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Resumen

Durante el proceso para la obtencién de cualquier tipo de queso se obtienen subproductos como
el lactosuero, el cual contiene algunos compuestos de interés industrial, sin embargo, este es
desaprovechado por pequefios productores debido a la falta de conocimiento en el uso de las
tecnologias para su valorizacion generando pérdidas economicas e impacto ambiental negativo.
En esta monografia, se realizd una revision documental para definir las condiciones apropiadas
para la obtencion de Acido Acético, por medio de la fermentacion del lactosuero, con los
microorganismos Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus; lo anterior se hace con
el fin de generar un procedimiento econdémico y viable a nivel técnico para la produccion de
acido acético. La metodologia que se emple0 para la revisién documental es una busqueda de
articulos cientificos, usando motores de busqueda y se limit6 a los afios 2015-2022, donde se
establecieron 5 ecuaciones de busqueda y se encontraron en total 2206 articulos de los que se
seleccionaron 39. Adicionalmente se consultaron métodos confiables y tradicionales para la
cuantificacién de la concentracion de acido acético presente en el producto resultante de la
fermentacion. Los resultados obtenidos indicaron que las condiciones de fermentacion del
lactosuero para la produccion de vinagre fueron 30-38°C por un tiempo de 96 horas y para la
cuantificacién del acido acético se recomienda seguir el procedimiento tradicional de titulacion
volumétrica. Este proceso permitird apoyar a los productores de queso artesanal teniendo
alternativas para aprovechar los subproductos generados, ademas de disminuir el impacto
ambiental. Por lo anterior, se dejara campo abierto a futuras investigaciones ya que es importante
buscar procesos para el aprovechamiento del lactosuero.

Palabras clave: Vinagre, etanol, cuantificacion, Kluyveromyces marxianus y

Acetobacter pasteurianus.



Abstract

During the process to obtain any type of cheese, by-products such as whey are obtained, which
contains some compounds of industrial interest, however, this is wasted by small producers due
to the lack of knowledge in the use of technologies for its production. recovery generating
economic losses and negative environmental impact. In this monograph, a documentary review
was carried out to define the appropriate conditions for obtaining Acetic Acid, through whey
fermentation, with the microorganisms Kluyveromyces marxianus and Acetobacter pasteurianus;
the foregoing is done to generate an economical and technically viable procedure to produce
acetic acid. The methodology used for the documentary review is a search for scientific articles,
using search engines and this was limited from the year 2015-2022, where 5 search equations
were established and a total of 2206 articles were found from which they were selected. 39.
Additionally, reliable, and traditional methods were consulted for the quantification of the
concentration of acetic acid present in the product resulting from fermentation. The results
obtained indicated that the whey fermentation conditions for vinegar production were 30-38 °C
for 96 hours, and for acetic acid quantification it is recommended that the traditional volumetric
titration procedure be followed. This process will support artisanal cheese producers by
providing alternatives to take advantage of the byproducts generated, in addition to reducing the
environmental impact. Therefore, the field will be left open for future research since it is
important to look for processes for the use of whey.

Keywords: Vinegar, ethanol, quantification, Kluyveromyces marxianus and

Acetobacter pasteurianus.
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Introduccion
En la elaboracion de quesos, se produce una gran cantidad de lactosuero (por cada kilogramo de
leche se produce 920g de lactosuero y 80g de queso). Los productores artesanales de queso no
cuentan con la tecnologia para poder aprovechar el lactosuero por ejemplo la separacién por
membranas, concentracion por evaporacion, fermentacion, secado por atomizacion,
microparticulacion, etc; ya que se requiere del uso de equipos costosos y la cantidad de
lactosuero producido no justifica su adquisicion, por lo que es mas economico desechar el mismo
en los efluentes hidricos generando problemas ambientales (Reddy et al., 2022).

Una forma de aprovechar el lactosuero es en la elaboracion de vinagre del suero por
fermentacidn, por lo cual es importante evaluar un método para la cuantificacion del acido
acetico en el vinagre, ya que de acuerdo con la resolucién 775 de 2008 Capitulo V, Articulo 10
“Requisitos fisicoquimicos del vinagre”, la acidez expresada en g/L de acido acético para
vinagres distintos al “Vinagre de vino” debe ser minimo 50g/L (Ministerio de la Proteccion
Social, 2008), teniendo en cuenta que quien debe hacer esta cuantificacién es un productor
artesanal, se debe establecer un método de facil implementacion para los pequefios productores
de poder valorar la concentracion del acido acético en vinagre, sin necesidad de laboratorios ni
equipos especializados y sin materias primas dificiles de adquirir.

Con este trabajo se busca avanzar en el campo del aprovechamiento de subproductos en
la produccion de vinagre del suero por fermentacién, reduciendo el impacto ambiental que este
generay el valor agregado que este puede significar para el productor artesanal de queso.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es realizar una revision documental para
poder evaluar el aprovechamiento del lactosuero en la produccién de vinagre por medio de los

microorganismos Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus. Para el



aprovechamiento se debe garantizar que se genere la fermentacion en las condiciones

ambientales en las que se encuentra normalmente el productor de quesos en Colombia.

16
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Planteamiento del problema
Para el afio 2017, la participacion en el producto interno bruto (PIB) de la producciéon de leche y
derivados lacteos en Colombia fue del 3,48%, de este total el comercio formal tuvo una
participacion del 48% (3.380 millones de litros de leche), y en el comercio informal, tuvo una
participacion del 45% (3.187millones de litros de leche); la produccion de quesos tuvo una
participacion del 50% (Chen et al., 2016)(Gonzalez, 2020). Segun el Departamento Nacional de
Estadistica DANE, (2020), la produccién de queso fue 92.506.701 kilogramos que incluye los
quesos blandos (69.376.951kg), madurados (7.396.673kg), cuajada (4.643.377kg) y queso crema
(11.089.700 kg); de suero lacteo fue 1.228.694 litros. Los pequefios productores de derivados
lacteos en las regiones, no tienen acceso a tecnologias suficientes para poder procesar y
aprovechar el lactosuero, por lo que generalmente descartan este subproducto en los cuerpos
hidricos naturales, ocasionando un gran impacto ambiental por la carga de biomoléculas
presentes tales como proteinas hidrosolubles, acidos grasos, lactosa y algunas vitaminas y
minerales (Valk-Weeber et al., 2020).

El contenido de lactosa (4,5% aproximadamente), proteinas (1%) y grasas (1-2%) del SQ
eleva la demanda quimica de oxigeno (DQO), lo cual indica la cantidad de sustancias disponibles
para ser oxidadas por medios quimicos, el cual la cantidad que se encuentra en el suero es del 6-
8% aproximadamente (Gonzalez-Amado et al., 2021). EI SQ tiene una alta demanda bioldgica de
oxigeno (DBO) (35.000-45.000mg/L) y DQO (60.000-80.000mg/L), por lo cual al no ser tratado
previo a su disposicion en los efluentes hidricos genera un problema grave de contaminacién
disminuyendo drasticamente el oxigeno del agua donde es vertido (Dos Santos et al., 2017). Es
importante hacer una revision documental para el aprovechamiento del lactosuero y

especificamente en la produccién de vinagre por fermentacion y la medicién de la concentracion
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de &cido acético. De lo anterior, surge la siguiente pregunta: ;Cuél es la factibilidad técnico-
cientifica para la produccion y determinacion de la concentracion de acido acético a partir de la
fermentacion de lactosuero? La anterior pregunta contribuira a desarrollar estudios para la
optimizacion de produccidn de &cido acético a partir del SQ y estimular a demas investigadores
de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD en la validacion de los resultados
tedricos que se obtienen de la revision bibliografica para la produccion industrial de este

subproducto de grado alimentario.
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Justificacion
El lactosuero derivado de la produccion de quesos representa el 80 - 90% de volumen total de la
leche procesada y destinada para tal fin, este lactosuero contiene el 50% de los nutrientes
iniciales de la leche de origen bovino, en los cuales estan presentes las proteinas solubles,
lactosa, vitaminas y sales minerales (Dianela, 2015). Los productores artesanales de quesos en
Colombia, no cuentan con recursos econdémicos para implementar la infraestructura y tecnologia
suficiente para el aprovechamiento del lactosuero ya que en la actualidad existe procesos como la
pulverizacion del suero para la obtencion de proteinas aisladas del suero, pero requiere de
equipos especializados e infraestructura demasiado costosos, por lo que se arroja a los cuerpos
hidricos sin ningun tipo de tratamiento, ocasionando un impacto ambiental considerable en los
rios y quebradas (Valk-Weeber et al., 2020). La produccién de lactosuero en todo el mundo
supera los 160 millones de toneladas por afio y aumenta continuamente (Sharma et al., 2018).
Los productores artesanales de quesos y cuajadas de Colombia, en su mayoria no cuentan con
conocimiento ni instrumentos de facil adquisicidn para cuantificar o determinar la pureza de un
producto de interés como contenido de proteina, lactosa y demas biomoléculas presentes en el
SQ para tener una idea de su aprovechamiento. El lactosuero tiene un 4,5% de lactosa, el cual es
un componente importante para los procesos de fermentacidn, por lo tanto es viable obtener un
subproducto del lactosuero (Gonzalez-Amado et al., 2021).

Algunos productos derivados del suero lacteo aplicados en los productos anteriormente
mencionados son la proteina de suero (WPC 30-80% de proteina), aislado de proteina del suero
(WPI >90% de proteina), suero de leche desmineralizado, lactosa, acido lactico, etanol y acido
acetico. Los usos del lactosuero en polvo son su adicion en productos como helados, embutidos

carnicos, panaderia y el lactosuero liquido como en la elaboracion de bebidas lacteas con el fin
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de aumentar su valor nutricional, organoléptico y mejorar el rendimiento final (extensor)
aumentando ingresos econémicos (Krolczyk et al., 2016). El acido acético (acido etanoico) tiene
una gran importancia comercial y es un aditivo clave para productos de valor agregado en la
industria textil, la industria alimentaria, pinturas y adhesivos; la demanda de acido acético esta
aumentando a nivel mundial. Segun el informe reciente, se espera que el mercado mundial de
acido acético aumente del 4,30% al 6,8% al afio 2022 (Pal & Nayak, 2017).

El DANE, (2020) reporto que en el afio 2020 se produjeron en Colombia 11.079.538
litros de vinagre blanco a partir de la fermentacion del alcohol de cafia de azlcar, maiz o malta
(Prada, 2015). El proceso de produccién vinagre chino tradicional incluye principalmente la
elaboracion de Daqu (una bebida alcohdlica que tiene entre 55-64% de etanol) para la
fermentacidn alcoholica y fermentacidn de acido acético (Kim et al., 2021).

Es importante generar una revision bibliografica para el uso y el aprovechamiento del
lactosuero de forma tal que se apunte a la elaboracién de un procedimiento de facil
implementacidn para la fermentacion y cuantificacion de productos de interés aprovechando su
naturaleza quimica. Ademas de generar un ingreso adicional para los productores artesanales de
quesos, también se contribuye a la disminucion del impacto ambiental que este genera al
aprovecharse el lactosuero. Ademas de lo anterior, permitira que estudiantes de pregrado y
postgrado de diferentes Instituciones Universitarias a futuro generen proyectos de investigacion

en el campo de optimizacion de procesos fermentativos en la Industria Alimentaria.



Objetivos

General

Revisar las diferentes metodologias empleadas para la produccién de vinagre por
fermentacion del lactosuero, subproducto de quesos frescos a partir de un escaneo cientifico.
Especificos

Revisar las condiciones de fermentacion del lactosuero usando los microorganismos
Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus para la produccién de acido acético.

Realizar la revision bibliografica para la cuantificacion de la concentracion de acido
acetico.

Realizar un analisis de la informacién y establecer algun criterio para definir cual es el

procedimiento mas adecuado para fermentar y cuantificar el acido acético obtenido.

21
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Marco tedrico

Suero o Lactosuero del Queso.
El suero lacteo o lactosuero es uno de los principales subproductos agroindustriales en el proceso
de produccion de queso o caseina. El suero es el residuo liquido que queda después de que la
leche ha sido cuajada y escurrida. La produccion mundial de suero se estima en 190 x 10°
toneladas por afio. Tipicamente, se genera un volumen aproximado de 9 kg de suero en el
proceso de produccion de 1 kg de queso (Ramos et al., 2021). Los principales constituyentes del
suero de leche son lactosa, minerales, proteinas solubles como a-lactoalbtimina y -
lactoglobulina, asi como otras moléculas pequefias como péptidos y aminoacidos libres (Yadav
etal., 2015).
Acido Acético y Vinagre.
La férmula quimica del acido acético es CHz-COOH. De acuerdo con la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), se denomina sisteméaticamente acido etanoico; su punto de
fusion es 16,6 °C y el punto de ebullicion es 117,9 °C. En disolucion acuosa, puede perder un
hidrogeno del grupo carboxilo para dar su base conjugada, el anién acetato. Su pKacHsz-coon =
4,8 a 25 °C, lo cual significa, que, a pH ligeramente acido de 4,8, la mitad de la solucion se habra
disociado en CH3-COO" + H*. Esto hace que sea un acido débil y en concentraciones adecuadas,
pueda formar soluciones buffer con su base conjugada. La constante de disociacion a 20 °C es
Ka=1,75-10" (Verevkin, 2000).

El vinagre se usa ampliamente en la industria alimentaria como aditivo acidificante. El
acido acético es el principal componente del vinagre de frutas junto a otros acidos organicos en
menor proporcion. El &cido acético es importante en la nutricion humana para la transformacion

completa de los azucares y las grasas en energia y puede usarse de manera eficaz para evitar la
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acumulacién excesiva de estos materiales energéticos en el cuerpo. Ademas, el acido acético
puede promover el ablandamiento de los vasos sanguineos y controlar el nivel de colesterol en la
sangre. Los acidos organicos se utilizan para mantener el equilibrio y la estabilidad del pH in
vivo para funciones metabdlicas y fisiologicas normales (Naziroglu et al., 2014).
Kluyveromyces marxianus.

La levadura Kluyveromyces marxianus pertenece al género Kluyveromyces fue descrita por
primera vez en 1888 por E.C. Hansen, y fue llamada en algin momento Saccharomyces
marxianus; se ha aislado a partir de las uvas, sin embargo, también puede aislarse a partir de
bebidas fermentadas como el kéfir, yogurt, asi como el queso, la leche y fermentaciones
espontaneas. Entre algunas de sus caracteristicas, se encuentra que crece en una amplia variedad
de sustratos y a altas temperaturas que oscilan entre 20° C hasta 39°C, un pH éptimo de entre 6-
7, fermenta galactosa, sacarosa, rafinosa, lactosa. En la industria se ha empleado en el
aprovechamiento del lactosuero y en la produccion de etanol, pero tiende a producir una menor
cantidad cuando existe un exceso de azucares (Mendoza, 2013).

