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Resumen

El lactosuero, rico en nutrientes como lactosa, proteinas y grasas, presenta una elevada carga
organica que genera impactos ambientales debido a la demanda quimica de oxigeno, el medio
evidencio que el lactosuero es altamente favorable para el desarrollo microbiano, especialmente
en su forma entera, destacando los bacilos Gran positivos, probablemente acido-lacticas. Los
analisis cuantitativos confirmaron una poblaciéon microbiana mayor en el suero entero, con
aproximadamente 38 UFC en comparacion a las 28 UFC observadas en el suero descremado; esta
diferencia se atribuye al mayor contenido graso. Ademas, se registraron diferencias fisicoquimicas
notables: el suero entero presento una mayor carga organica (DQO: 69,947 mg/L), asi como
niveles mas altos de proteinas, azucares reductores y solidos totales, a diferencia del suero
descremado que mostr6 un pH mas elevado y menor acidez, estos resultados reafirman el potencial
del lactosuero como medio de cultivo dptimo para aislar microorganismos con aplicaciones
prometedoras en campos como la biorremediacion y la generacidon de energia, tanto a nivel

biotecnoldgico como en la gestion de subproductos lacteos.
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CAPITULO I. GENERALIDADES DEL PROYECTO

1.1 Introduccién

El suero de queso se obtiene después de la precipitacion de la caseina (Parra, et al., 2009), y es
rico en proteinas, vitaminas, carbohidratos, y grasas (Hoffman & Falvo, 2004), sin embargo, es
considerado un residuo con una Demanda quimica de Oxigeno (DQO) de 50 gO2/L a 102 gO2/L
(Pires et al., 2021) que causa dafios ambientales. En la Comunidad de Tihuatlan, Ver., existen
pequetios productores de queso, y estos no tienen una cultura o un sistema de gestion de residuos.

Es decir; tienden a verter sus residuos a los cuerpos de agua, ocasionando contaminacion (Besediuk

et al., 2024)

Existen alternativas tecnologicas para el tratamiento del suero de queso, sin embargo, solo se ha
reportado que es tratado el 50% (Iseppi et al., 2017), es una alternativa como vertido agricola y
eficaz para mitigar la contaminacidon de cuerpos de agua, para beneficios econdmicos y control
ambiental (Zandona et al., 2021). Este residuo es un recurso rico en nutrientes para realizar
subproductos de origen biotecnoldgico, como la biorremediacién y la generacién de energia
mediante la tecnologia de Celdas de Combustible Microbiana (Segundo et al., 2025). Por lo tanto,
el objetivo de esta investigacion es aislar microorganismos de suero de queso con opciones
biotecnoldgicas, como propiedades electrogénicas. Ya que las celdas de combustible microbianas
(CCM) son dispositivos que transforman la energia quimica de los residuos en electricidad
mediante la actividad de microorganismos, brindando la posibilidad de utilizar una amplia gama

de materia organica biodegradable, como desechos organicos (Ojha et al., 2024).



1.2 Problemética.
La demanda de productos lacteos (quesos) han generado grandes cantidades de residuos,
principalmente el suero de queso. Este subproducto contiene gran cantidad de materia organica,
lo que ha ocasionado una problematica ambiental debido a que la disposicion final estd en los

cuerpos de agua, causando muerte de fauna y flora (Puig Ruiz , Fuentes, & Pons, 2022).

Ademas, la alta concentracion de acidez dificulta su tratamiento en plantas de aguas residuales
(Casallas-Ojeda et al., 2024). Para mitigar el uso excesivo del suero de queso se han creado
alternativas, como la produccion de hidrogeno (Aranda-Jaramillo et al., 2023) y la generacion de
energia eléctrica. Estas técnicas utilizan microorganismos electrogénicos, ya que tienen la
capacidad de transferir electrones y participar en procesos de biorremediacion (Rodriguez
Gonzalez, Zarate Villaroe, & Bastida Codina, 2022). Por lo tanto, es crucial desarrollar un método
para aislar y caracterizar estos microorganismos y evaluar su eficacia en el tratamiento de
purificacion y su sostenibilidad ambiental (Ramirez Lopez & Vélez Ruiz, 2016). Sin embargo, la
caracterizacion y aislamiento de estos microorganismos en efluentes lacteos sigue siendo un reto,
a pesar de la importancia debido a la falta de investigacion, ademds de la falta de conocimiento
sobre las propiedades de estos microorganismos y avances tecnoldgicos en este campo (Vargas,
2020) lo cual limita su integracion en tecnologias innovadoras para el tratamiento y valorizacion

de efluentes, como las celdas de combustible microbianas.
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1.3 Objetivos general
Aislar y caracterizar microorganismos electrogénicos del suero de queso con el fin de identificar

cepas con potencial para generar bioelectricidad.

1.4 Objetivos especificos
1. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez, °Brix, proteinas, grasas, DQO)
del suero de queso entero y descremado
2. Aislar microorganismos electrogénicos de suero de queso entero y descremado
3. Caracterizar morfologica de las colonias obtenidas, mediante tinciones de gran para

identificar posibles cepas electrogenas.
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1.5 Justificacion
La inquietud por el impacto ambiental de los residuos organicos estd impulsando cambios en
desarrollar métodos de tratamiento mas eficientes y sostenibles (Matabajoy, 2018). Los efluentes
lacteos contienen niveles elevados de cargas organicas y nutrientes que, si no se manejan
adecuadamente, provoca contaminacion de recursos hidricos y afectan negativamente la salud
publica y los ecosistemas acuaticos (Kumar et al., 2017) los procesos de tratamiento para estos
efluentes han sido muy costosos y a menudo insuficientes para mitigar todos los problemas

relacionados.

Dentro de este marco, representan un enfoque innovador, dado que tienen la destreza de transferir
electrones a través de mecanismos de manera directa e indirecta, lo que desempefian un papel

fundamental en la biorremediacion y en la produccion de energia renovable (Logan et al., 2019).

Es por ello, la investigacion busca soluciones sostenibles para reducir el impacto ambiental, pues
representa una oportunidad para optimizar la eficiencia operativa y disminuir los costos a largo
plazo, ademds abre la puerta al desarrollo de nuevas estrategias para el aprovechamiento de
recursos biolodgicos en procesos industriales (Zhao et al., 2020), por esta razon, se realizd el
aislamiento y caracterizacion de microorganismos electrogénicos en efluentes lacteos que podria
no solo mejorar la eficiencia del tratamiento de estos residuos, sino también contribuir a la creacion
de tecnologias avanzadas como las celdas de combustible microbianas, que pueden generar energia

eléctrica a partir de los residuos orgdnicos (Rabaey & Verstraete, 2005; Santoro et al., 2017).
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Capitulo Il Marco teorico

2.1.- Lactosuero

Es un subproducto liquido obtenido tras coagular la leche en la fabricacion del queso y separar la
cuajada, a pesar de ser un residuo, posee alto valor nutricional, ya que contiene lactosa, proteinas,
minerales (como el calcio) y vitaminas, siendo aprovechado industrialmente (Figueroa Pres,

Garcia Marnotes, Dias Rubio, Cobos Garcia, & Dias Pereira, 2021).

2.2.- Componentes principales del lactosuero
El suero de leche es la fase acuosa que se separa de la cuajada en el proceso de elaboracién de
quesos; es un liquido claro, de color amarillo verdoso, contiene en promedio 4,9% de lactosa, 0,9%
de proteina, 0,6% de cenizas y 0,3% de grasas, entre otros componentes, este subproducto se ha
constituido en el principal desecho de la industria lactea Brito (2017). Segun Molero, Flores, Leal
& Brifiez (2017), el lactosuero (LS) estd compuesto por 5% lactosa, 93% agua, 0,85% proteinas,
0,53% minerales y 0,36% de grasa. Por cada 100 kg de leche empleados para producir quesos, se
obtienen 9,3 kg de queso fresco y alrededor 90,7 kg de suero de leche, y contiene la mayor parte

de las sustancias solubles, como lactosa, proteinas del suero (Pais et al., 2017).

