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Introducción

1. ASPECTOS MEDIOAMBIENTALES DE LA ACTIVIDAD INDUSTRIAL

1. 1. Contexto socialynormativo

Ante unapercepciónmásclaray extendidadela necesidaddeun entornoambiental

seguro,sostenibley agradable,en la última décadadel siglo XX sehaacelerado,a nivel

mundial, la búsquedade solucionesa los problemasmedioambientales.En estecontexto

sehan organizadoporejemplo, grandesreunionescomola Cumbrede Río de Janeiroen

1992, conmás resultadosen cuantoa declaracionesde propósitosque en compromisos

específicos.A pesardel hastaahorarelativo fracasoen cuantoa la adopciónde medidas

drásticasy globalesa nivel mundial, van abriéndosecaminodiversasiniciativas para ir

progresivamentereduciendola contaminaciónde origenindustrial, con el estímulode una

mejor imagensocial y la ventaja de irse acomodandoa una gradual pero inexorable

introducciónde legislacióncadavez más exigente.Así, y paraayudara las empresasa

organizarsuspropiossistemasdegestiónambiental,sehan ido desarrollandodesde1996

la seriedenormas150 14.000.

La Unión Europearecogía ya en el artículo 130.R de su Tratado Constitutivo

determinadosprincipios de política medioambiental,dirigidos a la prevención,reducción

y, si Iberaposible,eliminaciónde la contaminacióny a garantizarel usoprudentede los

recursosnaturales. Con estos objetivos, la UF ha elaborado diversas directivas,

incluyendolímitesde emisióny leyesencaminadasa la consecucióndenormasdecalidad

del medio ambiente,abarcandola atmósfera,las aguasy los suelosy las relacionesentre

estosámbitos.Entrelospasosrecientesmássignificativosestánla Directiva91/156/CEE,

transpuestaen la Ley de Residuos(Ley 10/1998)y la Directiva 96/61/CErelativaa la

Prevencióny al Control Integradosde la Contaminación(IPPC),aúnno transpuesta,y que

pretendemaximizarla eficaciadel empleode los recursosenergéticos,y la utilizaciónde

las mejores técnicasdisponibles,para minimizar la producción de contaminantesy

residuos,y si estono Iberaposible,para implantarsistemasde gestiónque permitanel

reciclado,reutilizacióno eliminaciónde los mismos.

La Ley deResiduos,antesmencionada,regulalo referentea residuosdistintosde las

emisionesatmosféricas,ni residuosradioactivos,ni venidosa las aguas.Dentrode la Ley
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tienen una consideraciónespeciallos residuosconsideradoscomo tóxicos y peligrosos e.
U’

(reguladosen el RD 952/1997).Estaley obliga al seguimientode los residuos,incluidos
e

los sólidos urbanos, desde que son generados,así como su posesión, recogida y e

e
eliminación, para lograr una gestión adecuada de los mismos, y defme las

correspondientesresponsabilidadesy competenciasadministrativas,y las normassobrela U’
U’

declaraciónde sueloscontaminados.En relación con los objetivos de estaLey existen
e

diversasvías de apoyopúblico parael desarrollode tecnologíaslimpias (plan PuMA, e

e
ATYCA, etc.)y parala gestiónderesiduos(comocatálogosy bolsasde residuos,etc.). e,

U’
Los vertidos líquidosestánreguladospor la Ley de Aguas (Ley 29/1985,de 2 de e

agosto)y el Real Decreto-Ley11/1995,de 28 de diciembreque es la trasposiciónde la U’

e.
Directiva 91/271/CEE sobre el tratamiento de Aguas ResidualesUrbanas,para los e.

vertidosa caucepúblico y a red de saneamiento,respectivamente.La Ley de Aguas se U’
e

desarrollaen dosReglamentos,el de la AdministraciónPúblicadel Agua y Planificación e,

Hidrológica (RiD 927/1988,de 29 dejulio) queamplía los títulos JI y III de la Ley, y el
e.

Reglamentodel Dominio Público Hidráulico (RDPH) (RD 849/1986, de 11 de abril), e.

derivadode los títulos Preliminar,1, IV, Y, VI y VII. e.
e

Esteúltimo, ensutítulo III “De la proteccióndel dominio público hidráulicoy de la U’
e.

calidadde las aguascontinentales”,desarrollael título Y de la ley y prohibeel vertido e.

directoo indirectodesustanciasquecontaminena las aguas(art. 234.a.),y ensuanexoal U’
e

título IV, estableceunos valores límite de venido (Tabla 1). Asimismo, el RDPH e.

estableceel requerimientode una autorizaciónde vertido paratodaactividad susceptible e.
e

de provocarla contaminacióndel dominio público hidráulico (art. 245 a 252). Introduce, e.

por otra parte, en su título IV la figura del Canon de Vertido, gravameneconómico e.
U,

destinadoa la proteccióny mejorade lasaguasde cadacuencahidrográfica,cuyo importe e.

es tlmción de la carga contaminante.Existe por otra parte, una norma referentea los e.

e
venidosal mar, la Ley 22/1988,de 28 dejulio, de Costas(desarrolladaen el RealDecreto mt

U

1417/89).
U

El RealDecreto509/1996,de 15 de marzo(desarrollodepartedel RD-L 11/1995)
U

establece en su anexo III los límites de vertido para detenninados sectores u

u
agroalimentarios(Tabla 1). Por otra parte, y al amparodel artículo 149.1 .23a de la

u
u

u
2
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Constitución Española, algunas ComunidadesAutónomas como la de Madrid han

publicado sus propias leyes paravertidos y establecidosus propias restricciones(Ley

10/1993,de 26 de octubre,sobre vertidos líquidosindustrialesen el sistemaintegralde

saneamiento)(Tabla 1). De igual modo,los ayuntamientospuedendeterminarsuspropios

límites devertidodc acuerdoconsusOrdenanzasMunicipales.

Tabla 1. Relación de algunos de los valores límite para los venidos según
diversasnormas.

Parámetro

Temperatura (0C)

PH

RDPH

(RD 849/1986)

3

5,5-9,5

Concentración

1U> 509/1996
Ley 10/1993

(BOCAM, 12/11/93)

<40

6-9

Conductividad (jiS/cm)

Aceitesy grasas(mg/L)

Sólidos en suspensión
(mgIL)

DRO
5 (mg/L)

DQO (mg/L)

Fósforototal (mgIL)
(10.000-100.000e~h)**
(> 100.000e-h)

NH3 l/40-1/20~
NO2 10~20*

Nitrógeno total (mg/L)

(10.000-100.000e-h) 15
(> 100.000e-h) 10

E1 Reglamentodel Dominio Público Hidráulico establece3 clasificacionesen fúnción del nivel de
ccntanhínac¡ón,aquísepresentanlos valoresmáximoy mínimo.

1 e-h (equivalente-habitante)esla cargaorgánicabiodegradableconunaDBO, de60 g de 02/dia(RD-
L 11/1995)

5.000

loo20~40*

80~300*

40~300*

1 60-50O~

I0~20*

35 (optativo)

25

¡25

2

1.000

¡.000

¡.750

3
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Por lo queserefierea la Proteccióndel ambienteatmosféricoestála Ley 38/1972

(de 22 dediciembre)y su desarrollo,el Decreto833/1975(de 6 de febrero),queestablece

los niveles de inmisión y emisión de contaminantes,y especifica las actividades

industrialespotencialmentecontaminantes.

La Directiva 96/61/CEestáencaminada“a la prevención,reduccióny, en la medida

de lo posible,la eliminaciónde la contaminación,actuandopreferentementeen la frente

misma,y agarantizarunagestiónprudentede los recursosnaturales,de conformidadcon

los principios de que “quien contaminapaga”y de la prevenciónde la contaminación”.

Pretendeestablecerun marcogeneraldeprevencióny control integrados,y especificalas

consideracionesmedioambientalesque debenatenderlos titulares de explotaciones,para

queseautoricesuactividad.Los valoreslímite de emisión,los parámetrosy las medidas

técnicas equivalentesdeberán basarseen las “mejores técnicas disponibles” (Best

Available Techniques,BATs) queseránlas quemásreduzcanlas emisionesy tenganun

menor impacto en el conjunto del medio ambiente.Se pretendepotenciar el uso de

técnicasque aún sin teneren todos los casospor principal objetivo la reducciónde la

contaminaciónpermitanproducir menorescantidadesde residuos,eliminar las pérdidas

durante el procesado,utilizar sustanciasmenos peligrosas,desarrollar técnicas de

recuperacióny recicladode algunassustancias,consumirmateriasprimas (incluida el

agua)de forma energéticamenteeficaz, concebirformas de aprovechamientopara los

residuossólidosen lugarde destinarlosa vertederos,etc.

Se trata pues de poner a punto técnicascada vez más eficacesen cuanto a

aprovechamientoenergéticoy de materiasprimas, y a minimización de residuos.Una

partede estedesarrollopasapor poner las condiciones(técnicas,higiénicas,etc.) que

pennitan la valorización de lo que antessólo eran residuos, “ascendiéndolos”a la

categoríade subproductos,susceptiblesde aprovecharsecomo materiasprimas baratas

transformablesen productoscomerciales.Otrasvías puedenser concentrarlos residuos

liquidosenmenorvolumende sólidos(másbaratosde tratar),cambiarde forma aceptable

el productoprimarioparaqueincorporecomponentesno perjudicialesde la materiaprima

antesdescartados,etc.En estecontextosecentrael temadeestatesis,quetrataademásde

aportarsolucionesparaempresasqueseraspequeñas,muy frecuentesenEspaña.

4
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1.2. Problemática medioambientaldel sectorafroalimentrario, en comparación

con otras actividadesindustriales

Los residuossólidosen la industriaalimentaria,en su mayoríarestosde la materia

prima, todavíaposeenun contenidoimportanteenproteínas,carbohidratos,fibra, grasay

salesminerales,quepuedenseraprovechados.Actualmente,la recogiday eliminaciónde

esosresiduosesen muchasocasionescompetenciade las autoridadeslocales,ya quese

gestionancomoresiduossólidosurbanos.

Los vertidos líquidos alimentarios suelen ser muy diversos, pero de fácil

biodegradabilidad;la mayoríade ellos no se consideran peligrosospara la salud del

hombre,con la salvedadde quepuedanestarfuertementecontaminadosconpesticidaso

fertilizantes (Tarbox, 1993; Niranjan y Shilton, 1994). Frecuentemente,estas aguas

poseen un elevadocontenido en materia orgánica, fósforo y nitrógeno (Niranjan y

Shilton, 1994;Amos, 1997); la acumulacióndeestosnutrientesen lagoso caucesdeagua,

denominadaeutrofización, favorece un crecimiento excesivo de algas y vegetales

superiores,que provocanun desequilibriodel conjunto de organismosque habitan el

medioacuáticoy unapérdidaen lasposibilidadesdeusode lasaguasy suscauces.

Una característicacomún de la industriaalimentariaesla gran cantidadde vertidos

quegenera,ya queel aguaseutiliza enmuchasoperacionesdel procesado(limpiezadel

producto, procedimientosde separación,cocinado, enfriamiento,etc.), en el posterior

lavadode las instalaciones,etc. Estasaguastradicionalmentese mezclan,lo que Imita

considerablementesusposibilidadesdereutilización.

El empleodeagentesde limpiezay desinfecciónesotro factor queinterfiereen la

reutilización y depuraciónde los efluentesalimentarios.Existen una gran variedadde

detergentesy agentesde limpieza alcalinoso ácidos de uso frecuenteen la industria

alimentaria. El más empleadoes probablementela sosay sus derivados (Walker y

LaGrange,1983;Troller, 1993).La sosaesbarata,unaexcelentesaponificantedegrasasy

degradadorade proteínas,pero su utilización puede influir de maneraimportanteen la

alcalinizaciónde los efluentes.Los ácidos fuertes(fosfórico, nítrico, sulfámico, etc.), a

pesar de los riesgosde corrosión, se usan en ocasionesjunto con inhibidores de la
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corrosión (aminas) para desincrustardepósitosde carbonatocálcico y proteína(IDF,

1994), y a pesarde la dilución puedenalterar la actividadbiológicainmediataal puntode

vertido. El empleo de secuestrantes,como los polifosfatos, ácido etilen diamino

tetracético(EDTA) y el ácidonitrilo triacético(NTA), puedecontribuira la eutrofización.

Los compuestosinorgánicosen generalaumentanla concentraciónsalinade las aguas.En

su lugar, se va introduciendoel uso de ácidos orgánicos(acético, levulínico, cítrico,

tartárico, glucónico),más suavesy segurosde empleo, y con acciónbacteriostáticaa

concentracionesno muyaltas(Walkery LaGrange,1983; Troller, 1993).La utilizaciónde

surfactantes (alcoholes sulfatados, alquil aril sulfonatos, éteres de polietenóxidos,

compuestosde amonio cuaternario)es unaprácticahabitualen la industriaalimentaria

(Walkery LaGrange,1983;Troller, 1993),paradisminuirla tensiónsuperficialdel aguao

de la solución de limpieza, lo que aumentasu capacidadpara contactarcon todas las

superficiesy penetraren la suciedadacumulada.Estosagentestienenademáspropiedades

emulsionantesy dispersantes.Por ello, los tensioactivosse empleana concentraciones

bajasparaevitar la formaciónde espumasdurantela limpieza, quesonindeseablesen los

tratamientosde depuración,particularmenteen los biológicos. A pesar de que estos

compuestossonenprincipio degradablesporlos organismosimplicadosen la depuración,

bajodeterminadascondicionespuedentransformarlosenmetabolitosestablestóxicospara
U’

otrosorganismosacuáticos(IDF, 1994).
Por otra parte, la descargade desinfectantes(derivadosdorados, iodóforos o

amonios cuaternarios),entre los que destacanpor su utilización en esta industria los

derivadosdorados(Walker y LaGrange,1983, Troller, 1993), tambiénpuedeprovocar

inhibición de partede la flora que actúaen los tratamientosde depuraciónposteriores.

Aunquegeneralmentesólo llegan en cantidadestraza, ya que reaccionanen bastante

proporcióncon la materiaorgánica(IDF, 1994). El uso de vapor de agua, otro agente

desinfectantecomúnmenteempleado,puedeincrementarla temperaturafinal de las aguas

residuales. U’

e

Lasdeyeccioneslíquidasy sólidasdelganado(purines)constituyenel principal tipo

deresiduosdel sectorganadero.Suutilizacióncomofertilizantesesprácticahabitual,pero

en sistemasdecría intensiva, la producciónde purinesque seconcentraen ciertaszonas
mt

e

e
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puedeprovocar una seria contaminaciónde las aguas,la atmósferay los suelos.Los

purines tienen un alto contenido en compuestosnitrogenados(mayoritariamentecon

amonio) fácilmenteoxidablesa nitratosque, unavez en el suelo,puedenser lixiviados y

contaminaraguassubterráneaso superficiales,o evaporarsea la atmósfera. (APXA,

1997).

Por lo que se refiere a emisiones a la atmósfera,y concretamentepor olores

desagradables,algunas actividades agroalimentariaspueden tener un no desdeñable

impactoambiental(Niranjan y Shilton, 1994).La Ley 38/1972consideraa lasempresas

cerveceras,malterias, azucareras,fábricas de harinas de origen animal o vegetal,

industrias del aceite, conserverasde pescado,mataderos,y otras, como potenciales

emisorasdecontaminaciónatmosférica.

El sector alimentario, a diferenciade industriascomo la química, la petrolera, la

minera, etc., no producecantidadesimportantesde contaminantesreconocidoscomo

sustanciastóxicaso peligrosas,cuyaemisióna la atmósferao vertido requiereun control

mucho más riguroso (RD 952/1997). Comparativamente,los efluentesde industrias

químicas tienen un bajo contenido en materia orgánica biodegradable y son

frecuentementericosen metalespesadosquepuedeninhibir a la flora responsablede las

depuracionesbiológicas.Hay sin embargoindustrias,como las taneríasy las papeleras,

cuyosefluentesseasemejanrelativamentea los de las alimentariasen cuantoa su riqueza

enmateriaorgánica.La cantidaddeaguautilizadaparaobtenerunaunidaddeproductoen

el sectoralimentariovienea serunas2 vecessuperiora la necesariacomopromedioen la

mdustriaquímicay 5 vecesmayor a la usadaen la industriatextil o papelera(Wheatley,

1994). Las taneríastienen aguasresidualescon cargaselevadasde materiaorgánica

(proteínasy grasasprincipalmente),sales,diversassustanciasquímicasderivadasde los

procesosde curtido y metalespesadoscomo el Cr, Pb, Zn o Cu, ademásde generar

cantidadesimportantesde residuos sólidos procedentesdel recortado, descamadoo

depilado,que por su composiciónson fácilmentedeteriorablespor microorganismoso

msectos(Ockermany Hansen,1994).
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1. 3. Pautas para la caracterización de residuos y medida de la contaminación mx

queproducen
u.

Todo residuo o vertido debe ser caracterizadoantes de decidir su posterior u.
u.

tratamiento o destino. Así, debe conocerseel volumen de residuos generados,su mx

composicióny propiedades,su naturalezainocuao tóxica y su transformaciónprevisible u.
mx

en el lugar de depósitoo valoración.Estosdatosformanpartedel Análisis del Ciclo de
Vida de un producto,unaforma nuevay crecientementeutilizadaparavalorarel conjunto

e

decostesambientalesnecesariosparala fabricacióny comercializaciónde un producto. e

eSeincluyenen esteanálisistodos los recursosmaterialesy energéticosempleados,desde
U,

los requeridosparala obtenciónde sumateriaprima,a los quecomportela eliminaciónde e
U’

susresiduos.La tendenciaen estesentidoesqueseanlos productoreslos quecarguencon e.

la responsabilidadde la gestiónde los residuos,o que compenseneconómicamentea la U’

e
administraciónpúblicapor desempeñaren su lugaresafunción(Fullanay Puig, 1997). e,

e.
La caracterizaciónde residuossólidos, apartede realizarsecomoya seha indicado

e.

pararesiduosen general,habráde regirseen los próximos añossegúnlo que seregula e

e
paracadaunade las 16 categoríasprevistasen la Ley 10/1998dc Residuosy lo referente

a envases,en la muchomásdetalladaLey 11/1997deEnvasesy ResiduosdeEnvasesy su e
e

correspondienteReglamento. e.

e
La contaminaciónatmosféricase calcula analizandolos niveles de emisión (las e

sustanciasquesevierten a la atmósfera),así comoel nivel de inmisión atmosférico,esto e.
e.

es, la respuestade la atmósferaparacadatipo de contaminanteal actuarcomodepósitoy e.

filtro. Los contaminantesatmosféricosse presentanen forma de gaseso de partículas; e
e

entre los primerosseincluyenSO2, CO2, NO2, hidrocarburos,derivadosdel azufre,del e

nitrógeno, compuestoshalogenados,etc. En forma de partículasse emiten los polvos e
e

(partículassedimentablesy en suspensión),humosy aerosoles.También las mezclasde e.

compuestosvolátiles que dan lugar a olores molestos, se considerancontaminantes U’
e

atmosféricos.Las técnicasparael análisis de estoscontaminantesestándesarrolladasen e
unaOrdende 10 deagostode 1976. e.

e

e.

e

U’

e
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De igual modo,los efluenteso aguasresidualesdebencaracterizarseadecuadamente

antesde su tratamientoo vertido. A continuaciónsedescribenlos principalesparámetros

para llevar a cabodicha caracterización.Algunos de ellos seutilizan tambiénde forma

rutinariaenel controldel funcionamientode lasplantasdepuradoras.