La lactosa del lactosuero puede ser fermentable por algunos microorganismos como
Kluyveromyces marxianus evitando su presencia en los efluentes hidricos, pudiendo servir como
materia prima para la fermentacion alcoholica, en procesos masivos. La lactosa es un buen medio
de cultivo para realizar procesos biotecnologicos (Padin & Diaz, 2009). K. marxianus también se
usa para producir proteina unicelular a partir del lactosuero, en su caracterizacion microscépica

presenta una forma circular como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 1
Observacidn microscopica de la levadura K. marxianus, donde se observa en colonias tefiidas

en color azul intenso a un campo de 100X.

Fuente (Mendoza, 2013).
Acetobacter pasteurianus.

Las bacterias acéticas provenientes del vinagre, también llamadas miembros del género
Acetobacter se caracterizan por convertir el alcohol etilico (CoHsOH) en &cido acético
(CH3CO2H) a través de una oxidacion. El acido acético se forma a partir de una reaccion
multipasos que incluye la transformacién del almidon a azUcares a través de amilasas, la
conversién anaerobica de azUcares a etanol por medio de la fermentacion con levaduras, la
transformacion de etanol a acetaldehido hidratado y la deshidrogenacion por medio de la enzima
aldehido deshidrogenasa para obtener acido acético (Rodriguez & Sarabia, 2012).

Las bacterias del &cido acético (AAB), son una clase de bacterias Gramnegativas,
estrictamente aerobicas, que normalmente pertenecen a los géneros Acetobacter,
Gluconoacetobacter y Gluconobacter, causan una rapida oxidacion del etanol en acido acético.

Por lo tanto, se aplican ampliamente para la produccion de vinagre. La produccién moderna de
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vinagre generalmente se lleva a cabo en fermentacion sumergida con etanol como sustrato. La
tasa de crecimiento de AAB depende en gran medida de las concentraciones de etanol y
generalmente se inhibe por encima de 40 g/L (Chen et al., 2016).

El etanol afecta principalmente a la membrana plasmatica mediante la alteracién de la
estructura de la membrana, la permeabilidad y el flujo de protones, lo que da como resultado un
crecimiento celular lento y un bajo rendimiento de acido acético. Sin embargo, cabe sefialar que
la fermentacidn para la obtencion de acido acético utilizando una alta concentracién de etanol
puede mejorar la concentracion y la calidad del vinagre; Las especies de Acetobacter,
especialmente Acetobacter pasteurianus, se utilizan en procesos tradicionales para la produccion
de vinagre donde la concentracion de &cido acético no supera el 6% (v/v) (Matsutani et al.,

2013).
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Metodologia
Etapas para la recoleccién de la informacion o datos.

Primera fase: Revision bibliografica sobre la fermentacion del lactosuero aplicando
microorganismaos.

Segunda fase: Revision bibliografica para la cuantificacion de la concentracion de acido
acetico.

Tercera fase: Analisis de datos para proponer un procedimiento sencillo para la
fermentacion del lactosuero y la cuantificacion de la concentracion del acido acético a obtener.

Las ecuaciones de busqueda son:

Ecuacion 1 (basqueda de la fermentacion del lactosuero y obtencion de acido acético): en
esta ecuacion se buscd referencias con palabras clave como fermentacion acética, suero, acido
acetico, y cuantificacion desde el afio 2015 hasta el afio 2021.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para la seleccion de articulos aplicando la
ecuacioén 1 fue que la matriz agroalimentaria en la que se implementaron las fermentaciones fue
lactosuero, los microorganismos usados Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasterianus; lo
que se reviso en cada articulo fueron los resultados obtenidos de las condiciones de fermentacion
como tiempo, temperatura optima de produccién de etanol y acido acético, rendimiento, afinidad
de los microorganismos por el lactosuero. Se realizo una descripcién de los resultados de cada
articulo incluyendo imagenes, cuadros comparativos enunciados como tablas.

Acetic AND fermentation AND whey AND acetic AND acid AND lactose AND
acetic AND acid AND quantification AND (LIMIT-TO (PUBYEAR, 2021) OR LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2019) OR LIMIT-TO (PUBYEAR

, 2018) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2016) OR
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LIMIT-TO (PUBYEAR, 2015)) AND (LIMIT-TO (SUBJAREA, "AGRI") OR LIMIT-
TO (SUBJAREA, "BIOC") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "ENGI") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "IMMU") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "CENG") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "CHEM") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "ENVI")).

Ecuacion 2 (busqueda de la cuantificacion del acido acético): con palabras clave como
cuantificacion de acido acético, se realizé la consulta desde el afio 2015 hasta el afio 2021.

El criterio que se tuvo en cuenta para la seleccion de articulos aplicando la ecuacion 2 fue
la cuantificacion de acido acético producido por fermentacion de lactosuero exclusivamente; lo
que se reviso en cada articulo fueron las metodologias y los resultados obtenidos para la
cuantificacién del acido mencionado anteriormente. Se realizo una descripcion de los resultados
de cada articulo incluyendo imagenes, cuadros comparativos enunciados como tablas.

Quantification AND acetic AND acid AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR, 2021) OR
LIMIT-TO (PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2019) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR, 2018) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017) OR LIMIT-TO (PUBYEAR,
2016) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2015)) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar") OR
LIMIT-TO (DOCTYPE, "re")) AND (LIMIT-TO (SUBJAREA, "BIOC") OR LIMIT-
TO (SUBJAREA, "CHEM") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "AGRI") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "ENVI") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "CENG") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA , "IMMU") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "ENGI")) AND (LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Food Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of
Chromatography B Analytical Technologies In The Biomedical And Life Sciences") OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Frontiers In Microbiology”) OR LIMIT-TO (

EXACTSRCTITLE, "Molecules") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "International
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Journal Of Molecular Sciences”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Science Of The
Total Environment” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of Agricultural And
Food Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Applied Microbiology And
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food Research International™) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Analytical Methods™) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Environmental Science And Technology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Chemical Reviews") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food
Analytical Methods”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical And Bioanalytical
Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Chemical Engineering Journal”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Analytical Chemistry”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Foods") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food Control*) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of The Science Of Food And Agriculture”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "European Food Research And Technology”) OR LIMIT-
TO (EXACTSRCTITLE, "Critical Reviews In Food Science And Nutrition") OR LIMIT-TO
(EXACTSRCTITLE, "3 Biotech") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Trac Trends In
Analytical Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical Letters") OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of Dairy Science”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Green Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food And
Function”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Comprehensive Reviews In Food Science
And Food Safety" ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of Analytical Methods In
Chemistry" ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of Food Science”) OR LIMIT-
TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of Food Science And Technology”) OR LIMIT-TO (

EXACTSRCTITLE, "Trends In Food Science And Technology”) OR LIMIT-TO (
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EXACTSRCTITLE , "Analytical Biochemistry") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Journal Of Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of The
American Chemical Society”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Applied Biochemistry
And Biotechnology” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Biocatalysis And Agricultural
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "World Journal Of Microbiology And
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Biochemical Engineering Journal™)
OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Biotechnology Advances”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Journal Of Chemical Technology And Biotechnology”) OR LIMIT-TO
(EXACTSRCTITLE , "Journal Of Food Processing And Preservation”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Flavour And Fragrance Journal”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE
, "Frontiers In Bioengineering And Biotechnology”)) AND ( LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Acetic Acid")
OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Limit Of Detection") OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Fermentation") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Limit Of
Quantitation") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Volatile Organic Compounds”) OR
LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "lIsolation And Purification") OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Lactic Acid") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Quantitative
Analysis”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Chemical Analysis") OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Volatile Organic Compound") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD,
"Biomass" ) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Chemical Structure™) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Food Analysis") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Quality
Control") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Organic Acids") OR LIMIT-TO (

EXACTKEYWORD , "Sensitivity And Specificity" ) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD ,
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"Principal Component Analysis”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Concentration
(parameters)”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Chemical Composition”) OR
LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Analytic Method") OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Bacterial Growth") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD ,
"Microorganisms”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Food Microbiology”) OR
LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Food Safety" ) ).

Para ampliar la basqueda de informacidn, se implementa la siguiente ecuacion de
busqueda en SCOPUS, donde solamente se tendra en cuenta como criterio de busqueda el
microorganismo Kluyveromyces marxianus:

Ecuacion 3 (basqueda del microorganismo Kluyveromyces marxianus): en esta ecuacion
se busca principalmente los estudios realizados con Kluyveromyces marxianus en suero lacteo
desde 2016 hasta 2022.

El criterio que se tuvo en cuenta para la seleccion de articulos aplicando la ecuacion 3 fue
que el uso de Kluyveromyces marxianus para fermentacion de lactosuero o lactosa; lo que se
reviso en cada articulo fueron los resultados obtenidos de las condiciones de fermentacion como
tiempo, temperatura optima de produccién de etanol, rendimiento, afinidad del microorganismo
por el lactosuero. Se realizo una descripcion de los resultados de cada articulo incluyendo
iméagenes, cuadros comparativos enunciados como tablas.

Kluyveromyces AND marxianus AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR, 2022) OR
LIMIT-TO (PUBYEAR, 2021) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR, 2019) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR,
2017) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2016)) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar") OR

LIMIT-TO (DOCTYPE, "re")) AND (LIMIT-TO (SUBJAREA, "BIOC") OR LIMIT-
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TO (SUBJAREA, "IMMU") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "CENG") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "CHEM") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "ENGI")) AND (LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Applied Microbiology And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Foods") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food Chemistry™)
OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Applied Biochemistry And Biotechnology”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Food Microbiology") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "International Dairy Journal*) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Journal Of Food Processing And Preservation) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE ,
"International Journal Of Dairy Technology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Microbial Biotechnology” ) OR LIMIT-TO ( EXACTSRCTITLE, "Applied Food
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food And Bioproducts Processing" )
OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Shengwu Gongcheng Xuebao Chinese Journal Of
Biotechnology” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food Biotechnology")) AND (
LIMIT-TO (PUBSTAGE , "final")).

Ecuacion 4 (busqueda para el Acetobacter pasteurianus): en esta ecuacion se buscaron
principalmente los estudios realizados con Acetobacter pasteurianus en suero lacteo desde 2016
hasta 2022.

El criterio que se tuvo en cuenta para la seleccion de articulos aplicando la ecuacion 4 fue
que el uso de Acetobacter pasteurianus para la oxidacion de etanol producido de lactosuero; lo
que se reviso en cada articulo fueron los resultados obtenidos de las condiciones de oxidacion
como tiempo, temperatura optima de produccién de &cido acético, rendimiento, afinidad del
microorganismo por el lactosuero. Se realizo una descripcion de los resultados de cada articulo

incluyendo iméagenes, cuadros comparativos enunciados como tablas.
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acetobacter AND pasteurianus AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR, 2022) OR LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2021) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2019) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017) OR
LIMIT-TO (PUBYEAR, 2016)) AND (LIMIT-TO (SUBJAREA, "AGRI") OR LIMIT-
TO (SUBJAREA, "CENG") OR LIMIT-TO ( SUBJAREA, "CHEM") OR LIMIT-TO (
SUBJAREA, "ENGI")) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-TO (
DOCTYPE, "re")) AND ( LIMIT-TO (PUBSTAGE, "final")) AND (LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "International Journal Of Food Microbiology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Food Microbiology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food
Research International” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Lwt") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Food Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of
The Korean Society Of Food Science And Nutrition") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Journal Of Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Korean Journal Of Food
Preservation") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Bioscience Biotechnology And
Biochemistry" ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Biotechnology Advances") OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "European Food Research And Technology”) OR LIMIT-
TO (EXACTSRCTITLE , "Fermentation”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "3
Biotech”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Foods") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Frontiers In Bioengineering And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Food Science And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Journal Of Chemical Technology And Biotechnology”) OR LIMIT-TO
(EXACTSRCTITLE , "Applied Biochemistry And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (

EXACTSRCTITLE , "Journal Of Industrial Microbiology And Biotechnology”) OR LIMIT-
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TO (EXACTSRCTITLE , "Biotechnology Letters”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Current Opinion In Biotechnology” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, “International
Food Research Journal”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Systematic And Applied
Microbiology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Trends In Food Science And
Technology” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Analytical Chemistry”) OR LIMIT-
TO (EXACTSRCTITLE , "Biocatalysis And Agricultural Biotechnology” ) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Biotechnology And Applied Biochemistry™) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Chemical Society Reviews") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Comprehensive Reviews In Food Science And Food Safety”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Critical Reviews In Food Science And Nutrition") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Current Opinion In Food Science™) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Current Research In Nutrition And Food Science”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Food And Bioproducts Processing”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Food Technology And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Journal Of Food Science”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Microbial Biotechnology” ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Applied Food
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "International Dairy Journal™))
AND (LIMIT-TO (LANGUAGE, "English")).

Ecuacion 5 para la cuantificacidn de acido acético: en esta ecuacion se buscaron
referencias para los métodos de cuantificacién de acido acético desde 2016 hasta 2022.

El criterio que se tuvo en cuenta para la seleccion de articulos aplicando la ecuacion 5 fue

la cuantificacion de acido acético producido por fermentacion de lactosuero; lo que se reviso en
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cada articulo fueron las metodologias y los resultados obtenidos para la cuantificacion del acido
mencionado anteriormente.

acetic AND acid AND titration AND ( LIMIT-TO (PUBYEAR, 2022) OR LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2021) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2020) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
, 2019) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017)) AND
(LIMIT-TO ( SUBJAREA, "BIOC") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "CHEM") OR
LIMIT-TO (SUBJAREA, "CENG") OR LIMIT-TO (SUBJAREA, "ENGI")) AND (
LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-TO (DOCTYPE, "re")) AND (LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Food Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of
Chromatography B Analytical Technologies In The Biomedical And Life Sciences”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of Chromatography A") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Journal Of Agricultural And Food Chemistry") OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE , "Analytica Chimica Acta”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Applied Microbiology And Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE ,
"Chemical Reviews") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Microchemical Journal") OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical And Bioanalytical Chemistry") OR LIMIT-TO
(EXACTSRCTITLE, "Metabolites") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical
Chemistry™ ) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Chemical Engineering Journal”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Food Additives And Contaminants Part A Chemistry
Analysis Control Exposure And Risk Assessment”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Journal Of The Science Of Food And Agriculture”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE ,
"Water Research”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical Methods") OR

LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Critical Reviews In Food Science And Nutrition”) OR
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LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "3 Biotech”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE,
"Fermentation”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE , "Journal Of AOAC International™)
OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of Dairy Science”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Food Control") OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of
Analytical Methods In Chemistry”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of Food
Processing And Preservation”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of
Biotechnology”) OR LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Analytical Biochemistry”) OR
LIMIT-TO (EXACTSRCTITLE, "Biotechnology Advances”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "Biotechnology And Bioengineering”) OR LIMIT-TO (
EXACTSRCTITLE, "International Journal Of Food Science And Technology”) OR LIMIT-
TO (EXACTSRCTITLE, "Journal Of Chemical Technology And Biotechnology”)) AND (
LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Chemistry") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD ,
"Procedures”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Acetic Acid") OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Fermentation") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Isolation
And Purification”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Metabolites”) OR LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD , "Chemical Analysis") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD ,
"Chemical Structure”) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Analytic Method") OR
LIMIT-TO (EXACTKEYWORD , "Ethanol") OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD,
"Oxidation" ) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Chemical Composition”) OR LIMIT-
TO (EXACTKEYWORD , "Acetic Acid Derivative" ) OR LIMIT-TO (EXACTKEYWORD ,

"Organic Acids" ) ).