2. 3.- Agua y solidos totales en el suero de queso

El componente mayoritario es el agua; los solidos totales varian segln el tipo de queso y
procesamiento (suero de queso dulce, suero de queso acido, permeado, etc.), que incluyen lactosa,

proteinas solubles, minerales y vitaminas hidrosolubles (Mirzakulova, 2025).
2.4.- Proteinas del suero

Las proteinas solubles, como la B-lactoglobulina (B-LG), la a-lactoalbimina (a-LA) y el
glicomacropéptido (GMP), destacan por su alto valor nutricional y funcional (Cava et al., 2024).
La B-LG, la més abundante en el suero bovino, ofrece propiedades de emulsificacion, gelificacion
y formacion de péptidos bioactivos (Mehra et al., 2021). La a-LA es una fuente de triptéfano y
péptidos bioactivos cuya calidad depende de su estabilidad térmica y de ultrafiltracién (Adler,
2024). El GMP, un derivado de la k-caseina, es beneficioso para dietas de fenilcetonuria al no
contener fenilalanina, ademas de tener efectos prebi6ticos e indirectos y regular la saciedad (Pefia
etal., 2021).
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2.5.- Coprecipitados de Caseina-Proteina de Suero

Los coprecipitados de caseina-proteina de suero se crean desnaturalizando las proteinas del suero
en leche descremada y luego combinandolas con caseinas mediante acidificacion o adicion de
CaCl., aunque estos productos aumentan el rendimiento (aproximadamente el 15%), su éxito ha
sido limitado. Sin embargo, la lactoproteina soluble han mejorado la solubilidad y mantienen la
funcionalidad de las caseinas a pH alcalino. (Fox, et al., 2015). En la Tabla 1, muestran productos
que se obtienen mediante las proteinas de la leche en donde se utilizan en alimentos, bebidas,
férmulas infantiles, productos médicos y cosméticos, entre otras aplicaciones, debido a sus
propiedades funcionales, tecnoldgicas y nutricionales (adaptado de Mulvihill, 1992) con

referencias actuales

Tabla 1. Usos principales de las proteinas ldacteas

Productos Caseinas / Caseinatos Proteinas de suero Referencias

Panaderia Mejoran textura, volumen, | Emulsificante, sustituto del | Singh & Li (2022);
consistencia de masa y valor | huevo, aporte nutricional Jeong et al. (2021)
nutricional

Lacteos Quesos imitaciones, yogur, | Mayor rendimiento, cohesion | Zhao et al. (2025);
bebidas lacteas; aportan | de cuajada, emulsion y | Invited Review
textura, firmeza, emulsion gelificacion (2021)

Bebidas Estabilizante y emulsificante | Aportan estabilidad, | Chaudhary et al.
en chocolates, refrescos vy | viscosidad y valor nutricional | (2022); Costa et al.
licores en jugos y bebidas lacteas (2023)

Alimentacion | Hidrolizados en  formulas | Hidrolizados en formulas | Singh & Li (2022);

especializada | infantiles y dietas médicas; alta | hipoalergénicas y nutricion | Jeong et al. (2021)
digestibilidad clinica

Otros usos Cosméticos, pastas dentales, | Similar aplicacion en | Chaudhary et al
cicatrizacion productos no alimentarios (2022); Costa et al.

(2023)

2.6.- Péptidos y proteinas bioactivas

La hidrolisis parcial y los procesos de fermentacion son compuestos que tienen propiedades

beneficiosas para la salud, como efectos antihipertensivos, antioxidantes, inmunomoduladoras y

antimicrobianas (Zhao et al., 2022).

2.7.- Lactosa y derivados funcionales

Es el carbohidrato soluble principal en el suero de leche, se utiliza para la produccion de galacto-

oligosacaridos (GOS) y otros prebidticos, a través de reacciones de transgalactosilacion o
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fermentaciones microbianas, que lo transforman en productos de alto valor afiadido (Vera et al.,

2022; Orrego et al., 2022).

2.8.- Minerales y vitaminas
El suero contiene una gran cantidad de concentracion de minerales (calcio, fosforo, potasio, sodio,
magnesio) y vitaminas hidrosolubles (especialmente el complejo B y la vitamina C), estos influyen
en sus propiedades, por ejemplo, su solubilidad y estabilidad, ademéas de su valor nutricional y

productos derivados (Mirzakulova, 2025).

2.9.- Lipidos y otros componentes menores
El suero presenta un bajo contenido de grasas a diferencia de la leche entera, ya que la porcién
restante se compone de triglicéridos, fosfolipidos y &cidos grasos que generalmente se agrupan en
etapas del procesamiento, asi mismo existen pigmentos con composicion volatil y residuos

enzimaticos (Delgado-Macuil et al., 2025).
2.10.- Tipos de suero de queso

Es importante identificar los tipos de suero de queso, con el proposito de conocer su empleo
adecuado segun sus caracteristicas (Kinsella & Whitehead, 1989). La siguiente tabla presenta su
clasificacion (dulce, acido o combinado), asi como sus caracteristicas, sus usos y ejemplos de
derivados lacteos, lo cual es importante para su aprovechamiento en funcion de sus propiedades
fisicoquimicas y su potencial en diversas aplicaciones industriales, lo que permite no solo reducir

su impacto ambiental, sino que también crear valor a partir de este subproducto.
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Tabla 2. Clasificacion y caracteristicas de los tipos de suero de queso

Tipo Origen pH Caracteristicas Usos comunes Quesos Referencia
de principales producidos
suero
Suero | Coagulacion 6,4 — | Sabor suave y | Bebidas lacteas, | Cheddar, Smithers,
dulce enzimatica con | 6,6 dulce, alto | ricotta, lactosuero | Gouda, 2008

cuajo en contenido de | en polvo, | Manchego

quesos duros o proteinas séricas, | suplementos

semiduros. rica en lactosa proteicos
Suero | Coagulacion 4,3 — | Sabor acido, | Produccion de | Queso Siso, 1996
acido | lactica por | 4,6 mayor contenido | acido lactico, | panela,

fermentacion mineral, menor | fermentaciones, Cottage,

bacteriana en proteina soluble panificacion, Requeson

quesos frescos alimentacion

o blandos animal
Suero | Combinacion | 5,0 — | Composicion Alimentacion Quesos Walstra et al.,
mixto | de coagulacién | 5,8 intermedia, sabor | animal, procesados o | 2006

enzimatica y ligeramente 4cido, | fermentaciones mezclas

lactica proteinas y | mixtas, obtencion | industriales

minerales de concentrados
variables proteicos

2.11.-Suero de queso como residuo
La gran parte de este residuo del queso no se aprovecha adecuadamente, ya que alrededor el 90% del
total de leche empleada es eliminada, desperdiciandose 1.6 billones de litros mundialmente, al menos
el 50% total de ingredientes de la leche queda como lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales
(Caballero et al., 2021). Las proteinas y lactosa se convierten en contaminantes cuando el suero de la
leche es arrojado al ambiente debido a que la carga de materia organica permite que la reproduccion de
microorganismos produzca cambios importantes en la demanda bioquimica de oxigeno del agua y el

acido lactico, alterando los procesos biologicos (Golciik, Balta, Yerlikaya, & Rasit Uysal, 2025).

El lactosuero contiene propiedades saludables para el organismo humano, presenta propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes, antimicrobianas, antivirales, anticancerigenas, antiulcerosas y
protege al sistema cardiovascular (Chacon Gurrola, Chavez Martinez, Renteria- Monterrubio, &
Rodriguez- Figueroa, 2017). Posee una rica y amplia mezcla de proteinas secretadas con muchas
propiedades quimicas, fisicas y funcionales. Sus proteinas tienen un importante papel nutritivo
como fuente de aminoacidos esenciales, ademas de contar con un alto valor biologico, gracias a
su contenido de leucina, lisina, triptofano y aminoacidos azufrados (Korhonen & Pihlanto, 2006)

(Madureira et al., 2010), estas son usadas en diferentes alimentos debido a sus propiedades
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funcionales como solubilidad, emulsificacion, retencion de agua y grasa, asi como su capacidad

espesante, el cual permite enriquecer alimentos existentes o desarrollar nuevos productos

(Smithers, 2008) (Lollo et al., 2011).

2.12.-Microorganismos electrogénicos
Estos generan electricidad mediante la transferencia extracelular de electrones (EET) a un

electrodo en sistemas bioelectroquimicos (Bankefa et al., 2022), se ha demostrado que, durante la

oxidacion de materia organica, para actuar como biocatalizador en el funcionamiento de las celdas

de combustible microbianas (MFCs) (Logan et al., 2019), puede ocurrir de forma directa e

indirecta (Lovley, 2012). Las selecciones de cepas adaptables son capaces de metabolizar una

variedad de sustratos presentes en efluentes domésticos, agroindustriales y ganaderos (Koch &

Harnisch, 2016). La Tabla 2 muestra las caracteristicas, aplicaciones y resultados experimentales

de estos M.O, ademas permite identificar parametros para el aislamiento y la caracterizacion de

cepas con potencial electrogénico.