El volumen y el flujo con el que se descargael efluente y las horasdel día de

máximadescargason esencialesparadiseñaruna plantade tratamiento.Es necesario

además,conocerlos métodosde limpiezaempleados,las operacionesimplicadasen el

proceso,el volumende los depósitosprevios,la velocidadde flujo de lasconduccionesde

descargay el tiempoqueseutilizan, entreotros (Patersony Cooke,1998).

El controlde la temperaturay dcl pH, mediantesistemasdiscontinuoso continuos,

resultadeextraordinariaimportancia,yaqueestosparámetrosdeterminanen granmedida

el tipo de tratamientoaplicableaun efluente(Tong, 1995).

El estadoen que se encuentrenlos contaminantesen los efluentes(disueltos,en

suspensióngroserao coloidal) es de gran importancia, dado que la mayoría de los

tratamientosde depuraciónsonespecíficosen estesentido(Henze,1997).Convienetener

en cuentaque en las aguasricas en sólidos en suspensión,la penetraciónde la luz es

menor(factor limitante del crecimientode microorganismosautótrofos)y aumentanlos

fangosdel fondo (hábitatnaturaldeorganismosbentónicos)(Wheatley,1994).Sedefmen

como SólidosTotales(ST) aquellosquequedantras evaporarel aguade la muestraa

temperaturascomprendidasentre 103 y 1 100C (Droste, 1997). Estos sólidos pueden

encontrarseen el aguadisueltoso en suspensión.Paradeterminarla proporcióndeambos,

sehacepasarla muestrapor un filtro de tamañode poro de 0,45 j.tm, de forma quelos

sólidosretenidoscorrespondena los Sólidosen Suspensión(SS).El contenidoen Sólidos

Disueltos(SO)seobtieneevaporandoel aguadel filtrado anterior.Un aspectointeresante

de los SS es sucapacidadde sedimentación;éstasueledetenninarsemidiendola cantidad

desólidosquehansedimentadotrasdejar la muestraenreposoen un recipientecilindrico

durante30-60 min. (Droste, 1997). A vecesresulta interesanteconocer la cantidadde

SólidosTotalesVolátiles (STV) o Sólidos en SuspensiónVolátiles (SSV); paraello se

sometea la fracción correspondientea un tratamientotérmicoa 550-6000C(Tong, 1995;

Droste,1997).
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e
Las aguas residuales contienen normalmentemiles de compuestosorganicos mx

diferentes,por lo queno esposiblerealizarel análisisindividual de cadauno de ellos.Se
e

recurre pues al empleo de métodosque determinangrupos de compuestoso más e

frecuentemente,la globalidadde los componentesorgánicosallí presentes.Los métodos W

e
globales son básicamentede 2 tipos, los que determinan la cantidad de oxígeno

e

consumido al oxidarse la materia orgánica (DBO, DQO, DTO y DTeO) y los que
cuantificanla cantidadde CO2asíproducido(COlfl (Ronzanoy Dapena,1995). e

e

Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO): También denominada Demanda

Biológica de OxígenoQ3OD en inglés), esun indicadorque seviene utilizando desde

haceunos50 añosy representael contenidoenmateriaorgánicabiodegradable.Sedefme

como la “cantidad de oxigeno en mgl (ppm) consumidaen condiciones de ensayo

(incubacióna 20
0C y oscuridad)duranteel tiempo necesarioparaasegurarla oxidaciónde

las materiasbiodegradablespresentesen el agua,por vía biológica”. La DBO es el

indicador de contaminaciónorgánica más empleadopara aguas residualesy refleja

solamente la materia orgánica “eliminable”, o mejor dicho digerible, por los

microorganismospresentesy enpresenciade los inhibidoresde éstosquepuedancoexistir
U’

en la muestra. e

e
Tanto las aguasresidualesprocedentesde la elaboraciónde alimentoscomo las

domésticaspuedentenerun alto contenidoenmateriaorgánica,por lo que, esnecesario
e

diluirías correctamenteantesde procedera su análisis,ya quede lo contrario el oxígeno

disponible podría agotarse antes de completarse el periodo de incubación y la e

e
metabolizaciónde la materiaorgánica.Generalmentelas muestrassediluyen con agua U’

destiladaque contieneagentestamponantes,nutrientesy trazasde metales,y se airean U’
e

para queel oxígenodisueltoseencuentrea saturación.Por otro lado,cuandolas muestras e.

mismasposeenuna tasa elevadade microorganismosno es necesarioprocedera su
e

inoculación; en caso contrario, se pueden inocular con cultivos bacterianos ya
aclimatados,generalmentemixtosy disponiblescomercialmente(Metcalfy Eddy, 1998). U’

e

Conel sistemaclásicodeDBO, secalculapor diferenciael oxígenoconsumido,tras

determinarel oxígenodisueltoquequedaen la muestra.Sin embargo,la DBO puede

medirsetambiénde forma continuacuandose disponede un equipode tipo “Warburg”.

e

lo e
U’

U,
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Esteequipo constade un recipientequecontienela muestray en cuyo interior sealojaun

segundocontenedoren el que seencuentraunasolución de KOH, capazde absorberel

CO2generadodurantela incubación.Graciasaun manómetroadaptadoal recipientede la

muestra,es posibledetectarlos cambiosde presióndebidosexclusivamenteal consumo

de oxígeno.Los respirómetroscomercialesson similaresal equipodescrito,peroen ellos

la presión de oxígeno ejercida sobre la muestrase mantieneconstante medianteun

sistema electrolítico acoplado; de esta forma, el oxígeno consumido es repuesto

inmediatamentepor el generadoen una reacciónde electrólisis. El valor de DBO se

calculaentoncesconociendoel tiempoy la cantidadde oxígenoproducidoporelectrólisis.

Cuando se emplean los equipos anterioreses importante mantenerlas mezclasen

agitaciónparaasegurarla rápidadisolucióndel oxígenoen la faselíquida.

Aunquela oxidacióncompletaesun procesolento querequiereun tiempo de 21-28

días, la determinación de 02 consumido suele realizarse por un procedimiento

normalizadotras un periodode5 días (DBO5) o 7 (DBO7). Mientras queen 20 díasse

realizala oxidacióndel 95-99% de la materiacarbonosa,en 5 díassellega a oxidarentre

el 60 y el 70%. Se considerapuesque 5 días son suficientespara conocerde manera

aproximadala capacidadde biodegradabilidadde un aguaresidual.En estaoxidaciónse

distinguendosetapas:en la primerase oxidan los productoscarbonados,mientrasqueen

la segundase metabolizanlos nitrogenados.Se conocecomoDemandaBioquímicade

OxígenoNitrogenada(DBON) la demandade oxígenoasociadaal procesode oxidación

del materialnitrogenado,quesueleiniciarsetrasun periodode incubaciónde entre6 y 10

días. Así pues, en principio la DBON no se incluye en la DBO5 siemprey cuandoel

númeroinicial de bacteriasnitrificantespresentesen la muestraseasuficientementebajo.

Sin embargo,seha constatadoquea menudola actividadde estetipo de bacteriases lo

suficientementealtacomoparainterferir en el resultadode la DBO. Por éllo, la tendencia

actualesasustituirla DBO por la denominadaDBOC (DemandaBioquímicade Oxígeno

Carbonosa),en cuyo procedimientose incluye el pretratamientode las muestrascon

agentesinhibidores de las bacterias nitrificantes, como azul de metileno, tiourea,

aliltiourea,etc. (Droste,1997).
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Las razonespor las que en la actualidadla DBO se utiliza cadavez con menos u.

frecuenciason el prolongado tiempo de incubación, la necesidadde diluir algunas e’
e

muestrasde forma considerabley la posibilidaddequelas muestrascontengansustancias e

e

inhibitoriasprocedentesde la propiamicrobiota.

DemandaQuímicade Oxigeno(DQO): Consisteen la estimacióndel contenido U
U’

orgánicode las aguaspor la determinacióndel 02 consumidoen sureaccióncon agentes mt

e
químicosfUertementeoxidantes,en calientey medioácido (Rodier,1981;Ramalho,1991;

e

Metcalf y Eddy, 1998; Ronzanoy Dapena,1995). Actualmentese empleael método
e

normalizadodel dicromatopotásico,que junto con la muestray en presenciade ácido
e.

sullUrico, semantienedurante2 horas a altastemperaturasy reflujo parallevar a cabola e

U’

oxidación de los materialespresentes,biodegradableso no (Ramalho, 1991; APHA- U’

AWWA-WEF, 1992; AOAC, 1995; Metcalf y Eddy, 1998). También se incluye en la e

U’

mezclade reacciónsulfato de plata, como catalizadorde la oxidación de determinados

compuestosorgánicos(ácidosy alcoholesde cadenalarga), y sulfato de mercurio, para mt

e
evitar la formaciónde ionescrómicosa partir de los clorurospresentesen la muestra.

U’

U’

e

Materiaorgánica(CaHbOc)+ Cr2Oj
2 + H~ —> Cr~3 + CO

2 + H20
U’

U’

e.

Tras la oxidación se realiza una valoración colorimétrica con sulfato amónico
U’

ferroso, paradeterminarel dicromatopotásicono reducido residual,utilizando ferroina U’

e
comoindicadordepuntofinal, e.

U’

El dicromato potásico sustituye actualmente al antiguamente empleado
permanganatopotásico, por su mayor capacidadoxidante, versatilidady facilidad de U’

U’
manipulación(APHA-AWWA-WEF, 1992; Ronzanoy Dapena, 1995). Existen vanos e

métodosrápidosde determinaciónde la DQO queestimanesteparámetroensolo 15-20 e

U’

min y queutilizan los mismosreactivosqueel métododereferencia.Sin embargo,estos U’

métodossólo permitenla determinaciónde alrededordel 65% del valor obtenidocon el
e

métodonormalizado,en el casodeaguasresiduales(Ramalho,1991),y del 60-70%,en el U’

caso de sueros lácteos (Gilliland, 1979). La determinaciónde la DQO es una técnica e.
e
e

12 mt
U,

e’

e’



Introducción

relativamentesencillaque sepuedeautomatizar(Ronzanoy Dapena,1995). Desdehace

poco tiempo se encuentraen el mercadoun kit para el análisis de la DQO (para un

mtervalo de O a 20.000ppm de 02) en muestraslácteas,comercializadocon la marca

Tubetest©por la empresaPalintest(Anónimo, 1 998c).

La DQO de un efluente suele ser superior a su DBO, ya que se oxidan más

compuestospor la víaquimicaquepor la biológica.La DQOmide de forma conjuntay no

diferenciada,ademásde la materiabiodegradable,la materiaorgánicano biodegradablee

incluso la materia inorgánica oxidable (NO;, S2¾s2oft, Fe
2~, S0

3
2) que pueden

encontrarseen proporcionesdistintas en cadamuestra(Rodier, 1981; APHA-AWWA-

WEF, 1992; Droste, 1997; Henze, 1997). Por ello, sólo tratándosede muestras

cualitativamenteanálogasespermisibleestablecercorrelacionesentrela DQO y la DBO

para estimarcon mayor rapidezel contenido orgánicobiodegradabley la aptitud en

cuantoabiodegradabilidadde un efluente.Así, si el coeficientede la relaciónDQO/DBO
5

essuperiora 2 la biodegradabilidaddelefluentepuedeversecomprometida,mientrasque

valoresinferioresa 2 indicanquelas aguassonfácilmentebiodegradables(Madrid, 1999).

Uno de los principalesinconvenientesde la DQO esquealgunoscompuestoscomo

MH3 NH4 bencenos,piridinasy glicolessonresistentesa estetipo de oxidación(Droste,

1997; Henze,1997). Además,lasmuestrasricas en clorurospuedendarvaloresaparentes

deDQO superioresa los reales(Ronzanoy Dapena,1995; Droste, 1997). Tampocohay

quemenospreciarel efectocontaminantey corrosivode los reactivosempleadosen esta

técnica.

DemandaTotal de Oxígeno (DTO): Hace uso de la oxidación con 02 de los

compuestosde carbono, nitrógenoy azufre en un horno a temperaturaelevada.Es un

métodorápidoy automatizable.Se obtienenconél valoressuperioresa los de la DQO ya

queseoxidaun mayornúmerode compuestosorgánicos,comoel amonio.Estemétodose

encuentraactualmenteen víasde desarrollo(Ronzanoy Dapena,1995; Metcalf y Eddy,

1998).

DemandaTeórica de Oxígeno (DTeO): La DTeO permite predecir el poder

contaminantede un aguaresidual siempreque seconozcasu composiciónorgánicay la

13
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concentraciónde cadauno de sus componentes(Droste, 1997). Parasu cálculo se debe —

mxestablecerel balancede la reacciónestequiométricade cada uno de los componentes
e’

orgánicoscon el oxígenopararendir H20, CO2 y/o compuestosinorgánicosoxidados.La u.’

e’

DTeO total del agua residual correspondeal sumatorio de las DTeO individuales u.

obtenidas.A continuaciónsemuestra,amodo de ejemplo, el cálculode la DTeO de una —

u.

muestraquecontiene150 mg¡L deglucosay 15 mgl debenzeno:
u.’Las ecuaciones para la oxidación total de ambos constituyentes y los
u.

correspondientespesosmolecularesson e

mx

e’

C6H1206 +602 4 6 CO2 +6 H20 (glucosa) mx
U’

PM: 180 192 264 108

U’

mt

mt

+ 7,5 02 4 6 CO2 + 3 H20 (benzeno) e.

PM: 78 240 264 64 U’

e

U’

Paraestasecuacionesla DTeO de la glucosaseria(192/180) = 1,07 mg 02/mg de U’

e.

glucosay la DTeOdelbencenosería(240/78)= 3,08 mg 02/mgde benceno.Por lo tanto, U’

la DTeOde la soluciónes U’

e.

1,07 x 150 mg/’L + 3,08 x 15 mg/L = 206,7mg021. U’

U’

Los valoresde DQO, DBO y DTO representanalrededorde un 80-85%,50-60%y e.
U’

90%de los deDTeO,respectivamente. U’

CarbonoOrgánicoTotal (COT): Los métodosque determinanel COT sebasanen

la oxidacióndelcarbonode la materiaorgánicaa CO2, quesemide con un analizadorde

infrarrojos no dispersivo. Entre los métodos más utilizados están los de oxidación

catalíticaen horno a alta temperatura(oxidación por combustión)y los de oxidación

húmedaa bajatemperatura.En un fUturo, es probableque el COT se implante como

sistemade control de aguasresiduales,ya que penniteun análisis rápido (5-10 mlii),

automatizadoy continuo de las muestras,siendo ademásmás riguroso que la DQO

(Ronzanoy Dapena,1995;Metcalfy Eddy, 1998).Estatendenciaanalíticaserecogeen la
U’

e.
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Directiva 91/271/CEE,dondeseexplicita que la medidadel COT puedesustituira la de

DQO siemprey cuandose establezcapreviamentela relaciónentre ambosparámetros

para cadatipo de muestra. La principal limitación de este método es que no aporta

mformaciónsobre el estadode oxidación de la materiaorgánicay por tanto sobre la

cantidadde oxígenonecesarioparallevar a cabodicha oxidación.Además,en el casode

muestrasbrutas puedenexistir problemasde inyección y requierereactivos altamente

corrosivos,comoel ácidosulfúricoo fosfórico.

Otros parámetrosque aportan información valiosa sobre la composición de un

efluenteen relacióncon su aptitud hacia la depuraciónson: la turbidez, el color, el

contenidoennitrógenototal y en grasasy aceites,la conductividady la concentración

de clorurosy fosfatos(abundantesen los efluentesde la industriaalimentaria)(Droste,

1997).

2. SUBPRODUCTOS ALIMENTARIOS Y SUS FORMAS DE

APROVECHAMIENTO

En España,la industriaalimentariada lugara aproximadamenteel 20%del producto

industrial.En 1996 teníaunacifra de producciónsuperiora los 8,2 billones de pesetas,

con un total de 40.000 empresasdedicadasa la producciónalimentariay un empleo

directo generadode 360.000 trabajadores(Pozo, 1999). Segúnestamisma fUente, el

consumode materiasprimasde la industriaalimentariaespañolasuperalos 4,8 billonesde

pesetas.Estas materiasprimas no son en general convertibles al 100% en productos

primarios, sino quegeneranunaconsiderableproporciónde residuos.En algunoscasos,

como el de la industria cárnica,los residuospuedensuponerhastael 50% del pesode

materiaprima(Ockermany Hansen,1994).Partede ellos puedenser consideradoscomo

subproductos,aprovechablesparala obtenciónde otros productosalimentarioso no. La

valorización de residuos como subproductosy el desarrollo de nuevas formas de

aprovechamientode éstos,cobracadavez mayor importancia,ya queademásde suponer

una fUente adicionalde ingresos,contribuyea disminuir la contaminaciónproducidapor

las industriasde primeratransformación.La administraciónpública estápromocionando

15



U’
e’

Introducción

e’-

e’
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el desarrolloy difUsión de las “mejorestecnologíasdisponibles” paraminimizar residuos

industriales,y por otraparte,apoyala organizaciónde “CatálogosdeResiduos”y “Juntas e”

e’

de Residuos”para facilitar su aprovechamientopor empresasdistintas de las que los

generan.A continuaciónsehaceun resumenpor sectoresde los principalessubproductos e”

e”
de la industriaalimentaria,y sus posiblesformasde aprovechamiento.Se ha excluido de

este resumenel llamado“producto no conforme”, que no se puedecomercializar.Su mx

mx

aprovechamientodependedel tipo de defectoque presente,que puede no afectara su e’

u.idoneidadcomo alimento (es el casode unidadeso partidas con peso o etiquetado
mx

incorrecto). mx

mx

mx

U,

2. 1. Subproductosde origen vegetal U’

mt’

En 1997, en España se consumieronmás de 655.000 Tm de productos de

transformaciónde frutas y hortalizas (MAPA, 1998b). Durante el procesado de

productoshortofrutícolaspara su comercializaciónen forma enlatadao congelada,se

descartangran cantidad de tejidos vegetalescomo coronas,hojas, vainas, tallos y

peladuras.Estos,en algunoscasos,puedenllegar a representarmásdel 30% de la materia

prima inicial; así, por ejemplo, por cada Tm de zanahoriaso patatasutilizada por una

industriaconservera,segenerandel ordende 0,37 Tm de residuossólidos,principalmente

peladuras(Paul y Southgate,1978).El principal destinode los restosvegetalessueleser la

alimentaciónde herbívoros,en forma fresca o desecadaprevia trituración, o como

ensilados(De Rafols, 1964; Mannapperuma,1996).Existenprocedimientosparaaislar la

proteínadealgunashojas,comolasde la patatao la remolacha.
e.

