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INTRODUCCION

En los procesos de produccién de quesos se genera suero como subproducto y su
disposicién final constituye un problema. El suero no puede desecharse sin un tratamiento
previo ya que su descomposicion es téxica para el medio ambiente. Por ejemplo, si se
desecha en el suelo, afecta sus caracteristicas fisicoquimicas, disminuyendo el rendimiento
de los cultivos; y si es descargado en cuerpos de agua, reduce el oxigeno disuelto,
causando un alto riesgo a la vida acudtica, el ambiente y la salud humana (Ghaly y col.,
2007). Por tanto, es necesario encontrar procesos viables que permitan una disposicion
final adecuada de estos efluentes.

Las industrias lacteas mas importantes utilizan equipamientos costosos para procesar
el suero y generar productos de valor, pero aun asi queda como remanente el permeado
de suero, que contiene lactosa y minerales, componentes que pueden ser aprovechados
(Gonzélez Siso, 1996). Otro inconveniente es que los equipamientos costosos no estan al
alcance de industrias lacteas mas pequefias, dejando el problema de la disposicion de los
efluentes lacteos parcialmente sin resolver.

Ante este panorama, una alternativa es emplear los efluentes lacteos como sustratos
para procesos bioldgicos (Panesar y col., 2013). Existen microorganismos que pueden
fermentar la lactosa y generar diversos productos de interés como etanol, probioticos,
enzimas y bioplasticos, entre otros (Panesar y col., 2013).

Entre las enzimas que se pueden producir, se encuentra la beta-galactosidasa o lactasa,
que cataliza la hidrélisis de galactopirandésidos como la lactosa, generando dos
monosacaridos: glucosa y galactosa, los cuales pueden ser utilizados como fuentes de
carbono para microorganismos de interés industrial y/o comercial (Matioli y col., 2003).

Es una enzima muy interesante para la industria ya que posee resistencia quimica y alta
actividad a bajo pH y altas temperaturas, reduciendo la posibilidad de contaminaciones
(Haider y Husain, 2009). En particular, las fuentes microbianas son las preferidas ya que
son de facil manejo y alto rendimiento, prefiriéndose ciertos microorganismos no patégenos
como los géneros Kluyveromyces, Candida, Aspergillus y Bacillus (Husain, 2010).
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Dado que el costo del medio de cultivo es el factor mas importante que determina la
economia del proceso; es necesario idear un proceso eficiente y econémicamente factible
de produccion de lactasa. Esto se puede lograr desarrollando medios de cultivo a partir de
recursos de nulo o bajo valor agregado, como los efluentes de las industrias lacteas, lo cual
se puede alcanzar aplicando herramientas quimiométricas.

Las herramientas quimiométricas permiten elegir la estrategia experimental 6ptima para
obtener la informaciébn buscada con el costo minimo, y evaluar los resultados
experimentales (Araujo y Brereton, 1996).

OBJETIVOS

e Desarrollar un proceso de producciéon de lactasa mediante el aprovechamiento de
efluentes de industrias lacteas y la aplicacion de herramientas quimiométricas
e Determinar la capacidad hidrolitica del sobrenadante sobre el permeado de suero lacteo.

METODOLOGIA

Se emple6 una cepa de A. niger, conservada en agar extracto de malta a 4°C. Todos
los medios de cultivo estuvieron compuestos de extracto de malta (EM), tripteina
bacterioldgica (TB) y permeado de suero de leche (PS) en las concentraciones definidas
por los disefios experimentales empleados. Todas las soluciones de estos reactivos fueron
preparadas en agua destilada.

Para identificar a los factores influyentes en el proceso, se construyé un disefio de
Plackett-Burman (PB) y los datos se analizaron aplicando algoritmos genéticos, y luego,
para obtener las concentraciones Optimas de los componentes del medio de cultivo, se
construyd un disefio central compuesto (DCC). Las combinaciones sugeridas por los
disefios se obtuvieron combinando volimenes de las soluciones madres y luego
adicionando agua destilada hasta completar un volumen total de 50 mL, previamente
ajustando el pH a 5. Luego, se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos.

Todos los medios fueron inoculados con esporangios de A. niger de manera de obtener
un recuento inicial 1 x 10° esporangios/mL, se incubaron a 150 rpmy (30 + 1) °C. Una vez
que los cultivos alcanzaron el tiempo de incubacion previsto, la biomasa (X) se separ6 por
filtracién en vacio, se sec6 hasta pesada constante y se cuantificd gravimétricamente. En
el sobrenadante se determinaron las concentraciones de glucosa (G) (kit comercial
GOD/POD) y azucares reductores (AR) (acido dinitrosalicilico) y la actividad enzimatica
(AE). Los datos obtenidos fueron introducidos en los softwares empleados (MatLab vy
Design-Expert) para ser analizados y obtener conclusiones.