Tabla 3 Géneros microbianos electrogénicos. descripcion, aplicaciones y ejemplos

Género Caracteristicas Aplicaciones Ejemplos Referencias
Pseudomonas Produce fenazinas ( | MFCs con | Cepas P aeruginosa | (Bonizol Zani, y
piocianina, PCA) que | residuos (como | productoras de | otros, 2023) (
actiian como | glicerol), piocianina generan | Luna Pérez,
mediadores redox en | biosensores voltajes de hasta 411 mV | 2024)
transferencia de y densidad de corriente
electrones de ~141 mA/m?
Enterobacter Facultativo, capaz de | MFCs E. cloacae FR genera | (Microbiologia
degradar celulosa y | economicos aproximadamente aplicada y
producir electricidad | usando celulosa | 4.9 mW/m? de potencia | ambiental, 2009)
sin mediadores | como unico | en MFC mediador-less
externos sustrato
Klebsiella Fermentativa, con | Biorremediacion | K. oxytoca en efluentede | (Md.  Amirul
capacidad de generar | y generacion de | aceite de palma (POME) | Islam, Maksudur
electricidad en | bioelectricidad alcanzd6 ~1236 mW/m? | Rahman ,
efluentes organicos | con efluentes de potencia Yousuf , Kui
complejos Cheng, & Chee
Wai, 2016)
Bacillus Gram positivo, | Biosensores y | Bioanodo usando B. | (Duarte Urbina,
robusto; puede | MFCs subtilis y carbdn | y otros, 2021)
formar bioanodos | resistentes, derivado de cebolla
usando incluso con | produjo ~30.72 mW/m?
biocatalizadores aguas residuales
derivados de residuos | dificiles
vegetales

2.13.- Celda de combustible microbiana (MFC)
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Son reactores que emplean microorganismos como catalizadores (Obaid Al saned et al., 2021).

Estos tienen la capacidad de aprovechar el sustrato para generar energia eléctrica. Por ejemplo, en

la tabla 4, se observan algunos estudios relacionados a la generacidon de energia eléctrica.

Tabla 4. Ventajas y desventajas (CCM).

Ventajas

Desventajas

Referencias

Tratamiento simultaneo de
efluentes y generacion de
electricidad

Potencia insuficiente
aplicaciones practicas

para

(Verma, Achlesh, Kumar Nadda, &
Arunachalam, 2020)

Aprovechamiento de
diversos sustratos organicos

Altos costos de materiales
como membranas y electrodos

(Wang, Ren, Zhu , Huang, & Liu, Una
revision de los avances recientes en

celdas de combustible microbianas:
preparacion, operacion y aplicacion,
2022)

Alternativa  sostenible a
energias fosiles y tratamiento

Escasa viabilidad economica y
tecnologica en gran escala

(Khan, Amjad, Shareef, & Larkin, 2024)

convencional

Potencial para integracion en | Escalabilidad limitada; | (Bipin Patwardhan, y otros, 2021)

sistemas  ecoldgicos  y | eficiencia depende del disefio

bioenergéticos y transferencia electronica

Integracion de | - (Abd-Elrahman, y otros, 2022)
nanomateriales para mejorar

eficiencia

2.14.-Biopelicula

Denominado Biofilm, esta pelicula se adhiere a las superficies de los electrodos formado

comunidades de microorganismos que ayuda a la transferencia de electrones (Bankefa et al., 2022).

2.15.- Fases de formacion de una biopelicula

La primera etapa se da cuando los microorganismos se acercan y adhieren a la superficie del

electrodo. Se producen sustancia que ayudan a la formacion de electrones.

2.16.- Fuentes de carbono en el lactosuero

El lactosuero obtiene su carbono principalmente de la lactosa, un disacarido de glucosa y galactosa
que constituye el 70-75% de sus solidos, pero también de sus proteinas, las cuales aportan carbono
al ser transformadas en aminoécidos durante la degradacion. Debido a su alta carga organica (4,5—

5 % en suero dulce y 3,8—4,3 % en suero acido), el lactosuero funciona como un excelente medio
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de cultivo para procesos de fermentacion microbiana (Pescuma et al., 2020. La conversion de
lactosuero en biocombustibles, como el butanol, se vuelve mas eficiente al emplear cepas
modificadas que metabolizan conjuntamente la lactosa, la galactosa y el lactato, este proceso
mejora la fermentacion al aprovechar todos los componentes para producir el combustible (Ma et
al., 2024). Finalmente, Investigaciones recientes destacan que actia como fuente de carbono y
materia prima ideal para la produccion de metabolitos funcionales como acidos organicos, péptidos
bioactivos, exopolisacaridos y enzimas 2025).

Tabla 5. Fuentes de carbono en el lactosuero y aplicaciones

Fuente de | Concentracion Forma quimica | Aplicaciones Referencia
carbono aproximada biotecnolégicas
Lactosa 4,5-5 %  (suero | Disacarido Produccion de 4cido | (Pescuma,
dulce); 3,84,3 % | (glucosa + | lactico, etanol, butanol, | Hébert, Mozzi,
(suero acido) galactosa) biogas, & Font de Valdez
exopolisacaridos , 2008)
Glucosa Depende de  la | Monosacarido Fermentacion  rapida | (Pendon, 2024)
(derivada) hidrolisis de lactosa para bebidas
probidticas, bioetanol
Galactosa Depende de la | Monosacarido Produccion de | (Penddn, 2024)
(derivada) hidroélisis de lactosa biopolimeros y
metabolitos secundarios
Acido Trazas Acido organico | Fermentaciones, sintesis | (Cuervo Garcés
lactico (especialmente  en de acido polilactico | & Echeverry
suero acido) (PLA) Vargas, 2016)
Péptidos y | <1 % Compuestos Produccion de | (Guerra &
aminoacidos nitrogenados biosurfactantes, Alarado
péptidos bioactivos Carrasco, 2010)

2.17.- Biorremediacion
La biorremediacion utiliza microorganismos para limpiar ambientes contaminados, incluyen la
reduccion residuos, como el lactosuero en subproductos utiles (por ejemplo, biogas) siendo mas
sostenible y econdmica que los tratamientos quimicos. Sin embargo, se tiene que mantener las
condiciones controladas (pH, temperatura), la seleccion cuidadosa de los microorganismos

adecuados y el manejo de los residuos secundarios generados.

2.18.- Tratamiento de aguas residuales
La contaminacion del agua por residuos, fertilizantes y quimicos causa toxicidad, infecciones,
contaminacion térmica y malos olores, al afectar tanto las aguas dulces como las saladas (Zuriel
Tonatiuh Ceja de la Cruz & Miguel Enrique Renteria Rodriguez, 2019), en el lactosuero se
presenta altas concentraciones de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica
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de Oxigeno (DQO), alrededor de 30,000-60,000 mg/L a 60,000—-100,000 mg/L (Prazeres et al.,
2012), con un pH entre 4.3- 6.5, que contiene solidos suspendidos, grasas, nitrogeno y fosforo,
convirtiendo en deterioro ambiental, favoreciendo procesos como la eutrofizacion y la reduccion
del oxigeno disuelto en cuerpos receptores (Carvalho et al., 2013; Kaur et al., 2020). Por lo tanto,
la caracterizacion de estos pardmetros es indispensable para el disefio y la optimizacion de
estrategias de tratamiento, que permitan la reduccion de impactos ambientales adversos como la
recuperacion y valorizacion de compuestos con valor agregado contenidos en el lactosuero
(Prazeres et al., 2012).

2.19.- Seleccion y aislamiento de cepas microbianas

Este método se centra en identificar y aislar microorganismos con mayor capacidad electrogénica
de los efluentes, optimiza la eficiencia de los MFCs. Estos microorganismos provienen mediante
técnicas microbioldgicas que permiten seleccionar cultivos puros y diferenciarlos por medios
selectivos y pruebas bioquimicas. (Logan, 2009). Las condiciones de crecimiento favorecen su
desarrollo y permite su identificacion en sistemas como las celdas de combustible microbianas
(Lovley, 2012).

