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Resumen

Este trabajo tuvo como finalidad la obtencién de alcohol a partir de lactosuero, para lo cual se utilizé
levadura de la especie Saccharomyces Cerevisiae US-05; S-04 modificadas genéticamente y la enzima
llamada lactasa. Se empled un disefio completamente al azar (DCA) en modelo bifactorial AxB. Los factores
en estudio fueron: a) Tipos de levadura Saccharomyces Cerevisiae con 2 niveles (S0-4 y US-05); b)
Dosificacion de lactasa con cuatro niveles (0,25 ml; 0,50 ml; 0,75 mly 1 ml de lactasa por cada litro de
materia prima). Cada tratamiento estuvo compuesto por 3 litros de lactosuero. A la materia prima se le
realizaron analisis de pH, acidez y grados brix como medidas de control. El proceso de fermentacion se
llevd a cabo durante 22 dias, luego se realizo el proceso de destilacion a cada uno de los tratamientos con
sus respectivas réplicas. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa estadistico IBM SPSS
version 21, dando como resultado que para la variable rendimiento de alcohol el tratamiento T4 (3 ml de
lactasa + 3 g de levadura Saccharomyces Cerevisiae US-05 + 3 L de lactosuero) es el mas adecuado, mientras
que para la variable concentracion de alcohol con los tratamientos T1 (0,75 ml de lactasa + 3 g de levadura
Saccharomyces Cerevisiae US-05 +3 L de lactosuero) y T4 (3 ml de lactasa + 3 g de levadura Saccharomyces
Cerevisiae US-05 + 3 L de lactosuero) se obtuvo una concentraciéon de alcohol mas elevada.

Palabras clave: Levadura; fermentacion; alcohol; destilacidn; lactosuero.

Abstract

The purpose of this work was to obtain alcohol from whey, for which yeast of the species Saccharomyces
Cerevisiae US-05 was used; S-04 genetically modified and the enzyme called lactase. A completely
randomized design (DCA) was used in bifactorial design AxB which had 2 factors under study, factor A:
Types of yeast Saccharomyces Cerevisiae had 2 levels (S0-4 and US-05); Factor B: Dosage of lactase with
four levels (0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml, 1 ml of lactase per liter of raw material), each treatment was
composed of 3 liters of whey. The raw material was analyzed for pH, acidity and brix degrees as control
measures. The fermentation process lasted for 22 days, then the distillation process was carried out for
each of the treatments with their respective replicas. The data obtained were analyzed by means of the
statistical program IBM SPSS version 21, resulting in the variable T4 treatment (3 ml of lactase + 3 g of yeast
Saccharomyces Cerevisiae US-05 + 3 L of whey) for the variable alcohol yield. more suitable, while for the
variable alcohol concentration with T1 treatments (0,75 ml of lactase + 3 g of yeast Saccharomyces
Cerevisiae US-05 +3 L of whey) and T4 (3 ml of lactase + 3 g of yeast Saccharomyces Cerevisiae US-05 + 3 L
of whey) a higher alcohol concentration was obtained.

Keywords: Yeast; fermentation; alcohol; distillation; whey.
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1. Introduccién

Segln Rojas et al., (2015) la industria de
productos lacteos es uno de los sectores
mas importantes de la economia de
muchos paises y entorno a ella se ha
desarrollado una tecnologia completa y
novedosa. Aproximadamente, el 90% de
la leche utilizada en la industria quesera
es eliminada como lactosuero. Por su
parte Garcia et al., (2004) expresan que
su composicién varia dependiendo de las
caracteristicas de la leche y de las
condiciones de elaboracién del queso de
que proceda, pero, en términos
generales, podemos decir que el
lactosuero contiene: 4,9% de lactosa,
0,9% de proteina cruda, 0,6% de cenizas,
0,3% de grasa, 0,2% de 4acido lactico y
93,1% de agua.

