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Abstract—The objective was to assess the production of scent of roses (2-phenylethanol) by Kluyveromyces marxianus
using a substrate acid whey cheese producer in the State of Hidalgo, México. The identification and quantification of 2-
phenylethanol was performed by gas chromatography. Experimental data were adjusted in mathematical models Gompertz,
Richards. Logistic and Monod. The data were analyzed using an analysis of variance of a single via. K. marxianus was
capable of producing 202 mg L™ (96 h) of 2-phenylethanol, product formation rate (rp) of 0.05 g L™*h™ (R2 0.99). The
substrate consumption rate (-rs) of 0.16 g L™*h™ (R2 0.99) and consumption of lactose was 86% (24 h).
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Resumen—EIl objetivo del estudio fue evaluar la produccién de aroma a rosas (2-feniletanol) por Kluyveromyces
marxianus utilizando como sustrato lactosuero acido de una productora de quesos en el Estado de Hidalgo, México. La
identificacion y cuantificacién de 2-feniletanol se realiz6 por cromatografia de gases. Los datos experimentales se ajustaron
a los modelos matematicos Gompertz, Richards, Logistico y Monod. Los resultados fueron evaluados mediante analisis de
varianza de una via. K.marxianus fue capaz de producir hasta 202 mg L™ (96 h) de 2-feniletanol, con una tasa de formacién
de producto (rp) de 0.05 g L*h™* (R? 0.99). La tasa de consumo de sustrato (-rs) fue de 0.16 g L™*h™ (R® 0.99) y un consumo
de lactosa del 86 % (24 h).

Palabras claves— 2-feniletanol, lactosuero acido, Kluyveromyces marxianus

I. INTRODUCCION

El lactosuero, es el liquido amarillo-verdoso que queda después de la separaciéon de la cuajada
durante el proceso de fabricacion del queso [1]. Representa alrededor del 90-95 % del volumen de la
leche y retiene cerca del 55% de los nutrientes de la misma [2]. Los principales componentes del
lactosuero son lactosa (4.5 — 5%), proteinas solubles (0.6 -0.8%), lipidos (0.4-0.5 %) y sales minerales
(8-10%) [3]. En el Valle de Tulancingo, Hidalgo se generan aproximadamente 492,000 litros de
lactosuero al dia, de los cuales el 72% son vertidos sin tratamiento al drenaje, a los arroyos o al suelo de
la region, convirtiéndolo en un contaminante potencial, debido al elevado contenido en materia organica
[4-6].

La alta carga organica, es originada principalmente por el contenido en lactosa (90%), seguido de
grasas Yy proteinas que son responsables de la contaminacion orgénica con valores que se encuentran en
el rango de 0.99 — 10.58 g/L y de 1.4-8.0 g/L, respectivamente [7,8]. Dicha composicion, conduce a
valores elevados de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) (30-50 g/L) y de la Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) (60-80 g/L) que sobrepasan los limites establecidos por las normas, generando
efectos negativos al ambiente. Dentro de estos efectos, se encuentra un rapido consumo de oxigeno,
fendmenos de eutrofizacion, grasas de flotacion, formacion de espuma, salinizacion, acidificacion,

RelbCi — Octubre 2016 — www.reibci.org



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

liberacion de olores desagradables entre otros [9]. Sin embargo, su alta capacidad contaminante, el
superavit de la disponibilidad de lactosuero y el valor nutritivo de sus componentes proporcionan una
oportunidad para transformarlo en compuestos de valor agregado mediante su tratamiento [10].

Desde el punto de vista de su valorizacion, la hidrolisis de lactosa representa un tratamiento de bajo
costo, que se puede lograr de dos formas, por hidrélisis quimica y por hidrolisis enzimética [6]. La
hidrolisis quimica, presenta algunas desventajas tales como la desnaturalizacion de las proteinas, la
necesidad de pre-desmineralizacion, la presencia de un color marrén por las reacciones de Maillard y la
formacion de productos indeseables [11]. Como consecuencia de ello la hidrolisis enzimatica es la ruta
preferencial para la hidrélisis de lactosa, a través de la enzima lactasa o B-galactosidasa (que se
encuentra en los animales, plantas, bacterias, hongos y levaduras) [12].