La ecuacion 5 no genero ningun resultado, por lo cual se recurre a la metodologia de
busqueda tradicional para la cuantificacion de acido acético teniendo en cuenta los criterios de

busqueda anteriormente descritos.

36
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Resultados y analisis de resultados

Se realizo una amplia consulta bibliografica, donde se seleccion6 el motor de busqueda SCOPUS
como la herramienta principal para la busqueda de articulos cientificos y de revision referentes a
la produccion de etanol por fermentacion aplicando el microorganismo Kluyveromyces
marxianus; también se realizo la busqueda para la produccion de acido acético aplicando el
microorganismo Acetobacter pasteurianus, el cual toma como sustrato el etanol producido por
Kluyveromyces marxianus; también se realizé una busqueda para diferentes métodos de
cuantificacién de acido acético de facil implementacion, los cuales fuesen adecuados para que
sea aplicado por cualquier persona sin muchos conocimientos del tema. Para lo anterior, se tuvo
en cuenta la informacion publicada desde el afio 2015. Las revistas y areas tematicas que se
tuvieron en cuenta fueron las siguientes: Food Chemistry, Journal of Chromatography B
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Analytica Chimica Acta, Applied Microbiology and Biotechnology, Chemical
Reviews, Microchemical, Analytical and Bioanalytical Chemistry, Metabolites, Analytical,
Chemical Engineering, Food Additives and Contaminants Part A Chemistry Analysis Control
Exposure and Risk Assessment, Journal of the Science of Food and Agriculture, Water Research,
Analytical Methods, Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Biotech, Fermentation,
Journal of AOAC, Journal of Dairy Science, Food Control, Journal of Analytical Methods in
Chemistry, Journal of Food Processing and Preservation, Journal of Biotechnology, Analytical
Biochemistry, Biotechnology Advances, Biotechnology and Bioengineering, International
Journal of Food Science and Technology, Journal of Chemical Technology and Biotechnology.

A continuacion, se presenta los resultados obtenidos al aplicar las ecuaciones 1, 2, 3, 4y

5, de los cuales se encontraron 39 articulos en total como se describe a continuacion:
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Ecuacion 1y 2: 1531 articulos de los cuales se seleccionaron 5.

Ecuacion 3: 342 articulos de los cuales se seleccionaron 18.

Ecuacion 4: 196 articulos de los cuales se seleccionaron 16.

Ecuacion 5: 48 articulos de los cuales se seleccionaron 0.

Los 39 articulos se seleccionaron debido a que tenian relacién con la fermentacion del
lactosuero, los microorganismos de interés, produccion de etanol usando como sustrato lactosa,
produccidn de acido acético usando como fuente de sustrato etanol y la caracterizacion de acido
acético mediante diferentes técnicas de analisis.

Analisis y Comportamiento de la Ecuacion 1

Al observar el andlisis estadistico suministrado por SCOPUS para la ecuacién de
busqueda 1, en las figuras 2, 3 'y 4 se obtuvo lo siguiente:
Figura 2

Numero de publicaciones para la ecuacién de bldsqueda 1 desde el afio 2015-2021.

Mamero de
documentos

(=]

2013 206 FL ) 2018 2019 2020 FULFY

Afio de publicacian.

Fuente SCOPUS.
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Figura 3

Numero de publicaciones por pais para la ecuacion de busqueda 1.
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Figura 4
Documentos por area temética para la ecuacion de busqueda 1.
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Fuente SCOPUS.
De acuerdo con la figura 2, se observé que el afio 2018 fue el afio en el que mas se
publicaron articulos referentes a la fermentacion del lactosuero y obtencién de acido acético (15

articulos); la figura 3 indico que el pais que mas publico fue Brasil (11 articulos) y segln la
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figura 4, el area tematica con mayor impacto fue el de Ciencias Agricolas y Bioldgicas (22,0%)
seguido de Bioquimica, Genética y Biologia Molecular (16,7%), ingenieria (16,7%), Bioquimica,
Genética y Biologia Molecular (16,7%). Con respecto a la cantidad de publicaciones, sucedid
probablemente a que en el primer trimestre del afio 2018 en la regién de América del Sur se
sufrio bastante por el fendmeno de la nifia y los expertos afirmaron que durante todo este afio se
duplicaria la produccion de leche por lo cual se generaron mas investigaciones en la
agroindustria lactea en cuanto al aprovechamiento de subproductos especialmente en Brasil.
Analisis y Comportamiento de la Ecuacion 2.

Observando el anélisis estadistico suministrado por SCOPUS para la ecuacién de bldsqueda

2, en las figuras 5, 6 y 7 se obtuvo lo siguiente:

Figura 5

Numero de publicaciones para la ecuacion de busqueda 2 desde el afio 2015-2021.
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Figura 6

Numero de publicaciones por pais para la ecuacion de busqueda 2.
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Figura7
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Basandose en la figura 5, se observo que el afio 2021 fue el afio en el que mas se
publicaron articulos referentes a la cuantificacion de acido acético (303 articulos); segun la
figura 6, el pais que mas publico fue China (462 articulos) y de acuerdo con la figura 7, el area

temética con mayor impacto fue el de Quimica (28,3%) seguido de Bioguimica, Genética y
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Biologia Molecular (20,4%), Ciencias Agricolas y Bioldgicas (17,3%). Respecto a la cantidad de
publicaciones del afio 2021 durante la pandemia se buscaron nuevos desinfectantes de superficies
para combatir el COVID-19, por lo cual el acido acético fue una opcién explorada
mayoritariamente en China por ser el epicentro de origen de la enfermedad.
Analisis y Comportamiento de la Ecuacion 3

Al observar el analisis estadistico suministrado por SCOPUS para la ecuacion de
busqueda 3, en las figuras 8, 9 y 10 se genero lo siguiente:
Figura 8

Numero de publicaciones para la ecuacién de bldsqueda 3 desde el afio 2016-2022.
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Figura 9

Numero de publicaciones por pais para la ecuacion de busqueda 3.
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Figura 10

Documentos por area tematica para la ecuacion de basqueda 3.
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De acuerdo con la figura 8, el afio 2021 fue en el que mas se publicaron articulos
referentes al uso del microorganismo Kluyveromyces marxianus (81 articulos); el pais que mas

publico fue China (83 articulos) y el area temética con mayor impacto fue el de Inmunologia y
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Microbiologia (29,7%) seguido de Ciencias Agricolas y Biologicas (22,4%) y Bioquimica,
Genética y Biologia Molecular (18,9%). Durante el afio 2021, se generd una fuerte tendencia en
el consumo y produccion de cervezas artesanales, por lo cual la ciencia investigo sobre levaduras
no convencionales para su produccion y Kluyveromyces marxianus fue uno de los
microorganismos mas estudiados y esta puede ser una de las razones por la cual se publicd
mayoritariamente, desde el afio 2016 la tendencia es creciente.
Analisis y Comportamiento de la Ecuacion 4

Observando el analisis estadistico suministrado por SCOPUS para la ecuacion de
busqueda 4, en las figuras 11, 12 y 13 se genero0 la siguiente informacion:
Figura 11

Numero de publicaciones para la ecuacién de bldsqueda 4 desde el afio 2016-2022.
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Figura 12

Numero de publicaciones por pais para la ecuacion de busqueda 4.

Ching
Balgiurm

Itaby

Japan
United States
Biracl

South Korea
Spain

France

Thasand

=
=
z
2
=
g

Mimero de documentos.

Fuente SCOPUS.
Figura 13

Documentos por area temética para la ecuacion de busqueda 4.
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De acuerdo con la figura 11, se observo que el afio 2021 fue en el que mas se publicaron
articulos referentes al uso del microorganismo Acetobacter pasteurianus (46 articulos); el pais

que mas publico fue China (72 articulos) y el area tematica con mayor impacto fue el Ciencias
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Agricolas y Biologicas (29,9%) seguido de Inmunologia y Microbiologia (21,5%) y Bioquimica,
Genética y Biologia Molecular (18,2%). En el afio 2021 se realizaron investigaciones sobre
alternativas para la produccion de acido acético usando biotecnologia como la fermentacién con
Acetobacter pasteurianus, lo anterior con el fin de usar diferentes agentes desinfectantes para
inhibir el COVID-19, lo que posiblemente estimulo la investigacion de este microorganismo.
Analisis y Comportamiento de la Ecuacion 5

Debido a que no se obtuvieron articulos referentes a la cuantificacion de acido acético, no

se realiza el andlisis de la informacion encontrada con esta ecuacion.



47

Condiciones de Fermentacion con la Aplicacion de los Microorganismos Kluyveromyces
Marxianus y Acetobacter Pasteurianus
A continuacion, se realizard una breve descripcion de los procesos de fermentacion, la aplicacion
de los microorganismos Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus y sus condiciones
generales para la produccion de etanol y vinagre respectivamente, aprovechando el lactosuero y
analizando estudios en otros sustratos como la lactosa que podrian ser Utiles para establecer los
parametros fisicoquimicos de elaboracién de vinagre del suero.

La fermentacion es un proceso metabdlico que generalmente transforma
bioquimicamente glucidos en acidos, gases 0 en alcoholes para extraer una parte de la energia
quimica mientras reoxida las coenzimas reducidas por sus reacciones; las condiciones para que
suceda el proceso de fermentacion son: humedad del medio, sustrato o alimento base (por lo
general son azucares), temperatura optima de crecimiento microbiano la cual va a depender del
microorganismo a usar en la fermentacion y el tiempo 6ptimo de crecimiento microbiano
(Tortora et al., 2007).

La fermentacion usa microorganismos principalmente para la obtencién de productos de
valor afladido (Sadh et al., 2018) y puede utilizarse para promover la hidroélisis de polimeros a
partir de azucares, sintetizar moléculas bioactivas, degradar factores tdxicos o antinutricionales
(Verardo et al., 2020). Esto puede suceder de la siguiente forma: los microorganismos producen
grandes cantidades de metabolitos primarios o secundarios, aumentando el valor nutricional y los
microorganismos pueden excretar enzimas y acidos que se aplican a los polimeros,
descomponiéndolos en unidades mas pequefias, mejorando su digestibilidad y biodisponibilidad

(Septembre-Malaterre et al., 2018).
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Kluyveromyces marxianus

Es importante resaltar que el K. marxianus se usa como productor de enzimas, por lo que
se relacionan estudios referentes a la produccién de etanol en sustratos similares y no similares al
SQ donde se realiz6 una breve descripcion teniendo en cuenta otros microorganismos.

El estudio de la produccion de bioetanol de Chupaza et al., (2021) afirmo que se produjo
etanol por hidrolisis separada y fermentacion utilizando Azolla filiculoides como biomasa. La
hidrolisis &cida térmica y la sacarificacion enzimatica se utilizaron como métodos de
pretratamiento para producir monosacaridos a partir de Azolla. La produccion de etanol con sus
respectivos coeficientes de rendimiento a partir del hidrolizado de la maleza Azolla utilizando
Kluyveromyces marxianus, Candida lusitaniae, Saccharomyces cerevisiae y Pichia stipitis
fueron de 26,8 g/L (Yewon = 0,43), 23,2 g/L (Yeton = 0,37), 18,2 9/L (Yeton = 0,29) y 13,7 g/L
(Yewon = 0,22), respectivamente. El bioetanol a partir de hidrolizado de maleza Azolla se puede
producir con éxito utilizando Kluyveromyces marxianus porque consumié la mezcla de glucosa y
xilosa por completo en 60h.

Segun el estudio de Marcus et al., (2021) del aprovechamiento del permeado de suero por
fermentaciones generadas por levaduras y mohos en condiciones andxicas y éxicas, K.
marxianus utilizo la lactosa de manera mas eficiente, en presencia y en ausencia de oxigeno
resulté un valor cero (0) de cada azicar medido después de la fermentacion (lactosa, glucosa y
galactosa principalmente); por lo cual, en medio anaerébico se produjo 4,52% de etanol siendo el
valor mas alto comparandose con los deméas microorganismos de interés en el estudio
(Kluyveromyces lactis, Dekkera anomala, Brettanomyces claussenii, Brettanomyces
bruxellensis); las especies de moho (Mucor genevensis y Aureobasidium pullulans) en medio

aerobio, se genero una concentracion de etanol de 0,68%.
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En la revision de Nurcholis et al., (2020) sobre la integracion de datos y herramientas
biotecnologicas para aplicaciones industriales de Kluyveromyces marxianus, indico que esta
levadura tiene caracteristicas especiales para su posterior uso en la industria. De hecho, se ha
utilizado para la produccion de diversas enzimas, productos quimicos y macromoléculas, ademas
del uso de biomasa celular como materiales nutricionales, piensos y probioticos. La levadura es
un productor de etanol con ventajas sobre Saccharomyces cerevisiae en términos de alta tasa de
crecimiento, termotolerancia y un amplio espectro de consumo de azucares. Los resultados de los
analisis exhaustivos de su genoma y transcriptoma pueden acelerar los estudios de aplicaciones
de la levadura y pueden aumentar ain mas su potencial mediante la combinacion con
herramientas biotecnoldgicas recientes. El estudio no genera datos numéricos sobre la
concentracion de etanol producido.

El estudio referente al Factor de Severidad y Eliminacién de Hidroxi Metil Furfural
(HMF) de Sukwong et al., (2019), indica que la Gracilaria verrucosa, es un alga roja adecuada
para la produccién de bioetanol por su alto contenido de azucares. Las condiciones para
optimizar hidrolisis acida hipertérmica (HT) fueron G. verrucosa al 12% (p/v) con 0,2M H2SOsa
130°C durante 15 min. Esta HT produce 50,7 g/L de monosacaridos. La concentracion maxima
de monosacaridos fue de 58,0g/L, donde se logro el 96,6% de la produccidn teorica de
monosacaridos a partir de 120 g/L de peso seco de suspension de G. verrucosa después de HT y
sacarificacién enzimatica. La fermentacion se realizé eliminando un compuesto inhibidor,
mediante la adaptacion de las levaduras Pichia stipitis y Kluyveromyces marxianus a la
galactosa, las cuales produjeron etanol, con un rendimiento (Yetwon) de 0,50 y 29,0 g/L
respectivamente. La productividad de bioetanol con Pichia stipitis adaptada a galactosa es

superior a la de Kluyveromyces marxianus adaptada a galactosa, con una tasa de 0,81 y 0,35
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g/L/h, respectivamente. Los resultados de este estudio se pueden aplicar a la produccion de
bioetanol a escala industrial a partir de algas marinas.