En la elaboración de zumos de frutas, principalmentecítricos, aparte de las

peladurasy semillas,se considerancomo subproductolas pulpas,que en el casode la

naranjapuedellegara representarmásdel 55%dcl pesode la fruta(De Rafols, 1964).Sin

embargo,el crecienteinterés de los consumidorespor la ingestade fibra dietética, ha

favorecidola comercializacióndezumosconpulpa. A pesarde estarecientetendencia,el

principal destinode la pulpa de cítricos sigue siendo el ganadovacunoen el que su

contenidoen vitaminas sirve para estimular la producciónlechera(De Rafols, 1964;
e.
U’

e.
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Mannapperuma,1996).Laspielesde frutasademásdeutilizarseen alimentaciónanimal,

puedenemplearsecomo fUente de aceitesesencialesy flavonoides,basede esenciasy

colorantes.La pulpa de manzana,y en menor medida la de cítricos, se empleapara

obtenerdistintos tipos de pectinas,aditivos gelifícantesempleadosen mermeladas,

productosde confitería,postresy refrescos.Las peladurasde perasy de manzanasson

particularmentericas en fibra, siendo una de las fUentes para la obtención de fibra

dietética para suplementarproductosde bollería y galletería (Mannapperuma,1996).

Otros subproductosdel procesadode frutas son las semillas o pepitas, de las que se

puedenextraeraceitesconaromasmuyparecidosa los del aceitede oliva, queseemplean

en la fabricación de margarinasy jabones(De Rafols, 1964). Los huesosde frutos

carnosospuedenservirademáscomocombustiblede calefacción(DeRafols, 1964).

Algunos restosprocedentesdel procesadode frutas y hortalizasse puedenemplear

como sustratos para la fermentación alcohólica, y tras destilación rinden licores

aprovechablesen la elaboracióndebebidascomola ginebrao el vodka(De Rafols,1964;

Varnamy Sutherland,1997).

De la industriade los cereales,los subproductosmásrelevantesson el salvado,los

restos de paja y los zuros del maíz; consumidoshabitualmentepor los animales,

especialmentelos rumiantes(McDonaldy col., 1981; Hoseny, 1994). Al igual queen el

casode las pulpas, la tendenciaa la incorporacióndel salvadoa las harinaspara la

elaboraciónde productosde panaderíay bollería integral, ha mejoradonotablementeel

aprovechamientode estesubproducto(Hoseny,1994). El germende trigo secomercializa

crecientementeparasumezclaconcerealesde desayuno.Tantodel germende trigo como

del de arrozo maízsepuedenobteneraceitesmuy insaturadosy ricos en vitaminaE, que

seincluyenen margarinaso sevendencomosuplementosdietéticos(Hoseny, 1994).Por

suelevadocontenidolignocelulósico,los subproductosde los cerealessepuedentambién

utilizar en la industria papelera.Otras aplicacionesson como texturizantesde suelos

agrícolas,parala construcciónde panelesaislantes,y parala obtenciónde alquitrán(De

Rafols,1964).

Los bagazosde caña de azúcar, la pulpa de remolachay las melazasson los

subproductostípicos de la industriaazucarera.Los bagazosde cañade azúcarse han
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empleadotradicionalmentecomo materialde combustión;tambiénpuedenusarseparala

fabricación de papel y cartón, y en alimentación de rumiantes, como la pulpa de

remolacha(De Rafols, 1964; Penningtony Baker, 1989).Además,son unamateriaprima
u.

óptimaparala fabricacióndepanelesaislantesy materialespoliméricos,ya quecontienen
u.

ácido aconítico,cuyos ésteresparticipan en la formación de acetatosde cloruro de u.

e.
polivinilo (DeRafols, 1964).Las melazascontienenalrededordeun 30%de sacarosay un

e

contenidoimportantede inositol; seempleanenalimentaciónhumanay animal.El destino u.

U’
mástradicionalde lasmelazasesla elaboraciónde diversasbebidasalcohólicas,entrelas

e.

quedestacael ron, perotambiénsehanaprovechado(sobretodo en Brasil) paraobtener e
U,

etanolpara uso como combustible(De Rafols, 1964; Varnamy Sutherland,1997). La
U’

vinazao subproductode la destilación,sepuedeemplear(dentrodeciertoslímites) como U’

U’

fertilizante, e.

U’
Los residuostradicionalesde la industriaaceiterasonlos orujosy alpechines.Los U’

primeroscontienentodavíacantidadessignificativas de aceite,que puede extraersecon U’

U’

disolventescomoel hexano,parala obtenciónde aceitesde orujo destinadosal consumo e.

humano(Kiritsakis, 1992). Una vez agotados,estos orujos se usanfUndamentalmente e.
U’

comocombustibleen la propiaalmazarao como fertilizante,aunquetambiénsepueden U’

utilizar los restosde huesospara la fabricaciónde determinadosplásticos (Kiritsakis, U’

e
1992).Aunque los alpechinessuelenconsiderarsecomoresiduos(Civantosy col, 1992), e

sehan realizadoesfUerzostecnológicospara su aprovechamiento,comopor ejemplo la U’

U,
obtenciónde proteínaunicelularparaalimentaciónanimal tras el cultivo de levaduras

(Kiritsakis, 1992).En los últimos años,los cambiosen la tecnologíade los procesosde U’
U’

extraccióndel aceite,han conducidoa la obtenciónde un nuevotipo de subproducto,el e

alperujoo alpeorujo (alpechínmásorujo), queademásde emplearseen la obtenciónde U’
U’

aceitesparaconsumohumano,pueden usarsecomocombustible(MartínezNieto y col., e

1998). U’
U’

En cuantoa los subproductosde la extracciónde aceitesde semillas oleaginosas, U’

U’

cascarillasy torta de prensado,la principal aplicaciónes la fabricaciónde piensospara e.

animales (Anónimo, 1988). Muchos de estos subproductos,sin embargo, pueden U’
U’

procesarsede forma análogaa la tortade soja, paraobtener,unavez separadosgranparte e

e
e
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de los carbohidratosy de los compuestosde acción anti-nutritiva que pueda haber

presentes,preparadosricos en proteínautilizables en formulación de alimentos para

consumohumano.

El vino y la cervezason las principalesbebidasalcohólicaselaboradasennuestro

país.En lasbodegasde vino, los subproductosmásimportantessonlos orujos,de los que

sederivanproductossecundarioscomoaguardientes,alcoholdequemary otros alcoholes

de combustión,ademásde tartratopotásicoy aceites(De Rafols, 1964; Vogt, 1984). Los

aguardientesdeorujo puedenllegaraposeercaracterísticasorganolépticasmuy aprecidas,

como ocurre con algunosde origen gallego, francés (marc) o italiano (grappa) (Vogt,

1984). Aunque el ácido tartárico se puede obtenerpor síntesisquímica, resulta más

económicohacerlo,por precipitacióny posteriordisociación,a partirdel tartratopotásico

contenidoen los restosde destilación(Vogt, 1984).Por otra parte,el aceitede pepitade

uva poseeun saboragradabley puede llegar a representarun 20% del pesosecode la

semilla,por lo que, convenientementerefmado,seempleacon fines alimentarios;cuando

su calidadesbaja, sin embargo,se sueledestinara la fabricaciónde pinturasal óleo y

jabones(De Rafols, 1964;Vogt, 1984). En ocasiones,los orujosseutilizan comoabonos

para viñedos u otros cultivos, ya que su contenido en nitrógeno, fósforo y potasio es

similar al del estiércol(Vogt, 1984). Las hecesdel vino constituyenotro subproducto

típico de lasbodegas,quepuedeemplearseparala obtenciónde aguardientespor serrico

en éterenántico(esenciade brandy), de aceitesde vino, o como abonoagrícola(Vogt,

1984).

En la elaboraciónde cervezase obtienenalrededorde 60 unidades de bagazo

húmedo por cada 100 unidades de malta procesada(Hough, 1990). Aunque este

subproductosueleemplearseenalimentaciónanimal, frescoo desecado,a veces,seutiliza

comomediode filtración pararetenerpartículasy reducirel contenidoennitrógenode los

efluentes,disminuyendoasí loscostosdeltratamientode depuración(Hough,1990). Otra

vía de aprovechamientodel bagazoes la obtención de hexosasy pentosas,mediante

hidrólisis de los carbohidratosresiduales,para usarloscomo sustratopara el cultivo

industrial de levaduras.La levadurade cerveceríaesmuy rica enproteínas,vitaminasdel

grupoB y esfácilmentedigerible,por lo queseempleacomofUentedeestosnutrientesen
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U’

alimentaciónanimal (McDonaldy col., 1981). Tambiénpuededestinarsea la obtención

de extractossaborizantesy aromatizantesde alimentosde consumohumano, o para la

elaboraciónde suplementosdietéticos(Hough,1990).Al ser estetipo de levadurarica en

invertasa,a menudose destinanpreparacionesdeshidratadasa la obtención de azúcar

invertido,por ejemplo,parala fabricacióndebombonesrellenos(Hough,1990).
e

e.
U’

2.2.Subproductosde origen animal e.

e.

En la industria cárnica la naturaleza de los subproductos varia mucho segúnel e.

país.Así, enEEUU se considerasubproductocualquierpartede un animal que no seala U’

e
canal limpia (Ockermany Hansen,1994). Sin embargo,en otros paísescomo España, U

existe tradición de consumode algunosdespojoscomohígado,riñonesy lengua,que no U’

e
seconsideransubproductos.El empleode víscerasparaconsumohumanoseha reducido e

mucho en los últimos años debido a los frecuentescasosde contenidosexcesivosde U’
U’

diversosmedicamentosy contaminantesambientales.Hay ademásotras razonesparael e

e
descensoen el consumode estos productos:la alta velocidad de deterioro (caso por e.
ejemplodel hígadoy diversasglándulaspor su alto contenidoen enzimas),el contenido e

e.
alto de colesterol (casode los sesos),o de grasassaturadasde los guisos en que se

U’

incluyen (caso de los callos). Muchas de estas vísceras se utilizan actualmenteen e
eenlatadosde comida paragatosy perros.En la alimentaciónde animalesde abasto,la
e

tendencia,sin embargo,eshaciala reducciónen el empleode materiasprimasde origen e

e

animal,debidoal costede los altostratamientosténnicosrequeridosparadestruirposibles e.
agentesinfecciosos.EL caso de la encefalopatíaespongiformebovina (popularmente e.

U’
llamado“de las vacas locas”) ha impuestoun importantecambio en este sentido.La

mt

elaboración de productos farmacéuticosy cosméticosa partir de subproductosde U’

e
matadero,sólo se realizaen paíseso zonasdondese ofrecen exhaustivasgarantíasde e.

ausenciade agentesinfecciosos. u
u

Diversastécnicaspermitenactualmenteel aprovechamientode porcionescárnicas

quehastahacepocotiempo sedescartabancon los huesos,porestarasociadasa regiones

anatómicasdedifícil acceso,comocolumnavertebral,costillar, pescuezoy esternón.Este
u

u
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tipo de carne,conocidacomocarnerecuperadamecánicamente,puedellegar a rendir 6,5

kg por cabezade vacunoy es muy apreciada,por sus propiedadesfUncionales,como

ingredienteparala elaboraciónde numerososproductoscárnicos (Ockermany Hansen,

1994).

Entre los subproductostípicos de la industria cárnica destacanlas pieles y los

huesos,quepuedenllegara suponerentreel 12-19%del pesodel animal vivo (Ockerman

y Hansen,1994). Aunque de las pieles sepuedenobtenerproductostan diversoscomo

felpudos,brochas,productoscosméticosa basede colágeno,etc., susprincipalesclientes

son la industriadel cueroy calzado.Los huesos,trassu tratamientotérmico,seemplean

frecuentemente,solos o junto con restosde carne,parala obtenciónde harinasparael

ganado.Unacaracterísticade los huesosy de laspielesessu alto contenidoen colágeno,

por lo queseempleanamenudoparala produccióndecolasy gelatinas.Las gelatinasse

empleanpor sus propiedadesgelificantes,espumantes,emulsificantesy de texturaen la

elaboraciónde caramelosblandos,cerveza,quesos,y comoagentesde recubrimientoen

derivadoscárnicos. La gelatina (colágenodesnaturalizado)se caracterizapor la falta

absolutadetríptófano,por lo quenecesitacombinarseen la ingestaconcasicualquierotra

proteína,paraseraprovechadacomofUente deaminoácidosesenciales.Las colas,por sus

propiedadesadhesivas,suelendestinarseaindustriasde carpintería,cartonajey papelería.

A partir de tejidos adipososde difícil venta directa, como la grasa de papada,

perirrenal,o la asociadaa huesosy despojos,se puedenobtenerpor fUsión diversos

productosgrasos de interés comercial. Dentro de los sebosy mantecas,algunosse

empleanparaconsumohumano,en reposteríao cocina,y se incluyenen formulacionesde

piensos.Es posibletambiéndestinardeterminadasgrasaso aceitesa la fabricaciónde

velas,detergentes,cosméticos,pinturas,recubrimientos,lubricantesy jabones(Ockennan

y Hansen,1994).

La sangrees una excelentefUente de proteínascon una composiciónaminoacídica

muy equilibrada,y representaentreel 2,4 y el 8% del pesovivo del animal (Ockermany

Hansen, 1994). Realizandoun faenadoadecuadoes posible conseguirdel vacunouna

cantidadde sangreequivalentea 0,5 kg de proteínapor animal (Ockermany Hansen,

1994). Por ello, su principal destinoesla alimentaciónhumanay animal,bien en forma
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e.

e.

e

e.

fresca, congelada o desecada.El fraccionamiento de la sangre no coagulada e -

e.higiénicamenteextraídapara obtenerplasmadeshidratado(mayoritariamentealbúmina),
U’

un excelentegelificante y espumante,es prácticarelativamentecomún en la industria e.

alimentaria.La obtenciónde otras fraccionesproteicasde la sangreparausoalimentario U’
e

esaún poco habitual,peroseharáprevisiblementemás frecuenteen los próximosanos. e

Desdeel puntode vistanutricional, lasproteínasdel plasmatienenun excelenteperfil de U’

e.
aminoácidosesenciales,conlos azufrados(Met -f- Cys)comolimitantes. e

U’

En el aprovechamientode los subproductosavícolas,ademásde la obtenciónde e

U’
harinade huesosy carnerecuperadamecánicamente,hay que señalartambiénel empleo

e.

de plumas para la fabricación de ropa de cama, equipos deportivos, aislamientosy e.
e

fertilizantes.Sinembargo,laproduccióndeharinadeplumasesel procesoactualmentede
e.

mayor importancia.Las plumassecaracterizanpor un alto contenidoen queratina,una e.

eproteína de bastantebaja digestibilidad, por lo que la calidad nutritiva de las
U’

correspondientesharinas dependede la presión y el tiempo aplicados durante su e.

e
tratamientotérmico.La queratinaesrica en aminoácidosazufrados,por lo que,una vez U’

hechamásdigerible,puedecompensarel perfil de aminoácidosesenciales(y asímejorar U’

U’

el valor nutritivo) de, por ejemplo, la proteína de plasma, soja o de organismos e.

unicelulares.Las cáscarasdehuevo representanaproximadamenteel 11% del pesototal U’

e
del huevoy son unafUente excelentede carbonatocálcico(94%), por lo que sesuelen e.

destinara la fabricaciónde harinasusadascomosuplementodietéticoparaaves. O

e

Tradicionalmente,muchosde los subproductosde la industriade transformación U’

U’
de productos de la pesca, como cabezas,esqueletos,colas, aletas,víscerasy otros e.

residuosdel procesado,junto con la morralla o pescaincidental (especiesde pecesy U’

U’

moluscosno comercializadashabitualmente)sehandestinadoa la fabricacióndeharinas

colasy aceitesde pescado.A pesar de que su incorporaciónen las formulacionesde U’

U’

piensosanimalesserealizasólo dentro deciertoslímites,porquepuedenllegara conferir e

olor y saborapescadoa la carnede los animalesconsumidores,las harinasson unabuena e.
e

fUente de aminoácidosesenciales,vitaminas del grupo B y minerales,y los aceitesde e.

vitaminasA y D. Estosúltimos sepuedenrefmarparasu empleoen consumohumano, e.

e.

U

U

U
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comoaceitesdeenlatado,o fritura, y parala produccióndemargarinas.Otrasaplicaciones

minoritariasde estosaceitessonla obtencióndejabones,barnices,tintasde imprenta,etc.

Los restosde músculoresultantesdel fileteadode algunasespeciesde pescadose

puedenemplearparala obtenciónde“marinhee!’ o carnemarina,un concentradoproteico

sin olor ni sabor a pescadoquese texturiza por extrusióny se puedeemplearcomo

sucedáneoo extensordeproductoscárnicos.

Otro ejemplode aprovechamientode subproductosde la pesca,es la obtenciónde

quitina, un polisacáridoaminado,y de su derivadoquitosano,a partir de caparazonesde

crustáceos(eliminando proteína y minerales),para su uso como material adhesivo,

materialadsorbentede ionesmetálicosy proteínasy agentede revestimiento,endiversas

industrias(Knorr, 1984). Tambiéncabemencionarla obtenciónde cuanina,compuesto

iridiscentequese encuentraen la epidermisy escamasde las especiesde pescadoque

habitan a pocaprofUndidad(arenque,bonito),muy apreciadaen la fabricaciónde objetos

talescomoperlassintéticas(Ockermany Hansen,1994).

Sin ningunaduda, el principal subproductode la industria lácteaes el suero de

quesería,queserátratadoextensamenteen el siguienteapartadode estecapítulo.

Otro subproducto característicode esta industria es la mazada o suero de

mantequería, queseobtieneen la elaboraciónde mantequillaapartir denataconcentrada.