Ramirez (2012) manifiesta que Ia
fermentacién del lactosuero, es uno de
los procesos que ha permitido valorizar
este subproducto, puesto que el
lactosuero posee todos los macro vy
micronutrientes y elementos traza que
los microorganismos necesitan para
realizar el proceso fermentativo. El
componente mas utilizado en estos
procesos es la lactosa. Por otro lado,
Vargas (2017) menciona que la

fermentacién del lactosuero enfocada a

la produccion de etanol, puede
presentarse como alternativa viable de
aprovechamiento de éste residuo para la
generacion de un producto con mayor

valor agregado.

Las especies mas empleadas para
fermentar  este  disacdrido  son
Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis y Candida kefyr, no
obstante, la principal limitacion de este
proceso es la baja concentracién de
etanol que se obtiene por la intolerancia
de algunas cepas vy la baja concentraciéon
de lactosa, que se genera como maximo

entre 2% y 3% de etanol al final de la

fermentacion (Garcia et al., 2004).

La presente investigacion se realizé con
la finalidad de obtener alcohol a partir de
lactosuero. Cabe mencionar que este
subproducto es rico en lactosa y por
tanto, se convierte en una alternativa
para su aprovechamiento en |Ia
obtencion de alcohol mediante un
proceso simultaneo entre hidrélisis y
fermentacion. El tipo de levadura que se
empleo fue la especie Saccharomyces
Cerevisiae modificada genéticamente
(US-05; S-04), esta levadura no es capaz
de fermentar lactosa, por lo que fue
necesario hidrolizarla, es por ello que se

evalué la dosificacién de lactasa, que
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actla como enzima capaz de hidrolizar la

lactosa en glucosa y galactosa.

2. Materiales y Métodos
2.1. Ubicacién

La presente investigacion se realizd en el
Laboratorio de Bromatologia de |Ia
Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix
Lopez”, ubicada en el sitio el Limdn,
cabecera cantonal del Cantén Bolivar, de
la provincia de Manabi, situada
geograficamente entre las coordenadas
02 49" 27,9” latitud sur; 809 10" 47,2”

longitud oeste.
2.2. Factores en estudio

Los factores en estudio y sus respectivos

niveles fueron:

e A: Tipos de levadura Saccharomyces

Cerevisiae (S0-4 y US-05).

Se utilizé una dosificacion 1g de levadura
Saccharomyces Cerevisiae en relacion a

cada litro de lactosuero a fermentar.

al: Levadura Saccharomyces Cerevisiae
US-05; a2: Levadura Saccharomyces

Cerevisiae S-04.
e B: Dosificacion de lactasa.

Se emplearon las siguientes
dosificaciones de lactasa en relacion a

cada litro de lactosuero a fermentar.

b1:0,25ml; b2:0,50 ml; b3: 0,75 mly b4:

1 ml.
2.3. Tratamientos

Como resultado de la combinacién de los
niveles de cada factor se establecieron 8
tratamientos con 3 repeticiones cada
uno, en base a 3L de lactosuero los

cuales se detallan a continuacion:

Tabla 1. Tratamientos para la produccidon de alcohol a partir de lactosuero.

Tratamientos Cddigos Descripcion
T1 aib; 0,75 ml de lactasa + 3 g de levadura US-05
T2 aib, 1,5 ml de lactasa + 3 g de levadura US-05
T3 aibs 2,25 ml de lactasa + 3 g de levadura US-05
T4 aiba 3 mlde lactasa + 3 g de levadura US-05
TS azbs 0,75 ml de lactasa + 3 g de levadura S-04
T6 asxb, 1,5 ml de lactasa + 3 g de levadura S-04
T7 asbs 2,25 ml de lactasa + 3 g de levadura S-04
T8 axbg 3 ml de lactasa + 3 g de levadura S-04
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2.4. Disefo experimental

El disefio que se aplicdé en la
investigacion fue un Disefio
Completamente al Azar (DCA) bifactorial

AxB con un total de ocho tratamientos.

Lactosuero

40ml de lactosuero +

Recepcion de la materia

Filtracion

2.5. Descripcion del experimento

Para la obtencién de alcohol a partir de
lactosuero, se aplico el siguiente

diagrama de proceso (Figura 1).