El estudio de E. de P. Alves et al., (2019) donde se compar la produccion de bioetanol y
beta-galactosidasa por cepas de K. marxianus y Saccharomyces fragilis en SQ, las condiciones
para la fermentacion en 50g/L (3,3% lactosa) y 150g/L (8,8% lactosa) en SQ fueron a 100 rpm
durante 24 h a 30, 35 y 40 °C. Saccharomyces fragilis 1Z 275 en lactosa al 8,8 % a 40 °C dio
como resultado etanol al 3,90%. Para la cepa de Kluyveromyces marxianus CCT 3172 en lactosa
al 8,8 % a 40 °C dio como resultado etanol al 0,41% y mostré mayor beta-galactosidasa, 1,10
U/mg, a 30 °C. Por lo tanto, la cepa de Kluyveromyces marxianus CCT 1821 no es adecuada para
producir etanol a escala industrial o por lo menos para producir vinagre.

El estudio de Du et al., (2019) sobre la produccién de etanol a partir de biomasa
lignocelulosica aplicando algunas levaduras informo que la bioconversién eficiente del sustrato
anteriormente descrito es uno de los desafios prometedores a futuro para la produccion de
bioetanol y otros productos quimicos. El proceso de fermentacion mostro que Kluyveromyces
marxianus CICC 1727-5 pudo producir etanol a partir de glucosa a una velocidad de 4,2 g/L/h,
superando la productividad de 0,258 g/L/h de S. passalidarum ATCC MYA-4345. La
concentracion méaxima de etanol con K. marxianus CICC 1727-5y S. passalidarum ATCC MYA-
4345 fue de 42,6 y 31,9 g/L, respectivamente. En el proceso de sacarificacién y cofermentacion
(SSCF) utilizando mazorca de maiz no detoxificada, K. marxianus CICC 1727-5 mostré un
mejor desempefio, ademas fue mas tolerante en presencia de acido férmico, acido acético e
inhibidores mixtos e incluso crecio en el medio con una concentracion de acido acético de hasta

15 g/L. K. marxianus CICC 1727-5 es una cepa candidata prometedora para implementar
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ingenieria metabolica con el fin de desarrollar cepas industriales robustas para la produccion de
etanol lignocelulésico.

El estudio de Varela et al., (2017) afirmo que las especies Kluyveromyces lactis y
Kluyveromyces marxianus, son levaduras fermentadoras de lactosa, gracias a los genes LAC12 y
LAC4, que codifican la lactosa permeasa y [-galactosidasa intracelular, respectivamente; ambas
levaduras se extraen de alimentos, frutas y plantas, asi como de derivados lacteos fermentados.
K. marxianus genera un 6ptimo metabolismo fermentativo que la levadura K. lactis, incluso a
altas temperaturas (45-50°C), por tanto, se prefiere a K. marxianus para la conversién de lactosa
a bioetanol.

De acuerdo con el estudio de Rodrigues et al., (2016) sobre la produccién de etanol a
partir de bagazo de manzana de anacardo utilizando procesos de hidrolisis y fermentacion
separadas (SHF) y sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF), realizaron un cribado de
cepas de Kluyveromyces por SHF y se obtuvo una concentracion maxima de etanol de 24,1gL™*
utilizando la cepa de Kluyveromyces marxianus ATCC36907, que presentd caracteristicas
similares al compararse con los resultados obtenidos por una cepa de Saccharomyces. El autor
investigo el efecto de la temperatura en la produccion de etanol conducida por SHF usando K.
marxianus ATCC36907, y se obtuvo el maximo rendimiento de etanol (Y =0,46g) a 40°C
utilizando un medio sintético. En el SHF con hidrolizado de CAB-OH, la maxima concentracion
de etanol obtenida fue de 24,9gL™%, una tasa de crecimiento de 5,92gL*h"* y un rendimiento de
etanol de 0,43g a 40 °C. Posteriormente se us6 K. marxianus ATCC36907 en la bioconversién de
CAB-OH por SSF, se obtuvo una concentracion de etanol de 41.41gL " usando 10 % de CAB-
OH a 40°C, 150 rpm y 24h, resultando en una Y'g/c de 0.50g y una eficiencia de 98.4%, en el

proceso realizado suplementando con celobiosa.
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A continuacion, se presenta estudios referentes al rendimiento en la produccion de etanol
usando K. marxianus, teniendo en cuenta las condiciones como tiempos, temperatura de
crecimiento microbiano y en algunos casos la comparacién del rendimiento con otros
microorganismos en SQ. También se describen estudios de la resistencia al etanol y consumo de
azucares de K. marxianus en SQ y medios distintos.

El K. marxianus puede expresar una gran variedad de cepas para la fermentacion de
lactosa, por lo que la seleccion de alguna cepa es esencial para optimizar los rendimientos en la
produccidn de etanol. Las cepas seleccionadas deben expresar tolerancia y termo-tolerancia al
etanol para evitar efectos inhibidores sobre el crecimiento de levaduras debido a la represién de
catabolitos y reducir la tasa de enfriamiento en los bioprocesos de produccion de etanol. El
lactosuero después de la fermentacion alcohdlica puede alcanzar un contenido de etanol
alrededor del 6% (v/v), lo que permite la produccion tanto de vinagre como de algunas bebidas a
base acido acético de baja concentracién como el brebaje, kombucha entre otros (Zotta et al.,
2020).

El estudio de Kokkiligadda et al., (2016) sobre el uso del SQ con inmovilizacion
sinérgica de -galactosidasa y células de Saccharomyces cerevisiae, indica que la lactosa
presente en el SQ se considera un contaminante ambiental y su uso para la produccion de
enzimas y combustibles puede ser eficiente en la inactivacion bioquimica del suero. Se
ensayaron cinco cepas para la produccion de B-galactosidasa usando suero. La actividad méxima
de B-galactosidasa de 1,74 Ul/mg en peso seco del SQ se logro utilizando K. marxianus MTCC
1389 y mostro una actividad optima a 35°C. Se logr6 aproximadamente un 89 % de la hidrélisis

de lactosa para el suero concentrado (100 g/L) y se mantuvo una actividad catalitica del 89 %
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después de 15 ciclos de reutilizacion. Se logro una concentracion méaxima de etanol de 28,9 g/L
durante el proceso de fermentacion.

De acuerdo con el estudio de Karim & Aider, (2022), se evalud el crecimiento
microbiano y la produccion de biomasa de la cepa K. marxianus usando varios medios a base de
suero y los resultados obtenidos se presentan en la siguiente figura:

Figura 14
Crecimiento de Kluyveromyces marxianus en diferentes sustratos a base de suero a 30°C

durante 96h de fermentacion.
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de leche electroactivado; [], suero de leche electroactivado); (f, 24 horas; [|, 48 horas; |, 72 horas;
, 96 h) (abreviaturas: EA= lactosa electroactivada; PS= permeado de suero; PS-EA= permeado
de suero electroactivado; EA-S= suero electroactivado). Tomado de (Karim & Aider, 2022)

La figura 14a muestra que la cinética de crecimiento celular siguio tendencias similares
para todos los sustratos, donde el caldo YM logré el mayor crecimiento seguido del medio de
(EA-S). No se observaron diferencias significativas en la cinética de crecimiento en (PS), (PS-

EA), lactosa y (EA). Sin embargo, se not6 una diferencia significativa entre el crecimiento de K.
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marxianus en medios como el suero y EA-S. Como puede verse en la figura 14b, el pH
disminuy® significativamente dentro de las 12h de fermentacion para todos los medios a base de
suero. Esto se debe a que la levadura produce las enzimas para fermentar la lactosa o la glucosa;
se han adaptado a las condiciones acidas del medio con la produccion de acidos organicos,
incluidos los acidos lactico y acético u otros productos acidos (C. S. J. Alves et al., 2020).
Aunque el crecimiento inicial del K. marxianus se caracteriz6 por un mayor crecimiento en
medios de lactosa en comparacion con SQ, el crecimiento se vio obstaculizado después de cierto
tiempo, lo que generd un descenso del pH de los medios ricos en lactosa (Karim & Aider, 2022).
Con respecto a la produccion de etanol, Karim & Aider, (2022) obtuvieron los siguientes
resultados:
Figura 15

Produccidn de etanol, durante la fermentacién de varios medios.
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electroactivada; ], permeado de suero de leche electroactivado; [|, suero de leche electroactivado)
a 30 °C. Tomado de (Karim & Aider, 2022).

De acuerdo con la figura 15, se muestra que el caldo YM obtuvo la menor produccion de

etanol de 8.42 gL a las 48 h mientras que la mayor produccion de etanol (28.13 gL a las 48 h)
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en el suero no electroactivado seguido de lactosa (27,85 gL a las 48 h), EA (26,77 gL a las 36
h), PS (25,99 gL* a las 72 h), EA-WP (24,66 gL' a las 36 h), y EA-S (22,06 gL 'a las 48 horas)
(Karim & Aider, 2022). Lo anterior indica que K. marxianus es un microorganismo que se
adapta de manera eficiente con SQ no electroactivado.
Resistencia de Kluyveromyces marxianus a Medios Concentrados de Etanol

El estudio de de Moura Ferreira et al., (2022) de respuesta al estrés por altas
concentraciones de etanol, indico que las cepas de Saccharomyces cerevisiae como PE, y
CA1185 toleran altas concentraciones de etanol, ya que mas del 85% de las células ain son
viables hasta 140 g Lt de etanol. Por lo contrario, con las cepas de K. marxianus CCT 7735 en
medio permeado de SQ se deterioraron en concentraciones de etanol superiores a 50 gL™*. En
general, el crecimiento del K. marxianus CCT 7735, se vio afectado en concentraciones de etanol
que oscilaban entre el 5y el 10% (v/v) a 30 °C en medio YPD (2 % extracto de levadura, 1 %
peptona y 2 % glucosa (p/v)). Se puede afirmar que la cepa de K. marxianus CCT 7735 es apta
para la produccion de etanol en la elaboracion de vinagre del suero.

En estudio de la tolerancia al etanol de 4 cepas de Kluyveromyces marxianus CCT773s
(ETSy, ETS2, ETS3y ETS4) por evolucion adaptativa en laboratorio de da Silveira et al., (2020),
indican que las anteriores mostraron potencial para producir etanol a partir de lactosa; sin
embargo, su baja tolerancia al etanol fue un inconveniente para su aplicacion industrial. La ETSa4
fue seleccionada por mostrar una tasa de crecimiento especifica superior a la cepa parental bajo
estrés por etanol (122 %) y una tasa especifica de produccion de etanol (0,26g/h) superior a las
presentadas por la ETS: (0,22g/h), ETS; (0,17g/h) y ETSs3 (0,17g/h) en condiciones sin estrés.
Ademas, los contenidos de ésteres metilicos de acidos grasos y ergosterol fueron mayores en la

ETS4 que en la cepa parental, contribuyendo a mejorar la tolerancia al etanol en el ETSa.
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El estudio de Diniz et al., (2017) sobre el analisis del transcriptoma de Kluyveromyces
marxianus CCT773s bajo estrés por etanol, donde se indica que a diferencia de Saccharomyces
cerevisiae , K. marxianus no puede tolerar altas concentraciones de etanol. Reportaron las
alteraciones del perfil gendmico en K. marxianus bajo estres por etanol para obtener informacion
sobre los mecanismos involucrados en la respuesta al etanol. Los cambios dependientes del
tiempo se caracterizaron bajo la exposicidn de etanol al 6% y se compararon con las células no
estresadas antes de la adicion de etanol. Los resultados revelaron que el flujo metabdlico a través
de las vias metabdlicas centrales se ve afectado por el estrés debido a las altas concentraciones de
etanol. Sorprendentemente, la expresion de algunas enzimas codificantes de genes relacionadas
con la biosintesis de acidos grasos insaturados y ergosterol disminuye con la exposicion al
etanol, las mediciones de &cidos grasos libres y ergosterol demuestran que su contenido en K.
marxianus no cambia bajo este estrés. Estos resultados indican que la composicion de la
estructura de la membrana de S. cerevisiae y K. marxianus son distintas difieren, lo cual sirve
para comprender la baja tolerancia al etanol de K. marxianus en comparacion con S. cerevisiae.

El estudio de Fu et al., (2019), indicaron que el Kluyveromyces marxianus fue un
candidato potencial para la produccion de etanol mediante fermentacion a altas temperaturas.
Aunque K. marxianus mostro una alta produccion de etanol a 45 °C durante la etapa temprana de
fermentacion, se observo una detencion de la fermentacion debido a inhibidores acumulados. Las
respuestas al estrés de K. marxianus durante la fermentacién a alta temperatura se mostraron en
funcidn de la integracion de la secuenciacion de ARN (RNA-Seq) y los datos de metabolitos. Las
altas temperaturas estimularon la respiracion mitocondrial, pero reprimieron el ciclo del acido
tricarboxilico (ATC), lo que llevo a una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS), a una menor proporcion de dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido
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(NADH)/dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado (NAD"). La produccién de glicerol
aumento durante la etapa temprana de fermentacion, lo que podria contribuir a la reoxidacion de
NADH y la generacion de ROS. Ademas, se observaron respuestas de estrés despues de la
detencion de la fermentacion a 45°C. Los genes relacionados con la actividad de la peroxidasa, el
ensamblaje de grupos de hierro y azufre y la unién del mononucle6tido de flavina (FMN) se
regularon a la baja, mientras que los genes asociados con la reparacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) y la composicion de lipidos del plasma se regularon al alza. La
levadura también produjo mas ergosterol para lidiar con el estrés del etanol.

Con respecto al estudio de Nufiez-Guerrero et al., (2016) sobre el comportamiento de
mezclas de levaduras nativas durante la fermentacion alcohdlica del jugo de Agave
duranguensis, las levaduras aisladas durante la fermentacion de Torulaspora delbrueckii,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus ITD-00185 y 25% T. delbrueckii ITD-
00014a) y dos cepas puras (100% K. marxianus 1TD-00147 y 100% S. cerevisiae ITD-00185),
demuestran capacidad fermentativa y tolerancia la etanol de acuerdo con la siguiente tabla:
Tabla 1

Capacidad fermentativa y tolerancia al etanol de las levaduras ensayadas.

Productividad de etanol Produccién de acido  Tolerancia al 8% de
Levaduray cepa
(g/Leh) aceético (g/L) etanol
Torulaspora ITD-00014a 0,674 £ 0,003 0,034 £ 0,001 +
delbrueckil ITD-00055 0,637 +0,003 0,541 + 0,018 ~
Kluyveromyces ITD-00002 0,535 +0,017 0,096 + 0,081 _
marxianus ITD-00147 0,564 0,005 0,216 £ 0,047 +

ITD-00007 0,916 +0,001 0,575 +0,007
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Productividad de etanol Produccién de acido  Tolerancia al 8% de
Levadura y cepa
(g/Leh) acético (g/L) etanol

ITD-00185 1,389+ 0,008 0,409+ 0,007 +
Saccharomyces

1TD-00200 0,612 +0,025 0,170 + 0,238 +
cerevisiae

ITD-00227 0,562 +0,005 0,380 + 0,269

Fuente (Nufiez-Guerrero et al., 2016).

