las 

condiciones de la enzima.  

Tabla 7. Condiciones de la enzima β–galactosidasa (Mayalac 5000). 

Dosis de Ha-
Lactase (ml/L) 

Tiempo de 
Reacción(horas) 

Temperatura de 
reacción(°C) 

Grado de 
Hidrólisis(%) 

0.36 4 40 80 
Fuente: Ficha Técnica Mayalac 5000 
Elaborado por: La autora 
 
 

 

                                       Figura 4: Hidrólisis en baño maría  
                                           Fuente: La autora 
                                           Elaborado por: La autora 
 

 

Una vez realizado el proceso de hidrólisis, 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 β –galactosidasa y así evitar que siga actuando. 
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                                    Figura 5: Tratamiento térmico del suero hidrolizado 

                               Fuente: La autora 
                               Elaborado por: La autora 
 

2.4. Fermentación 

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

describe a continuación:  

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

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

Luego de la activación se agrega 400ml de sustrato a un matraz Erlenmeyer y se 

cerró con un tapón y airlock para mantener las condiciones anaerobias, finalmente 

se deja fermentar; todo esto se repitió para los tratamientos ya establecidos a 

continuación.  

        Tabla 8. Parámetros de fermentación  

Temperaturas(°C) Tiempo(horas) 

20 48 

30 72 

35 120 

        Fuente: La autora 
       Elaborado por: La autora 
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Figura 6: Fermentación en baños maría 
Fuente: La autora 
Elaborado por: La autora 

2.5. Destilación 

Se tomaron 250 ml de la muestra después de la fermentación a temperatura 

constante de 20°C durante 20 minutos, que fueron medidos en un balón de aforo, se 

vierten en el balón de destilación de 500ml adicionando unos núcleos de vidrio para 

que no se produzca un sobrecalentamiento. Se tomaron las debidas precauciones 

con la temperatura que no sobrepase los 78ºC cuando comienza el proceso de 

destilación. En el recipiente recolector se añaden previamente 10ml de agua 

destilada para luego completar con un volumen de 250 ml y homogenizar para luego 

hacer la medición (INEN 340,2016). 

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

destilado, el cual consiste en una solución agua–alcohol a 35°GL. 

 

                                      Figura 7: Proceso de la destilación simple 

                                          Fuente: La autora 
                                          Elaborado por: La autora 
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2.6. Análisis fisicoquímicos 

2.6.1. Grados Brix 

Se determinó según la AOAC 932.12 utilizando el refractómetro digital 30PX marca 

Mettle Toledo, previamente calibrado los resultados se expresa en °Brix (Horwitz & 

Latimer., 2005). 

 

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

 

2.6.2. Grado alcohólico 

Se determinó el grado alcohólico a cada tratamiento utilizando el equipo Mettler 

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

340 (Anexo C). 

 

                                      Figura 9: Medición de °GL 

                                          Fuente: La autora  
                                          Elaborado por: La autora 
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2.7. Análisis estadístico 

Para los análisis se realizó un diseño factorial con dos factores, tres niveles y tres 

réplicas, lo cual permitió el orden aleatorio de los tratamientos, y un análisis de 

varianza(ANOVA) para determinar si existe diferencia significativa en las variables 

(temperatura y tiempo), todo esto se desarrolló haciendo uso del paquete estadístico 

MINITAB versión 16. 

 
Tabla 9. Diseño aleatorio para los tratamientos empleados 

Orden 
Aleatorio 

Orden 
de 

Corrida 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(horas ) 

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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3.1. Resultados de la Investigación 

En este capítulo se describirá los resultados que se obtuvieron en el desarrollo de la 

investigación donde se buscó las condiciones óptimas para la producción de 

bioetanol. 

En el proceso de fermentación 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 

β-galactosidasa. Es por ello que luego en base a lo que menciona (Gabardo, Feix, 

Manuela, & Rosane, 2015) se desarrolló un proceso de hidrólisis enzimática para 

desdoblar la lactosa en glucosa y galactosa y de esta forma realizar la  fermentación 

alcohólica. 

El suero hidrolizado inició con 5.7°Brix en todos los tratamientos y para validar la 

funcionalidad del método de destilación simple se analizó un blanco como se 

mencionó en el apartado (2.5) obteniéndose una pérdida de 3.4% en el proceso de 

destilado. 

A continuación, en la tabla 9 se pueden observar los valores de los °Brix finales luego 

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

                                  Fuente: La autora 
                                  Elaborado por: La autora 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tratamientos °Brix 
Final 

°GL 

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 
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3.2. Análisis de varianza de las variables de fermentación 

Para determinar si los factores de estudio tienen efecto se analizó el análisis 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 fermentación 

lo que se describe a continuación en la tabla 11. 

Tabla 11. Análisis de varianza de los factores aplicado 
 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

               
Modelo 

8 0,39630 0,04954 2,03 0,102 

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

               
Temperatura 

2 0,03630 0,01815 0,74 0,490 

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

              
Interacciones 
de 2 términos 

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

            
Temperatura* 

Tiempo 

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

 Error 18 0,44000 0,02444   

 Total 26 0,83630  

 

 

  

 

                            Fuente: La autora 
                           Elaborado por: La autora 

 

Según 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 metabólica de las levaduras como la Saccharomyces 

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

 

                        Figura 10: Valores de los °Brix después de la  fermentación 

 Fuente: La autora  
 Elaborado por: La autora 

 

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

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

 Lin et al.,( 2014) indica que la fermentación alcohólica se da a temperaturas de 20 a 

35°C donde es considerado un rango específico  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 continuación, se realizó una optimización de los parámetros de fermentación, de 

acuerdo a los resultados que reflejan el menor °Brix para corroborar con lo 

mencionado. 

3.4. Optimización de los °Brix  

Los parámetros óptimos para la obtención del °Brix son a una temperatura de 20° C 

y 48 horas. 
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                             Figura 11:Optimización de  los °Brix en la fermentación  

      Fuente: La autora 
      Elaborado por: La autora 

 

3.5. °GL de etanol  

          

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

La Figura 12 muestra que a 20°C y 120 horas existe mayor concentración de °GL, 

esto pudo haber ocurrido debido a que las bajas temperaturas favorecen a una mayor 

concentración de etanol, porque las vías metabólicas con estas condiciones 

funcionan a  una velocidad menor, evitando la saturación en las primeras fases de la 

fermentación como ocurre a altas temperaturas que además de etanol se forman 

otros compuestos como el glicerol producto de la fermentación gliceropirúvica (Nieto 

Galarza, 2009). 
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- Se logró obtener bioetanol a partir de suero lácteo, 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 óptimas de 

fermentación del permeado de suero lácteo. 

- Se determinaron como condiciones óptimas para la fermentación; la 

temperatura de 20°C y 48 horas en base al °Brix mínimo con 2.1°Brix, y 20°C 

y 120 horas de acuerdo al mayor grado alcohólico con 1.15°GL. 
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 Se recomienda utilizar para estudios posteriores la levadura Kluyveromyces 

marxianus para obtener concentraciones mayores de etanol, y así mismo 

evitar procesos de hidrólisis enzimática, con la finalidad de ser utilizado en un 

campo amplio de la industria alimentaria. 

 Realizar pruebas de fermentación en un biorreactor, el cual permitirá tener un 

control de todo el proceso de fermentación. 

 Analizar otros análisis fisicoquímicos que se consideran importantes en el 

proceso de fermentación como es la influencia del pH y la concentración del 

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

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

Anexos B.-Ficha técnica de la enzima Mayalac 5000 
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Anexos C.- Norma INEN 340  
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