Hidrolizar la lactosa presente en el lactosuero permite la conversion de este residuo en productos de
valor afiadido. Dentro de éstos compuestos, el 2-feniletanol (2-FE) es un alcohol que se caracteriza por
su aroma a rosas [13]. 2-FE es utilizado para la modificacion de las composiciones organolépticas del
sabor (férmulas frutales, helados, dulces, bebidas sin alcohol, gelatinas, pudines, goma de mascar), tiene
aplicacién como anestésico local, y es utilizado también en la elaboracion de perfumes y cosméticos
[14-16]. Actualmente, la mayor produccion de 2-FE (> 10,000 ton/afio) se lleva a cabo por métodos
quimicos, bajo tres sintesis principales (Friedel Craft, 6xido de etileno y niquel Raney) [15].

Como consecuencia de ello, la demanda de 2-FE procedente de fuentes naturales es cada vez mayor
[17]. En levaduras, puede ser sintetizado, a través de dos rutas por la via novo o como resultado de la
bioconversion de L-fenilalanina (via de Ehrlich) [18]. Entre los diferentes productores de 2-feniletanol
(2-FE), K. marxianus presenta varias ventajas, que hacen de esta una cepa prometedora para emplearla
en un proceso industrial [17]. Posee una alta capacidad de conversion de sustrato en biomasa y la méas
alta tasa de crecimiento especifico entre los eucariotas [19]. La biosintesis de 2-FE puede tener lugar por
dos vias diferentes: a) la via catabdlica a partir de los aminoacidos por descarboxilacion después de la
reduccion de los a-cetodcidos obtenidos por transaminacion (mecanismo de Ehrlich), y b) la via
anabolica de los aminoacidos a partir de a-cetoacidos correspondientes a partir de los azlcares [20].

Los estudios con lactosuero utilizado como fuente de carbono para producir 2-FE, son escasos y
practicamente no hay reportes del uso de lactosuero acido (LA) utilizado en crudo, para producir aroma
a rosas. Debido a ello, el objetivo de este trabajo es evaluar el uso de lactosuero proveniente del Valle de
Tulancingo, Hidalgo sobre la produccién de 2-FE.

Il. MATERIAL Y METODOS

A. Pre-tratamiento del lactosuero

El lactosuero acido (LA) fue proporcionado por la empresa PROUNILAC, del Valle de Tulancingo
(Hidalgo, Mexico). Se pasteurizd por calentamiento a 63°C / 30 min. Se realizaron 4 lotes de
fermentacion por duplicado. Las muestras fueron tomadas directamente de la produccion de la
elaboracion de queso, y se colocaron en 12 contenedores de polietileno de 4 L. Estos fueron
transportados en hielo hasta el laboratorio y almacenados a 4°C, hasta su uso.

B. Determinacion del contenido de azlcares reductores

El contenido de lactosa en las muestras de LA se determind por el método de azUcares reductores con
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) tal y como lo presenta Hortsch [21]. Las muestras fueron centrifugadas
previamente a 6000 rpm durante 6 minutos.

92 Vol. 3 No. 5



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

C. Material biologico

El microorganismo utilizado fue la cepa de K. marxianus ITD00262, ésta fue conservada en placas
con medio AME [Agar para métodos estandar (Bioxon, México)] a 4 °C, hasta su uso.

D. Produccién de 2-feniletanol

La activacion de la cepa, se realizo por siembra masiva en placa con medio AME, incubada 24
h/30°C (Arsa, México). Posteriormente, se tomd un asa de siembra de la cepa de K.marxianus, para
inocular un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo LPY (20 g/L de lactosa, 20 g/L de
peptona de caseina, 10 g/L de extracto de levadura). Se incub6 durante 12 h manteniendo una agitacion
de 180 rpm a 30°C (Shaker Thermo Scientific). Posteriormente, se prepararon 4 lotes de fermentacion
en matraces de 250 mL, con 100 mL de lactosuero para cada matraz, afiadiendo un inéculo inicial de
1x10° células/mL. El tiempo de monitoreo fue 96 h, con un tiempo de 24 h entre cada toma de muestra.
Periddicamente, a partir de cada matraz se efectud el recuento de las levaduras mediante la técnica de
conteo directo al microscopio utilizando la cAmara de Neubauer (Marienfeld), usando volimenes de 20
uL para el conteo en cada muestra. Las células tefiidas con azul fueron consideradas como viables. La
lectura de la muestras se realiz6 por triplicado.