LEYENDA

Proceso
Combinado

/’\
U Proceso

Impurezas

levadura Saccharomyces

Cerevisiae 5-04 (1g/L) Activacion del
fermento
40ml de lactosuero + (35°C/5 min)
levadura Saccharomyces Llactasa

Cerevisiae US-05 (1g/L) | Fermento activado

Analisis de laboratorio v
(Acidez, Brix, pH)

Adicién de enzimas
(tiempo de hidrdlisis 1 hora)

D Inspeccion
D Demora

V Almacenamiento

i Ambiente
v

Adicion del fermento

Fermentacion (22 dias)
Envases de plastico
(4L - Tereftalato de Polietileno)

CO2

Residuo

|

v

Residuo

G- O-OTOTOTI-O- OO

) Trasvase
Almacenamiento
(bodega)
Envases y tapas Esterilizacion Destilacion
(H20 con 2% (3h-752C)
NaClO)
(H:0 tibia)

Determinacion de
alcohol % v/v

Envasado

|

v

Almacenamiento 25°C

Figura 1. Diagrama de proceso para la fermentacion alcohdlica de lactosuero.

Recepcidn: Se receptd la materia prima

en ambiente adecuado, la cual procedid

del Barrio Santa Lucia ubicado en el

cantdn Bolivar.
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Filtracién: Utilizando un tamiz se
procedid a filtrar el lactosuero para
eliminar cualquier tipo de impureza que

pueda tener.

Andlisis de laboratorio: Se realizaron los
siguientes analisis al lactosuero: acidez,
pH, grados brix; estos analisis se
efectuaron en los laboratorios de

Bromatologia de la ESPAM "MFL".

Adicién de enzima lactasa: Se adiciond la
enzima lactasa en las dosificaciones
establecidas para cada tratamiento vy
réplicas, se espera un lapso de tiempo de
una hora para que esta pueda hidrolizar

la lactosa en glucosa y galactosa.

Activacion del fermento: El fermento
(Saccharomyces Cerevisiae S-04; US-05),
se lo activd con ayuda de una placa
calefactora; dicho proceso consistio en
mezclar la cantidad de fermento a
utilizarse para cada tratamiento y sus
respectivas réplicas con una cantidad
minima de lactosuero (40 ml), para la
respectiva activacion se utilizé una

temperatura de 35°C por 5 minutos.

Adicion del fermento (Saccharomyces
Cerevisige S-04; US-05): Se agregdé al
lactosuero, replicando el proceso en los

tratamientos propuestos.

Fermentacién: Se dejo fermentar por un
periodo de 22 dias, en envases de
plastico con wuna capacidad de 4L,
elaborados de Tereftalato de Polietileno
(PET), para luego realizar el trasvase y su

destilacion, respectivamente.

Trasvase: Esta operacién se la realizd con
el fin de detener la fermentacién del
lactosuero, evitando asi que este se

convirtiera en acido acético.

Destilado: Una vez cumplidos los 22 dias
de fermentacién, con la finalidad de
determinar el rendimiento vy la
concentracion de alcohol en cada uno de
los tratamientos y réplicas se procedio a
destilar, se empled un tiempo de 3 horas
con una temperatura de 75°C; para
efectuar esta operacion se utilizaron los
siguientes materiales y equipos: baldn
de destilacién, placa calefactora, tubo
condensador, termodmetro, vaso de
precipitacion, soporte universal, pinzasy
finalmente un corcho. Posteriormente,

se evaluaron las variables de estudio.

Rendimiento de alcohol: Se determind
una vez terminada la destilacion, es
decir, el volumen obtenido en cada
tratamiento y réplica expresado en

porcentaje.
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Concentracion de  alcohol:  Para
determinar la concentracién de alcohol
se utilizd un alcoholimetro, esto consiste
en introducir el alcoholimetro en la
muestra de alcohol y verificar cual es su

concentracion y/o grado de alcohdlico

(INEN, 2014).

Envasado: Una vez destilados todos los
tratamientos con sus respectivas
réplicas, se los envaso en recipientes de
plastico, previamente esterilizados
(NaClO al 2%; H,O tibia) elaborados de

Tereftalato de Polietileno (PET), con una

capacidad de 500 ml.