2.20.- Optimizacion de condiciones operativas

Es un factor determinante, como el ajuste de pardmetros de pH, temperatura y nutrientes en la
actividad electrogénica y produccion de electricidad (Garzon et al., 2021), se destacan factores que
aumenta la densidad de corriente y prolongan la vida util del sistema eléctrico (Santoro et al., 2017,

Romano et al., 2018).
2.21.- Uso y aplicaciones del lactosuero

2.21.1 Usos
Existen variedades de aplicaciones en la biotecnologia en la produccion de biogas a través de la
digestion anaerobia, lo que aumenta la formacion de metano (Velazco Morales al., 2019; Papirio
et al., 2023). Ademas, sirve en la elaboracion de bioplasticos biodegradables (Li et al., 2018),
también se usa para generar bioetanol y otros biocombustibles mediante procesos fermentativos

(Robak et al., 2018).
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Tabla 6. Usos del lactosuero

Usos

Aplicacién / Detalles

Referencias

Recirculacion del lactosuero y
valorizacion de subproductos
del queso

Aprovechamiento de lactosuero para obtener
productos diversos

Bayarri, G. (2021).

Secado por atomizacion de
fibra de yuca para bebida
instantanea de lactosuero

Elaboracion y caracterizacion de bebida
lactea instantanea enriquecida con fibra de

yuca

Garcia Pacheco, Y.
E., etal. (2021).

Produccion de celulosa | Komagataeibacter xylinus en medio HS sin | Cerda, L., &

bacteriana usando suero lacteo | glucosa, usando lactosuero y acido lactico Balmaceda, E

en cultivo estatico (2021).

Leche acida probidtica con | Optimizacion de fermentacion para bebida | Taco, K. R., &

Lactobacillus acidophilus probiotica apta para consumo humano Garcia-Godos, P
(2021).

Produccion de biogas mediante | Valorizacion energética del lactosuero en | Asas, C., et al.

cogestion del lactosuero pequeiias y medianas empresas lacteas. (2021).

Ingredientes
nutracéuticos

alimentarios vy

Las fracciones proteicas concentradas
(concentrados y aislados de proteina de
suero) se emplean en alimentos funcionales,
suplementos  deportivos y  productos
médicos; GMP y péptidos aislados se
evallan como sustitutos proteicos en
fenilcetonuria y formulaciones infantiles.

(Tosi et al., 2024;
Pefia et al., 2021).

biotecnoldgicos (fermentaciones,
produccién de bioplasticos, generacion de
bioenergia) como estrategia de reduccion de
impacto ambiental y mejora de la
rentabilidad industrial

Produccién de prebidticos | La conversion de lactosa a GOS es una via | (Orrego et al., 2022;
desde lactosa consolidada para generar ingredientes | Veraetal., 2022).
prebidticos con demanda creciente. Estudios
industriales y de laboratorio han demostrado
procesos viables a partir de permeados de
suero
Biotecnologia y economia | La literatura  reciente  impulsa la | (Deshmukh et al,,
circular transformacion del lactosuero en insumos | 2024; Delgado-

Macuil et al., 2025).

2.21.2.- Aplicaciones del lactosuero
Tiene grandes propiedades funcionales y nutricionales. De igual modo sirve como medio de cultivo
para sintetizar enzimas y metabolitos con aplicaciones en biomedicina, agricultura, minimizando
el impacto ambiental. Como se indica en la Tabla 1, muestran los empleos biotecnoldgicos en la

valorizacidn de este residuo.
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Tabla 7. Aplicaciones del lactosuero

Aplicacion

Descripcion

Referencias

Produccion de productos
biotecnologicos de alto

Uso del lactosuero para producir bioproductos como
acido lactico, biopolimeros (PHAs), bioetanol,

Delgado-Macuil et
al. (2025).

combustibles renovables

(Kluyveromyces marxianus), biogds y otros

valor enzimas, proteinas recombinantes y productos

funcionales.
Sintesis de prebidticos, | Estrategias para producir oligosacaridos prebidticos, | (J. Barba, 2021)
films  comestibles y | ésteres de acidos grasos, carotenoides, films
encapsulantes comestibles, recubrimientos y hidrogeles proteicos.
Producciéon de | Obtencion de acido lactico, PHAs, bacteriocinas, | (Arshad et al,,
bioplasticos y polimeros | antioxidantes, nutracéuticos y enzimas a partir de | 2022).
biodegradables lactosuero, con aplicaciones en alimentos, envases y

cosmética.
Bioetanol,  biogds y | Fermentaciéon del suero para producir bioetanol | (Figueroa Pres et

al., 2021);

compuestos fermentados. Control térmico mejora
produccion.

2.22.- pH
Es la concentracion de iones de hidrogeno, que determina la acidez o alcalinidad (Skoog et al.,
2020). Es decir, influye en la actividad del crecimiento microbiano. (Madigan et al., 2018). Para
las celdas de combustible microbianas afecta directamente en la eficiencia y estabilidad de los

procesos (Logan, 2006)

2.23.- DQO
La DQO es un parametro que ayuda a determinar la concentraciéon de oxigeno para oxidar la
materia orgdnica e inorganica (Metcalf & Eddy, 2015), ademas, se determina como un indicador

contaminante en aguas residuales (Baird & Bridgewater, 2017).

Para los andlisis en el suero de queso, la DQO representa la contaminacion, al estimar el oxigeno
requerido para la oxidacion (Parazeres et al., 2012). Esta medida permite determinar la
concentracion de materia organica biodegradable y no biodegradable susceptible de oxidacion
quimica (Rabaey & Verstraete, 2005). Por otra parte, en CCM la DQO es la concentracion de

sustrato para que los microorganismos realicen sus procesos (Bruce et al., 2019).
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2.24.- Conductividad eléctrica

Un aumento en la conductividad eléctrica incrementa la densidad de corriente. Si el voltaje se
mantiene constante, esto puede reducir el voltaje aplicado al mantener la densidad de corriente. La
adicion de electrdlitos como NaCl o CaCl: eleva la conductividad del agua residual. (Mansouri et
al., 2011). Ademas, se ha encontrado que los iones de cloruro pueden reducir los efectos adversos
de iones como HCO3 - y SO4 2-, pues la presencia de iones carbonatos o sulfatos pueden conducir
a la precipitacion de Ca+2 y M g+2 produciendo una capa insoluble depositada sobre los electrodos
que aumentaria el potencial entre ¢€stos, decreciendo asi la eficiencia de la corriente. Se
recomienda, sin embargo, que para un proceso de electrocoagulacion normal se mantengan
cantidades de iones Cl- alrededor del 20% (Prieto Garcia, Gallejas Herndndez, Reyes Cruz, &
Marmolejo Santillan, 2012).

2.25.- Impacto ambiental de los efluentes lacteos
El agua representa uno de los recursos importantes para la vida, sin embargo, el uso desmedido de
este recurso ha sido contaminado, mediante procesos de fabricacion y vertiendo residuos en
cuerpos de agua. Las aguas residuales de la industria lactea tienen alta materia organica, como
grasas, aceites, solidos suspendidos y variaciones significativas en el pH, que se extienden para su

vertimiento (Coello Miranda, 2017; Prazeres et al., 2012).

El manejo correcto de efluentes es de gran impacto en las industrias, dado que las normativas, las
legislaciones, buscan proteger los recursos naturales (Sgarlatta, Tarditti, & Gonzélez, 2015;
APHA, 2017). La descarga directa de estos residuos sin tratamiento en cuerpos de agua altera
significativamente los ecosistemas acuaticos, afectando su equilibrio (Kumar et al., 2019; Singh

& Kumar, 2021).

2.26.- Clasificacion de los microorganismos electrogénicos
La transferencia de electrones es impulsada por la diversidad metabolica y su adaptabilidad al
ambiente (Logan et al., 2019; Lovley, 2012), es fundamental para el tratamiento de residuos y la
generacion de energia (Pant et al., 2016). En la tabla 8 muestra las caracteristicas fisiologicas, 1o
que permite optimizar el rendimiento y la estabilidad de los microbios en aplicaciones

biotecnoldgicas (Shi et al., 2016; Nealson & Rowe, 2016).
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Tabla 8 Clasificacion principal de los microorganismos

limitada

externa y citocromos

Grupo Modalidad de transferencia de | Ejemplo Referencias
electrones

Bacterias Gram-negativas | Transferencia directa a través de | Geobacter Reguera et al.,

con pili conductores | nanohilos (pili) y proteinas de | sulfurreducens 2005; Lovley, 2006

(nanohilos) membrana

Bacterias Gram-negativas | Uso de mediadores redox | Shewanella Marsili et al., 2008;

que utilizan mediadores | solubles (flavinas, quinonas) oneidensis Logan et al., 2006

solubles

Bacterias Gram-positivas | Transferencia directa limitada | Enterococcus Kim et al.,, 2014;

con transferencia directa | por ausencia de membrana | faecalis Keogh et al., 2020

2.27.- Mecanismos de transferencia extracelular de electrones

(EET) corresponde el cual ciertos microorganismos, principalmente bacterias, logran intercambiar

electrones con materiales del entorno, estableciendo un flujo eléctrico a través de sus membranas

celulares, tienen una diversidad filogenética donde existen multiples donadores y aceptores de

electrones, no limitados a los materiales solidos convencionales (Shi et al., 2016).