La mazadatiene un 3,5- 4,5 % de lactosa,un 3- 3,5 % deproteínasy un 0,1- 0,7 % de

grasa(Walstray Jenness,1987). La obtenidapor procedimientosdiscontinuospuedeser

máspobreen grasa,ya queel tiempodeoperaciónesflexible, en fUnción del rendimiento

(Spreer,1991).Hay dos tipos de mazada,la procedentede la elaboraciónde mantequilla

ácida y la dulce. En general, la ácida se comercializacomo leche fermentada,como

materiaprimaparala obtenciónde cuajadade mazada,o comosuplementodietéticopara

el ganado. La mazadadulce, por su riqueza en fosfolípidos, suele destinarsea la

producciónde lechesfermentadas,dondeademásde utilizarse paraajustarel extracto

seco,actúacomoemulsionante(Spreer, 1991). La mazadapuedetambiénemplearsepara

obtenercaseínas,utilizables en la flibricación de plásticos,papel, colas,pinturas,fíbras

artificialesy cerdasparacepillos(De Rafols,1964).

23



Introducción

Subproductoslácteosminoritarios son las salmuerasy los aceitesempleadosen la

fabricaciónde algunosquesos,que tras filtración, puedenreutilizarsevarias veces. La

obtencióndejabonesesunade lassalidastradicionalesde los aceitesgastados.

2. 3. El suerodequeseríacomosubproducto

2. 3. 1. Produccióndesueroa nivel mundial, europeoyespañol

Los últimos datosdisponiblessobre la producciónmundial de lechecorrespondena

1997 y la cifran en 545 millones de Tm (FAO, 1998). El 35% de estaproducción

correspondea la Unión Europea(190millonesde Tm) (FAO, 1998). Seprevéquehastael

año2001 la producciónmundialaumenteen un 1% anual.Sin embargo,en los paísesde

la IJE la tendenciaseráinversa,con un descensoestimadodel 1,5% debidoa las cuotas

lecherasimpuestasa estospaíses(Mann,1998a).En 1997 la producciónespañolade leche

fúe entre 6,4 y 6,6 millones de Tm, siendoel 60 paísproductor de la UF detrás de

Alemania,Francia,Reino Unido, Holandae Italia (MAPA, 1997; FAO, 1998).Del total

de la lecheproducidaen nuestropaís, el 91% correspondea leche de vaca,y el restoa

leche de oveja y cabra en igual proporción (MAPA, 1997). Se ha estimadoque

aproximadamentela mitadde la lechedevacaobtenidaenEspañaen 1997, sedestinóa la

producciónde lechesdeconsumolíquidas(MAPA, 1998a).

La producciónmundial de quesoseha incrementadoen másde un 8% de 1986 a

1996,y secreequeseguiráaumentandoligeramente,pasandode los 15,6millonesdeTm

de 1995 a unos 16 millones de Tm en el año 2001 (FAO, 1996; Mann, 1998a).Del total

dequesoelaboradoen el mundo,la UF y EEUU producenel 67% (Mann,1998a).A nivel

mundial, la producciónquemásha crecidoes la del quesofresco, un 33% en 10 años,

debido principalmenteal aumentoen la demandade alimentospreparadosy a la gran

explosióndel consumode pizzas (Mann, 1998a).Además,muchospaísesorientalesde

escasatradición quesera,estánoccidentalizandosus hábitosdietéticosy comenzandoa

consumirqueso.
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En Españaexisten504 queserías,lo querepresentael 48% del total de las industrias

del sector lácteo.De ellas tan solo 28 tienenuna producciónsuperiora 2.500 Tm]año

(MANiLA, 1996). La cantidadtotal de quesoproducido en nuestropaísen 1995 ha sido

estimadapor la FAO (1996) en 172.000 Tm y por la FENIL en 269.000Tm (Anónimo,

1998a).Segúnestaúltima fUente, la producciónen 1996 fUe similar a la del añoanterior,

correspondiendoel 50% a quesode mezcla,el 25% a quesode vaca,el 14% a quesos

fUndidosy el restoa quesosde ovejay cabra(Anónimo, 1998a).Aunqueen Españase

comercializanmásde 100 variedadesde queso,destacapor su volumen de producción,

despuésdel quesode mezcla,el de vacafresco, queen 1996 alcanzólas 4547.000Tm

(Anónimo, 1997). A pesarde que los quesoscon Denominaciónde Origen son muy

apreciados en nuestro país, su producción fUe tan sólo de 8,2 Tm en 1996,

correspondiendoel 50%de estacifraa quesoManchego(Anónimo, 1997).En general,se

puededecir quela producciónqueseraespañolase mantienemáso menosconstante,ya

queel aumentoen la producciónde quesosfrescosha sido compensadopor un descenso

en la elaboraciónde quesosdemezcla(P. ValentínGamazo,comunicaciónpersonal).

Los quesosproducidosen continuo(unaproporciónmuy pequeña,actualmente)son

los únicos que no dan lugar a suero como subproducto.Su procesode elaboración

comienzapor la concentraciónde la lecheporultrafiltración(dandocomosubproductoun

líquido permeadomáspobreen materialnitrogenadoqueel obteniblea partirdel suerode

queseríaconvencional)y despuésde la coagulaciónno serealizadesuerado.

No existendatospublicadossobrela producciónmundial de suerode quesería,pero,

considerandoqueporcadaKg dequesoseobtienenaproximadamenteunos9 L de suero,

podemosestimar estacifra en unos 140-144 millones de Tm. Los datos disponibles

indicanquecasi la mitadde la producciónmundial de sueroseobtieneen los paísesde la

UE (Comegna,1996).En España,sevienenproduciendoentre1,5 y 2,4 millones deTm

de suero (FAO, 1996; FENIL, 1998).Parahacernosuna ideagráfica de estevolumen,y

considerandoque una piscinaolímpica de 2 m de profUndidad, tiene aproximadamente

2.500Tm decapacidad,sepuedecalcularqueconel sueroespañolse podríanllenar unas

700 piscinas.En 1984, Zalí ya sereferíaa la producciónde suerocomo a un “océanode

líquido”.
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mx
mx

mx

2. 3. 2. Composiciónde los princ¡~alestipos de suero de quesería
mx

El CódigoAlimentarioEspañol,definecomosuero “los líquidosformadosporparte mx
U

de los componentesde la leche que resultande diversosprocesosde elaboraciónde
mx

productos lácteos”. Esta defmición incluye el suero de quesería,el de mantequilla
U’

(mazada)y los procedentesde la obtención de caseínas.El suero de quesería es ahí mx

defmidocomo“el líquido residualdela elaboracióndel queso”.
e

El suero de queseríaesun líquido amarillo-verdosoqueseobtienetrasla separación e’

U’
de la cuajada.Uno de los principalesfactores que afectana la composiciónde este

U,

subproductoesel tipo de coagulaciónempleado.Así, en función de que la coagulación U’

e
seamáso menoslácticay/o enzimáticase obtienendistintos tipos de cuajadasy sueros. U’

En general, los suerosde queseríase denominanácidos cuandoposeenvalores de pH e
e

igual o inferioresa 5, y dulcessi supH essuperiora 5,6 (Madrid, 1994; Mawson, 1994).

La composicióndel suerode queseríano sólodependede las particularidadesdel proceso O
U’

de elaboración,sino tambiénde la composiciónde la leche cruda empleada(Hobman, e

1984;Zalí, 1992; Madrid, 1994; Castilloy col., 1996).La Tabla2 muestraunarelaciónde e
U’

los principalesfactoresque influyenenla composicióndeestesubproducto. e

e

Comose indica en la Tabla3 el suerode quesería(ácido o dulce), incluye en su

composiciónun 93-94%de agua,3,3-6%de lactosa,0,5-0,9% de proteinasdel suero U’
U,

(lactoalbúmina y lactoglobulina, principalmente) y 0,1-1% de grasas, además de U’

minerales,ácidolácticoy bastantealtaconcentraciónde vitaminasdel grupoB (Hargrovc U’
U’

y col., 1976; Glass y Hedrick, 1977a;Glass y Hedrick, 1977b; Marwaha y Kennedy, e

e1988; Zalí, 1992; Luquet, 1993; Madrid, 1994; Mawson, 1994; Yang y Silva, 1995;
U’

Castilloy col., 1996;GonzálezSiso, 1996). e.

U’

La lactosasueleestarpresenteen suerosdulceso ácidosen similar concentración, e.

eaunque,en algunossuerosácidos,sunivel puedeseralgomásbajocomoconsecuenciade
U’

las fermentacionesbacterianasexperimentadasdurante el proceso de fabricación del U,

U’
queso (Olass y Hedrick, 1 977a; Mawson, 1994). El contenido mineral suele ser

e
ligeramentesuperioren los suerosácidos(1-largrovey col., 1976; Glassy Hedrick, 1977b; mt

e
Zalí, 1992).En estetipo de suerospuedesertambiénparticularmentealta (hasta0,7%) la

U’

e
e

U,
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cantidadde ácido láctico(Mawson, 1994).Ambasvariedadesdesuerosuelenpresentarun

alto contenidosalino, constituyendoel NaCíy el KCI másdel 50% del total de lassales

presentes(ZaIl, 1992; González Siso, 1996). Los sueros,particularmentelos ácidos,

contienenbastantefosfato cálcico(Glassy Hedrick, 1977b;GonzálezSiso, 1996) y son

muypobresenhieaoy yodo (Glassy Hedrick, 1977b;Zalí, 1992).Engeneral,los sueros

son una excelentefuentede vitaminasdel grupoB, especialmentede B12, riboflavina,

ácidopantoténico,biotinay colina(Glassy Hedrick, 1977b;Zalí, 1992;Madrid, 1994).

Tabla2. Factoresqueafectanala composiciónquímicadel suerode queseria.

Composiciónde la lechecruda

Factoresgenéticos

Especieanimal

Raza

Mejoragenética

Individuo

Factoresambientales

Edad

Alimentación

Númerodepartos

Fasede la lactación

Procesode elaboraciénempleado

Tratamientopreviodela leche

Pasterización

Filtración
Refrigeración

Modode obtencióndela cuajada

Cultivos iniciadores
Empleode ácidos.

Tipos deenzimas:origenanimal,vegetalo
microbiano

Manipulación dela cuajada

Tamaflodel corte
Temperatura/tiempo

Agitación

Desuerado

TomadodeCastillo y col. (¡996).
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Tabla 3. Composiciónquímica del suerode queseríay del líquido permeado

por ultrafiltracion.

Composición SUERO PERMEADO
(W100 mL) Dulce Ácido Dulce Ácido

Humedad 93-94 94-94,6 93,6-94,3 93,1-94,2

Sólidostotales 5,6-6,4 5,6-6,8 5,7-6,4 5,8-5,9

pH 5,6-6,1 4,34,7 5,6-6,1 4,34,7

mx

Contenido en sólidos mx
Lactosa 4,4-5,1 3,7-5 4,9-5,8 4,3-4,55 mx

Proteína 0,5-0,9 0,5-0,8 0,01-0,012 0,018-0,02 U’

Grasa <0,05-0,7 0,04-0,06 <0,01 <0,01 U’

e.
Ácido láctico 0,1-0,2 0,5-0,7 0,14 0,44-0,62

Minerales 0,5-0,7 0,6-0,8 0,5-0,54 0,56-0,74 —-

e.
Contenido en minerales

e

Calcio 0,04-0,05 0,1 0,04-0,05 0,14 e.

Fósforo 0,03-0,05 0,08 0,03 e.

Hierro <0,001 0,001 <0,001 <0,001 U’
e.

Sodio 0,04-0,5 0,05 0,04-0,06 0,05
U’

Potasio 0,13-0,16 0,14 0,13-0,18 0,17 e.

o
Vitaminas <‘>

U’
Vit. A (UI/l00 g) 69-240 47-165 - e

Tiamina(mg/lOOg) 0,38-0,59 0,35-0,58 - e.

Riboflavina(mg/lOO g) 1,7-2,9 1,5-2,3 - U’

Biotina 4tg/100g) 28-112 2949 - e
U’

Niacina(mg/100g) 0,76-2,03 0,61-2,51 - e.

Pantoténico(mg/IOOg) 8,2-15 7-14 - e

Vit. B6 (mg/lOO g) 0,3-0,7 0,4-0,9 - e.

Vil. B12 (jig/100g) 0,9-3,7 1,7-3,4 - U’

Colina(mg/lOO g) 62-173 60-171 - U’

e
Datospublicadospor diversosautores(Hargrovey col., 1976;Glassy Hedrick, 1977a;Glassy e
Hedrick, 1977b;Hobman,1984;Pearce,1992;Zalí, 1992;Madrid, 1994;Mawson,1994;Yang
y Silva, 1995)
(1) Contenidoestimadoen sueroenpolvopor Glassy Hedrick(1977b).
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El componentede los sueros con mayor valor comercial son las proteínas,que

constituyendel 0,5 al 0,9%del pesohúmedo.La proteínadel suerobovino tieneun perfil

de aminoácidosesencialestanbuenocomoel de la Proteínade Referenciade la FAO (la

proteínaimaginariaque representala proporción de aminoácidosideal para cubrir las

necesidadeshumanas).Porello seempleaen preparadosparalactantes.El nivel de lisina

es incluso mayor que el de la Proteínade Referencia,por lo que complementa

perfectamentea la proteínadecereales,limitanteenesteaminoácido.

Cuandosehablagenéricamentede la “proteínadel suero”,la expresiónsueleincluir

a todo el materialnitrogenado.En lechehay algunospéptidosmuy característicos,con

distintas accionesfisiológicas (por ejemplo, opioide), que se denominangenéricamente

“péptidosactivos”y queensumayorpartepasanal suero.

El péptido más abundantey típico de los suerosde queseríaes sin embargoel

glicomacropéptido, también llamado caseino-macropéptido,de 64 aminoácidos,

procedentede la hidrólisis de la K-caseinaduranteel cuajado, y que puede llegar a

constituir hastaun 0,1% del suero. Tambiénse han identificado en suerodiferentes

fraccionesoligopeptídicasde unos 20-25 aminoácidos,procedentesde la hidrólisis de

diversas caseínasdurante la fabricación del queso (Chianesey col., 1997). Otros

compuestosnitrogenadospresentesen el suero son las proteosa-peptonas(péptidosde

tamañomedio), la urea(200-600ppm) y el ácido úrico (Horton, 1995; GonzálezSiso,

1996). Como semuestraen la Tabla 4, el sueroesademásrico en aminoácidoslibres,

particularmente en ácido glutámico, lisina, prolina, tirosina y ácido aspártico

(Mavropoulouy Kosikowski, 1973).

Separandolas proteínasdel suero por ultrafiltración, o bien por precipitación

mediante calentamientoo tratamiento con sales, se obtienen, respectivamente, el

permeadoy el suero desproteinizado(Zadow, 1984; Zalí, 1992).Aunquesucontenidoen

solutosde bajopesomolecularessimilar al de los correspondientessueros,su contenido

en grasasy material nitrogenadodependedel tamaño del poro de la membranade

filtración o del tratamientode desproteinizaciónaplicado.Aunque en esta tesis se ha

trabajadosobretodocon penneadoprocedentede la ultrafiltración de suerode quesería

dulce, incluimos en la Tabla3 la composiciónquímicadescritapor varios autorespara
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diferentespermeadosde ultrafiltración (utilizando membranascon poros de distintos

tamaños).

Tabla 4. Aminoácidoslibresensuerode queseria.

Aminoácido

Lisina

Histidina

Arginina

Ácido aspártico

Serma

Ácido glutámico

Prolina

Glicina

Alanina

Valina

Leucina

Tirosina

Fenilalanina

Cistina

Sueroácido Suerodulce

(g/Kg sueroenpolvo) (gfKg suero enpolvo)

0,48-2,02 0,04-0,22

0,12-0,28 0,03-0,16

0,04-0,21 0,09-0,25

0,25-0,41 0,04-0,43

0,06-0,08 0,05-0,17

0,95-3,32 0,28-2,50

0,49-1,74 0,15-0,83

0,03-0,07 0,07-0,38

0,06-0,21 0,07-0,52

0,03-0,16 0,02-0,15

0,05-0,17 0,02-0,10

0,21-0,99 0,02-0,20

0,09-0,29 0,02-0,28

0,01-0,04 0,04

Tomadode Mavropoulou y Kosikowski (1973).

Es dificil generalizarsobre el contenido microbiano (cuali- y cuantitativo)

característicode un suero de quesería.Numerosos factores intervienen en su gran

variabilidadmicrobiológica:la composiciónquímicay contaminacióninicial de la leche,

los tratamientosde higienización empleados,y sobre todo el tipo de cultivo iniciador

empleadoen la elaboracióndel quesoy sutemperaturay tiempode incubación(Hobman,

1984; Villani y col., 1995). Las especiespresentesen los cultivos iniciadores son
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generalmente bacterias lácticas homo- y/o heterofermentativasde los géneros

Lactobacillus, Lactococcus,Streptococcusy Leuconostoc.Entre los contaminantesde

origen ambiental,ademásdenumerosasbacterias,sehanaisladocon frecuencialevaduras

de las especiesDebaryomyceshansenii,K¡uyveromycesmarxianusy Yarrowia lfpolytica

(Macedo y col., 1995; Viljoen y Greyling, 1995). Es requisito legal para poder

comercializarseen nuestropaís,queun suerolíquidono excedalas io~ u.fc./nt (Código

AlimentarioEspañol).

Ya se ha comentadoanteriormenteque los sueros presentanun considerable

contenidoenmateriaorgánica.La DQO deun suerodulceoscilaentre57.000y 100.000

mgl (Gilliland, 1979; Oholsony Gough.1980;Bayer,1983;Marwahay Kennedy, 1988;

De Felice y Scioli, 1994; Ghaly y EI-Taweel,1995a)y la DBO5 entre30.000 y 50.000

mgl (Marwaha y Kennedy, 1988; Reinbold y Takemoto, 1988; Harden, 1996). Una

fábricaqueprocese100.000L de leche/díada lugar a unacontaminaciónequivalentea la

generadapor una poblaciónde 55.000-65.000habitantes(GonzálezSiso, 1996; MMA,

1996).Los 4,6 millonesde litros desuerogeneradosdiariamenteenEspaña,encasodeno

serutilizadoso depuradosaportaríanunacargacontaminanteequivalentea la de las aguas

residualesdomésticasgeneradaspor 4,5 millonesdepersonas.