Almacenado: El alcohol final se
almacend a una temperatura ambiente

de 25°C (+ 2°C).
2.6. Analisis estadistico

Los resultados de los analisis
rendimiento y concentracién de alcohol
fueron evaluados por medio del
software estadistico IBM SPSS version
21, los cuales fueron sometidos a:
Prueba de normalidad (test de Shapiro
Wilk) y a pruebas de homogeneidad de
varianzas y homocedasticidad (Test de
Levene). Si los resultados cumplian con

los supuestos se les realizaba:

e Andlisis de varianza (ADEVA - TUKEY).

e Coeficiente de variacion (CV).

En caso de no cumplir con los supuestos
de ADEVA se realizaban pruebas no
paramétricas mediante la muestra de

Kruskal-Wallis.

3. Resultados y discusién

3.1. Caracterizacién de la materia prima

Como parametros de control se
realizaron pruebas fisico-quimicas a la
materia prima (lactosuero), los cuales se

presentan en tabla 2.

Tabla 2. Andlisis fisico-quimico de la materia
prima.

Analisis Resultados
pH 6,52
Grados Brix 5,5
Acidez 0,16%

3.2. Evaluacidn de las  variables

respuestas

Para la evaluacion de las variables
respuestas se realizaron pruebas
paramétricas en el caso de rendimiento
de alcohol y no paramétricas para la

concentracion de alcohol.
3.2.1. Rendimiento de alcohol

Tabla 3. Supuesto de normalidad mediante
la prueba de Shapiro-Wilk

Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig.
Rendimiento 0,920 24 0.058
de alcohol
Concentracién 0,841 24  0.001
de alcohol
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Tabla 4. Prueba de homogeneidad de
Varianzas

Como se puede observar en la tabla 3, la

variable rendimiento de alcohol cumplio

el supuesto de normalidad mediante la Contraste de Levene sobre la igualdad de

prueba de Shapiro-Wilk debido a que su las varianzas error

significancia es mayor al 0,05; por lo R. de alcohol
o g . F gl gl2 Sig.
consiguiente se procedid a realizar la
1.732 7 16 0.172

prueba de homogeneidad de varianzas y

posteriormente el andlisis de varianza

La variable rendimiento de alcohol, al
(ADEVA-TUKEY), por su parte la variable

cumplir con la Prueba de homogeneidad
concentracién de alcohol no cumplié

de Varianzas, tal como se muestra en la
con el supuesto de normalidad mediante

tabla 4y el supuesto de Normalidad, (Ver
la prueba de Shapiro-Wilk debido a que

tabla 3), fue evaluada mediante la
su significancia es menor al 0,05, por lo

prueba de ADEVA para los factores y los
expuesto con anterioridad se efectud

tratamientos.
una prueba no paramétrica como loes la

prueba de Kruskal Wallis.

Tabla 5. ADEVA para los factores de la variable Rendimiento de alcohol

ADEVA
) Suma de cuadrados Media )
Origen Gl ) . F Sig.
tipo Il cuadratica
Total corregida 23 270,518
FACTOR A 1 71,139 71,139 548,720 0.000**
FACTOR B 3 96,350 32,117 247,725 0.000**
FACTOR A *
3 100,955 33,652 259,566 0.000**
FACTOR B
Error 16 2,074 0,130
Total 24 11894,440
CV: 15,58

NS: NO significativo
*significativo al 5%
**altamente significativo al 1%

El ADEVA aplicado para los factores (Ay

B) como para la interaccién de ambos

denotd que existe diferencia estadistica

significativa tanto para los factores como
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para la interaccion de ambos debido a
gue su significancia es menor a 0,05, tal
como se observa en la tabla 5; por este
motivo se le efectud la prueba de medias

al factor A debido a que solo presenta

dos niveles y la prueba de TUKEY para el
factor B el cual esta definido por cuatro
niveles para establecer el mejor nivel de

cada factor.

Tabla 6. Prueba de medias para el factor A de la variable Rendimiento de alcohol

Prueba de Medias

Factor A Media Error tip. Intervalo de confianza 95%
Limite Limite
inferior superior
al 23.729a 0,104 23,509 23,950
a2 20.286 b 0,104 20,065 20,506

Letras iguales en columnas no difieren estadisticamente segin Tukey al 0,05 de

probabilidad de error.