Algunos microorganismos utilizan el oxigeno como aceptor terminal de electrones, aunque los

mecanismos moleculares todavia no se comprenden completamente (Toyofuku et al., 2022. A

diferencia de la respiracion aerobica y la fermentacion, estas se adaptan y sobreviven en zonas

anoxicas de biopeliculas, generando metabolicos (Wang et al., 2019; Crabbé et al., 2018).

Representa una ventaja, al permitir la reorganizacion metabolica y la mejora de la eficiencia

energética (Toyofuku et al., 2022).
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Tabla 9. Tecnologias de aprovechamiento del lactosuero

generacion de energia

biogas a partir de residuos.

Tecnologias de | Descripcion Referencias
aprovechamiento del

lactosuero

Biorrefineria integrada | Esquema de biorrefineria en tres etapas: extraccion de | Sebastian Nicolas
para recuperacion de | lactoferrina, fermentacion lactica para produccion de | et al., 2020
compuestos y | acido lactico, proteinas y probidticos, y generacion de

Conversion a energia

Reportan reduccion del 70 % en DQO con generacion

Rojas-Flores et al.,

produccion de metano

convencional fue insuficiente tratar

adecuadamente el suero.

para

eléctrica mediante | eléctrica maxima de 0.867+0.059V en celdas | 2025

células microbianas de combustible (MFC) usando lactosuero.

bioelectroquimicas

Sistema combinado | Sistema MEC-AD alcanzé 98 % de remocién de DQO | (Kanellos,
MEC-AD para | y produccion de metano (0.75L CHs/g sCOD | Antarachas,
tratamiento eficiente y | consumido), mientras que la digestion anaerobia | Lyberatos, &

Tremouli, 2025)

Aplicaciones Estrategias  diversas: produccion de  bebidas | (Soumati,
biotecnologicas: funcionales, extraccion de proteinas/lactosa, obtencion | Atmani,
bioplasticos, bioetanol y | de bioplasticos, acido lactico, biocombustibles y | Benabderrahmane,
biopolimeros recubrimientos comestibles. Produccion de | & Benjelloun,
PHASs/PHBs con bacterias como Cupriavidus necator o | 2023);  (Delgado
E. coli recombinante con rendimientos hasta 5.2 g/L y | Maculi,
85 % eficiencia. Bioetanol y butanol producidos por | Armendariz,
cepas modificadas que consumen lactosa. Cardoso  Ugarte,

Martinez Tolibia,
& Benitez Rojas,
2025)

2.28.- Factores que afectan la actividad electrogénica en el rendimiento de MFCs
De acuerdo con lo presentado en la Tabla 10, la celda de combustible microbianas depende de
fuentes operativas que determina la transferencia electronica y la estabilidad del sistema.
Elementos como la estructura del Biofilm, la comunicacién intercelular y los mecanismos de
transferencia de electrones de largo alcance son determinantes en la generacion de energia
(Reguera et al., 2005). El empleo de la conductividad y biocompatibilidad ha mostrado mejorar la
adhesion celular y la transferencia de carga (Logan & Regan, 2006; Kim et al., 2014). La
ultrafiltracion y la nanofiltracion, se separa la concentracion de proteinas y lactosa de manera
selectiva (Kumar & Singh, 2020). La integracién de digestion anaerobia con captura y

almacenamiento de carbono potencia la produccion de biogés (Chandra et al., 2021).
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Tabla 10. Factores que afectan la actividad electrogénica

Factores que afectan | Factores clave en el rendimiento de MFCs Referencias

la actividad

electrogénica

pH del anodo El pH influye directamente en la formacién de | Logan et al., 2006;

biopelicula y la eficiencia de transferencia de
electrones; un pH entre 6.5 y 7.5 maximiza la densidad
de potencia, valores fuera de este rango reducen el
rendimiento.

Pant et al., 2025

La actividad microbiana y generacion eléctrica son
optimas entre 25 y 35 °C, con pico cerca de 30 °C,
favoreciendo bacterias electrogénicas como Geobacter
sulfurreducens. Temperaturas fuera de este rango
disminuyen eficiencia y remocion de DQO.

Cheng et al., 2006;
Larrosa Guerrero et
al., 2019

Temperatura
Concentracion y
disponibilidad del

sustrato (lactosa, COD)

Concentraciones moderadas de sustrato facilmente
metabolizable favorecen mayor densidad energética.
Sustratos complejos o en exceso inhiben la actividad
microbiana electrogénica.

leropoulos et al,
2010; Rabaey et al.,
2005

Resistencia externa

La resistencia aplicada influye en la seleccion
microbiana: resistencias bajas favorecen cultivos
electrogénicos;  resistencias  altas  promueven
fermentativos no electrogénicos, reduciendo eficiencia
y corriente generada.

Logan, 2009;
Rismani-Yazdi et al.,
2008

Conductividad ionica / | Alta conductividad mejora el transporte de protones y | (Ya Hassan,

fuerza  i6nica  del | disminuye la resistencia interna, aumentando la | Febbraio, &

electrolito generacion de corriente; la acumulacion de acidos | Andreescu, 2021);
puede reducir la conductividad si no se controlan los | (Santoro et al., 2017)
buffers.

Acumulacion de | Subproductos como acido lactico o acético disminuyen | Wang et al., 2022;

productos el pH y pueden inhibir la actividad microbiana si se | Logan & Rabaey,

fermentativos (acidos | acumulan sin eliminacion, afectando la eficiencia | 2005

organicos, etanol) energética.

Tipo y formacién de | La  composicion  microbiana,  estructura  y | Malvankar et al.,

biopelicula (Biofilm) conductividad de la biopelicula (nanohilos de | 2012; Bond &

Geobacter) influyen directamente en la transferencia
de electrones y densidad de corriente en MFCs.

Lovley, 2003
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2.29 Antecedentes

(Castiblanco et al., 2024) Elaboraron la obtencion de hidrogeno a partir de lactosuero en Colombia,
identificando volumen y caracteristicas, los autores deducen que representa una alternativa con
mayor potencial, ya que no ofrecen resultados 0ptimos si no se combinan con otros mecanismos
bioldgicos.

(Salazar Balseca, 2023) elabord y caracterizd un concentrado proteico de lactosuero en polvo
obtenido por termocoagulacion acida y deshidratacion, utilizando suero lactico del queso fresco.
Demostrando que cumple con la normativa segin el INEN.
Por su parte (Benitez de la Torre et al., 2021) estimaron la cantidad de proteina unicelular
enriquecida con proteina precipitada obtenida durante la fermentacion de sueros dulces y acidos,
tanto enteros como descremados. El estudio se centrd en queserias artesanales mexicanas que
producen queso fresco y quesillo, resaltando la importancia de aprovechar este subproducto para
reducir el impacto ambiental.
En una revision bibliografica (Tobon Restrepo, 2021) examiné los parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos establecidos en la legislacion colombiana y los compard con normativas
internacionales. El autor sefialo la existencia de un vacio regulatorio en varios derivados lacteos
disponibles en el mercado, debido a la falta de parametros definidos para su control de calidad
(Bacuilima Valdez, 2021) desarroll6 la formulacién de una bebida funcional proteica saborizada a
base de lactosuero, empleando distintas concentraciones de caseina, caseinato de sodio y sacarosa.
A través de un disefio experimental se obtuvieron ocho formulaciones, demostrando el potencial
del lactosuero como ingrediente funcional en bebidas con valor agregado.
(Vivas Pozo, 2021) investigd la obtencion y caracterizacion de fracciones de calostro bovino y su
efecto en la calidad composicional y tecnoldgica de la leche descremada. El autor demostré que la
adicion de calostro o sus fracciones modifica las propiedades quimicas y fisicoquimicas de la
leche, tanto cruda como pasteurizada, lo que abre la posibilidad de generar productos funcionales.
(Leurino Kling, et al., 2023) elaboraron una bebida lactea acidificada no fermentada, cuyo objetivo
fue alcanzar propiedades reoldgicas a un yogur comercial, los autores evaluaron el efecto de
estabilizantes 'y gomas sobre la  viscosidad aparente y otros pardmetros.
(Nacata Ofia, 2022) propuso la utilizacion del lactosuero como ingrediente en la elaboracion de
galletas, analizando sus propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales. El estudio