Cuandose recuperanlas proteínaspor ultrafiltración, precipitacióncon sales o

calentamiento,se obtieneuna reducciónde entre 10.000 y 15.000 mg/L de la DQO

(Mawson, 1994; González Siso, 1996). El vertido de los líquidos resultantes(los

permeados),aunque carezcande proteínas, también pueden constituir un problema

medioambiental,porquela lactosatodavíapresente,representael 70-80%de la DQO del

suerodepartida(Zadow, 1992;Zalí, 1992).

2. 3. 3. Principalesformasdeaprovechamientodelsuerodequesería

Es posible que el aprovechamiento(aunqueparcial) del suero se remontea los

orígenesde la elaboracióndelqueso.Sesabeque500añosa.C. los griegosya prescribían

el suerocomobebidaterapéutica.En la EdadMedia, el sueroseutilizaba en fórmulasde
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mx

mx
mx

U

“crecepelos” y brebajescontra quemadurasy diversas enfennedades.Es práctica

tradicionalsuempleoparaprepararrequesónobebidasparapersonaso animales. mt
mt

En las últimas décadasseestáprestandoen los paisesmásdesarrolladosespecial
mx

interésal medioambientey, entreotros,al problemade la contaminaciónpor suerode los

ríosy arroyos.Esto,sumadoa la concienciadel derrochede componenteslácteosdevalor e.
mx

biológico y comercial(lactosay proteínas),ha conducidoal desarrollode muy diversas e.

formasdeaprovechamiento. U’
U’

Sepretendepues,paraempezarminimizar, el vertidode sueroy líquidosderivados, U-

U’

aunquedicho vertido serealice de forma controladaa las redesde alcantarilladoy con e.

U-destinoa las depuradorasurbanas.Sin embargo,estoexige inversionesqueno siempre
e.

son directamenteproporcionablesa las cifras de producción.Para elegir la forma de e.

eaprovechamientomásadecuadahay queteneren cuentael tamañode la industria.Así,
e

por ejemplo, para una queseríaque produzcamenosde 50.000 L de suero/día, en e

U’
general,sólo resulta rentablesu utilización directa para alimentaciónanimal o como

U’

fertilizantenatural(Yangy Silva, 1995).Paraqueseríascon produccionesde entre50.000 U’

U’

y 200.000L de suero/díapuede ser rentableinstalar un sistemade ultrafiltración para
recuperarlasproteínas,o fabricarrequesóno sueroenpolvo, o inclusoemplearalgúntipo U’

U’

de fermentaciónparala producciónde sueroamoniacal(FACW —FermentedAmmonium U’

CondensedWhey-) para alimentaciónanimal (Yang y Silva, 1995). La aplicaciónde U’
U’

procedimientospara la obtención de concentradosproteicas (WPC —Whey Protein

Concentrate-),lactosa cristalizada, fermentaciones,jarabesde lactosa hidrolizada,etc., U’

e
sueleestarlimitadaa queseríasqueproducenmásde 200.000L suero/día(Yang y Silva, e

1995). En la Figura 1 se muestranesquemáticamentealgunasde las posibilidadesde e
e.

aprovechamientodel suero. e.

U’

e
e

2. 3. 3. 1. Utilización del suerocompleto e
U’

Entre las principalesaltemativasdisponiblesparala utilización del suerosin ningún e

etipo de tratamientoestásu adicióna piensos y aguasdebebidade animales,sobretodo
U’

decerdos(Marwahay Kennedy, 1988; Morr, 1992; Yang y Silva, 1995; GonzálezSiso, U’

U’

e
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e
e

1996).El empleodel sueroen polvo paraalimentaciónanimal ha constituidohastahace
epocounade las aplicacionesmás importantes,bien incorporadoa piensoso fórmulaspara
u

animaleslactantes,o bien en forma de bloquesparalamer(Hobman, 1984; Morr, 1992;
eYangy Silva, 1995). La deshidratacióno concentraciónde los suerosfacilita su manejoy
e

abaratasutransportea las granjas,a la vez quepreservalascualidadesdel suero fresco. e

e

Además,aplicandoligerastransformaciones(por mezclao fermentación)sehan logrado
aditivosparaalimentaciónanimalaceptadospor la FDA (Food andDrug Administration) e

U’
de EstadosUnidos,comoes el sueroamoniacal(o FACW) antescitado, que sedestinaa

U’

la alimentaciónderumiantes(Juengst,1979). U’

e

Tambiénel hombreesun consumidortradicional de derivadosdel suero.Así, en e

eItalia, Españay otros paísesde la cuencamediterráneaes muy frecuentela elaboración
U’

(por coagulacióntérmica a 80-900C) de los denominadosquesosde suero (Ricotta, e
e

Requesón,Anthotyros) cuya composicióncontiene mayoritariamenteproteínasséricas
e

(Jelen,1983; CódigoAlimentario Español,1992; Pearce,1992; Jelen, 1992; Kalogridou- e
e

Vassiliadouy col., 1994). TambiénenNoruega eshabitualel uso del sueroparahacerun e

análogodequeso(Mysost)evaporandopor ebullición cercadel50%del agua. U-

e

Aunque el principal destino de los suerosen polvo sea la alimentaciónanimal U
e

(González Siso, 1996), en inferior proporción se utilizan también en alimentación

humana,comoingredientesalimentariosen la industrialáctea(yogures,helados,postres),
e

cárnica(embutidoscocidos), panadera,pasteleray en la fabricaciónde bebidas(para

deportistas,por ejemplo) y alimentosinfantiles (Mathur y Shahani, 1979; Marwaha y U-

e
Kennedy,1988;Morr, 1992; GonzálezSiso, 1996).En estosproductos,el suero(a veces e

empleadocomo sustituto de la leche) puede contribuir a mejorar las características U’

e

organolépticas(sabor,textura,color) y a aumentarel valor nutricional.El principal factor U’

limitante parala utilización del sueroes el alto contenidoen sales, que le confiereun U’
e

saborsalado/metálicopoco atractivo para el consumidory que es más acusadoen los e

sueros ácidos (Hoppe y Higgins, 1992; Morr, 1992; González Siso, 1996). La U’

e
desmineralización(por ósmosisinversa,por ejemplo),amplia puesconsiderablementelas e

posibilidadesde aplicación(Hoppey Fliggins, 1992).En la Tabla5 sepresentanalgunas U’

e
de las aplicacionescomercialesdel suero comoingredienteen alimentos.Dentrode estas e’

e
U
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aplicaciones hay que destacarla fabricación de bebidas no alcohólicas, que está

adquiriendoimportanciaen los últimos años.En muchospaisesdel centro y norte de

Europasefabricanbebidas,frecuentementecon sabora frutas,cuyabasede formulación

esel suero(Holsingery col., 1974; Jelen,1992; Anónimo, 1996;Mann, 1996).Algunas

deellasyaseencuentrandisponiblescomercialmenteen nuestropaís.

Tabla 5. Aplicaciones del suero de quesería en polvo como ingredienteen
alimentos.

Suerodulce

Quesosespeciales
Requesón
Helados
Panes, bollos, galletas
Glaseados, caramelos y recubrimientos para caramelos, chocolate
Margarina, salsas, tentempiés
Zumos de frutas y otras bebidas
Sopas, alimentos infantiles
Productos cárnicos

Sueroácido

Bebidas con sabor a fruta y productos lácteos fermentados
Quesos procesados
Galletas, panes y bollos.
Aderezos
Sorbetes
Salchichas y otros productos cárnicos

Tomado de Morr (1992) y Yang y Silva (1995).

En diversospaíses(principalmenteItalia) se utilizan pequeñascantidadesde suero

crudocomo cultivo iniciador para la fabricaciónde quesoscomo el Provolone,Grana,

Mozzarella,Oaxaca,Gruyereo Emmental(Valles y Moquot, 1972; Giratlk y col., 1992;

Neviani y col., 1992; Reinheimery col., 1995; Aguilar y col., 1998; Montero y col.,
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u,
1998).Paraesteuso,sesometepreviamenteel suerofrescoa un procesode incubación, e

U’
para promover el crecimientode la microflora específicapara la maduraciónde esos

U-

quesos.Tambiénsehan empleadosueroscomomediode cultivo, paracl desarrollode u
e

cultivos iniciadoresdestinadosa la fabricaciónde yogures,mantequilla,etc. (Mathur y
Shahaní, 1979). U-

e

Aunqueen muchasocasionesserequieresu suplementacióncon nutrientes,o el uso e
U-

de tratamientosprevios,el sueroconstituyeun excelentemediode cultivo paraun amplio e.

númerode microorganismos.Sehandesarrolladodiversosprocesosbiotecnológicos,de e.
U’

bioconversióno fermentacióndel suero,orientadosa la obtenciónde diversostipos de
e.

materiales:a) productos que se obtienen en grandes volúmenes,pero con un valor U’

e
comercialrelativamentebajo, comoes el casodel metano,el etanol, la biomasaproteica, e.

o los efluentestras la depuración;b) productos con un valor comercial mayor y que U’

U’

tambiénseproducen en grandescantidades(ingredienteso aditivos paraalimentación e.

animal o humana,levadurasdepanadería,aminoácidos,polisacáridos,etc.); y c) los que e.
U’

seobtienenenvolúmenesmuypequeños,pero con un valor comercialmuyelevado,tales e.

comoantibióticosy otrosproductosfarmacéuticos,enzimas,vitaminas,etc. U’
e

Los procesosdebioconversióndelsuerosebasansobretodoen el usode levaduras,
U’-

y serán ampliamentedescritosen la sección5. 7. de esta Introducción. Sin embargo, e.

también se pueden obtener diversos compuestos (alcoholes, ácidos orgánicos, U’
U’

aminoácidos,vitaminas,aromas,hormonas,aceites, polisacáridos)del cultivo debacterias e.

U’o mohos,algunosde los cuales figuran en la Tabla 6. Un ejemplo de productosno
U

procedentesde levadurasesel acetatocálcicomagnésico(CMA) empleadoparasustituira u,

la salencarreterasheladas(Yangy Silva, 1995).Otrocasoesel del cultivo de Shewaretía U-
mt

putrefaciensen suero dulce, para obtener ácidos grasos oi~-3 empleablesen dietas e.

e

adecuadasparapatologiascardiovascularese inflamatorias(Cadieuxy col., 1998).
U’

En agricultura,y por su aptitud comofertilizanteseestáutilizandosuero,dentrode
e

determinadoslimites,parariegos de terrenos(Robbinsy Lehrsch,1998). El uso de suero e.
U’

parariegodebesermuy controladoya quepuedeconducira unaexcesivasalinizaciónde
e

los suelos(Zalí, 1992; Yang y Silva, 1995). Recientemente,se ha visto que la adición e
e

conjuntade sueroy pajaa terrenoscalcáreossusceptiblesde erosión,puedemejorarsu
U’

U’

mt
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Tabla 6. Productosderivadosdel cultivo de algunasbacteriasy mohos en suero de
queseríay permeado.

PRODUCTO MICROORGANISMO MEDIO UTILIZADO REF.

Metano Bacteriasanaerobiasobligadas
y facultativas

Suero, Permeado,
Etluentes lácteos

(3 7 9)

Antibióticos Penicillium sp. Suero hidrolizado

Suero o permeadocon o sin
suplementación

(3)

(3 9 10, 13)Ácido láctico Bacterias lácticas, horno- y
heterofermentativas

Lactato amónico Bacterias lácticas Permeadoy urea. (1,3,4)

Acetatocálcico
magnésico(CMA)

Lactococcuslactissubsp lacfis
CIostr¡diumformicoaceticumn

Suero (9)

Ácido acético

Lactococcuslactissubsp.ladis
Clostridiumformicoaceticum
Acetobactersp.
C¡ostridium pe~ír¡ngens’
Propionibacteriumacidípropionici

Suero o permeado

suplementados

Suero

(3, 6, 8, 9,

II)

(6, 8)Ácido butírico Clostridiumpeifringens .Propion¡b~teriumacidipropion¡ci

Ácido propiónico
Closfrid~um perfringens
Propionibacterluin acidi~ropionici
Propionibacteriurn sp.

Permeado (3, 6, 8, 9)

Acetona-Butanol
Iso-Propanol

Clostr¡dium sp. Perneado (3,4. 5, 9)

Ácido cítrico Aspergillusniger Permeado (3, 9)

Aceites Varios hongos Permeado (9)

¡3-galactosidasa
A. rnger, A. oyzae,L. bu!garicus, E.
coli

Suero o rmcado con o sin
suplemento, con o sm
hidrólisis dc lactosa

(3, 9, ¡2)

VitaminaB,2 Propionibacteriumn s~.

Clostrídiumsp.

Suero (2. 3,9)

Riboflavina Clostridiumacetobutylicurn Suero (3)

Insecticidas Bacillus sp. Suero hidrolizado (3, 9)

Polisacáridos(xantano)

Xanthomonassp.

Arthrobactersp.
Alcaligenessp.
Zoogleasp.

Suero (3)

Diacetilo Lactococcuslactissubsp.lactis Suero (3)

Ácido giberélico Fusariwn moniftforine Suero 3

Aminoácidos Diversas bacterias, E. coli
modificado

Suero (3, 9)

(1) Juengst(1979); (2) Marwahay col. (1983); (3) Hobman(1984);(4) Zadow(1984); (5) Schoutensy Groot
(1985); (6) Sorlini y col. (1993); (7) Mawson (1994); (8) Sorlini y Daifonchio (1995); (9) Yang y Silva
(1995); (lO) Moya Mora y FuertesGonzález(1996); (11) Huangy Yang (1998); (12) Murad (1998)y (13)
Selmer-Olseny S$rhaug(1998).
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estabilidady permeabilidad(Brown y col., 1998).Estaaplicaciónpodríaserde interésen

nuestropaís,degrantradiciónen el cultivo de cerealesy conseriosproblemasde erosión.

Otrasaplicacionesdel sueroson la producciónde espumasdepoliuretanoy resinas

de termoselladoparaconglomerarmaterialeslignocelulósicos,y paraagregarlas menas

de mineralespara su posteriorpeletización(Chambersy Ferretti, 1979; Yang y Silva,

1995).El sueroestambiénun excelenteco-sustratoparael cultivo de algunassetas,como

Morchella (Hobman,1984;Kilara y Patel, 1992).

2. 3. 3. 2. Utilización del suerofraccionado

En muchas ocasiones el suero es aprovechadode manera fraccionada. El

fraccionamientomás elemental es la desmineralización(por electrodiálisis, ósmosis

inversay otrosprocedimientos)queelimina el sabormetálicodel sueroy permitemayor

rango de aplicaciones. Comúnmente,sin embargo, el fraccionamiento pretende la

recuperaciónde las proteínaso la lactosa, aunquela tendenciaes a recuperartambién

otros componentesminoritariosincluidaslas sales,queseaprovechanparala fabricación

de bebidasfuncionalesenJapóny Finlandia(Horton, 1995).

El primerpasodel fraccionamientodel sueroparala separaciónde las proteínasse

lleva a cabo generalmentepor ultrafiltración, o por desnaturalizacióntérmica y/o

isoeléctrica;las proteínasdesnaturalizadasse recuperanpor decantacióno centritbgación

(Hobman, 1992). La desproteinizaciónda lugar a un subproductoliquido que posee

todavíael 90%de los sólidosdel suero.La ultrafiltración serealizaatravésde membranas

semipermeables,queen el casodel sueroexcluyenmoléculasconpesomolecularsuperior

a 15.000-25.000daltons. El procesose realiza a presión, y el flujo del líquido es

tangenciala la membrana.Lasoluciónqueatraviesa la membranasedenominapermeado

y contiene,ademásdeaguay lactosa,mineralesy nitrógenono proteico.Al líquido queno

atraviesala membrana,se le llamaretenido y esun concentradode proteínasy restosde

grasa,ademásde incluir lactosa y sales en la misma concentraciónque el suero. Para

rebajar la concentraciónde moléculasde pequeño tamaño,se puede añadir aguaal

retenidoy tiltrarlo denuevo(lo quesellamadiatiltración).
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a. Proteínas

Las proteínasdel suero representanel 20% del total de proteínasde la leche.

Aproximadamenteun 50%de las seroproteinascorrespondea la p-lactoglobulinay un 12-

20% a la a-lactoalbúmina;el resto estáconstituidopor inmunoglobulinas,seroalbúmina

bovina (BSA), lactoferrinas, lactoperoxidasa, casein macropéptido(CMP) y otras

fraccionespeptídicas(Renner,1992;Morr y Ha, 1993; GonzálezSiso, 1996;Clare,1998).

Como ya seha indicado, estasproteínastienenun alto valor nutricional, por lo que se

aprovechansobre todo en preparadospara lactantes y niños de corta edad. Sus

propiedadesfuncionalesson excelentes,por lo que su utilización como ingredienteen

todo tipo de alimentosestáaumentandoconsiderablementeen los últimos años(Mann,

1997a);cabedestacarsuscualidadescomoemulsionantey espumante,su altasolubilidad,

su gran aptitud gelificante y adhesivay su elevada capacidadde retención de agua

(Mangino,1992;Mor y Ha, 1993; Castilloy col., 1996; De Wit, 1998;Juy Kilara, 1998).

Aunque la separaciónpor desnaturalizacióntérmica provoca la pérdidade las

propiedadesfuncionalesde las proteínasséricas,no modifica suspropiedadesnutritivas,

por lo que, a menudoseobtienenasí preparacionesde lactoalbúmina(Pearce,1992; Morr

y Ha, 1993;Castilloy col., 1996).

Se handesarrolladodiversosprocedimientosparala recuperacióny fraccionamiento

de las proteínasdel suero, como precipitación con polielectrolitos (cloruro férrico,

carboximetilcelulosa,polifosfatos) o distintos tipos de cromatografia(de intercambio

lónico, cribamolecular,inmunoafinidad),ademásde técnicascombinadas(Pearce,1992;

Morr y Ha, 1993;Castilloy col., 1996; Kim y Li-Chan, 1998).

Los derivadosdel sueromásconocidosson los concentradosproteicos,conocidos

por las siglas WPC (Whey Protein Concentrate)(Morr y Ha, 1993; De Wit, 1998), y

obtenidospor ultrafiltración, díafiltración y secado(Mangino, 1992). Los WPC tienen

entre un 35- 75% de proteínas(Pearce,1992; Mor y Ha, 1993; De Wit, 1998) y se

empleanen productoslácteos,tentempiés,caramelos,chocolates,sopas,salsas,películasy

recubrimientoscomestibles,productos de panaderiay cárnicos, alimentos dietéticos,

bebidas,etc. (Mathur y Shahani,1979; Mangino, 1992; Mor y Ha, 1993; Baneijeey
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Chen,1995;Brun y Dalgleish, 1997;Le Hénaffy col., 1997;De Wit, 1998; Gogoiy col., e,

1998; Kailasapathyy Supriadi, 1998; Kim y Ustunol, 1998; Levy y McGregor, 1998;
mt

Sherwiny col., 1998). e,,

e.