E. Cuantificacién de 2-feniletanol

Para el andlisis de 2-feniletanol, 1 mL de las muestras de lactosuero contenidas en los tubos
Eppendorf, fueron centrifugadas a 6000 rpm / 3 min. Posteriormente, la fase acuosa se microfiltro y
analizo directamente por cromatografia de gases. La muestra filtrada fue analizada en un cromatografo
de gases (GC; Perkin Elmer), equipado con un detector de flama de ionizacién (FID), provisto de una
columna DB WAX J&W Scientifics (60 m x 0.25 mm x 0.25 um). Las temperaturas del inyector,
detector y horno fueron 220, 250 y 150 ° C, respectivamente. Se utiliz6 nitrgeno como gas portador a
un flujo de 1 mL/min, para todas las muestras. El extracto de las muestras inyectadas fue de 2 pL. Los
compuestos se identificaron y se cuantificaron por comparacion con patrones. Las inyecciones de las
muestras se realizaron por duplicado.

F. Modelos matematicos

Los parametros cinéticos: velocidad especifica de crecimiento (p), velocidad de formacion de
producto (rp), velocidad de crecimiento (rg), velocidad de consumo de sustrato (-rs); se determinaron
utilizando las ecuaciones matematicas del modelo de Monod. Los datos experimentales se ajustaron de
manera independiente en las ecuaciones matematicas de Gompertz, Richards y Logistico por regresion
no lineal de acuerdo a Zwietering [22], con el algoritmo de Marquardt. La obtencion de los valores de
las constantes a, xc, kK y d, se realizd con ayuda del programa OriginPro version 8.1, usando el método
de minimos cuadrados, con un intervalo de confianza de 95 %. Una vez calculados los valores de a, xc y
k, como solucion al modelo aplicado, se obtuvieron los valores de A, um y A, mediante la ecuacion
correspondiente con su solucion [22].

G. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con un anélisis de varianza de una sola via (ANOVA), por comparacion
de medias por LSD (desviacion de minimos cuadrados) con un nivel de confianza del 95%, utilizando el
software STATISTICA version 8.0.
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Para las fermentaciones de lactosuero acido, las velocidades maxima de crecimiento especifico (pm),
obtenidas del ajuste de los modelos de crecimiento sigmoidal Gompertz, Richards y Logistico (figura 1)
fueron 0.17, 0.20 y 0.18 h%, respectivamente. Con una variacion en el tiempo de generacién (tg), con
valores de 1.75, 1.58 y 1.62 h para cada modelo. Para la aplicacion del modelo de Monod, se asume que
la fase lag no existe, ya que partimos de un indculo activo, ésta premisa se comprobd también con los
modelos de crecimiento sigmoidal (Gompertz, Richards y Logistico) en donde se obtuvo una fase lag de
0.09, 0.19 y 0.10 h™*; respectivamente. Para todos los modelos, los coeficientes de correlacion fueron
superiores al 95 %.

RESULTADOS

9.5+
P
- 1
RA2 =0.98376 Ecuacion y=a*exp(-exp(-k*(x-xc)))
9.0 umax=0.17h"
A=0.09h" a 9.33696 +0.10252
tg=1.75h Xc -25.61392 + 4.53288
k 0.049838 +0.00883
~ 854 Gompertz
_
E
=
E 80 R"2 :—gggﬁﬂz Ecuacién if(d<1) y=(a” (1-d)-exp(-k(x-xc)))* (1/(1-d)
S .0 Hmax=0.20h"
~ A=0.19n" a  9.25905 +0.02695
o tg=1.58 h ] XC -246.61175 +19.80714
0 ! —u— Experimental . d 2373892 +12.98987
- 759 P Richards k 018047 +0.09518
-=-=-SGompertz
1/ —— SRichards
...... Slogistic RA2 =0.98567 Ecuacion y=a/(1+exp(-k*(x-xc)))
7.0+ pmax=0.18h™
A=010h? — a 93288 +0.09225
tg=1.62 h Xc -21.09654 + 3.47143
Logistico k 0.05396 =+ 0.00849
6.3 T T T T T T 1
0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Fig. 1. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logistico para las fermentaciones de LA a 30 °C/180 rpm.