De acuerdo con la tabla 1, se observa que la cepa de Saccharomyces cerevisiae ITD-
00185 tiene la mejor productividad de etanol por hora (1,389+ 0,008 g/Leh). en este estudio, las
cepas de Kluyveromyces marxianus reporta la produccion mas baja de etanol por hora en
comparacion con todos los microorganismos del estudio, pero la cepa de Kluyveromyces
marxianus 1TD-00147 presenta resistencia a concentraciones de etanol al 8% (Nufiez-Guerrero et
al., 2016).
Consumo de Azucares por Kluyveromyces marxianus Para la Produccion de Etanol

El estudio de Luo et al., (2021), sobre perfiles sensoriales y bebidas de suero de leche
fermentadas con las siguientes levaduras: Kluyveromyces marxianus, Brettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces claussenii, Saccharomyces cerevisiae (cepa: Hornindal kveik) y
IOC Be Fruits (IOCBF) S. cerevisiae. Los prototipos fueron evaluados en 26 atributos
sensoriales, los cuales fueron generados a través de una sesion de entrenamiento con 14
participantes. S. cerevisiae (IOCBF) experimenté la fermentacion mas rapida (8 dias) y B.
claussenii la mas lenta (21 dias), K. marxianus y S. cerevisiae (Hornindal kveik) mostré tasas de
fermentacion similares, finalizando el dia 20. EI cambio en el pH del fermentado fue similar para
las cinco cepas (entre 4,25y 4,31). Los recuentos de células se mantuvieron estables durante la
fermentacidn para las cinco cepas (alrededor de 6 unidades logaritmicas formadoras de colonias

(UFC/mL), con respecto a la produccién de etanol y otros metabolitos, se produjo la
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fermentacion variando las concentraciones iniciales de lactosa, galactosa y glucosa, dependiendo

de la cepa inoculada como se indica en la tabla 2:

Tabla 2

Concentraciones de acidos organicos, etanol y azicares (medias y desviaciones estandar) en

suero acido de yogur al inicio y al final de las fermentaciones por Kluyveromyces marxianus,

Saccharomyces cerevisiae (Hornindal kveik), Brettanomyces bruxellens, Brettanomyces

claussenii y Saccharomyces cerevisiae (IOCBF).

Acido Acido Acido
Etanol Galactosa
citrico Lactico acético Lactosa (g/L) Glucosa (g/L)
(%) (9/L)
(g/L) (g/L) (g/L)
Comienzo de la fermentacion
2,00 £ 6,60 £ 0,15+ 32,85+ 6,65 3,13+
K. marxianus 1,18+0,34 1,06 £1,83
0,28 0,55 0,08 ** fol 0,13 **
S.
2,00 £ 6,48 £ 0,14 + 19,12+ 14,31 +
cerevisiae (Hornin 1,04 £ 0,37 4,13+3,33
0,27 0,42 0,08 ** 3,43 ** 1,65 **
dal kveik)
2,02 £ 6,52 + 0,12 + 19,06 + 14,73 £
B. bruxellensis 1,07 £ 0,26 4,01+3,11
0,27 0,37 0,10 ** 2,84 1,67 **
2,01+ 6,58 + 0,12 + 33,26 + 6,51 422 +
B. claussenii 1,14 £ 0,42 nd
0,27 0,48 0,10 ** ol 1,61 **
S.
2,02 £ 6,58 + 0,13+ 19,38 + 14,91 +
cerevisiae (I0CB 1,18 + 0,65 3,70+ 3,12
0,28 0,55 0,11 ** 3,35 ** 2,09 **
F)
Fin de la fermentacion
1,95+ 597 + 2,33+
K. marxianus 1,78 £ 0,60 nd ** nd ** nd
0,25 0,84 0,42 **
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Acido Acido Acido
Etanol Galactosa
citrico Lactico acético Lactosa (g/L) Glucosa (g/L)
(%) (/L)
(9/L) (9/L) (9/L)
S.
194+ 6,01 = 2,28 =
cerevisiae (Hornin 0,53+0,24 nd nd ** nd **
0,21 0,41 0,30 **
dal kveik)
1,99 + 6,30 + 1,07 + 20,28 +
B. bruxellensis 1,26 +0,12 nd nd **
031 0,37 0,04 ** 491
199+ 6,47 + 241+
B. claussenii 1,16 £ 0,13 nd ** nd ** nd
0,40 1,09 0,37 **
S.
2,01+ 6,11 + 2,30 =
cerevisiae (I0CB 0,91 +0,37 nd nd ** nd **
0,28 0,46 0,40 **

P

Nota. nd = no detectado. “**” indica la diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

observada al comparar las concentraciones al inicio y al final de la fermentacidn para cada cepa

de levadura. Fuente: (Luo et al., 2021).

Se observa en la tabla 2 que la produccion de etanol al final del proceso de fermentacion

es mas alta para B. claussenii (2,41%), mientras que K. marxianus es la segunda levadura

productora de etanol (2,33%), demostrando que si es posible tener un buen rendimiento de

etanol; K. marxianus consume en su totalidad el contenido de sustratos como la lactosa que es

ideal para el aprovechamiento del lactosuero.

En la tabla 3, se muestra una parte del estudio de Pendon et al., (2021) para la produccién

de etanol con el uso de diferentes cepas de K. marxianus (CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC

2907, NCYC 1429), se observa que dependiendo de la cepa que se seleccione para la

fermentacion de la lactosa, se va a generar una determinada produccion de etanol; la cepa que

mejor produce es Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 (39,7 g/L de etanol) y la que mas
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consume lactosa es Kluyveromyces marxianus NCYC 1429 (1,09 g/L de lactosa residual), por lo
cual la mas apropiada para el uso en lactosuero es Kluyveromyces marxianus NCYC 1429, por el
mayor aprovechamiento del contenido de lactosa.

Tabla 3

Consumo de lactosa y produccion de etanol utilizando cepas de Kluyveromyces marxianus

durante ciclos sucesivos de fermentacion.

Cepa Lactosa inicial (g/L) Lactosa residual (g/L) Etanol producido (g/L) # Tiempo (horas)
CIDCA 81111 111.6 1,38 +0,02 355+0,5 10.0
CIDCA 9121 111.6 1,28 +0,01 39,7+0,5 10.0
NCYC 2907 111.6 1,13+0,01 348+0,3 10.0
NCYC 1429 111.6 1,09 +0,03 395+05 10.0

Fuente: (Pendon et al., 2021).

El estudio de Zinjanab et al., (2021), reporto que el Kluyveromyces marxianus NCYC
1425 se utiliz6 para producir etanol in situ en cocultivos con Lactobacillus fermentum PCC o
Lactobacillus paracaseilL26. Los efectos del cocultivo sobre la viabilidad celular y la evolucién
de la fermentacion se evaluaron mediante el conteo de células viables y la medicion del pH en
muestras a las 0, 24h (adicion de palatasa) y 48h (final de la fermentacion). Se utilizé
cromatografia de gases de microextraccion en fase solida de espacio de cabeza (SPME)-MS/FID,
para analisis de ésteres, etanol y acidos grasos libres al principio y al final de la fermentacién. Es
importante resaltar que al comparar la produccion de etanol en cocultivos y de forma
independiente, el Kluyveromyces marxianus NCYC 1425 produce una mayor cantidad de etanol
(405,48) que los microorganismos Lactobacillus fermentum PCC (6,58), Lactobacillus paracasei

L26 (1,35) o en cocultivos después de 24 horas de fermentacion; el resultado se encuentra
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reportado en areas de pico del detector del cromatografo tipo FID. El autor no reporto
concentraciones y para ello se sugiere realizar una curva de calibracion para poder cuantificar el
etanol en funcién del area de pico reportada por el cromatografo de gases.

En estudio de Kityo et al., (2020) de la produccion de bioetanol mediante ultrasonido
utilizando tres especies de levaduras, donde la hierba Kariba (Salvinia molesta) se usé como
biomasa para la produccion de etanol por hidrélisis y fermentacion separadas (SHF). Las
condiciones éptimas para la hidrdlisis acida térmica del 12 % (p/v) de hierbas Kariba se
evaluaron con &cido nitrico HNO3z 200mM a 121°C durante 60 min, lo que produjo 10,2g/L de
monosacaridos. El ultrasonido aplicado durante 45 min antes de la sacarificacién enzimatica
produjo hasta 18,7g/L de monosacéaridos. La fermentacion se realizé utilizando Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus o Pichia stipitis con hidrolizado de hierbas Kariba con
aplicacién de ultrasonido. Las fermentaciones de control se llevaron a cabo usando hidrolizado
de hierbas Kariba sin ultrasonido. La mejora de la produccién de etanol a partir de hidrolizado de
Kariba con ultrasonido utilizando P. stipitis produjo 15,9 g/L de etanol con un coeficiente de
rendimiento de etanol Yewon = 0,45, K. marxianus produjo 14,7 g/L de etanol con Yewon = 0,41.
S. cerevisiae produjo el rendimiento mas bajo de 13,2 g/L de etanol con Yewon = 0,37 ya que
utilizo solo glucosa no xilosa. La aplicacién de ultrasonido en la hierba Kariba fue esencial en la
produccidn de etanol para mejorar la produccién de los monosacaridos. Se determino P. stipitisse
como la mejor especie de levadura utilizando hidrolizados con la mezcla de glucosa y xilosa para
producir etanol.

En estudio de L. Wang et al., (2018) sobre el cribado de cepas de levadura para la
produccion de cerveza de leche, las pruebas de identificacion y aislamiento celular revelaron

que las 17 cepas de levaduras pertenecian a cuatro especies diferentes [Kluyveromyces
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marxianus (4/17), Pichia kudriavzevii (6/17), Dekkera anomala (1/17), Kazachstania unispora
(6/17)]. A través de pruebas fisicas y quimicas de las 17 cepas de muestra de fermentacion, cinco
cepas cumplieron con el estandar para la produccién de cerveza con leche como se muestra en la
siguiente tabla:

Tabla 4

Parametros de calidad de la cerveza de leche producida con diferentes cepas de levaduras

aisladas de granos de kéfir.

) Solidos Conteni Rec;:nto Recuen_to Recuento Recuento
Levaduras Proteina, totales oH do de colonias de coli, de moho, de

(%) %) ' etanol, (UFC/mL (MPN/m  (UFC/mL levaduras,

(g/L) ) L) ) (UFC/mL)
NJ1 0.81 8.0 4.39 2.65 35x10% 0.21 18 23
NJ2 0.8 8.1 4.61 3.78 1,3x104 0.15 21 62
NJ3 0.8 8.2 4.55 2.54 2,1x10* 0.20 22 53
NJ4 0.8 8.0 4.56 4.33 1,9x104 0.22 24 57
NJ5 0.8 8.3 4.45 3.76 32x10% 0.29 21 47
NJ6 0.88 8.2 4.25 2.88 15%x10% 0.18 19 27
MJ1 0.93 8.6 4.25 3.88 1,4%x10% 0.19 17 23
MJ2 0.82 8.2 4.07 5.19 34x10°% 0.17 19 21
MJ3 0.8 7.9 4.58 4,78 19%x104 0.22 24 59
MJ4 0.8 8.1 4.45 2.78 1,7x104 0.18 30 56
BJ1 0.8 8.0 4.42 2.45 92x10% 0.27 21 57
BJ2 0.8 8.0 4.42 2.45 92x10% 0.27 21 57
BJ3 0.8 8.1 443 1.48 9,7x10% 0.24 25 52
BJ4 0.8 8.0 4.48 2.33 95x10% 0.27 23 59
BJ5 0.8 8.1 4.47 3.56 92x10% 0.25 30 54
BJ6 0.8 8.1 4.58 2.44 94x10% 0.23 23 55
YJ1l 0.82 8.1 4.31 2.56 24x10°% 0.19 19 26

Fuente: (L. Wang et al., 2018)

De acuerdo con la tabla 4, la cepa MJ2 (K. marxianus) tuvo el mejor rendimiento
respecto a la mayor produccién de etanol (5,19¢/L), adecuado para aplicarlo en el lactosuero para
la produccion de vinagre del suero.

Acetobacter pasteurianus
A continuacion, se presentan investigaciones referentes a la fermentacion acética con

Acetobacter pasteurianus usando como sustrato etanol.
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De acuerdo con Li et al., (2015), la fermentacion acética es la oxidacion aerdbica del
etanol a acido acético, que es un proceso de biotransformacion realizado por AAB. Esta etapa es
un proceso de fermentacion abierta, bastante lenta, y debe proporcionar un habitat adecuado para
las especies de Acetobacter, por lo que no se emplea tanques de fermentacion cerrados en la
etapa de la fermentacion del acido acético (FAA). El vinagre es el producto de doble
fermentacion, que se lleva a cabo por diferentes tipos de microorganismos como se describe en la
siguiente tabla:

Tabla 5

Microorganismos aislados de la fermentacidn con acido acético de diferentes tipos de vinagre.

Tipo de vinagre Microorganismos involucrados.

S. cerevisiae, K. marxianus, K. fragilis, St thermophilus, Lb

Vinagre de suero delbruekii, Lb lactis, Lb helveticus, Ac. pasterianus

Fuente: (Li et al., 2015).
En la siguiente tabla, se muestran los dos métodos en la produccién de vinagre:
Tabla 6

Diferentes métodos de fermentacion en la produccion de vinagre.

Método de fermentacion. Ventajas Desventajas

Fermentacion superficial Obtencion de vinagre de
.. . Lento.
tradicional. alta calidad.
Alta tasa de fermentacion y
Cultivo sumergido. mejor rendimiento de acido
acético.

Control preciso de la
fermentacion.

Fuente: (Li et al., 2015).
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El metabolismo de los microorganismos estimula efectos sobre las propiedades
fisicoquimicas del vinagre, disminuyen el pH y aumentan la acidez debido a la acumulacién de la
acidez secretada por las poblaciones de AAB, levaduras y mohos, afectando la diversidad
microbiana involucrada en la produccion de vinagre porque el efecto de las propiedades, como el
pH vy la acidez, son responsables de la actividad microbiana. Por ejemplo, después del inicio de
FAA, el crecimiento de A. pasteurianus aumenta inmediatamente la acidez, lo que puede inhibir
la multiplicacion de otras especies de AAB. (Li et al., 2015).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, el proceso basico de la bioconversidn de azlcares
en etanol mediante levaduras Kluyveromyces fermentadoras de lactosa, convierten estas en acido
acetico mediante accidn de las bacterias del acido acético (AAB). Las AAB son capaces de
producir &cido acético en liquidos fermentados, en los que el contenido de etanol varia entre el 2-
18%, segun el sistema de fermentacion y la cepa microbiana utilizada (Gullo et al., 2014). Estas
posibilidades permiten disefiar bioprocesos versatiles obteniendo vinagres y bebidas con
contenido variable de acido acético y etanol residual. La conversion del SQ en vinagre representa
una opcion valiosa para aprovechar el suero en la cadena alimentaria fermentada tradicional y
evitar la principal desventaja de la baja productividad de bioetanol a partir del suero. (Zotta et al.,
2020).