De acuerdo a la tabla 6, la prueba de
medias aplicada para el factor A

establecio que el nivel al (Levadura

Saccharomyces Cerevisiae US-05) de
dicho factor es el mas indicado para
obtener un rendimiento de alcohol mas

elevado.

Tabla 7. Prueba de Tukey para el Factor B de la variable Rendimiento de alcohol

Prueba de TUKEY (Factor B)

Factor B N Subconjunto
2 3
b2 6 20,3533c
bl 6 20,9733b
b3 6 21,2733b
b4 6 25,4300a
Sig. 0,492 1,000

Letras iguales en columnas no difieren estadisticamente segin Tukey al 0.05 de

probabilidad de error.

La prueba de Tukey realizada para el
factor B establecié que el nivel b4 (1 ml
de lactasa) de dicho factor es el que
permite alcanzar el mayor rendimiento
del alcohol, con el nivel b1 (0,25 ml de

lactasa) y b3 (0,75 ml de lactasa) se

obtiene un rendimiento de alcohol igual,
mientras que con el nivel b2 (0,50 ml de
lactasa) el rendimiento de alcohol
obtenido es bajo en comparacion con los

anteriores (tabla 7).
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De acuerdo a la prueba de TUKEY
efectuada para el factor B (Dosificacion
de lactasa), se establecié que para
obtener un rendimiento de alcohol mas
elevado, el nivel b4 (1 ml de lactasa) es

el mas adecuado, lo cual concuerda con

Descalzi (2017) quien establece que con
dosificaciones altas de la enzima lactasa
se obtiene un grado de hidrdlisis de
lactosa mayor por ende habrd mejores

resultados.

Tabla 8. ADEVA para los tratamientos en la variable Rendimiento de alcohol

Origen Gl Suma de Media F Sig.
cuadrados cuadratica
tipo Il
Total corregida 23 270,518
Tratamiento 7 268,444 38,349 295,799 0,000**
Error 16 2,074 0,130
CV:15.58

NS: NO significativo; Gl: Rendimiento de alcohol

*significativo al 5%
**altamente significativo al 1%

El ADEVA aplicado para los tratamientos
denotd que existe diferencia estadistica
significativa debido a que su significancia

es menor a 0,05, tal como se observa en

Tabla 9. Prueba de Tukey para los tratamientos

la tabla 8. Por este motivo, se le aplicd la
prueba de TUKEY para establecer el
tratamiento mas eficiente en funcién del

rendimiento de alcohol.

Prueba de TUKEY
Tratamientos N Subconjunto
1 2 3 4 5 6
T1 3 16,6633f
T2 3 17,4633f
T3 3 20,5067e
T7 3 22,0400d
T6 3 23,2433c
T8 3 24,3500b
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TS5
T4
Sig. 0,185 1,000

25,2833b
26,5100a

1,000 1,000 0,085 1,000

Letras iguales en columnas no difieren estadisticamente segln Tukey al 0,05 de probabilidad de

error.

La tabla 9 refleja los resultados de la
prueba de TUKEY, se establece que para
obtener un mayor rendimiento de
alcohol, el tratamiento T4 (3 ml de
lactasa + 3 g de levadura Saccharomyces
Cerevisiage US-05 + 3 L de lactosuero) es
el mas adecuado, mientras que con los
tratamientos T1 (0,75 ml de lactasa+ 3 g
de levadura Saccharomyces Cerevisiae
US-05 +3 L de lactosuero) y T2 (1,5 ml de
lactasa + 3 g de levadura Saccharomyces
Cerevisiae US-05 +3 L de lactosuero) se
obtiene un rendimiento de alcohol mas
bajo, que en comparacion con una
investigacion realizada por Lépez &
Prado (2015). Las diferencias reportadas
entre ambos estudios se asocian a
diferentes factores como la cantidad de
lactosuero empleado para la
fermentacién, la no utilizacién de una
enzima capaz de desdoblar la lactosa
para que el fermento pueda actuar de
una forma mas eficaz, entre otras,
obteniendo de esta forma, rendimientos
de alcohol mas bajos. Por otra parte, en
un estudio realizado por Padin- Gonzalez