demostré que, ademds de reducir los impactos ambientales de la industria quesera, el lactosuero
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puede emplearse como materia prima para el desarrollo de nuevos productos funcionales.
(Manjarrés Lopez, 2022) aplicé un modelo en PyMEs productoras de queso en el cantdn Pillaro,
en la produccion de bebidas fermentadas.
Camacho Mora (2011) se analizaron el efecto de suero de leche en concentraciones (24, 36 y 48
%) en yogur tipo I, en comparacién con una muestra estandar de 12 %. Los resultados mostraron
que la  cantidad de suero afecta en la calidad final del yogur.
(Julio, Daney R., et al.) estandarizaron el proceso del suero costefio en Cordoba, con técnicas
artesanales, en donde obtuvieron un producto en menor contenido de lactosa y grasa, y mayor nivel
proteico, consolidandose como alimento local.
(Vargas et., al 2020) llevaron a cabo una formula proteica mediante ultrasonido y
crioconcentracion, obteniendo proteinas con alto valor nutricional y funcional, con resultados
superiores al 90 %.
(Gympel, 2021) realiz6 una revision sobre galacto-oligosacaridos (GOS), evaluando propiedades
y efectos en la salud y procesos enzimdticos aplicados en la hidrdlisis de lactosa.
un estudio de (Moreano Terdn, 2021) sobre quesos frescos del mercado cerrado de Latacunga,
basado en la Norma Técnica INEN 1528:2012, revelo que gran parte de las muestras eran
antihigiénicas donde superaban los limites de Escherichia coli y Listeria monocytogenes.
(Chavez et., 2022) realizaron un estudio sobre el tratamiento de aguas residuales de la industria
lactea Floralp, ubicada en la Reserva de Biosfera Oxapampa Ashaninka Yanesha. Aplicando un
proceso biologico aerdbico reduciendo la Demanda Bioquimica de Oxigeno y los sélidos en

suspension cumpliendo con los pardmetros de calidad de las normativas locales.
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CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1.-Caracterizacion del lactosuero
El lactosuero descremado y normal fue proporcionado por la empresa familiar Yudy Lacteos (RFC:
PICL890901RR6) ubicada en la Calle privada Maria Echazarreti #44, esquina con Luis Donaldo
Colosio, Col. Cuauhtémoc, Cp: 92930 de la ciudad de Tihuatlan, Veracruz. Estas fueron
transportadas en frascos de vidrio de 1000 mL a 20°C al Centro de Desarrollo Tecnolégico de
Productos Poscosecha y subproductos de Veracruz dentro del Instituto Tecnoldgico Nacional de

México/Instituto Tecnologico Superior de Alamo Temapache Ver., (Poscosehca-ITSAT).

El lactosuero fue caracterizado mediante los siguientes parametros: pH, conductividad eléctrica
(CE), con ayuda de un equipo multiparamétrico (OAKTON PC650 480-485). El oxigeno disuelto
(OD) se midi6 con un sensor de oxigeno portatil (HANNA OXI 330i). Los Solidos totales (ST),
solidos totales disueltos (SDT), mediante métodos gravimétricos (NMX-AA-034-SCFI-2015).
Mientras que la Demanda quimica de Oxigeno (DQO) y la concentracion de azucares totales
(DNS) se realizd mediante el método por colorimétrica UV/VIS (CL BC20220312618). El
nitrégeno total fue analizado mediante la técnica de destilacion Kjeldhl (BIOBASE BKN 984)y

el porcentaje de grasas mediante el método Gerber.

3.2.- Determinacion de grasas
En un butirometro se adicionaron 10 mL de lactosuero (20°C) y 10 mL &cido sulfurico concentrado
(H2S04), de forma inmediata, se adicionaran 2 mL de alcohol isoamilico, la mezcla fue invertida

cuidadosamente y centrifugada a 5000 rpm durante 5 min a 85°C

3.3.- Determinacion de proteinas
En tubos Kjeldahl se adicionaron 10 mL de lactosuero, 8 g de sulfato de potasio (K2SOs) y 1mL
de la soluciéon de sulfato de cobre pentahidratado al 1 N (CuSO4-5H>0) como catalizador. Se

realizo la digestion a 380°C durante 2 horas.

En la etapa de la destilacion, se agregaron 30 mL de hidroxido de sodio al 50% (NaOH), 30 mL
de 4cido borico al 4% (H3BO3) y 30 mL de agua destilada. Finalmente, se recupera el destilado y

se le adicionan 5 gotas del indicador de Tashiro y se titula con 4cido clorhidrico al 0.5 N (HCL),
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hasta observar un cambio de color. Y como control, serd el mismo procedimiento, pero
reemplazando el lactosuero por agua destilada. Posteriormente para calcular el contenido de

proteinas, se realiz6 mediante la siguiente ecuacion, y el resultado se multiplica por 6.38.

B (mL acido valorante — mL blanco) * (Normalidad de HCL) * (1,4007)
B (g de la muestra)

Proteinas (%)

3.4.- Determinacion de la DQOc (APHA, 1995).
Las muestras fueron centrifugadas a 11,000 rpm durante 10 min. Se tomaron alicuotas del
sobrenadante hasta llegar a una dilucion de la muestra 1:50 (V/V) con agua destilada, hasta llegar
aun volumen final de 2 mL, a esta solucion se agregan 2.5 mL de la solucion digestora que contiene
9.8 g/L de dicromato de potasio (K2Cr207), 167 mL/L de acido sulfurico (H2SO4), 10 g/L sulfato
de plata (Ag2SO4) y 1.5 g de sulfato de mercurio (HgSO4). Para la digestion, las muestras se
colocaron en un termoblock (HANNA) a 150°C durante 2 h. Para la curva de calibracion, se

realizara con ftalato de potasio (CsHsKOs) a concentraciones de 0-200 mgO»/L.

3.5.- Azucares totales (DNS)
En un tubo de ensayo se coloco la dilucion del sobrenadante con agua destilada en una relacion de
1:10 (V/V) hasta llegar a 250 pL, a esta mezcla se afiaden 250 pL del reactivo DNS que contiene
1 g de 3,5-dinitrosalicilico, 43.6 g de tartrato de y potasio sodio (KNaCsH406-4H,0), 16 g NaOH
aforado a 100 mL. La mezcla se llevo a ebulliciéon durante 5 min para permitir la reaccion y
posteriormente enfriar otros 5 minutos para detener la reaccion. Finalmente, se adicionan 2500 pL
de agua destilada y son leidas a 540 nm. Para la curva de calibracion, se realizard con glucosa
como estandar a una concentracion de 2 g/L. y se prepararon diluciones de 0, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 1.7

y 2 g/L.

3.7.- Aislamiento y purificacion de microorganismos
El lactosuero sera diluido 3 veces (Figura 1), se verterd 1 mL de lactosuero a 20°C mas 9 mL de
Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.85%. Posteriormente 100 pL fueron vertidos en cajas Petri en medio
TSA (Tripticaseina 15g/L; Extracto de soja 5g/L; Agar 15g/L y; Negro 5 al 0.1%) he incubadas
(Labtech) a 35°C durante 72 h.
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Las colonias formadas se tomaron con palillos estériles y resembradas en nuevas placas con medio
de cultivo TSA. Se realizaron tinciones de Gram y se observaron en un microscopio (OLYMPUS-
23) a 100X, con el fin de seleccionar las cepas con diferentes morfologias. El proceso se llevo a

cabo hasta purificar los microorganismos. Posteriormente serdn identificadas mediante el Gen 16S.

1:10 TSA+Negro 5

Figura 1. Purificacion de microorganismos

3.8.-Andlisis estadisticos
Se tomaron fotos con ayuda de una Celular portatil (OPPO Y9) con una resolucion de 1200 x
900px, y la dimension de los microorganismos se midi6 con ayuda de un Sotfware ImageJ. El
nivel de significancia estadistica serd analizado mediante las medidas de la desviacion estandar de
los ensayos de las cepas, en cuanto a sus parametros (pH, DQO, OD, CE, ST, STV,). Ademas, se
realizara un analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion de medias mediante el Test

de Tukey (p=0.05%) con el Software estadistico SigmaPlot 12.