FI desarrollode los procedimientosde separaciónpor membranasha permitido la

obtenciónde productosmejorados,comolos “aisladosproteicos”o WPI (Whey Protein

Isolates), que se obtienen combinandoultrafiltración y cromatografiade intercambio

iónico, y cuyocontenidoen proteínasesmayor (90-95%) (Castilloy col., 1996; De Wit,

1998). Su calidad funcional y el hechode estarprácticamentelibres de lactosa,grasay

minerales,hacea los WPI muy versátilese idóneosparamuy diversasaplicacionescomo

ingredientesfuncionalesy nutritivos (Morr y Ha, 1993; Castillo y col., 1996, De Wit,

1998). Un ejemplo de aplicaciónde alto valor añadidoson los gelesmicroparticulados

empleadoscomoimitadoresde grasas(Simplesse,Trailbíazer).Los WPJsirventambién

paraelaborarpelículascomestibles(Banerjeey Chen,1995;Miller y col., 1998;Yildirim

y Hettiarachchy,1998) y se estáestudiandola posibilidadde hacercon estasproteínas

microcápsulasparavehicularsustanciaslíquidasfácilmenteoxidables(Rosenbergy col.,

1998; Sheuy Rosenberg,1998). u,
U’

Para algunasaplicacionesson particulannenteadecuadaslas proteínasde suero

texturizantes, WPT (Whey Protein Texturizer), que poseen excelentes cualidades

emulsíficantesutilizablesen surimis,salsas,productoscárnicosprensados,etc. (Thomsen,
U’

1995). U’

Existen ya en el mercadopreparadosde seroproteinashidrolizadas(WPP —Whey

Protein-hydrolyzedPeptides)con propiedadesde digestibilidady solubilidadmejoradas
e.

(Castillo y col., 1996; Zhangy Farkye,1998). e.

Actualmentese tiende al fraccionamientode especiesproteicascon propiedades

específicas,dctipo funcional,nutricionalo farmacológico.Así, por ejemplo,seobtiene la

3-lactoglobulinaparasu uso en carnesreestructuradasy alimentosparadeportistas.Las

inmunoglobulinasy BSA se emplean en dietas para enfermos de Parkinson y en

rnmunoterapia (SIDA, cáncer). La lactoferrina puede emplearseen preparaciones

antianémicasy dietas infantiles; ademásde como agenteantimicrobianoigual que la
u,

U’

U’
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lactoperoxidasa(0Mev, 1994; Yang y Silva, 1995;Mann,1997a;Mann, l997b;Kim y Li-

Chan, 1998). Recientementeestán recibiendo mucha atención las propiedadesy

posibilidadesde aprovechamientodel CMP (tambiéndenominadoglicomacropéptido,o

GMP)queenocasionespuedellegara representarhastael 15%de lasproteinasdel suero;

susposibilidadesparala elaboraciónde dietasparafenilcetonúricosson prometedorasya

que carece de aminoácidos aromáticos, además de poseer excelente capacidad

eniulsificante y buenasolubilidad en intervalos amplios de pH y temperatura(Clare,

1998).

b. Lactosa

Consideradacomo“el azúcarde la leche”, la lactosa(4-o-j3-D-galactopyranosyl-D-

glucopiranósido)constituyeel 70-80%del total de los sólidosdel suero (Hobman,1984;

Zadow, 1984; Harper,1992; Zalí, 1992) y esel principal responsablede suDQO (Zadow,

1992;ZaIl, 1992).

La utilización de este azúcar, poco dulce y poco soluble, ha sido objeto de

numerosasrevisiones(Hobman,1984; Zadow, 1984; Zadow, 1992; Yang y Silva, 1995).

Sepuedeobtenera partir de todo tipo dc suerosy derivados(Harper, 1992);mientrasque

en Europageneralmentese obtienemayoritariamentede sueros,en EstadosUnidos se

prefiere el penneado como materia prima (Yang y Silva, 1995). Se purifica

frecuentemente mediante un proceso de cristalización, a partir de soluciones

supersaturadas(Hobman, 1984; Harper, 1992; Yang y Silva, 1995;Castillo y col., 1996;

GonzálezSiso, 1996). Tambiénsepuedesepararpor precipitacióncon metalesalcalinos

(procesoSteffen)o medianteprecipitaciónconalcoholesu otros solventes(Harper, 1992;

Yang y Silva, 1995).

La lactosase utiliza comúnmentecomo ingredienteen alimentos infantiles, para

aportarnivelessimilaresa los presentesen lechehumana(7%). Seincluye también,en la

formulación de muchos alimentos (sopas y salsasinstantáneas,pastas,panaderíay

confitería, productoslácteos como leche condensaday helados,bebidas instantáneas,

aderezos,salchichas y otros derivados cárnicos, frutas en conserva, mermeladas,
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chocolates)(Zadow, 1984; Harper, 1992; Yang y Silva, 1995; Morr y Barrantes,1998).

Lasprincipalespropiedadespor lasqueseutiliza estedisacáridoen alimentosson el bajo

poder edulcorante,la aptitud para la fijación de aromas,la adsorciónde pigmentosy

volátiles, el poderemulsificantey agregante,la mejorade la textura, la participaciónen

reaccionesde Maillard (favoreciendola coloracióntostadatípica de los productosde

panadería)y la potenciaciónde la absorciónintestinal del calcio (Zadow, 1984; Harper,

1992; Yang y Silva, 1995). También se emplea frecuentementecomo excipienteen la

fhbricaciónde medicamentoscomopíldoraso pastillas y comosustratoen los cultivos

parala produccióndeantibióticos(Zadow,1984;Harper, 1992).Seutiliza además,parala

producción de espumas rígidas de poliuretano, empleadas como materiales de

construccióny paraembalaje(Hu y col., 1997).
U’

Dados los excedentes de lactosa en el mercado, se están desarrollando

procedimientospara su transformación. Algunos de sus derivados, descritos a

continuación, están adquiriendo gran importancia como aditivos para alimentos

convencionaleso funcionalesy secomentana continuación.

U

Lactulosa (4-o-j3-D-galactopiranosil-D-fructosa).Isómerode la lactosaen el quela
glucosase convierte en fructosa. Se forma en condicionesalcalinasy, en pequeñas

cantidades,apareceen la leche sometidaa tratamientostérmicos intensos.De valor

terapéuticopor su acción laxante, se utiliza para tratar el estreñimiento.También se

empleaenel tratamientode la hepatoencefaliapor inhibir en el intestinoel crecimientode

microorganismosproductoresde amonio (Flarper, 1992; Horton, 1995; Yang y Silva,

1995). Consideradocomo ingredienteprobiótico, ya queno sedigiere en el intestino y

facilita el crecimiento de las bifidobacterias(Yang y Silva, 1995), tiene un poder

edulcorante50% superiora la de la sacarosa. e.

Lactita! (4-o-~-D-galactopiranosil-D-glucitol).Se obtiene por reducción de la

lactosa.Al igual que la lactulosano sedigiereen el intestino, por lo que tiene un efecto

similar sobre la flora intestinal. Es además,un edulcoranteno cariogénicoy de bajo

contenido calórico (2 KcalIg) (González Siso, 1996) cuyo uso en alimentos está

autorizadoen la UE (Horton, 1995; Yangy Silva, 1995).
u,

U.

U-
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Esteres de lactitol. Se emplean industrialmentecomo surfactantes,detergentes

industrialesy emulsionantesenalimentos(Yangy Silva, 1995).

Acido lactobiónico. (4-o-~3-D-galactopiranosil-D-ácidoglucónico). Se obtiene por

oxidación de la lactosa,y seempleaen las solucionesdemantenimientode órganosque

van a ser transplantados(Yang y Silva, 1995). También utilizado como acidulante

alimentario(Zadow, 1984).

Lactosil-urea.Se usaparaalimentaciónde rumiantesya que daa la ureaun sabor

másagradabley haceposibleel aprovechamientodelnitrógenono proteico(Yang y Silva,

1995; GonzálezSiso,1996).

Galactooligosacáridos(GalOS). Se forman a partir de la lactosapor reaccionesde

transgalactosidación(Zárate y López-Leiva, 1990; Yang y Silva, 1995). Estos

compuestos,al igual que la lactulosa,seestánutilizandocadavez máscomoingredientes

en la formulaciónde alimentosfuncionales.Son bifidogénicos,no cariogénicos,de bajo

podercalórico y aptospara diabéticos.La formaciónde estoscompuestosse trata con

mayoramplituden el apartado6. 2. de estaintroducción.

Las aplicacionesdel sueroy de la lactosasepuedenampliarmediantela hidrólisis

de esteazúcar.Paraempezar,éstoaumentala solubilidad, el poderedulcorantey el

pardeamientoenzimático.Además,laspersonasy animalesintolerantesa la lactosaqueal

no poderdigerir este azúcar, sufren molestiasintestinales(gases,retortijonesy hasta

diarreas)al ingerir leche o derivados,puedenconsumir las variantesde estosproductos

con la lactosahidrolizaday beneficiarsede su valor nutritivo. La generaciónde glucosa

por esteprocedimientoaumentaademásel espectrode microorganismosque se pueden

cultivaren el suero(Yangy Silva, 1995; GonzálezSiso,1996).

La lactosasepuedehidrolizar por métodosquímicos(hidrólisisácida)o enzimáticos

(empleode 13-D-galactosidasa)(Dicker, 1982; Gekasy López-Leiva,1985).Estosúltimos

se tratarán en el apartado6 de esta introducción. La hidrólisis ácida requiereunas

condicionesdepH y temperaturaextremadamenteseveras(pH entre1-2 y temperaturasde

100-1500C),y sepuederealizarpor adicióndeácido clorhídricoo sulflirico a la solución

(hidrólisisácidahomogénea)(Lin y Nickerson,1976; Zadow, 1992) o medianteel empleo
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de resinasde intercambiocatiónico(hidrólisisácidaheterogénea)(Dicker, 1982; Hobman,

1984; Gekasy López-Leiva,1985; Zadow, 1992).Aunquecon estastécnicasse obtienen

porcentajesde hidrólisis del 80%, su uso estámuy limitado a suerosdesproteinizadosy

desmineralizados.En sueroscompletos,sedesnaturalizanlas proteínasy se neutralizan

los ácidosañadidos.Además,los hidrolizadosobtenidospor métodosquímicoshan de

sometersea un posteriortratamientodedecoloracióndebidoal pardeamientocausadopor

la reaccióndeMaillard (Gekasy López-Leiva,1985).

2. 3. 3. 3. Tasasdeaprovechamientodel suerode Quesería

Desdehacemásde 50 añosse mantienela búsquedade procedimientospara el

aprovechamientodel suero; sin embargo,aúnahorala mitad de la produccióntanto en

Europacomoen EEUU, sedescargacomo efluente o se utiliza parariego (Marwahay

Kennedy,1988; Yang y Silva, 1995; GonzálezSiso,1996).

En 1995 en EEUU másdel 60% del suero obtenidosededicóa la producciónde

sueroenpolvo, un 40% del cual sedestinóal consumohumano(Yang y Silva, 1995; De

Wit, 1998); otra parte importante (casi el 15%) se destinaa la obtención de lactosa

refinada(Yangy Silva, 1995).

Los datosmásrecientesindican que aproximadamenteun 60% del suero europeo

está siendo aprovechado (De Wit, 1998). De esta cantidad, un 45% se emplea

directamenteen forma líquida, un 30%sedeshidrata,un 15%sedestinaa la obtenciónde

lactosa o productosdelactosadosy el resto se empleapara la obtención de WPC

(GonzálezSiso, 1996). Una buenapartedel sueroen polvo sedestinaa la alimentación

animal(Comegna,1996).En 1991, en Europasólo el 14%del sueroenpolvosedestinaba

al consumohumano(De Wit, 1998). En 1995, de las 824.000Tm de suero en polvo

producidasen la UE, aproximadamenteel 13% habíasido desmineralizadoparasu uso,

mayoritariamenteenalimentosinfantiles(De Wit, 1998).

La recuperaciónde proteínas(WPC y WPI) es la forma de aprovechamientoque

másseha incrementadoen los últimos años(Mann, 1997a;DeWit, 1998).Estoesdebido

a su más frecuenteutilización en alimentos funcionalesy dietasparadeportistas,a un
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aumentode la producciónde lactoferrinapara fórmulas infantiles, y a la aparición de

técnicasmáseficacesdeseparaciónde proteínas(Mann, 1997a).Japón,queproducepoco

queso,ha introducidodiversasinnovacionessobre fraccionamientoy aprovechamiento

altamenteselectivo del suero.En 1995 se estimóparaEuropa,unaproducciónde unas

190.000Tm de productosenriquecidosen seroproteinas,de ellas 40.000Tm de WPI, lo

que representabael 56 y 72% de la producciónmundial,respectivamente(De Wit, 1998).

A nivel mundial, la producciónanualde proteínaslácteaspurificadasseestimaen unas

230 Tm de lactoalbúmina,cerca de las 11 Tm de lactoferrina y unos 2.300 Kg de

lactoperoxidasa(Horton, 1995).

Se estima que en 1995 la producciónmundial de lactosa tite de 460.000 Tm,

280.000 de las cuales procedentesde la UE (De Wit, 1998). Se ha producido

recientementeun gran aumentoen la utilización de permeadoconcentradoy lactosaen

alimentaciónanimal (Mann, 1997a). El uso de lactosaen la fabricaciónde caramelos

reemplazandoa la leche,sedoblóde 1990a 1991 (Yangy Silva, 1995).

Otra forma de aprovechamientoa pequeñaescala, la producción mundial de

lactulosa,alcanzóunas20.000Tm en 1992(Yang y Silva, 1995).La producciónanualde

CMA (acetatocálcico magnésico),utilizable para deshelarcarreteras,es inferior a las

10.000Tm (sin embargo,sólo en EEUU y Canadásevienenusandodel ordende 9 a 13

millonesde Tm de salparaestefin) (Yangy Silva, 1995).

En Españael númerode queseríasqueprocesanlactosueroselimita básicamentea

unas 10 empresas.Algunassólo poseentorresde secadode suerodedicadoen su mayor

partea la elaboraciónde piensos(principalproductoquesecomercializa)(FENIL, 1998).

En muchamenorproporciónse destinael suerosecoa la industria alimentaria.Sólo 4

mdustriasespañolas(2 de ellas queserías)realizan fraccionamientodel suero (lactosay

WPC) que en su mayor parteconsumenempresasdel mismo grupo, como ingredientes

parala elaboraciónde alimentosinfantiles,bolleríay helados(FENIL, 1998). Hay que

señalarsin embargo,quealgunasqueseríasde tamañomedio y cooperativasdepequeñas

industrias,comienzana interesarseensistemasdeaprovechamiento.Existenpor otraparte

tres industrias independientesque se dedican a la recogida de sueros líquidos o

concentradosdediversasqueserías.De ellas, dos fabricanderivadosy la tercerasóloseca
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el suero quedestinaa la ventaparapiensos(FENIL, 1998). Curiosamente,y a pesardel

escasoaprovechamiento,enEspañaseestáimportandocadavez másproteínaconcentrada

(FENIL, 1998),lo queresaltala convenienciadeexplotarestaalternativa.

Segúndatosestimadospor la FENIL (1998) la producciónanualde sueroen polvo e,

en Españaestabaen 1997por debajode las 50.000-60.000Tm, y la de lactosasecifraba
e,

en unas 2.500 Tm. Actualmente, existen varios proyectos de asociaciónde varias e,

e,queseríasparala puestaen fUncionamientode plantasde procesadoy secadode sueros
e,

(Alimarket, 1998). e,

e
e

u,

3. RESIDUOSALIMENTARIOS
e,

3.1. Residuossólidos e’

*

La mayor parte de los residuossólidos procedentesde industriasque procesan e’

e’

alimentosde origen vegetal son “asimilables a”, o eliminablescomo, residuossólidos u,

urbanosy portantodebencumplir lo dispuestoen la Ley 10/1998. Sin embargo,las tierras U-

e>

separadasdurantelas fasesde recepcióny limpieza de las materiasprimas se pueden u,

destinara su valorizaciónparatratamientode los suelos,tal y como indica el apartado U-
e.

R.1Odel anexoII.B de la Decisión96/350/CE. e.

mt

Los residuosde origen animal,y en especiallos de mataderos,debenpor razones u,

sanitarias,transformarseparala elaboraciónde piensoso eliminarsepor procedimientos U-
U’

especialeslegisladosen el RealDecreto2224/1993.Estanormaesde aplicacióncuandola e.

escasacantidadde los residuos,la distanciao la dificultad de accesoa los centrosde u,
e.

transformación, encarecemucho su recogida. Su objetivo es proteger a personaso U’

animales de agentespatógenosprocedentesde animales o desperdiciosanimales U’

U’

(incluidos pescadosy productosde origen animal), infectadoso sospechososde estarlo, e.

así como de evitar la transmisiónde enfermedadesepizoóticasque puedanpropagarse U’
U’

duranteel transportea las plantasde tranformación.También incluye las medidasa e.

adoptarconlos animalesafectadosdeenfermedadesgravesy a los continentesde residuos U-
u,

Mu.~ pu’.uaIl a’Á¡~1’ata’ a ¡a a4IUu IItflhlmIa U alIllilal ~ ¡‘U a¡JIA’.aI ~t.ito a u’’ ua~ai¡iitai~u U’

térmicoadecuado. u,
u,

u,
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3. 2. Residuoslíquidos

Enesteapartadoseresumenlasprincipalescaracterísticasde los venidoslíquidosde

la industriaalimentaria,presentadosde forma sectorialy prestandoespecialatencióna los

de origen lácteo. Dichas característicasdeterminan la elección y eficacia de los

tratamientosde depuración,queseabordanen el siguienteapartadode estaIntroducción.

3. 2. 1 Residuoslíquidosde origen vegetal

Los ciclos productivos típicos de las industrias transformadorasde frutas y

hortalizassereflejanen la heterogeneidadde susvertidos.Susaguasresidualesincluyen

los líquidosempleadosen el lavado,peladoy escaldadode los vegetalesy los de lavado

de las instalaciones,que incluyen agentesde limpiezay desinfección(Wheatley, 1994).