Con una cantidad de etanol superior al 5-6% podria inhibir las AAB, las levaduras
Kluyveromyces cultivadas en permeado de suero con lactosa hasta 200g/L., garantizan una
concentracion adecuada de alcohol para la produccion de acido acético sin que las levaduras se
vean afectadas. Las cepas de K. marxianus fermentaron suero con el triple de concentracién,
produciendo un licor de suero que contenia un 8% de etanol. Se diluy6 dos veces antes de la

oxidacion del etanol a acido acetico por A. pasteurianus IFO 14814. El vinagre del suero
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resultante contenia acido acético al 5,2% y exhibia un ligero olor a leche de vaca, asi como un
sabor acido suave. El vinagre de suero también se propuso como ingrediente nutritivo estable en
la dieta del ganado lechero. (Zotta et al., 2020).

La AAB Acetobacter pasteurianus desempefia un papel importante en la fermentacion
del &cido acético, que implica la oxidacion del etanol a acido acético a través de la cadena
respiratoria del etanol en condiciones especificas. Con el fin de obtener bacterias adecuadas para
la industria del vinagre, A. pasteurianus JST-S fue seleccionada por el autor en el laboratorio y
fue comparado con A. pasteurianus CICC 20001, una cepa industrial actual en China, para
determinar los pardmetros 6ptimos de fermentacion bajo diferentes niveles de estrés ambiental.
El contenido méaximo de &cido total de A. pasteurianus JST-S fue de 57,14g/L, mientras que el de
A. pasteurianus CICC 20001 alcanz6 48,24g/L en un tanque de agitacion de 15L; EI medio de
siembra (YG3) contenia 11g/L de glucosa, 11g/L de extracto de levadura, 1,1g/L de MgSQOa4
:TH20, 3,3 g/L K2HPO4y 2 % (v/v) de etanol. El medio de fermentacion (YGz) contenia 5g/L de
glucosa, 5¢/L de extracto de levadura, 1,1g/L de MgSQOs-7H-0, 3,3 g/L KoHPO, y diferentes
concentraciones de etanol. El medio YPG contenia 5g/L de extracto de levadura, 5g/L de
peptona, 5g/L de glucosa, 17g/L de agar y diferentes concentraciones de etanol y acido acético.
Las células se sembraron en YG1 y se cultivaron en una incubadora con agitacion termostatica
inteligente a 30°C durante 36h a 150 rpm. EI cultivo de fermentacion se realiz6 en medio YG; a
32°C a 150 rpm. La acidez del medio de fermentacion se midié utilizando NaOH 0,1M con
fenolftaleina como indicador de pH (Wu et al., 2018). En el caso de la produccion de vinagre a
partir del lactosuero del queso, es importante resaltar que se puede aplicar la oxidacion del etanol

hasta acido acético con la cepa A. pasteurianus JST-S.
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El estudio de Matsumoto et al., (2021) de la adaptacion térmica de las AAB para la
obtencion de vinagre a altas temperaturas, afirmo que se obtuvieron varias cepas de Acetobacter
pasteurianus térmicamente resistentes y adaptadas. A. pasteurianus K-1034, originalmente fue
capaz de realizar la produccion de acido acético en arroz moromi, fue adaptado térmicamente
mediante evolucion experimental utilizando un cultivo de arroz. Se confirmo que las cepas
adaptadas crecian bien en tales medios pobres en nutrientes en cultivo en matraz o fermentador
en jarra entre 39-40°C; también se determinaron los sitios de mutacion de las cepas. También se
demostro que la capacidad de fermentacion a alta temperatura es comparable con una cepa
adaptada con una baja cantidad de nutrientes obtenida previamente. Utilizando el sistema de
fermentacion “Acetofermentador”, se comparo la produccion de acido acético en el cultivo de
moromi; los resultados mostraron que las cepas adaptadas realizan eficientemente la produccion
practica de vinagre en condiciones de alta temperatura. En este estudio no se logro verificar la
cantidad de acido aceético producido ya que el autor no reporta este dato, pero es factible realizar
el proceso de fermentacidn del etanol hasta acido acético en un Acetofermentador a temperaturas
de trabajo entre 39-40°C.

El estudio de Wu et al., (2017), sobre la produccién de vinagre a partir de camote morado
en un proceso de fermentacion liquida, evalud Acetobacter pasteurianus JST-S a partir de granos
solidos fermentados en China, se identificd mediante analisis molecular y se uso para la
produccién de vinagre de batata morada usandola como sustrato. A nivel experimental, la
concentracion méaxima de acido total (4,26% (v/v)) se logré en condiciones optimizadas de la
siguiente manera: tiempo de fermentacién, 3,5 dias; contenido de etanol, 9% (v/v) y tamafio del
indculo, 8% (v/v). El &cido aceético y otros antioxidantes no fenolicos en el vinagre de batata

morada pueden haber contribuido a las actividades antioxidantes. Para la fermentacion acética, se
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cultivé primero en medio sélido a 30°C durante 48h, seguido de su inoculacién en un matraz de
250mL que contenia 50mL de medio de precultivo esterilizado. La cepa se cultivé en un agitador
rotatorio a una velocidad de 150 rpm a 30°C durante 24h como semilla liquida. Se uso 1mL de
liquido de semilla para inocular 50mL de vino de camote morado esterilizado (105°C por 5min)
con 9% (v/v) de etanol. El cultivo se incubo en las mismas condiciones durante 4 dias para
obtener vinagre de camote morado. Después de la fermentacion, el vinagre de batata purpura se
esterilizd mediante pasteurizacion. Los resultados de estos estudios pueden proporcionar una
referencia para la produccion industrial de vinagre por fermentacion liquida de lactosuero ya que
se establecen condiciones necesarias para el uso de Acetobacter pasteurianus JST-S en la
oxidacion del etanol hasta &cido aceético.

La investigacion de Farrera et al., (2021) de un cultivo iniciador para la fermentacion del
cacao con AAB, se aislaron 130 bacterias del acido acético de tres paises productores de cacao y
se identificaron en funcién de su secuencia del gen 16S rRNA. Las cepas predominantes se
cultivaron en un medio de simulacion de pulpa de cacao (CPSM-BAA) para comparar sus
caracteristicas fisioldgicas con respecto a su tasa de crecimiento especifica, consumo de etanol y
acido lactico, produccion de acido acético y preferencias relativas de fuentes de carbono.
Finalmente, se evaluo la diversidad intraespecifica de las cepas mediante el anélisis de su
polimorfismo gendmico por (GTG)s -Toma de huellas PCR. Los resultados indicaron que
Acetobacter pasteurianus fue la especie mas recuperada en todos los origenes, con 86 de 130
cultivos. Se observé una gran similitud entre las cepas seguin su caracterizacion fisiologica y
polimorfismos gendmicos. Sin embargo, los resultados del agrupamiento multiparamétrico en
diversos grupos destacaron algunas diferencias en su metabolismo basico, como su eficiencia

para convertir sustratos de carbono en acetato y su afinidad relativa por el &cido lactico y el
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etanol. Las cepas de A. pasteurianus mostraron diferentes comportamientos en cuanto a su
capacidad para oxidar etanol y acido lactico hasta &cido acético, y en su preferencia relativa por
cada sustrato.

Segun el estudio de Zheng et al., (2022) sobre la caracterizacion de la cinética en la
fermentacion multimicroorganismos afirma que la fermentacién en estado solido (FSS) de
multiples microorganismos es una técnica tradicional para la elaboracion de productos
alimenticios fermentados. Sin embargo, la cinética de fermentacion es bastante dispendiosa de
establecer debido a los perfiles irregulares, sistemas complejos de crecimiento y metabolismo de
los microorganismos. La FSS del vinagre fue descrita y predicha usando una cinética de dos
etapas. La cinética in situ e in vitro del crecimiento celular, la formacion de productos y el uso de
sustratos de los microorganismos predominantes Acetobacter y Lactobacillus. Se encontr6 que el
etanol, el acido lactico y el acido acético son los principales factores responsables de la variacion
temporal de los perfiles de fermentacion. Se demostro que el cido acético producido por
Acetobacter es el principal factor para los perfiles de dos etapas y su funcion moduladora del
crecimiento y metabolismo microbiano fue mas importante que la del acido lactico y el etanol.
Las concentraciones de acido acético con respecto a la tasa de crecimiento fueron 3,05y 1,68
9/100 g de muestras de FAA para A. pasteurianus y L. helveticus, respectivamente, lo cual indica
que A. pasteurianus es adecuado para usar en la produccion de vinagre a partir del SQ.

Segun el estudio de Gao et al., (2021), sobre el ajuste de las enzimas en la ruta de
oxidacion del etanol y el cofactor PQQ coordina el conflicto entre la aptitud y la produccion de
acido acético por Acetobacter pasteurianus, muestra que la regulacién sinérgica de la expresién
de alcohol/aldehido deshidrogenasa y el nivel de cofactor PQQ no solo podria reducir de manera

eficiente el conflicto entre el aumento de la produccion de &cido acético y la aptitud celular
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comprometida, sino que también mejoraria la tolerancia al cido acético de Acetobacter

pasteurianus a una concentracion inicial (3% v/v) de acido acético. Gao et al., (2021) indicaron

que la expresion combinatoria de adhA y pqqABCDE acorta considerablemente la duracion del

proceso de inicio de la fermentacion de 116 a 99h, lo que lleva a un rendimiento de 69gL™ de

acido acético en fermentacion semicontinua. Como resultado final, la produccion media de cido

acético se elevo a 0,99 gL*h, que fue un 32 % superior a la del parental A. pasteurianus. Este

estudio fue de gran importancia para disminuir el costo de la fermentacion semicontinua para

producir a escala industrial &cido acético de alta concentracion. De acuerdo con la tabla 7:

Tabla 7

Comparacion de la produccién de acido acético en cepas modificadas de A. pasteurianus y A.

aceti.
Temperatura Acido N
. . . de Productividad fuente de Modo de
Huéspedes de microorganismos . total A o] O
fermentacion ) (gL*h™h carbono. fermentacion
C) (gL™)
A. pasteurianus JST-S/pBBR- Matraz de
adhA-adhB 30 61.4 0.71 Etanol agitacién
A. pasteurianus /pMV24- uvrA 30 85 1.57 Etanol Matraz de
agitacion
A. aceti 10-8S2/pACO300 30 105 0.76 Etanol Lote
A. aceti 10-852/pABC101 30 1117 089 Etanol ~ |Mauazde
agitacion
Semicontinuo
A. aceti WK 30 100 9,57gL*dia! Etanol (nueve lotes
repetidos)
Semicontinuo
A. pasteurainus UMCC 2951 30 80 6gL*dia? Etanol (cinco lotes
repetidos)
A. pasteurainus CVO1 38 100 1.08 Etanol Semicontinuo (un
lote repetido)
Semicontinuo
(optimizacion de
. la relacién
A. pasteurianus CICIM B7003- 30 93.1 1.83 Etanol descarga/carga y

02

estrategia de
aireacion, cuatro
lotes repetidos)

Fuente: (Gao et al., 2021).
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Acetobacter pasteurianus oscila entre 30-38°C y 61,4-g/L respectivamente; la fuente principal de

carbono fue el etanol, lo cual es importante resaltar que se puede aplicar en la produccion de

vinagre del SQ por el rendimiento de produccion y la temperatura de trabajo es alcanzable.

Segun Wang et al., (2015), el etanol y la glucosa son las principales fuentes de carbono

disponibles para la obtencion de &cido acético en estado solido del vinagre aromatico de

Zhenjiang. El A. pasteurianus G3-2 prefirié usar etanol para el crecimiento y la concentracion de

glucosa en la fermentacion sufrié una ligera disminucion, principalmente cuando el etanol estaba

casi agotado (dia 4-7).

De acuerdo con la figura 16, se observa las fuentes de carbono, produccién de

metabolitos en funcidn del tiempo de diferentes microorganismos:

Figura 16

Fuentes de carbono, produccién de metabolitos en funcion del tiempo de diferentes

microorganismaos.
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glucosa y (C) etanol. Tomado de (Chai et al., 2020).
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Con respecto a las fermentaciones en mezcla de cultivos con cepas de Lactobacillus y A.
pasteurianus G3-2, la biomasa de A. pasteurianus G3-2 en todos los grupos fue similar a la de su
monocultivo, lo que reveld que A. pasteurianus G3-2 casi no se vio afectada en la presencia de
Lactobacillus. Sin embargo, las depresiones de crecimiento significativas de las cepas de
Lactobacillus en sistemas bicultivos posiblemente se debieron a la intolerancia al acido acético
producido por A. pasteurianus G3-2, sugiriendo una relacion de amensalismo entre ellos (Chai et
al., 2020). Al observar la figura 16c, se observa que después de 4 dias se consume una gran
cantidad de etanol por A. pasteurianus G3-2, lo cual es ideal al aplicar este microorganismo en el
lactosuero después de la produccion de etanol por una levadura.

El estudio de Charee et al., (2020) sobre la caracterizacion de bacterias de acido acético
termotolerantes aisladas de varias bebidas vegetales, afirman que Acetobacter pasteurianus y
Acetobacter tropicalis fueron AAB termotolerantes dominantes en la bebida vegetal fermentada.
Dos aislamientos de Acetobacter pasteurianus, de bebidas vegetales fermentadas 2-3 y 2-16,
produjeron &cido acético de manera eficaz a 39°C, en comparacién con lo que hizo la cepa de
Acetobacter pasteurianus SKU1108 como control superior para las bacterias termotolerantes al
acido acético. La bebida vegetal fermentada 2-3 fue capaz de oxidar completamente el 5% (v/v)
de etanol a &cido acético a 39°C. Ademas, este aislado mostro una excelente resistencia al acido
acetico a altas temperaturas, en comparacion con otras 2 cepas en medios liquidos y sélidos, lo
cual se puede aplicar en la produccion de vinagre a partir del SQ, ya que 39°C es una
temperatura de trabajo para la fermentacién de la lactosa para obtencién de etanol.

El estudio de Song et al., (2019) de aplicacidén de Saccharomyces cerevisiae para mejorar
el proceso de fermentacion del vinagre de frambuesa negra (Rubus coreanus Miquel), indico que

con el fin de mejorar la fermentacion lenta de etanol durante el proceso de fermentacion con



73

acido acético del vinagre de frambuesa negra, se examinaron los aspectos microbiologicos y
fisicoguimicos de los efectos de Saccharomyces cerevisiae JBCC-21A; ademas mostré mejores
tasas de crecimiento y produccion de etanol que las cepas de levadura comercial. La produccion
de &cido acético con S. cerevisiae JBCC-21A alcanzo hasta 60g/L. Los recuentos bacterianos
indicaron que Acetobacter pasteurianus fue la Unica especie dominante a lo largo de la
produccidn del acido aceético. El articulo no reporta la cantidad de &cido acético producido por
Acetobacter pasteurianus, por lo cual se puede afirmar que este es dominante sobre S. cerevisiae
JBCC-21A en la produccion de acido acetico.