RESULTADOS

Se construy6 un PB para evaluar el efecto de los factores sobre las respuestas: AE, G,
Xy AR. Los factores evaluados fueron concentraciones de EM (5030gL?), TB (1 010 gL
1) y fuente de carbono extra (CE) (5 o 30 gL*), tiempo de cultivo (T) (3 o 5 dias), volumen
nominal de Erlenmeyer (V) (250 0 500 mL) y tipo de fuente de carbono extra (TFC) (lactosa
o permeado). El PB implicé de 12 experimentos y los resultados se muestran en la Tabla 1.

La interacciéon EM/CE tuvo efectos significativos sobre G y X; mientras que EM, TBy CE
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fueron significativos para AR, y las interacciones EM/T y EM/V fueron significativas para
AE.
Tabla 1: Valores de probabilidad (p) para cada efecto ejercido por los factores
y/o sus interacciones sobre cada respuesta

. L, Valor de p? y efecto?
Factor o interaccion G AR AE X
EM 0,047 (+) | 0,016 (+) | - 0,001 (+)
p - 0,013 (-) - 0,004 (-)
T 0,042 (-) | - - -
CE - 2x105(+) | - -
V - - - -
TFC - - - -
EM/T - 0,050 (+) |-
EM/C 0,033 (-) | - - 0,036 (-)
EM/V - - 0,011 (-) -
R2 0,683 0,959 0,809 0,811
@ Valores de p menores o iguales a 0,05 indican un efecto
significativo.
b (+): efecto positivo; (-) : efecto negativo.

En consecuencia, se construyé un DCC, el cual consisti6 en 30 experimentos. Los
factores fueron EM (0 a359gL?), TB(0a 12 gL?), T (2 a7 dias) y concentracion de lactosa
contenida en permeado de suero de leche (LP) (0 a 35 gL™!); mientras que los factores que
se mantuvieron constantes fueron V = 250 mL y TFC = permeado. Finalmente, en base a
los resultados obtenidos con el DCC, se realiz6 una optimizacion empleando la funcion
deseabilidad. Los criterios fueron minimizar EM y TB, mantener T y LP en el rango,
minimizar AR, maximizar AE, y G, y X en el rango. Las condiciones Optimas predichas
fueronEM=0g L', TB=7,35g L% T=7diasyLP=1552¢gL?, yAE =0,10 Ul mL?, AR
=004 gLt G=0,219gLty X =6,24 gLL. La comprobaciéon experimental consistié en
cultivos por triplicado y los valores obtenidos fueron AE = (0,11 +/- 0,01) Ul mL*, AR = (0,61
+/- 0,05) gL, G = (0,06 +/- 0,01) gLt y X = (6,48 +/- 0,34) gL"".

DISCUSION

En la etapa de seleccion de factores, en la Tabla 1 puede verse que V no ejercio efectos
significativos, lo cual puede deberse a que el volumen de cultivo empleado permite obtener
no soélo un buen mezclado sino también un area de contacto liquido-gas lo suficientemente
grande como para que no ocurra una limitacion de oxigeno. TFC tampoco tuvo efectos
significativos, lo que indica que el reemplazo de lactosa pura por el permeado de suero de
leche es factible. En la etapa de optimizacién, al analizar la Figura 1, se concluyé que es
posible obtener una elevada AE con valores elevados de LP y casi nulos de EM, lo cual
repercute positivamente en la economia del proceso, ya que el extracto de malta implica
una erogacion econdémica mientras que el permeado no .
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Por eso se buscO minimizar la
concentracion de EM, un insumo
gue implica un gasto econdémico,
prefiriéndose el PS, que es un
desecho, y que ademas activa la
produccibn de la enzima de
interés. La minimizacién de la
concentracion de AR se busco
para que en el medio de cultivo
guede la menor cantidad de
azlcares remanentes, que son los
principales responsables de las
altas DQO/DBO presentes en el
75— / permeado, por lo cual se estaria
' %2 K_'s,\o/o,o logrando un saneamiento de este
EM (gL efluente.

AE (UmL")

Figura 1: Superficie de respuesta que representa a AE en
funcion de EM y LP.

CONSCLUSIONES

Con la aplicacion de herramientas quimiomeétricas se desarroll6 un medio de cultivo a
base de permeado de suero de leche para la produccién de lactasa por A. niger. La
actividad enziméatica obtenida fue baja, por lo cual, a futuro se propone identificar las causas
y solucionarlas. Por otro lado, la concentracion de azdcares reductores se redujo a valores
casi nulos, lo cual indica que se logré aprovechar ampliamente un subproducto de minimo
valor agregado de las industrias lacteas, evitando su volcado directo en el ambiente.
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