Utilizando la ecuacion de Monod, se obtuvo una velocidad de consumo de sustrato (-rs) de 0.16 g L
'h?® (R? 0.99) con una concentracion de lactosa residual de 1.69 g L. Para éstas fermentaciones, el
recuento celular fue de 1.93x10° UFC/mL a las 72 h (Tabla 1). Se obtuvo un rendimiento de biomasa
(Yws, en base a lactosa) de 0.82 g/g, que corresponden de acuerdo con los resultados obtenidos en el
recuento celular, con una formacién de 0.82 g de biomasa por cada gramo de sustrato. EI consumo total
de lactosa para las fermentaciones de LA fue del 96 % en un tiempo de 96 h. La maxima produccion de
2-FE fue de 202 mg L™ (96 h) con una velocidad de formacién de producto (rp) de 0.05 g L*h™ y un
coeficiente de correlacién (R?) de 0.99.
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Tabla I. Concentracion los distintos parametros de las fermentaciones de LA con K.marxianus a 30°C/180 rpm.
Tiempo (h) 2-feniletanol Lactosa (g L™) Recu(eSlgc():(/jﬁ]Slulas Etanol (g L™)
0 ND* 41.07+£1.05 1.20 x10" + 1.2 x10° ND*
24 38 +0.003 5.82+0.49 3.21 x10° + 2.9 x10’ 13.82 +£3.713
48 51 +0.001 1.91+0.02 1.69 x10” + 2.8 x10° 32.53+5.128
72 118 + 0.004 1.83+0.08 1.93 x10” + 5.2 x10° 23.05+2.171
96 202 +0.010 1.69+0.04 1.71 x10” + 3.5 x10° 22.75+£0.747

*ND no detectado

La velocidad de formacién de producto (rp) se calcul6 de acuerdo a la ecuaciéon de Monod (1). Se
obtuvieron concentramones de etanol maximas de 32.53 g L' a las 48 h (Tabla 1), con una
productividad de 0.67 g L™*h™.

La tasa de formacion de producto se calcul6 de la siguiente manera:

rp = rgY(p/s) 1)
donde rg es la tasa de crecimiento (g L™ h™), Y s rendimiento del producto (Y, base lactosa)

1VV. DISCUSION

Respecto a los tiempos de generacion obtenidos con los modelos de crecimiento sigmoidal
Gompertz, Richards y Logistico, estos concuerdan con lo reportado para K.marxianus en medios
nutritivos [23-25]. Adicionalmente a ello, los tiempos de generaciéon (tg 1.75, 1.58 y 1.62 h) son
superiores que el reportado por Mendoza [26] quienes obtuvieron un tg de 1.65 h en lactosuero
desproteinizado. Se obtuvo una fase lag utilizando los modelos de crecimiento sigmoidal (Gompertz,
Richards y Logistico) de 0.09, 0.19 y 0.10 h, respectivamente. Estos resultados son esperados ya que se
utiliz6 un indculo activo, lo que permite aplicar el modelo de Monod. Respecto a la velocidad de
consumo de sustrato (-rs), se obtuvo un consumo del 96 % de lactosa en LA a las 96 h, lo que expllca el
contenido residual de lactosa de 1.69 g L™. Para este método diferencial, se consideré una reaccién
isotérmica en un reactor intermitente, de volumen constante, registrando la concentracion en funcion del
tiempo, observandose una reduccién considerable del sustrato (86%) a los 24 h. La maxima producuon
de 2-FE en estas fermentaciones (LA) fue de 202 mg L™ (96 h), estos resultado son superiores a los
reportado por Dragone [5]. La velocidad de formacién de producto (rp) descrita por el modelo de
Monod, describe la formacion del producto asociado al crecimiento, con un crecimiento exponencial a
lo largo de las fermentaciones de lactosuero acido, acompafiado de la formacion de 2-FE. Este
comportamiento ya ha sido reportado [14, 27,28], el cual se atribuye a la complejidad del sustrato
empleado. Ademas de lo antes mencionado, otros nutrientes como el nitrégeno facilmente asimilable
(NFA), pudieron haber influido en la formacién de 2-FE [20]. El contenido de NFA presente en el LA
fue de 169.5 mg L™*. Ademas del sustrato y la concentracion de levaduras, se ha reportado que la
produccion de etanol puede influir en la formacion de 2-FE. Respecto a la formacmn de etanol, éste
estuvo presente a lo largo de las fermentaciones con una productlwdad de 0.67 g L™*h™. Estos resultados,
pueden deberse al efecto Crabtree conocido de la cepa de K. marxianus capaz de fermentar la lactosa.
Tanto la productividad (0.67 g L™*h™) como la concentracion de etanol (32.53 g L™) se encuentra por
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encima de la reportada por algunos autores en lactosuero desproteinizado y concentrado, en condiciones
similares de lactosa [29,30].

V. CONCLUSIONES

K. marxianus fue capaz de producir 2-FE a partir de los desechos de la industria quesera, presentados
como lactosuero acido. Respecto a la concentracion de 2-FE aln sigue siendo baja. Debido a ello, se
recomienda realizar posteriores experimentos con el lactosuero adicionando fuentes de nitrégeno para
incrementar la produccion del metabolito. Este estudio podria representar un uso alternativo para este
tipo de desecho y disminuir con ello su impacto ambiental.
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