De acuerdo con la investigacion de Ouattara & Niamké, (2021) sobre el mapeo de la
diversidad funcional y de cepas de la principal microbiota involucrada en la fermentacion del
cacao, analizaron la variabilidad de la microbiota del cacao de las doce regiones productoras de
Costa de Marfil y describen la distribucidn geogréafica de la microbiota aislada mediante un
mapeo. Las especies microbianas se identificaron mediante secuenciacion de genes ribosémicos,
las cepas se tipificaron mediante RFLP y se investigaron mas a fondo sus capacidades técnicas y
funcionales. Los resultados mostraron una diversidad restringida de bacterias del acido lactico
(BAL) y AAB con 10y 5 cepas respectivamente. Las cepas dominantes de BAL y AAB, en
particular Lactobacillus plantarum, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter tropicalis 3 A, se
encontraron en todas las regiones asumiendo que la microbiota acida era débilmente variable. La
gran variacion de cepas de levaduras en las diferentes regiones pueden ser los principales
factores microbianos responsables de la variacion de la calidad del cacao fermentado observado.
No se reporta cantidades de acido acético producido por las cepas analizadas en esta
investigacion, pero es importante saber que Acetobacter pasteurianus predomina en la

produccidn de acido acético que es importante para su aplicacion en el lactosuero.
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De acuerdo con la investigacion de Zheng et al., (2018) sobre el suministro de oxigeno en
dos etapas basada en el andlisis del metabolismo energético para mejorar la produccion de acido
acetico por Acetobacter pasteurianus, indicaron que los resultados conllevan a que el suministro
adecuado de oxigeno puede mantener el metabolismo energético y la tolerancia celular
razonables para mejorar la fermentacion del acido acético. Ademas, se analizaron las
transcripciones de genes gque intervienen en la oxidacion del etanol, la sintesis de ATP y la
expresion de proteinas de tolerancia para limitar el efecto del suministro de oxigeno en el
metabolismo celular de Acetobacter pasteurianus. Bajo la direccion del marco del metabolismo
energético, se establecid una estrategia racional de suministro de oxigeno en dos etapas para
liberar el consumo de energia y la volatilizacion de sustratos durante la fermentacion con acido
acetico. Se obtuvo una tasa de produccion de acido acético de 1,86g/L/h, que fue un 20,78 %
mayor que la tasa de aireacion de una etapa de 0,1 vvm; el rendimiento estequiométrico fue
88,50/L y 94,1%, y 84,60/L y 89,5% para una tasa de aireacion de una etapa de 0,15 vvm.

El estudio de Gil et al., (2020) donde se produce vinagre a partir de raices peladas y sin
pelar de campanillas (Platycodon grandiflorum) usando Acetobacter pasteurianus A11-2
caracterizaron los principales metabolitos del vinagre de campanilla (VB) de los cuales
obtuvieron acidos organicos, siendo los principales compuestos volatiles el acetato de etilo, el
acetato de isoamilo, el 1-pentanol, el acido hidroxipropanoico y el &cido mal6nico. Cuando se
fermentaron VB de raices sin pelar durante 10 dias con un cultivo iniciador, se observaron
efectos antibacterianos e inmunopotenciadores significativos en los macrofagos. Por lo tanto, se
determinaron las diferencias funcionales y de metabolitos en el vinagre obtenidos de las raices de

campanilla. De acuerdo con la tabla 8:
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Tabla 8: Cambios en el pH, acidez titulable (%), alcohol (%) y contenido de acido acético en

vinagre producido a partir de raices de campanilla fermentadas.

Grupo Periodo (Dias) pH Acidez valorable (%) Alcohol (%) Acido acético (ppm)
0 3,96 + 0,05 0,23 £0,00 6,88 + 0,00 4,07+0,31
5 4,18 +0,01 0,29 +0,01 5,76 +0,17 7,41+1,07
BV1
10 3,37+0,04 3,08 + 0,66 3,53 +1,66 47,44 +1,93
15 3,15+ 0,06 541+0,53 0,00 +0,00 53,32 +4,94
0 4,05+0,04 0,24 £ 0,00 6,88 +0,11 3,94+0,37
5 4,20 £ 0,00 0,32 0,00 5,76 + 0,06* 3,89+0,16
BV2
10 3,60+0,13 1,18 +0,80 0,20 £ 0,07 15,67 + 5,47
15 3,18 +0,01 4,80 £0,37 0,00 £ 0,00 49,24 4,35
0 3,85+0,00 0,36 0,00 6,12 +0,17 6,43+0,31
5 3,77 £0,09 1,11+0,31 3,74+0,82 15,07 +1,83
BV3
10 3,18 £0,03 5,59 + 0,96 0,00 £ 0,00 59,85 + 0,97
15 3,19 £0,05 4,46 £ 1,99 0,00 0,00 49,76 + 20,10
0 3,95+0,01 0,37 £0,00 584 +0,11 6,49 £ 0,31
5 4,09+0,01 0,42 +0,03 3,98 + 0,65 4,86 £ 0,56
BV4
10 3,31+0,09 3,56 +0,27 0,00 0,00 35,18 +1,06
15 3,20+£0,11 2,11+1,08 0,00 0,00 18,50 £ 17,75

Nota. BV1, vinagre de raiz de campanilla sin pelar; BV2, vinagre de raiz de campanilla pelada;

BV3, vinagre de raiz de campanilla sin pelar utilizando Acetobacter pasteurianus A11-2; BV4,

vinagre de raiz de campanilla pelada usando Acetobacter pasteurianus A11-2. Fuente (Gil et al.,

2020).
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Se observé en la tabla 8, que todas las cepas evaluadas de Acetobacter pasteurianus
consumen en su totalidad el etanol presente en el medio y el Acetobacter pasteurianus A11-2
produjo una mayor cantidad de acido acético en la raiz de campanilla sin pelar (BV3) debido a la
disponibilidad de fuentes de carbono y lo ideal seria parar la fermentacion a los 10 dias; en el
caso del lactosuero se podria aplicar estas condiciones de fermentacién teniendo en cuenta que
consume en su totalidad el etanol producido.

El estudio de Matsumoto et al., (2020), indico que se realizo la adaptacion térmica de A.
pasteurianus IFO 3283-32 en condiciones de fermentacion con &cido acético utilizando un
enfoque de evolucidn experimental de 37°C a 40°C. La cepa adaptada exhibié un mayor
crecimiento y capacidad de fermentacion de acido acético a altas temperaturas. De acuerdo con
la siguiente figura:

Figura 17
Comparacion de la fermentacion de acido acético entre cepas parentales y adaptadas a 30, 37 y

40,4°C.
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Nota. El crecimiento (a) y la acidez (b) del padre (o), NM-1 (m), NM-2 (A), NM-3 (o), NM-4
(o), NM-5 (triangulo gris coloreado), y NM-6 (#). Tomado de (Matsumoto et al., 2020).

Las cepas IFO 3283-32 y NM se precultivaron en medio de papa hasta que su turbidez
alcanzo 150 unidades Klett. Se transfirieron 5 mL del precultivo a 100 mL de medio YPGD (5g
de extracto de levadura, 5g de polipepton, 5g de glicerol y 5g de D-glucosa por 1 L de agua
destilada) con etanol al 4% (v/v) en un matraz erlenmeyer de 500 mL y se cultivaron a 30, 37 y
40,4°C a 200 rpm. De acuerdo con la figura 17b, se observa que a medida que se eleva la
temperatura hasta 40°C, la cepa NM-6 aumenta su produccion, también se observa en todas las
temperaturas de estudio que entre el dia 3 y 4, se obtiene la mayor produccion de acido acético
en todas las cepas del Acetobacter. A 37°C es la temperatura optima de produccidén de acido
acético de las cepas de Acetobacter estudiadas (Matsumoto et al., 2020).

La investigacion de Qi et al., (2017), se confirmé la lista de nutrientes necesaria para la
fermentacion acética de Acetobacter pasteurianus CICIM B7003. Una estrategia de alimentacion
de nutrientes que agrega simultaneamente prolina, glutamato, aspartato y triptéfano para formar
concentraciones finales de 0.02g/L, 0.03g/L, 0.01g/L y 0,005g/L en sidra se logré mediante un
disefio de experimento ortogonal. El rendimiento de &cido acético del alcohol alcanz6 el 93,3 %
y la concentracion de la mayoria de los compuestos de sabor volatiles aumentd con la estrategia
racional de alimentacion de nutrientes. Se utilizaron cuatro tipos de medios. El medio de placa
solido YG1(g/L): polvo de extracto de levadura (YEP) 10, glucosa 10, agar 20, CaCO3 15y
etanol 32. EI medio de semilla YG2(g/L): YEP 10, glucosa 10, &cido acético 8 y etanol 24. El
medio basal mineral (MM) se prepard con tres soluciones (A, B y C). Solucion A(g/L): KH2PO4
20, KoHPO4 20. Solucion B(g/L): MgSO47H20 0,8, NaCl 0,4, FeSO47H.0 0,4, MnSO4-4H20

0,4. Solucion C(g/L): glucosa 4. Las soluciones Ay C se esterilizaron a 121°C durante 20 min.
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La solucion B se filtr6 a través de membranas de 0,45um. Posteriormente, se mezclaron las
soluciones A, By C en una proporcion de 1:1:100 (v/v) para obtener la MM. Para el medio
nutritivo completo (CM), glucosa, doce aminoacidos (glicina, alanina, glutamato, histidina,
triptofano, prolina, tirosina, arginina, cisteina, fenilalanina, lisina y aspartato) y siete vitaminas
(tiamina, riboflavina, vitamina B6, biotina, nicotinato, acido 4-aminobenzoico y acido
pantoténico) se colocaron en MM como fuente de carbono, fuente de nitroégeno y factor de
crecimiento. La cantidad de azucares, aminoacidos y vitaminas se fijo en 1g/L, 0,5g/L y 0,02¢/L,
respectivamente. Se afiadi6 etanol anhidro estéril a CM antes de la inoculacion para formar una
concentracion final de 32 g/L. En este estudio, se afiadié etanol anhidro después de la
esterilizacion media. El cultivo en matraces de agitacion se realizé en matraces Erlenmeyer sin
deflectores de 250 ml. Se inoculd un asa de A. pasteurianus CICIM B7003 de YG; en un matraz
erlenmeyer sin deflectores que contenia 50ml de YG: y se incubd en un banco oscilador de
temperatura constante. Luego, 5mL de semillas se centrifugaron a 6000G durante 5 miny el
sedimento se lavd tres veces con 5mL de tampdn de fosfato de potasio 50mM (pH 6,0).
Posteriormente, la suspension de células se mezcl6 con 45 mL de CM fresco para fermentar en
las condiciones de cultivo anteriores durante 72h.

El estudio de Tanamool et al., (2020) de obtencidn de vinagre a partir de un subproducto
de pifia mediante la co-inoculacién de levadura y AAB, afirmo que se encontrd que Acetobacter
pasteurianus FPB2-3, fue una posible AAB termotolerante, con propiedades tolerantes al etanol
y al acido acético, es muy eficaz en la produccion de vinagre a partir de cascaras de pifia como
alternativa, siendo esta una materia prima econdémica para la fermentacion simultanea en vinagre.
Posteriormente, se examinaron los efectos de la concentracion de azucar y el tiempo de

inoculacion de A. pasteurianus FPB2-3 sobre la produccion de acido acético. Los resultados
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indicaron que el aumento en la concentracidn de sacarosa condujo a una alta produccion de
etanol, lo que resultd en la supresion de la produccion de acido acético. Permitir que la levadura
inoculada fermente antes de la inoculacién de AAB durante 1 o 2 dias género como resultado un
retraso prolongado para la oxidacion del etanol. Sin embargo, la acumulacién de acido acético
comenzd después de 5 dias y aumento gradualmente hasta la concentracion maxima de 7,2 %
(p/v) en 16 dias. Ademas, la fermentacidn a gran escala en recipientes de 6L dio como resultado
una acumulacion de acido acético de forma lenta, pero aun asi logro una concentracion maxima
de 4cido acético del 6,5 % (p/v) después de 25 dias; es probable que en lactosuero Acetobacter
pasteurianus FPB2-3 tenga un comportamiento similar, pero el tiempo de fermentacion es
bastante prolongado y se debe realizar el proceso de fermentacion de manera independiente con
otro microrganismo productor de etanol.

La investigacion de Chen et al., (2016) sobre la correlacién entre la resistencia al etanol y
las caracteristicas de la alcohol deshidrogenasa (ADH) dependiente de PQQ en AAB, afirmo que
dos cepas tolerantes al etanol, FY-24 y DY-5, identificadas como Acetobacter pasteurianus,
fueron aisladas del vinagre chino Pei.FY-24 y DY-5; mantuvieron la capacidad de fermentacion
y también crecimiento con 12%(v/v) de etanol a 37°C, pero A. pasteurianus AS1.41
(ampliamente utilizado en China) solo podria ser resistente al 10% de etanol. Las actividades de
ADH de FY-24 (6,13 U/mg) y DY-5 (5,41 U/mg) fueron mucho mas altas que las de AS1.41
(1,57 U/mg) con 8 % de etanol. Usando ADH purificada, se demostr6 que las ADH de FY-24 'y
DY-5 exhibieron una mayor tolerancia al etanol a medida que el etanol aumentaba del 10 al 40%.
La concentracién optima de etanol para las ADH de FY-24 y DY-5 fue del 10%, pero fue del 5%
para la de AS1.41. Ademas, las ADH de FY-24 y DY-5 exhibieron una mayor resistencia a la

temperatura y al acido acético que la de AS1.41. Los medios de cultivo fueron YPGD (glucosa
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10g/L, extracto de levadura 10g/L, MgSO47H20 0,1g/L, polipeptona 5g/L, llenar hasta 1L de
agua del grifo) suplementado con o sin etanol o acido acético se utilizo para el aislamiento
bacteriano o la fermentacion a 30 o 37°C durante 3 dias. Sal agar [0,2 g/L de (NH4)2HPOa,
0,1g/L de MgSO47H20, 0,1g/L de Cas(OH)(POa)3, 2mL/L de &cido acético glacial y 15g/L de
agar] para el estudio del aprovechamiento de diversas fuentes de carbono. Las fuentes de
carbono incluyeron 2% (p/v) de metanol, etanol, n -propanol, glicerol, D -glucosa o D -manitol.

Parrondo et al., (2003) produjo vinagre con una concentracion de acido acético entre 5y
6% (v/v) por fermentacion de Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus, usando
permeado de suero con 135¢/L de lactosa. Se obtuvo un licor de suero con una concentracion
final de etanol de aproximadamente 55g/L en 48 horas, a una temperatura de 30°C. El etanol fue
oxidado hasta acido acético por Acetobacter pasteurianus en 4 dias con una eficiencia del 84%
aproximadamente. Comparando con una fermentacion secuencial de Kluyveromyces marxianus y
Acetobacter aceti condujo a un consumo medio de lactosa del 56%, para un rendimiento de
etanol de 6,7g/L por dia 'y produccion de acido acético de 4,35g/L por dia, lo cual indica que se
obtuvo mejores resultados con el Acetobacter pasteurianus que con Acetobacter aceti.