& Diaz- Fernandez (2009) se obtuvieron

mejores resultados en comparacion con
los obtenidos en este trabajo para el
rendimiento de alcohol obtenido ya que
ellos trabajaron con la levadura
Kluyveromyces marxianus, la cual es la
mas idénea para la obtencion de alcohol
a partir del lactosuero, debido a que

puede fermentar lactosa por si misma.
3.2.2. Concentracién de alcohol

La variable concentracién de alcohol no
cumplié con el supuesto de normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk
debido a que su significancia fue menor
al 0,05 (tabla 3), por lo expuesto con
anterioridad se efectud la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis tanto para
los factores como para los tratamientos.
La prueba de Kruskal Wallis aplicada al
factor A, denotd que éste si produce
efecto en la variable concentracion de
alcohol debido a que su significancia es
menor a 0,05, por lo cual se rechazod la
hipdtesis nula. Se realizd un grafico de
cajas (figura 2), en el cual se determind
el nivel del factor A que produce un

mejor resultado. Segun la figura 2, el
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nivel al (Levadura Saccharomyces

Cerevisiae US-05) produce una

1

I_

CONCENTRACION_DE_ALCOHOL
i

FACTOR_A

Figura 2. Grafico de cajas para el factor A

La prueba de Kruskal Wallis aplicado al
factor B, denotd que éste no produce
efecto en la variable concentracion de
alcohol debido a que su significancia es
mayor a 0,05, reteniendo asi la hipotesis
nula, es decir que no existio diferencia
estadistica significativa entre sus niveles,
ya que ninguno difiere de otro, lo que
manifiesta que con todos los niveles de
lactasa se obtienen concentraciones de

alcohol similares.

Se aplico la prueba de Kruskal Wallis en
los tratamientos, y se denotd que estos
si producen efecto en la variable
concentracién de alcohol, debido a que
su significancia es menor a 0,05. Se
realizd un grafico de medias (figura 3),
en el cual se observo el tratamiento en

estudio que produce un mejor resultado.

&

Media de CONCENTRACION_DE_ALCOHOL
7 b

kil i} s i s T B T8
TRATAMIENTO

Figura 3. Gréfico de medias para los
Tratamientos

Segun la figura 3, existe variacion en
cada tratamiento, puesto que se observa
que con los tratamientos T1 (0,75 ml de
lactasa + 3 g de levadura Saccharomyces
Cerevisiae US-05 + 3 L de lactosuero) y T4
(3 ml de lactasa + 3 g de levadura
Saccharomyces Cerevisiae US-05 + 3 L de
lactosuero) se obtiene una
concentracion de alcohol mas elevada,
mientras que con los tratamientos T7
(2,25 ml de lactasa + 3 g de levadura
Saccharomyces Cerevisiae S-04 + 3 L de
lactosuero) y T8 (3 ml de lactasa + 3 g de
levadura Saccharomyces Cerevisiae S-04
+ 3 L de lactosuero) se obtiene una
concentracion mas baja. En Ia
investigacion realizada por Lépez &
Prado (2015) se obtuvieron menores
concentraciones de alcohol, debido a
diferentes factores como la especie vy
cantidad de levadura Saccharomyces

Cerevisige utilizada en su investigacion.
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Por otra parte, en un estudio realizado
por Padin-Gonzalez y Diaz-Fernandez
(2009) se obtuvieron mejores resultados
en comparacion con los obtenidos en
este trabajo, debido a que ellos
inocularon con la  levadura
Kluyveromyces marxianus, la cual es la
mas iddnea para la obtencién de alcohol

a partir del lactosuero debido a que

puede fermentar lactosa por si misma.

4. Conclusiones

La posibilidad de obtener alcohol a partir
de la fermentacion de lactosuero se
presenta como una alternativa de
aprovechamiento, evitando asi su

desperdicio total.

El tratamiento 4 (T4) fue disefiado con la
mayor dosificacion de lactasa y levadura
Saccharomyces Cerevisiae US-05, por
tanto fue el que permitio obtener mayor

rendimiento y concentracién de alcohol.
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