31



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1.-Caracterizacion del lactosuero

Los analisis fisicoquimicos del suero de queso son una herramienta fundamental para determinar
el potencial de su uso y establecer estrategias. A continuacion, se presentan las caracteristicas de
los parametros del suero de queso entero y descremado (Tabla 11). Se observé que el pH del suero
descremado (5.86) fue superior al suero entero (5.04). Respecto a la acidez, el suero entero mostréd
un valor mas alto (5.70 g/L) en comparacion con el descremado (5.35 g/L). Los sélidos solubles
totales, medidos en (°Brix) fueron parecidos en los dos tipos de suero, sin embargo, el suero entero
registro un valor ligeramente mas elevado (10.13) que el descremado (9.17°). Los valores de
cenizas fueron muy similares entre las muestras, con el suero descremado registrando 5.80 g/L y
el suero entero 5.79 g/L. No obstante, las diferencias fueron més notables en la concentracion de
azucares reductores totales (ART), con el suero entero alcanzando 13.77 g/L, una cifra
significativamente mayor a los (5.15 g/L) del descremado. El suero entero presento una demanda
quimica de oxigeno (DQO) de (69.95 g/L) un valor significativamente mayor a los (48.12 g/L)
registrados en el descremado. El contenido de grasas del suero entero 4.00 g/L cuadriplico
aproximadamente al descremado 0.97 g/L.. Se observaron diferencias en los parametros salinos y
conductivos; el suero entero alcanzo una salinidad de (9.09 g/L) y una conductividad de (15.52
mS), cifras que superan al del descremado, que fueron de (5.63 g/L) y (10.19 mS),
respectivamente, los s6lidos totales disueltos (TSD) también fueron mas altos en el suero entero
(6.23 g/L) que el descremado (4.08 g/L). La proteina fue superior en el suero entero (5.82 g/L)
frente al descremado (3.59 g/L).
Autores como (Baruk¢i¢ et al., 2018); (Mirzakulova et al., 2021) han reportado 5g/L en proteinas,
7g/L de acido lactico, 3g/LL de grasas y 10 g/L para minerales. Por otro lado, la DQO en suero de
queso entero presento una menor concentracion en comparacion con lo reportado por (Cruz-
Salomon et al., 2020), quienes reportaron 122.1 g/L, esta diferencia se debe al tipo de suero de

queso y al tipo de enzimas utilizadas en su elaboracion.
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Tabla 11. Andlisis fisicoquimico del suero descremado y entero.

Parametro Descremado Entero
Ph 5.857 £0.120° 5.043 £ 0.007°
Acidez (g/L) 5.35+0.032* 5.70 + 0.009*
°Brix 9.167 +0.115" 10.133 + 0.057°
Cenizas (g/L) 5.802+0.076° 5.795 £ 0.136"
ART (g/L) 5.147+0.039° 13.773 + 0.649
DQO (g/L) 48.121 + 1.000° 69.947+6.400°
Grasas (g/L) 0.97+0.005® 4.00 + 0.005°
Salinidad (g/L) 5.634+4.16° 9.087 + 5.770°

Proteinas g/L
Conductividad (ms)

TSD (g/L)

3.593 +0.016°
10.190+0.023°
4.083+0.131°

5.815+0.073%
15.523+0.01%
6.226+0.80*

Los analisis fueron realizados por triplicado, y se presenta el promedio + la desviacidn estandar. Las letras iguales indican que no existen diferencias
significativas y las letras diferentes indican que existen diferencias significativas mediante un ANOVA y un test de Tukey (p < 0.05).

Las curvas de calibracion correspondientes a las Figuras 2 y 3 es fundamental para la cuantificacion
analitica de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y de azlicares reductores mediante el método del acido
3,5 dinitrosalicilico (DNS), respectivamente, ambas graficas muestran una relacion lineal clara entre la
concentracion del analito y absorbancia, lo cual confirma la idoneidad de los métodos empleados dentro de

los rangos de concentracion evaluados.

En la Figura 2, se observa una relacion lineal positiva entre la concentracion expresada en mgQO2/L y la
absorbancia registrada; la ecuacion de la recta obtenida (y = 0.00233x + 0.00638) presenta un coeficiente
de determinacion (R? = 0.9997), lo cual es consistente con lo reportado para métodos estandarizados de
analisis de DQO basados en oxidacion quimica y lectura espectrofotométrica (APHA, 2017); resultados
similares han sido documentados en la literatura, donde se sefiala que preparar correctamente los reactivos
y control de condiciones experimentales conduce a curvas con alta reproducibilidad y sensibilidad (Metcalf

& Eddy, 2014).

Por otro lado, la Figura 3 presenta la curva de calibracion del método DNS para la determinacion de
azucares reductores, expresados en mg/mL; la ecuacion obtenida (y = 0.56684x + 0.0069) y el coeficiente
de determinacion(R* = 0.9988) muestran igualmente una relacion lineal entre la concentracion y

absorbancia, este comportamiento concuerda con el principio del método DNS, en el cual los azlicares
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reductores reducen el &cido dinitrosalicilico a un compuesto coloreado cuya intensidad es proporcional a la
concentracion del analito (Miller, 1959), la elevada pendiente de la recta en comparacioén con la curva de
DQO refleja una mayor sensibilidad del método DNS dentro del rango de trabajo, lo cual es caracteristico
de ensayos colorimétricos especificos. La ligera interseccion con el eje y puede atribuirse a la absorbancia
propia del reactivo DNS o a pequefias variaciones instrumentales, fendmeno ampliamente reportado en

métodos espectrofotométricos (Skoog et al., 2014).

En conjunto, ambas curvas cumplen con los criterios analiticos de linealidad, sensibilidad y
reproducibilidad requeridos para su aplicacion en analisis cuantitativos, la obtencion de coeficientes de
determinacion superiores a 0.998 respalda la validez de los resultados experimentales y permite el uso
confiable de las ecuaciones de calibracion para el calculo de concentraciones desconocidas. Estos resultados
confirman que los métodos utilizados son adecuados para estudios ambientales y bioquimicos,

particularmente en el seguimiento de procesos de degradacion de materia organica y consumo de Azucares

reductores.
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4.2.- Aislamiento y purificacion de microorganismos

La figura 2 se observan 2 placas con medio de cultivo TSA adicionado con colorante negro 5,
ambas muestras presentan una serie de microorganismos y se observan distintas morfologias,
redondas, ovaladas y de colores blancos y/o grisaceos y distintos tamafios, lo que sugiere la
coexistencia de diferentes especies bacterianas y flingicas, las cuales ayudan a identificar patrones
de crecimiento, evaluar la carga microbiana y establecer comparaciones entre distintas condiciones
experimentales, ofreciendo una aproximacion cualitativa a la caracterizacion microbiana, previa a
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estudios mas especificos como pruebas bioquimicas o andlisis genéticos. Ademads, se observaron
32 Unidades formadoras de colonia (UFC) en el suero entero y 26 UFC en el suero de queso
descremado incubadas a 35°C durante 72 h (figura 3), en donde los microorganismos capaces de
reproducirse son aquellos que pueden sintetizar el colorante negro 5, es decir son capaces de ceder
electrones y generar energia eléctrica; (Surti et al., 2025) confirmo que los colorantes azoicos son
capaces de actuar como aceptores y estos sufren decoloracién. Asi mismo, en una celda de
combustible microbiana (CCM) se ha identificado la presencia de un enlace azo que participa en
la transferencia electronica directa en el anodo y el catodo, es decir, el colorante puede ser un
indicador de transferencia de electrones y, por lo tanto, indicar el potencial de bacterias

electrogénicas (Xie et al., 2024), ademas estas tecnologias resultan muy rapidas y de bajo costo en

la identificacion.