Con base en todos los resultados presentados, en el proceso de fermentacion para la
produccidn de vinagre, es fundamental realizar en primer lugar la fermentacion para la obtencion
de etanol, en el cual se sugiere usar la cepa de Kluyveromyces marxianus MJ2, con un
rendimiento del 5,19¢g/L en una matriz lactea, a una temperatura optima de incubacién de 35-
38°C y un tiempo 6ptimo de 36-48 horas en medio anaerdbico, consumiendo casi por completo
en la mayoria de las investigaciones sustratos como la lactosa, glucosa y galactosa; hay que tener
en cuenta que la cepa anteriormente mencionada no tolera concentraciones de etanol por encima

del 6%, generando un efecto inhibidor. Una opcion para evitar la produccion de etanol por
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encima del 6% seria parar el proceso de fermentacion con un proceso de pasteurizacion a 72°C
por 15 segundos seguido de enfriamiento hasta 38°C.

Posterior a la fermentacion etilica, se continua con una fermentacion acética con
Acetobacter. pasterianus, el cual usa etanol entre el 2% al 10% de concentracién como fuente de
sustrato para la obtencion del vinagre (acido acético); por lo anterior, la cepa que mejor produce
acido acético es el de A. pasteurianus CVO1 con una produccion de 100,00g/L de acido acético a

una temperatura entre 30-38°C por un tiempo de 36-48 horas.
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Cuantificacion de Acido Acético
Segtn la normatividad colombiana resolucion 775 de 2008 Capitulo V, Articulo 10 “Requisitos
fisicoquimicos del vinagre”, la acidez expresada en g/LL de acido acético para vinagres distintos
al “Vinagre de vino” debe ser minimo 50g/L (Ministerio de la Proteccion Social, 2008). Por lo
anterior es importante poder cuantificar el cido acético en el vinagre producido del lactosuero
cumpliendo con la normatividad anteriormente mencionada.

Segun la Norma Técnica Colombiana 2188 de 2012, para la determinacion de la acidez
total, se efectla de acuerdo con la norma Association of Analytical Communities (AOAC)
930.35(J) (Icontec Internacional, 2012).

El estudio de Wu et al., (2017) indicaron que acido aceético se valoré mediante el método
de titulacion tradicional &cido-base donde se afiadié 1 mL de muestra a 50 mL de agua destilada
en un vaso de precipitados de 150 mL y se titul6 con 0,1M de NaOH utilizando fenolftaleina
como indicador hasta que el color de la mezcla fue rosa durante 30s. EI consumo de 0,1M NaOH
fue V1. Se utiliz6 agua destilada como control y el consumo de 0,1M de NaOH en presencia de
agua destilada fue de V2. La concentracion de acido acético (CAA) se calculo de la siguiente
manera:

CAA (%) =(V1-V2) x Cx 60 (ecuacion 1).

Donde:

CAA = concentracién de acido acético en la muestra (%).

C = concentracion de solucién estandar de NaOH (mol/L) (Wu et al., 2017).

De acuerdo con el Manual of Methods of Anlalysis of Foods de la India (Fssai, 2012),
para la cuantificacion del acido acético en vinagre se debe diluir 10 mL de muestra con agua

recién hervida y enfriada, se adicionan 3 gotas de fenolftaleina, titular con hidroxido de sodio
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(NaOH 0,5 N) hasta que aparezca una coloracion ligeramente rosada. Posterior a ello, se observa
y anota el volumen de NaOH gastado y con base en la siguiente ecuacion se realiza el calculo en
gramos (g) de &cido acético presente en la muestra:

1 ml de NaOH 0,5 N = 0,0300 g acido acético (ecuacion 2).

De acuerdo con el trabajo de Xie & Chai, (2016), informa sobre un método simple y
eficiente para la determinacién del contenido de &cido total en vinagres mediante cromatografia
de gases de espacio de cabeza (HS-GC) basada en una reaccién de neutralizacion entre los acidos
del vinagre y la solucion de carbonato en un vial de muestra con espacio de cabeza cerrado, a
partir del cual se analiza el di6xido de carbono generado por la reaccion mediante un
cromatografo de gases equipado con un detector de conductividad térmica. Este procedimiento
propone pipetear 300 puL de solucién de muestra problema o vinagre en un vial de muestra de
espacio de cabeza sellado, en el que se colocan previamente 2,0 mL de solucién de cloruro de
sodio (0,200 mol/L) y 2,0 mL de carbonato de sodio (0,100 mol/L). Finalmente, el equilibrio del
equipo (HS-GC) se realiza a 60 °C durante 20 min.

De acuerdo con lo anterior, se muestran dos pasos para neutralizar el cido con
carbonato, es decir, con bicarbonato (pH = 8) y luego con carbonato acido (pH = 4). Se pueden
esperar tres situaciones al agregar una cantidad diferente de acidos en una solucién de carbonato
dada, es decir,

@ Si la cantidad de acidos (en moles) es menor que la de carbonato en la solucion,
bésicamente no se forma CO> a partir de la reaccion, es decir:

ROOH + CO35~ - ROO™ + HCO3 (ecuacion 3)
(b)  Sila cantidad de &cidos es mayor gue el carbonato, pero menor que dos veces el

contenido de carbonato en la solucion, la reaccion se puede escribir como:
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ROH + ___C03 - ROJO + HCO3 + CO, (ecuacion 4)

Si la cantidad de acidos es mayor que dos veces el contenido de carbonato en la solucion,

es decir, la cantidad de reactivo (carbonato) es insuficiente, la reaccion se puede escribir como:
ROH + ___C0O5~ = ROJO + CO, (Ecuacion 5)

De acuerdo con la figura 18, se muestran los cambios de CO> en la solucion de carbonato
dada al agregar una cantidad diferente de acido acético. Debido a que existe una relacion lineal
entre las sefiales de (HS-GC) y la cantidad de &cido agregado en el rango de 0,220 a 0,380 mmol
(cumplir con la segunda situacidn), la cantidad de &cidos en la muestra se puede cuantificar si se
encuentra en este rango. De esta manera, se puede pipetear un volumen mayor (hasta 400uL) de
muestra de vinagre en la prueba y, por lo tanto, se puede reducir el error en el muestreo.

Figura 18

Relacion entre la sefial del GC y la cantidad afiadida de H*.
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Tomado de (Xie & Chai, 2016).
Como se muestra en la figura 19, el CO. formado a partir de la reaccion se puede separar
bien del oxigeno (en el aire) encerrado en el vial de muestra en las condiciones dadas en el GC.

Dado que la reaccidn puede completarse instantaneamente, el equilibrio de CO; en el espacio de
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cabeza del vial de muestra es mas importante para la medicion de HS-GC. En este trabajo se
eligio una temperatura moderada (60 °C) como temperatura de equilibrio.

Figura 19

Cromatograma en andlisis HS-GC de una muestra de vinagre.
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Tomado de (Xie & Chai, 2016).

Otro estudio segun Dini et al., (2020) para la cuantificacion enzimatica de acido acético
en vinagre en un sistema espectrofotométrico automatizado, se analizaron tres tipos de vinagre
comercial: vinagre de vino blanco, tinto y balsamico. Las muestras se diluyeron 1:125 antes de
los analisis; el equipo que se usé para esta medida fue el analizador iCubio iMagic M9y se
corrié con automatizacion completa para el ensayo enzimatico en la determinacién de acido
acetico. Se pipetea automaticamente los reactivos y las muestras en la cubeta, lo cual permitio la
incubacion a una temperatura controlada, se leyo la absorbancia a la longitud de onda especifica
y calculd la concentracion de los analitos con una curva de calibracion. Los parametros
utilizados en los sistemas fotométricos automatizados fueron temperatura, 37 °C; longitudes de
onda, 340 nmy 415 nm (bicromatica); y camino éptico, 1 cm.

Como referencia al anterior método, el autor analizo muestras comerciales de vinagre por

titulacion para determinar el contenido de acido acético siguiendo el método de referencia
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tradicional. Una solucion de NaOH, normalizada con hidrogenoftalato de potasio, se agregd
gradualmente a 5,0 mL de la solucién de vinagre. La neutralizacion completa se indicé mediante
cambios de color en soluciones de fenolftaleina al 2% en etanol. Se llevaron a cabo andlisis por
triplicado. El promedio de los tres analisis se utilizd como valor de referencia (Dini et al., 2020).

Para el caso anterior no se reporté una medida exacta de la cuantificacion del acido
acetico en diferentes tipos de vinagre, ya que el objetivo de la investigacion fue validar la
cuantificacién enzimatica del acido acético en vinagre en un sistema espectrofotométrico
automatizado. Pero reporta en sus conclusiones que el método puede considerarse aplicable ya
que la precision y la incertidumbre son inferiores a las del método comunitario (las desviaciones
rondan el 10 %) (Dini et al., 2020).

De acuerdo con la informacion analizada anteriormente, se puede afirmar que para la
cuantificacién del acido acético en el vinagre producido, se debe seguir el método indicado
(AOAC) 930.35(J) enla NTC 2188 de 2012, el cual es la metodologia tradicional con hidroxido
de sodio (NaOH) valorado, erlenmeyer, indicador de pH (fenolftaleina) como lo indica (Fssai,
2012), debido a que no requiere elementos ni equipos de dificil adquisicion y/o manejo

especializado.
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Propuesta de un Procedimiento Para la Produccion de Vinagre del Suero a Través de la
Fermentacion del Lactosuero con Kluyveromyces Marxianus y Acetobacter Pasteurianus y la
Cuantificacion del Acido Acético
Procedimiento Para la Produccion de Vinagre del Suero a Través de la Fermentacion del

Lactosuero con Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus
Figura 20

Propuesta para la obtencién de vinagre a partir del lactosuero del queso.

PROCESO DE FERMENTACION DEL LACTOSUERO PARA PRODUCCION DE

VINAGRE DEL SUERO.
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Descripcion del proceso.

Lactosuero del queso: debe estar previamente filtrado con un contenido minimo de: agua
93,9% lactosa 4,5%, proteina 0,7%, grasa 0,3%, y minerales 0,6%. La acidez maxima debe ser
0,40% p/p expresado como acido lactico.

Pasteurizacion: Esta se aplica con el fin de reducir la carga microbiana y desnaturalizar el
cuajo adicionado en la elaboracion de quesos frescos no acidos. Se realiza en marmita a 72°C
durante 15s. Inmediatamente se baja la temperatura entre 2-6°C. Los desperdicios que se generan
en esta fase del proceso son derrames de suero, el suero que queda pegado en la marmita durante
el tratamiento térmico.

Fermentador 1 o fermentacion 1: Se realiza elevando la temperatura del suero a 30°C en
un tiempo de 48 horas para que K. marxianus pueda transformar la lactosa del SQ en etanol. Se
debe controlar la cantidad de etanol producido que no sobrepase el 5% de etanol evitando la
inhibicion del Acetobacter pasteurianus. Los desperdicios se generan por el producto que se
queda en las paredes de la marmita y en la tuberia.

Fermentador 2 o fermentacion 2: Posterior a la produccion de etanol en el suero,
elevando la temperatura del fermentado a 38°C en un tiempo de 48 horas para que Acetobacter
pasteurianus pueda oxidar el etanol en acido acético. En esta fase se puede realizar una titulacion
para cuantificar el acido acético después de las 48 horas para verificar que se tenga una
concentracion de 50¢/L. Se debe realizar esta oxidacion en un sistema cerrado. Los desperdicios
se generan por el producto que se queda en las paredes de la marmita y en la tuberia.

Pasteurizacion 2: Esta se aplica con el fin de reducir la carga microbiana después de la

fermentacion. Se realiza en marmita a 72°C durante 15s. Inmediatamente se baja la temperatura



89

hasta 18°C. Los desperdicios que se generan en esta fase del proceso son derrames de suero, el
suero que queda pegado en la marmita durante el tratamiento térmico.

Cuantificacion del acido acético en el vinagre: se procede a realizar una titulacion del
vinagre y debe contener minimo 50g/L de vinagre.

Purificar y envasado del vinagre: Se puede purificar el vinagre por proceso de
centrifugacion y el envasado se realiza en envases de polietileno de alta densidad o

preferiblemente en envases de vidrio.
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Procedimiento Para la Cuantificacion del Acido Acético en el Vinagre del Suero
Figura 21
Propuesta para la valoracion o titulacion del acido aceético en el vinagre a partir del lactosuero

del queso.

PROCESO DE VALORACION DEL ACIDO ACETICO EN EL VINAGRE DEL
LACTOSUERO POR EL METODO TRADICIONAL.

INICIO

Tomar 10mL del vinagre con
pipeta aforada.

v

Agregar la muestra en un
erlenmeyer de 100mL

¥

Agregar 3 gotas de
fenolftaleina al 2%.

v

Llenar una bureta de 25mL
con NaOH a 0,5N

v

Agregar gota a gota el NaOH
hasta obtener una coloracion
rosada suave

v

Anotar el volumen de NaOH
gastado.

v

Aplicar la siguiente relacion:
1 ml de NaOH 0,5N = 0,0300 g
acido acético

v

El resultado se multiplica por
100, ya que se requiere la
cantidad total en 1000mL o
1L

FIN

Nota. es importante resaltar que se debe obtener un vinagre con una concentracion de acido
acetico minima de 50g/L en cumplimiento con la resolucion 775 de 2008 Capitulo V, Articulo 10

“Requisitos fisicoquimicos del vinagre”. Fuente propia. Basado en (Fssai, 2012).
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Conclusiones
Las condiciones de fermentacion para la obtencion de vinagre usando los microorganismos
Kluyveromyces marxianus y Acetobacter pasteurianus a partir de lactosuero son: temperatura
entre 30-38°C en un tiempo de 96 horas para la fermentacion total desde lactosa pasando por
etanol hasta acido acético.

Para la cuantificacion o valoracion de acido acético obtenido después de la fermentacion
para la produccion de vinagre, se sugiere realizarse por la técnica de titulacion acido — base ya
gue no se requieren equipos sofisticados ni conocimientos especificos de quimica, solamente se
requiere la implementacion de operaciones aritméticas y cuidado con la manipulacion de algunos
instrumentos de laboratorio.

Se genero una propuesta donde primero se pasteuriza el lactosuero para inactivar el cuajo
proveniente de la elaboracion de quesos, posteriormente se incuba el lactosuero a 30°C para
adicionar el Kluyveromyces marxianus por un tiempo de 48 horas de fermentacion; a
continuacion, se eleva la temperatura a 38°C y se adiciona el Acetobacter pasteurianus y se

incuba a 48 horas mas, se cuantifica el vinagre obtenido por el método de titulacion acido base.
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