Estosefluentessecaracterizanpor su riquezaen sólidos inertesfácilmentesedimentables

(arenas),por algunosen restos vegetalesfácilmente separablespor flotación (semillas,

tallos,vainas,hojas)y portenerun pH bastantevariable(Tarbox, 1993).El mayorcaudal

de efluentes de las plantas de elaboración de conservas y productos congelados

correspondea las aguasempleadasen lavadoy peladode materiasprimas;éstaspueden

alcanzarunvolumende 15.000-30.000L porTm deproductoprocesado,mientrasquelas

procedentesdel escaldadooscilanentrelos 5.000 y 10.000L (Tarbox, 1993).El tipo de

peladocondicionaenormementela cargacontaminantede estasaguas.Cuandoel pelado

serealizaen calientepor inmersiónenunasolucióndel 10- 15 % de hidróxido sódicoo

potásico,ademásde aumentarseel pH del efluente, se favorecela solubilizaciónde la

materiaorgánica,particularmentede polisacáridos(Tarbox, 1993). Aunqueestapráctica

continúa siendo común en el procesado de algunas frutas como melocotones,

albaricoques, nectarinas y peras, y de determinadashortalizas como la patata

(Ramaswamyy Abbatemarco,1996), actualmenteesfrecuenterealizarel peladoenseco

paradisminuir la contaminaciónde las aguas(Tarbox, 1993). Se está introduciendoel

peladomedianteusodeenzimas,lo queconlíevapeladurasmásfinascomoresiduosólido

y solubilizaciónde materialesde bajo peso moleculary de las propiasenzimas,en el

efluente.Los efluentescon valoresde DQO másaltos (> 4000 mg/L) procedende las
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industriastransformadorasde patatasy guisantes,debido aquesu almidónse libera con

mayor facilidad (Wheatley, 1994). Por otro lado, cabe destacarla riqueza en ácidos

orgánicosy la escasezde compuestosnitrogenadosy fósforo en los efluentesprocedentes

de la obtencióndezumosde frutas(Tarbox, 1993).

Una actividad alimentariaque requiereconsideraciónespecial desdeel punto de

vistacontaminante,esla obtenciónde almidón a partir de diversasfUentescomomaíz,

arroz,harinay patatas,entreotras.Estasindustriasgeneranvertidosconun elevadopoder

contaminante(> 10.000mgl de DQO), conteniendounagran proporciónde la materia

orgánicaen estadocoloidal, por lo que su biodegradaciónesbastantelenta (Wheatley,

1994).Lahidrólisis delalmidónseempleaamenudocomopre-tratamientoen el proceso

de depuraciónde estasaguaspara favorecersu bioconversióndurantelos tratamientos

biológicosposteriores(Wheatley,1994).
U.

Los efluentesderivados de la producción de azúcar son también de carácter

estacional,y procedenprincipalmentedel lavado y aclaradode las materiasprimas (en

Europade la remolachaazucarera),operacionesen las que la DQO de las aguaspuede

alcanzar los 10.000-20.000mgl (Wheatley, 1994). El encaladorealizadodurante el

proceso productivo para la precipitación de impurezas, además de favorecer la

reutílización parcial de las aguas y reducir su DQO, contribuye a la conveniente

formación de flóculos por partede la microbiotade los reactoresanaerobios(Wheatley,

1994). El caudalvertido por las industriasquedisponende sistemasde recirculaciónde

aguasseha estimadoen unos 12.000L por Tm de remolachaprocesada(Tarbox, 1993),

con una DQO de aproximadamente3.000-10.000 mgl y un contenido en ácidos

carboxílicossuperiora6gW (Wheatley,1994). e.
U’

Las aguasresidualesgeneradasdurantela extraccióndel aceitede oliva recibenel

nombrede alpechineso aguasde vegetación.De carácterácido (pH 4,5-5,2), aspecto

oscuroy olor desagradable,los vertidos de las almazarasvarian ostensiblementeen su

volumen y composicióndependiendode la variedadde aceituna,épocade recolección,

climatología,tipo de suelode cultivo y sobretodo,del sistemade extraccióndel aceite(Di

Giovaechio, 1998; Civantosy col., 1992; GarcíaRodríguez,1991). Si la extracción se

realiza por prensado,se generandel orden de 0,5-0,8 L de alpechín por cadaKg de

U
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aceitunaprocesado(Hamdi, 1996; Civantosy col., 1992) y con un poder contaminante

muy elevado, 120.000-130.000mg/l de DQO (Fiestasy Borja, 1991). Si se emplea

centrifUgaciónen continuo (la aceitunamolida y batidacon agua,se centrilliga en un

decantadoro centrífUga horizontal que separa3 fasesdiferentes:orujos, alpechinesy

aceite), se producen mayores volúmenesde alpechinesmás diluidos (0,9-1,2 L/Kg

aceituna)y con cargacontammanteinferior, 45.000—80.000mg/L DQO (UcedaOjeday

col., 1995; Civantosy col., 1992; Fiestasy Borja, 1991). Los azúcares, mucho más

elevadosen los alpechinesde prensado(20-80gIL), queen los decentrifUgación(5-26

gIL) (Civantos y col., 1992; GarcíaRodríguez, 1991), son uno de los componentes

orgánicosmayoritarios.La biodegradabilidadde los alpechinesessin embargobastante

baja, ya que la presenciade grandescantidadesde compuestosfenólicos (10-24 g/L en

prensadoy 3-8 gIL en centrifUgación) (Civantosy col., 1992; GarcíaRodríguez,1991)

tiene un freneefectoantimicrobiano(Fiestasy Borja, 1991).Aunqueposeenunacarga

contaminanteinferior, los alpechinesde centrifUgaciónpresentannivelesde SS superiores

a los deprensado(9.000mg/L frentea 1.000mg/L; Civantosy col., 1992; Fiestasy Borja,

1991), y un mayor contenidoen grasasemulsionadas(3.000-10.000mg/E frente a 300-

4.500 mg/L) (Uceda Ojeda y col., 1995; Fiestas y Borja, 1991). El resto de los

componentescaracterísticosde los alpechines,seencuentranen similar proporciónen los

de prensadoy centrifUgación e incluyen sustanciasnitrogenadas(1-25 gIL), ácidos

orgánicos(5-15 gIL), polialcoholes(10-15 g/L), hemicelulosas,pectinas,mucílagosy

taninos (10 gIL) (García Rodríguez,1991). Al igual quelos materialesorgánicos,los

contenidosmineralesson máselevadosen los alpechinesde prensado(15 g/L frente a 4

g/L en los de centrifUgación),siendoel potasioy el fósforolos elementosmayoritarios (>

1 giL) (Civantosy col., 1992; Kiritsakis, 1992).

En ambos vertidos, en general, los procesos sencillos de depuración son

insuficientes,y el empleode tratamientosbiológicos está limitado por la presenciade

fenoles(FiestasRos y col., 1992; Hamdi, 1996) y de ácidos grasosde cadenalarga

(1—lamdi, 1996).La bioconversiónmediantehongoso bacteriascapacesde degradarestos

compuestos,esnecesariaantesdeaplicarotrosprocesosdedepuración(FiestasRosy col.,

1992;Hamdi, 1996).
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A principio de los años90 seempezarona implantaren la industriaaceiteralos

procesosde centrifUgaciónde 2 fases(que separanel aceitedel restode los componentes,
U

denominadosalperujos), promovidos principalmentepor exigenciasmedioambientales u,

(Di Giovacehio, 1998;UcedaOjeday col., 1995).La mayorpartede los componentesdel U’

U’

alpechinquedanasíretenidosen el alperujo,cuyo destino,a pesarde su mayorcontenido e

Uacuoso,es similar, tras un secadomás intenso, al de los orujos tradicionales(Suria
U’

Guasch,1996).La faseoleosa separadaarrastrapequeñascantidadesde alpechin(0,036- e

U0,2 L/Kg aceituna),de bajo contenidograso(400 mg/L; UcedaOjeday col., 1995),cuya
U’

cargacontaminante(expresadaen DQO) es 8-10vecesinferior a la del procedentede un e.
U’

decantadorde3 fases(UcedaOjeday col., 1995; Civantosy col., 1992). u,

e.
Los efluentesproducidosdurantela obtencióny refinadode aceitescomestiblesno e

de oliva presentanunaDBO5 comprendidaentre 500 y 6.700 mg/L, SS de 540—5.800 e.

U’
mgIL, y un alto contenidoen grasas(300—4.200mg/L) (Tarbox, 1993). Estos aceitesse

U’

obtienenpor extracción con disolventes,y la mayor parte provienende semillas de e.
U’

girasol,colza y soja(Zúñiga y col, 1995). Los disolventesempleadossongeneralmente e.

hexano,heptanoo ciclohexano(Brennany col., 1998), y trassu limite de reciclaje no U’

e.
debensermezcladoscon el restode las aguasresiduales,ya queestáncatalogadoscomo e

Residuos Tóxicos y Peligrosos (Ley 20/1986; RD 95211997). Dado que según la e.
e.

legislación, se debe minimizar en general el uso de estos compuestos,se están

investigando diversas alternativas, tales como el empleo de enzimas (celulasas, U’

u,
hemicelulasas,amilasas, pectinasas,proteasas,etc.) para facilitar la acción de los u,

solventes(Domínguezy col; 1995; Zúñigay col., 1995) y paradesarrollarla extracción U’

u,
con fluidos supercriticoscomo el CO2, no tóxico y de manejo más sencillo que los

solventesorgánicos(Coceroy Calvo, 1995). U’

e.

Dentro del sector de bebidas alcohólicas, las industrias dedicadasa la fabricación U’

U’

de cervezason las que producenun mayor volumende vertidos(Wheatley,1994). Se ha u,

estimadoqueestetipo de industriasdescarganentre2,4 y 9 L deaguaresidualpor cadaL mt

u,
de cerveza producido(Tarbox, 1993). Su cargacontaminantees, sin embargo,moderada e.

encomparacióncon la de otrossectores;la DQO oscila entre500y 1.800 mg/E, de la cual e
U’

el 60% procedede las aguasde lavado de los tanquesde fermentacióny el contenidoen u,
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u
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SS sueleserde 240-800mgIL (Hough, 1990; Wheatley, 1994).La relaciónDBOIDQO se

sitúaentornoa 0,67; sonpuesvertidosfácilmentebiodegradablesdurantelos tratamientos

aerobiosnormalmenteempleadosen la depuración(Wheatley,1994).

El mayor gasto de agua en el subsectorvinícola deriva de las operacionesde

prensado,trasiegosy limpieza de las cubasy botellas.Las bodegasproducenefluentes

cuyacargacontaminanteesdebidafUndamentalmentea la cantidadde sólidospresentes.

Así, si incluyen las hecesdel vino, la DQO puede alcanzarlos 100.000 mgIL (Vogt,

1984).

Sin lugar a dudas,los efluentesconmayor podercontaminantede estesectorson los

procedentesde destilerías,con valores de DQO comprendidosentre 10.000 y 60.000

mgIL (Tarbox, 1993; Wheatley, 1994). El consumode aguaen estasindustriases de

alrededorde 10 L por L de aguardienteelaborado(Wheatley, 1994). Tanto los efluentes

generadosen procesosque emplean cerealescomo materia prima (whisky, ginebra,

vodka), como los procedentes de la transformación de melazas (ron), poseen

frecuentementeniveles elevadosde sulfatos(3.000-8.000mgIL; Wheatley, 1994). Estos

compuestosestimulan,durantelos procesosde depuraciónanaerobios,el crecimientode

bacteriassulfato-reductoras,las cualescompitencon lasbacteriasmetanogénicasparala

captación de sustratos (F12 y ácido acético). Además, algunos de sus productos

metabólicos, como el 5H2, ejercen un efecto tóxico sobre la microbiota depuradora

(Percherony col, 1997). Dado queel pH ácido de estosefluentes(3,5- 4) imposibilita a

menudosu tratamientoaerobio,seestánrealizandonumerososesfUerzosparasolventarla

ineficaciade los sistemasanaerobiosderivadade la presenciade sulfatosprocurando,por

ejemplo, su precipitaciónmedianteadición de hierro, niquel y otros minerales(Tarbox,

1993;Percherony col., 1997).

3. 2. 2. Residuoslíquidosde origen animal

El sectorcárnicoes uno de los másproblemáticosen cuantoa la generaciónde

aguasresiduales,destacandolas procedentesde mataderos(Johns,1995; Núñezy col.,

1998). En España,sehaestimadoquelos mataderos(excluyendolos de aves)generanun
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caudalequivalentea una poblacióndc 350.000 personas,con un poder contaminante

equiparablea2,3 millonese-h(equivalente-habitante)(Núñezy col., 1998).Los efluentes

de mataderoincluyenaguasde lavado,detergentesy desinfectantes,restosde sangrey

otros fluidos corporales,así como residuossólidos de pequeñotamaño,englobandoa

menudogranpartedel contenidointestinal(Ockermany Hansen,1994). La retiradapor

vía seca del contenido intestinal y otros sólidos, junto con el aprovechamientode la

sangre,son las estrategiasmáseficacesparareducir la cargacontaminantede estaaguas

(Tarbox, 1993; Núñezy col., 1998). Seestimaquepor cadaKg de pesovivo faenadose

generanentre8 y 10 L de efluente,en cuya composiciónabundael materialnitrogenado

(110- 740 mgIL) y graso(300- 890 mgIL), el fósforo (6-120 mg/L), así como algunos

carbohidratos,en su mayonacomponenteslignocelulósicos,procedentesdel vaciadodel

tubo digestivo de los animales(Ockermany Hansen,1994; Johns, 1995; Núñez y col.,

1998; Madrid, 1999). Una característicaimportantede estosefluenteses la presencia

elevadade detergentesy desinfectantes,empleadosparalimitar las contaminacionespor

bacteriascoliformes fecales y otros microorganismos(Tarbox, 1993; Wheatley, 1994).

Estosefluentesse caracterizanpor poseerunaDBO5 dealrededorde 1.400-2.000mg/L,

4.000-5.000mgIL deDQO y 1.000-3.400mgIL de SS (Johns,1995;Núñezy col., 1998;

Madrid, 1999). Dadoqueunagranpartede la cargacontaminantesepresentaen forma

groseracomoSS (40-50%de la DQO total; Johns,1995), los procedimientosde elección

para el tratamiento primario de estos efluentesson el desbaste,la decantacióny la

flotaciónpor aire disuelto(Ockermany Hansen,1994; Jolms, 1995;Núñezy col., 1998).

Se calculaqueaproximadamentedos terciosdel total de los mataderosespañolesdepuran

susefluentesaplicandosóloestetipo de tratamientos(Núñezy col., 1998).No obstante,el

tratamientode las aguaspor coagulación-floculaciónestárecibiendounabuenaacogida,

ya quepermite reducir la DQO en un 60 % y el contenidoen SS en un 80 % (Núñez y

col., 1998).Los mataderosde mayor tamaño,sin embargo,suelenaplicar un tratamiento

biológico posterior, estando más arraigados en nuestro país los aerobios que los

anaerobios(Núñezy col., 1998).

En los efluentesde las industriasde transformaciónde productosde la pesca

abunda también el material proteico y graso. Un aspectoimportante es la elevada

52



Introducción

salinidad de las aguas empleadas en algunos procesos y productos; las altas

concentracionesde sodio,cloruros,sulfatosy otros ionespuedenresultartóxicasparalos

tratamientosbiológicosde depuración(Veiga y col., 1994).La cargacontaminanteoscila

muchoen fUnción del tipo de actividad;así la DQO sesitúaen tornoa 2.000 mg/E en las

industriasdedicadasal fileteado,a 50.000mg/E en las conserverasy puedealcanzarlos

120.000mg/E en las fábricasde harinasdepescado(Veiga y col., 1994; Guerreroy col.,

1997). Las aguas de cocción son las responsablesde la mayor parte del poder

contaminantede los efluentes de la industria conserven; su carga orgánica varía

significativamentedependiendode la especieprocesada;así, puedealcanzarvaloresde

DQO de 50.000mg/E parael atúny de 16.900mg/L parael mejillón (Veigay col., 1994).

El contenidoen SStambiéndependedeltipo deprocesado,siendodeunos700mg/E enel

fileteadoy de40.000mg/E en la obtenciónde harinas(Veigay col.,1994;Guerreroy col.,

1997).Los procedimientosfisico-quimicosjueganunpapeldestacadoen la depuraciónde

efluentesdeestasindustrias,sobretodo, en aquellasdedicadasa la obtencióndeharinas,

dondeel materialseparadopuedenincorporarsede nuevoa la lineade fabricación(Veiga

y col., 1994; Guerreroy col., 1997).

Los vertidos líquidosde la industria lácteason los másabundantesentre los de la

industriaalimentaria(Wheatley,1994),aunquedependendel tipo deproductoy procesoy

de las característicasde los equipos empleados(Iglesias, 1994; MMA, 1996). En la

elaboraciónde lecheslíquidassehaestimadoqueel consumodeaguarondalos 3-4 L de

agua/Kgproductofinal, mientrasqueen la dequesoy mantequillaestarelaciónaumentaa

25 L (MMA, 1996).Estasindustriasviertenen generallos líquidosde forma discontinua,

siendola composiciónvariableencadadescarga(MMA, 1996; Strydomy col., 1997). En

la Tabla7 semuestranlas principalescaracterísticasde los efluentesgeneradosdurantela

elaboraciónde distintosproductoslácteos.

Los efluenteslácteosestánconstituidosprincipalmentepor las aguasde lavado,los

agentesde limpieza y desinfeccióny los restos de leche y diversos materialeslácteos

desechadoso derramadosdurantelos procesosproductivos(LópezMateosy col., 1986;

Tarbox,1993;Wendorft 1998).
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Tabla 7. Característicasde losefluentesgeneradosen las industriaslácteas.

mg/L Lecheconsume(1) Mantequilla(2) Queso(3) Helados(4) Otros(5)

DQO 900-6.000 1.750-33.000 1.000-77.000 2.0004.000 2.0004.000

DBO5 400-4.000 1.100-21.800 400-5.000 1.2004.000 1.2004.000

SS 200-1.000 498-700 200-2.500 350-1.120 220-3.000

Fósforo 4-33 10443 15-70 20-50 6,2-50

Aceitesy 60-1.000 300-5.226 200-5.700 610 110-1.900
grasas

Nitrógeno
Total

40-lOO 25-535 80-5.600 50-60 50-lOO

Temp.
0C 18-52 28-30 21-27 -

pH 4,4-II 5,8-lO <4-9,5 8-] ¡ 8-11

Datostomadosde:

(1) LópezMateosy col., 1986; Andersony col., 1994; Iglesias,1994;MMA, 1996; Strydomy
col., 1997;Espigaresy col., 1997; ¡ncc, 1998.

(2) Gonzálezy col., 1982; Iglesias,1994;MMA, 1996;Strydom y col., 1997.
(3) Marwahay col., 1989; Borja y col., 1992; Iglesias,1994; Monroy y col., 1995; MMA, 1996;

Kalyuzhnyiy col., 1997; Strydomy col., 1997.
(4) Iglesias,1994;Monroy y col., 1994.
(5) Rustenycol.,1993; Kasapgilycol.,1994;MMA, 1996.