Figura 4.-Medio TSA, adicionado con colorante negro 5; a) suero entero y b) suero descremado.
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4.3.-ldentificacion morfolégica de microorganismos

La figura 5 se observan varias micrografias que ilustran una seleccion de cepas bacterianas, las
cuales fueron obtenidas de suero entero, mediante tinciones microscopicas, posibilitan el estudio
de los rasgos morfoldgicos de las bacterias, incluyendo su forma, como se agrupan y su respuesta
a la tincion, asistiendo en su clasificacion inicial, facilitando la identificacion de bacilos Gram
positivos, los cuales varian en dimensiones, arreglo y formas de crecimiento.
Las cepas A2(1) y A2(2) se caracterizan por tener bacilos cortos y medianos, distribuidos de
manera concentrada. En cambio, las cepas A4(1) y A4(2) presentan agrupaciones mas densas de
bacilos largos, algunos en disposicion filamentosa, lo cual tiene un crecimiento vigoroso y
adaptable al medio. De manera similar, las cepas A3(1) y A3(2) tienen estructuras alargadas con
tinciones intensas, que sugieren una alta actividad metabolica, las cepas B4(1) y B4(2) destacan
por su morfologia bacilar irregular y en cadenas, lo que indica una variedad fenotipica dentro de
los aislamientos. Observaciones en cepas D4(1) y D4(2), se aprecia la formacion de filamentos
largos e interconectados, lo cual es tipico de bacterias que pueden crecer de forma ramificada,
posiblemente mediante fermentacion lactica, la cepa H1(1) presenta estructuras compactas en
forma de bacilos y en cepa 12(1) los bacilos se agrupan en cimulos, mostrando una coloracion

uniforme y muy intensa, lo que indica una elevada concentracion de células bacterianas.
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Los distintos paneles (A2(1), A2(2), A3, A4, B4, D4, H1, 12, etc.) muestran bacilos de diferentes
tamafos, disposiciones (cadenas, cimulos, filamentos) y tincion, lo que sugiere que no se trata de
una unica especie, sino de un consorcio complejo de bacterias grampositivas con caracteristicas
fenotipicas distintas, sobre todo cuando se encuentran de tipo acido-lactico (como A2), esta
relacionado con trabajos previos de aislamiento de bacterias dcido-lacticas (BAL) a partir de sueros
o medios similares. Por ejemplo, (Levin Fiorelli, 2003) han aislado Lactobacillus desde suero de
cuajada utilizando medios de cultivo especificos, caracterizando la cinética de crecimiento y
resiliencia de la bacteria ante factores como un pH bajo o contenido salino alto para evaluar su
potencial.

Este tipo de estrategia de aislamiento se basa en sus caracteristicas como catalasa negativa, si
crecen bien en medios como el MRS con condiciones determinas para su desarrollo (Tanaka,
2019).

La formacion de cumulos por parte de los bacilos ejemplo I2(1)) indica que estas células
bacterianas tienden a agruparse, puede llegar a ser ventajosa en el caso de algunas bacterias lacticas
(LAB), ya que contribuye a su estabilidad, adherencia o relacion con otros microorganismos, si se
trata de bacterias probidticas, podria tener aplicaciones practicas. Por ejemplo, podrian ser
utilizadas como probidticos o en procesos de fermentacion controlada, siempre que demuestren
una tolerancia al pH bajo o una resistencia a la sal. Estos rasgos, que también se han reportado en

otros estudios sobre aislamientos probidticos para alimentos, aumentan su potencial de uso (Emre
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Figura 6. Seleccion de cepas bacterianas de suero entero

Estas presentan la caracterizacion morfoldgica de bacterias aisladas a partir de suero descremado.
En contraste con el suero entero, se observa una menor diversidad, pero con patrones de
crecimiento mas definidos, en las cepas E2(1) y F3(1) predominan bacilos largos, tefiidos de
manera homogénea, que podrian corresponder a bacterias acido-lacticas con capacidad de
adaptacion a medios con menor contenido graso.
Las cepas G4(1) y G3(2) muestran estructuras en cadenas y agrupaciones densas, lo que sugiere
una elevada tasa celular en condiciones de cultivo estatico, las cepas G3(1) muestra la coexistencia

de bacilos de diferente longitud.
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Figura 7.Seleccion de cepas bacterianas del suero descremado

La Figura 5 muestra micrografias correspondientes a cepas bacterianas aisladas del suero
descremado, lo que permite comparar su morfologia con las cepas obtenidas del suero entero
(como las de la Figura 5), se observa una diversidad més limitada en comparacion con el suero
entero; sin embargo, los patrones de crecimiento son mas definidos, lo que sugiere que el proceso
de descremado ha filtrado o eliminado algunos subgrupos microbianos, dejando principalmente
aquellos mejor adaptados a medios con bajo contenido graso.
Las cepas E2(1) y F3(1), que muestran bacilos largos tefiidos de forma homogénea, podrian
corresponder a bacterias dcido-lacticas (BAL) como Lactobacillus. Por ejemplo, en estudios donde
se usa suero o leche descremada como medio de cultivo, se han aislado cepas de Lactobacillus
plantarum con morfologia similar y una buena capacidad de adaptacién a medios enriquecidos con
suero y leche descremada (Soenarno et al. 2019) utilizaron suero enriquecido con leche
descremada para cultivar Lactobacillus plantarum, demostrando su viabilidad y crecimiento en ese
sustrato.

Cuando hay menor cantidad de microorganismos podria deberse a que ciertas bacterias requieren
lipidos u otros componentes en el suero entero para crecer, mientras que las cepas mas robustas
(como las que se ven en E2(1) y F3(1)) son capaces de proliferar incluso en condiciones menos
favorecedoras.

Por otro lado, las cepas G4(1) y G3(2) presentan estructuras en cadenas y agrupaciones densas, lo
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que sugiere una alta densidad celular en cultivo estatico y tal vez una fuerte capacidad de
autoagregacion o formacion de microcolonias, lo que puede favorecer la supervivencia en entornos
poco favorables, como medios con bajo contenido graso, al proteger internamente a la poblacion
bacterial, esta caracteristica es comun en bacterias acido-lacticas que forman biopeliculas o
agregados densos para resistir estrés ambiental (edad, pH, sustrato), aunque no necesariamente
todas esas BAL formaran biopeliculas, su capacidad para agruparse puede ser una estrategia de
adaptacion.

La heterogeneidad morfologica evidenciada por los bacilos en G3(1) se muestra las distintas fases
del ciclo de crecimiento o por la diversidad de cepas cohabitando en el aislamiento, la capacidad
de su crecimiento en suero descremado destaca su potencial biotecnoldgico, para la fermentacion
de subproductos lacteos en la sintesis de acido lactico, estudios demuestran esta propuesta, donde
se utilizaron bacterias del 4cido lactico (BAL) de suero de queso para la fermentacion y produccion
de este compuesto (Dosuky et al. 2022).
En este proceso, la capacidad proteolitica de las BAL, mediada por proteinasas extracelulares
unidas a la pared celular, es importante para hidrolizar las caseinas del suero, liberando asi péptidos
para su propio crecimiento y la produccion de metabolitos, como el acido lactico y las
bacteriocinas.

La protedlisis en suero descremado demuestra la actividad de una proteinasas extracelular, esta
enzima hidroliza las caseinas, produciendo péptidos que son esenciales para el crecimiento
bacteriano y la generacion de metabolitos.
Especies como Streptococcus y Lactobacillus son ejemplos de esto. Existe una correlacion
demostrada entre la presencia de proteinasas adherida a la célula y el tamafio de la capa de
polisacarido extracelular (EPS) (Pailin et al., 2001).
La bioconversion del suero permite mejorar su uso y obtener compuestos como probidticos y
conservantes naturales, por ello, investigaciones se han centrado en aislar bacterias lacticas de
productos como la leche, suero y el queso (Yeshambel et al, 2021).
La menor variedad observada en el suero descremado, representa un beneficio. No obstante, para
explotar su potencial, se requiere llevar a cabo estudios de caracterizacion a nivel molecular,
pruebas de funcionalidad y evaluaciones de inocuidad (si se planea usar en productos

alimentarios).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos del lactosuero, confirman que es un medio de cultivo excelente para el
desarrollo microbiano, particularmente en su forma entera, debido a su alta carga organica y a la

abundancia de compuestos como proteinas, grasas y azucares reductores.

Se obtuvo mayor presencia de bacilos Gram positivos observada en el suero entero, y el aumento
de unidades formadoras de colonias respecto al suero descremado, demuestran que el contenido
graso influye en la proliferaciéon microbiana; no obstante, el suero descremado, al carecer de grasa,
presenta ventajas para aplicaciones en donde la pureza del producto final es importante, como en
la produccion de medios de cultivo selectivos o en procesos que requieren una menor interferencia
lipidica y en cuanto a las diferencias fisicoquimicas entre ambos tipos de suero como el pH, °Brix,
acidez, DQO, etc., el entero es considerablemente superior, los mayores solidos totales y la mayor
disponibilidad de nutrientes, lo que muestra que es un sustrato ideal con potencial como recurso
biotecnologico relevante para el aislamiento y aprovechamiento de microorganismos con
aplicaciones en biorremediacion, produccion de energia y optimizacion de la gestion de

subproductos lacteos, aportando asi una alternativa sustentable para el sector agroindustrial.
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