En general,y con independenciadequela limpiezade los equipose instalacionesse

realicede forma manual,semiautomáticao empleandosistemasCIP (limpieza in situ), en

la industrialáctease aplican ciclos de limpiezaque incluyen las siguientesetapas:pre-

enjuague,tratamientoalcalino, primer enjuagueintermedio,tratamientoácido, segundo

enjuagueintermedio,tratamientocondesinfectantesy enjuaguefinal (Spreer,1991).

Comoya se indicó en el apartado1.2. en la industria láctealos agentesde limpieza

empleadosson alcalinos,sobretodo,sosay derivados(Gonzálezy col., 1982; IDF, 1994,

MMA 1996).La principal consecuencia del uso de este tipo de agentesesla elevacióndel
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pH de los efluentes(Tarbox, 1993; IDF, 1994). La formación frecuentede depósitos

mineralesen los equiposdel procesado,hacetambiénnecesarioel empleo de ácidos

fUertes,comoel nítrico o fosfórico (IDF, 1994; MMA, 1996). Cuandola cantidadde estos

ácidos en el efluentees elevada, los tratamientosbiológicos posteriorespuedenser

insuficientesparadisminuirsatisfactoriamentela concentraciónde fósforo y/o nitrógeno;

por otra parte, la incorporaciónde estasaguasa los lagosy caucesnaturalescontribuyea

la eutroflzación (IDE, 1994). Por este motivo, se aconsejala limpieza con ácidos

orgánicosfácilmentedegradables,comoel ácidocítrico o el glucónico (DF, 1994).Para

mejorar la eliminación de los restos lácteosacumuladosen los equipos,a menudolos

productosde limpieza incluyenagentessecuestrantesy surfactantes.Dentro del primer

gruposerecomiendael usodeNTA envez deFDTA, porsumenorpodertóxico, y dentro

del segundo, los compuestosaniónicoso neutrosen sustituciónde los catiónicos,por

formar menosespumasque mterfierenen los tratamientosbiológicos posteriores(IDF,

1994).

Los efluenteslácteos,salvo los procedentesde procesosqueincluyen la adición de

cultivos iniciadores, se caracterizanpor contenerun nivel bajo de microorganismos

(Wendortl 1998).De ahí,que la concentracióndedesinfectantesempleadosseamásbaja

que en otras industriasalimentarias(Wendorff, 1998). Los de uso máscomún son los

derivadosdorados,el 14202y el ácidoparacético(IDF, 1994).

Se haestimadoque la lechey los materialeslácteosvertidospuedensuponerel 6%

del total de la lecheprocesada,y serresponsablesdel90%de la cargacontaminantede los

efluentes(Tarbox, 1993; Wendorff, 1998). Aunque este tipo de materia orgánicase

considerafácilmentebiodegradable(la relaciónDQO/DBO5 oscila entre 1,4 y 2,2) y de

carácterno tóxico, la presenciade algunosde los agentesde limpiezaya mencionados,así

como la temperaturarelativamentealta y el PH del efluente, puedenralentizar su

degradación(Tarbox, 1993; WendorW 1998; Madrid, 1999). En cuanto al estadodel

material lácteoen los efluentes,hayqueseñalarque la mayor parteseencuentradisuelto

(lactosa,proteínasséricas)o en estadocoloidal (caseínas),aunquetambiénseencuentran

sólidosen suspensión(grasas,restosde cuajada)(Wheatland,1974). Sehaestimadoque

tan sólo el 15% de estos sólidos suspendidosson fácilmentesedimentables(Tarbox,
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1993).Otro factor a tenerencuentaes la riquezahabitualen nitrógenoy fósforo de estos

efluentes(Tabla7) (Wendorfr 1998). Obviamente,estascaracterísticascondicionanlos

tratamientosdedepuraciónaplicablesa estetipo de vertidos, tratadosen el apartado4.3.

de esta introducción.

En la Figura2 seindican los vertidosgeneradosen la obtenciónde lecheslíquidas

de consumodurantelas distintasfasesdel procesoproductivo.Comopuedeobservarse,

los efluentesde estetipo de industriasesténconstituidosfundamentalmentepor la leche

derramaday lasaguasde lavado,esdecir,setratade aguasresidualespobresen sólidosen

suspensión(Tabla7). Sonademásuno de los efluentesconmenorpodercontaminantede

la industrialácteay másbajocontenidoen fósforo y nitrógeno(Tabla7).

Por el contrario,los efluentesprocedentesde la elaboraciónde queso(Figura 3), se

caracterizanpor un elevadocontenidoen materiaorgánica,particulannentelactosa,y en

sólidos en suspensión(Tabla 7). Sin lugar a dudas,el componenteque más afectaa la

cargaorgánicay al pH de estosefluentesesel suero.Así, cuandosupresenciaselimita al

máximo,la DQO del vertidopuedereducirsede 50.000a 2.000 mg/E (MMA, 1996).Otro

componenterelevantede estosefluentesesla salmuera,ya quecontribuyea la elevación

del nivel de cloro de las aguas(IDF, 1994; WendorW 1998). Por otro lado, en la

elaboraciónde aquellosquesosen los quela cuajadasesometea un tratamientotérmico

(Mozzarella) o un lavado (Cottage, Edam, Gouda), las aguas de proceso también

participannotablementeen el aumentode la cargaorgánicade los efluentes(Carballo,

1994).

Las aguasresidualesde las industriaselaboradorasde mantequilla (Figura 4)

destacantambiénpor su alto podercontaminantey sucontenidoen fósforo (Tabla7). En

estecaso,la mayoro menorpresenciade mazadaes unode los factoresquemásafectaal

contenido en materia orgánica del efluente. Además, las aguas de lavado de la

mantequilla, ricas en lactosa, grasas y nitrógeno proteico, contribuyen también

significativamentea la composicióndel vertido final (Spreer, 1991; Gonzálezy col.,

1982;MIMA, 1996).
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Aguas de l¡mpíeza y
derrames de leche

Sustancias sólidas
separadas

Aguas de l¡mpieza y
derrames de leche

Aguas de limpieza

Aguas de limpieza y
derrames de leche

Figura 2. Vertidos generadosen el proceso de producción de lecheslíquidas
de consumo.
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RECEPCIÓN YCONTROL Aguasdelimpieza y
DE CALIDAD derrames de [eche

+
SEPARACIÓN FISICADE Sustanciassólidas

IMPUREZAS separadas

4.
ALMACENAMIENTO

Aguas de limpieza y
derrames de leche

1
E

Cultivos
iniciadores

Cuajo
CI2Ca

NORMALIZACIÓN

+
PASTERIZACIÓN

+
SIEMBRA

+
COAGULACIÓN

CORTE DE CUAJADA

1
+

DESUERADO

3
Suero

— Aguas de
r lavado o cocción

MOLDEADO Y PRENSADO Suero

Aguas de limpieza de cubas,
llenadoras, prensas, etc.

Salo salmuera SALADO Derrames de salmeen

MADURACIÓN

Figura 3. Vertidos generados en el proceso de producción de queso.
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Figura 4. Vertidos generadosen el procesode producción de mantequilla.

Microorganismos
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4. TRATAMIENTO DE RESIDUOSALIMENTARIOS

4. 1. Residuossólidos —

Dentro de los residuos sólidos de las industrias agroalimentarias,no sólo se

englobanlos materialesprocedentesde materiasprimasdescartadosduranteel procesado

de los alimentos, sino también los fangos o lodos procedentesde las instalaciones

depuradorasdeefluentesdeestasindustrias.

El principal componentede estosfangosesel agua,de ahí quenormalmente,parasu

aprovechamientose elimine parte de ésta, pudiendo emplearsepara ello distintos

procedimientos(sedimentación,filtración, flotación, centrifUgación), algunos de los

cualessedescribencon mayordetalleen el apartado4.2.1. de estasección.Parafavorecer

la eliminación del agua en los sistemas mencionados,a menudo se recurre al

acondicionamiento medianteadición de agentesquímicos,congelación-descongelacióno

por tratamientostérmicos. Con frecuencia,sin embargo,es preferible sometera los

fangos, previamenteconcentrados,a un tratamientoaerobio o anaerobio(veanselos

fUndamentosenel apartado4.2.2. de estamismasección).

Dependiendodel tipo de fango,sudestinofinal puedevariar.Así, los procedentesde

tratamientosprimariosdeefluentesde la industriaalimentariapuedensecarsey emplearse

comopienso; los residuales,tras sufrir un tratamientobiológico, puedenmezcíarsecon

arena o paja y servir comoabono. No obstante y sea cual sea el tratamiento de lodos

aplicado,siempreseobtieneunaciertacantidadde residuossólidosquehayqueeliminar,

juntoconotros restosalimenticios,poralgunode los métodosdescritosa continuación.

Los vertederosy no siempre los controlados,han sido el destino más barato y

comúnmenteempleado para la evacuaciónde los residuos sólidos procedentesde

industriasalimentarias.Los riesgossanitarios,los oloresdesagradablesque tienen lugar

debidoa la putrefacciónde la materiaorgánica,y los humosprocedentesdel quemadode

estasbasuras,haceninaceptablesactualmentea estossistemas.La tendenciaactual es

instalarvertederoscontroladosquepermitanla recogiday el aprovechamientodel biogas

producido,cuyopodercaloríficopuedealcanzarlas6.000KcalIm3 (Carreras,1998).
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Otro destinoquese ha venido dandoa los residuosha sido el enterramiento,pero

tambiénen este caso se producen oloresdesagradables,a la vez que se fomenta la

proliferaciónde insectosy roedoresen las zonasdeenterramiento(Brennany col., 1998).

En el casode los residuosde origenanimal la normativavigenteestablecequeéstosdeben

serincineradoso enterrados(RD 2224/1993).De realizarseel enterramiento,éstedebeser

autorizadoy vigiladopor los órganosautonómicoscompetentesy realizarse“a suficiente

profundidadpara que los animalescamívoros no puedanaccedera los cadávereso

animalesmuertosy desperdicios,y en terrenoadecuadoparaevitar la contaminaciónde

las capasfreáticaso cualquierdaño al medioambiente”.En casonecesario,estosrestos

debenademásrociarsepreviamentecondesinfectantes(RD 2224/93).

La cremación o incineración consiste en la aplicación de altas temperaturas

(alrededorde 6000C)parareducirla materiaorgánicaa cenizas,quepuedeneliminarsede

forma seguraen vertederos.No obstante,la normativa estableceque para evitar la

difUsión de sustanciastóxicasy oloresdesagradablesderivadosde los gasesy partículas

generadosdurante la combustión,éstos deben ser sometidosa un nuevo tratamiento

térmicoa mayor temperatura(superiora los 8500C),en el que los componentesvolátiles

se oxidan y seelimina el olor (Gabás,1998; Maillo, 1998; RD 1088/92).El tratamiento

por incineración de los restosde origen animal es según algunos autoresuna de las

alternativasmásbaratasy fiables (Gabás,1998)y seajustaal RD 1088/92.En ocasiones

extraordinarias,comoes el casode la EncefalopatíaEspongiformeBovina y el Síndrome

de Creutzfeldt-Jakob (Resolución de 4 de julio de 1996), las autoridades sanitarias dictan

además normas adicionales parala destrucciónde los residuosanimales.

El compostaje es por otra parteun procesode oxidaciónbiológica controlada;los

residuos orgánicos heterogéneosson así transformados, por acción de diversos

microorganismos,en un producto final establee inocuo que puede emplearsecomo

fertilizanteen agricultura(Masaguer,1998).

4. 2. Residuoslíquidos

Aunquelos contaminantesde las aguasresidualessueleneliminarsemedianteprocesos

quecombinanprocedimientosfisico-quimicosy biológicos,en algunoscasosesposible
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reducir la carga contaminante aplicando tan solo métodos fisico-quimicos.

Tradicionalmente,en las instalacionesdepuradorasse denominantratamlentosprimarios

a los de naturalezafísica, particularmentesedimentación,tratamientossecundariosa los

de tipo biológico, y tratamientosterciarios o avanzadosa los quese aplicandespuésde

un tratamiento biológico. La elección de los procedimientos está condicionada

fUndamentalmente por la calidad y variabilidad del agua residual, así como por el grado

de depuración perseguido.
e.

En la actualidadexistenproveedoresquefacilitan plantasdepuradorascompactasy

prefabricadasen las que se integraun númerovariablede operacionesunitariasqueson

especialmenterecomendablespara instalaciones de pequeño tamaño. Cuando las

instalacionesson grandes, sin embargo, se suele recurrir al diseño de sistemas de

depuración específicos, que puedenoperar en serie o en paralelo. La utilización de

unidades múltiples en los tratamientos de depuración ofrece ventajas importantes, sobre

todo en las plantas grandes, ya que permiten la reparación o mantenimiento de una

determinada unidad sin necesidad de detener el proceso.

Antes de tratar los procesos de depuración específicos de la industria láctea, se

describen brevementealgunas de las principales operacionesunitarias empleadas,

diferenciando entre tratamientos físico-químicos y biológicos.

U’

U’

U’

4. 2. 1. Tratamientosfisico-quimicos U’

La eliminacióndel materialmásgroseromedianterejas o tamiceses la primera

operaciónque se realiza en el tratamientode depuraciónde la mayoríade las aguas

residuales, y se conoce como desbaste.Esta operaciónes de gran importancia ya que

limita los problemasderivadosde unaacumulaciónexcesivade residuosdegrantamaño
u,

enel restode las instalaciones.
U’

Las rejas suelen estar constituidas por varillas o barras paralelas metálicas. Estos

elementos separadores suelen disponerse en vertical o con una ligera inclinación,

pudiendo ser fijos o móviles. Se utilizan rejasfijas cuandola cantidadde sólidosdel agua

residualno esexcesiva,ya quesu sistemade limpiezaesmanual.Porel contrario,cuando
u,
U
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la acumulaciónde sólidosesmuy abundantese suelenemplearrejas móviles a modode

decintasinfín, lo quepermitesu limpiezamecánica.

Los tamices suelen estar constituidos por placas perforadas o mallas metálicas,

dispuestosen vertical o inclinados,fijos o móviles, con forma planao como tambores

rotatorios.Tambiénpuedenemplearsetamicesen otrasfasesdel procesode depuración,

por ejemplodespuésde la sedimentaciónde las aguasprocedentesde un tratamiento

biológico; en estoscasossin embargo,lasmallasutilizadastienenun tamañode exclusión

menor.

El aguaa tratardebemantenerunascondiciones,en cuantoa su composicióny

caudal,másomenosconstantesen el tiempo,paraserdepuradaeficazmente.Por ello, con

frecuenciaserecurreal equilibradouhomogenelzaciónde los efluentesendepósitosque

faciliten el mezclado.La homogeneizaciónpuedeaplicarsea todo el caudalde agua(en

serie)o tan solo a los excedentes(enparalelo).Frecuentementeserealizaun equilibrado

despuésdel tratamientoprimario, parahomogenizarlos efluentesquevana ser sometidos

atratamientosbiológicos.

La sedimentación,o separaciónde laspartículassólidassuspendidaspor acciónde

la gravedad, es una de las operaciones más frecuentementeimplantadas en las

instalacionesdepuradoras,por su bajo costeeconómico.Puedeservir para eliminar y

sustituirtotal o parcialmentea los tratamientosbiológicos,de muchomayor coste.Es un

sistemade separaciónmuy versátil que puede aplicarsecomo tratamientopreliminar

(ciar¿ticadoresprimarios) o final (clarificadores secundarios) de los tratamientos

biológicos; además,puede utilizarse para aumentarel grado de compactaciónde los

fangos biológicos.

La velocidadde sedimentacióndependede las característicasfísico-químicasde las

partículasy del fluido, y de la concentracióndesólidospresentesenel medio. Aunquese

puedendistinguir4 tipos desedimentación,segúnla concentracióny gradode interacción

entre partículas,a menudo, estos mecanismostienen lugar de forma simultánea. La

sedimentación de tipo 1 o de partículas discretas, tiene lugar cuando éstas sedimentan

independientemente, sin interaccionar unas con otras. Sin embargo, en la sedimentación
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de tipo II o floculante las particulasvecinasinteraccionan,bien de forma natural, o

inducida por la adición de sustanciasquimicas, formando agregadosque sedimentana

mayor velocidad. El tipo III o zonal suele ser característicode suspensionesde

concentraciónintermedia.En estecaso, las partículasinteraccionanentresí con fUerza

suficiente como para limitar la movilidad individual de cada una, de forma que la

decantación tiene lugar en masa, apareciendo fases o zonas intermedias entre el liquido

clarificado y el material sedimentado. La sedimentación de tipo IV, o por compresión,se

obtiene graciasal pesoejercido por las partículasde capassuperioressobre las capas

inferiores de la suspensión.La compactaciónde los fangos biológicos, que pueden

alcanzargranvoluminosidad,por ejemploesnecesariaparasueliminación.

Los cIarfficadores convencionalesson tanquescircularesde fondo inclinado, a los

quesueleacoplarseun sistemade rascadoresparala eliminacióndel materialsedimentado

(Figura 5 a). Su alimentaciónsueleser de flujo ascendente,aunquecon unavelocidad

inferior a la desedimentaciónde la panículamáslenta,paraevitarsuarrastre.

Para limitar dicho arrastre, se diseñaron originalmente los denominados

clarificadores lamelares,deplacaso tubulares.En este tipo de decantadores se aloja un

paquetede láminaso tubos de diversosmateriales,dispuestoscon distintosgradosde

inclinación. Cuandoel flujo es ascendente,el material en suspensiónsedimentapor

gravedady acontracorrientesobrela superficiede los tuboso lamelas.La inclinaciónde

estoselementoscondicionael sistemade limpiezaempleado.

Los desarenadoressontanquesde sedimentaciónconcebidosparala eliminaciónde

arena, grava y otros materiales pesados, inorgánicos u orgánicos no fácilmente

biodegradables(huesos,granosde café, cáscarasde huevo), con tamañode partícula

generalmentesuperiora los 0,2 mm, sirvenparaprotegerde la abrasióna loscomponentes

mecánicos,evitar los depósitosen las conduccionesy reducirel trabajode limpiezade los

digestores.Estosequipossuelenlocalizarseal principio de las instalacionesdepuradoras,

precediendoo siguiendoa los sistemasde rejaso tamices.Dado queel materialseparado

no sesuelesometera ningún otro tratamientode depuración,es importanteminimizar las

pérdidasdecomponentesorgánicosbiodegradablesduranteestaoperación.
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Figura 5. Esquemas de funcionamiento de diversos equipos y sistemas
empleados en el tratamiento fisico-quimico de las aguas residuales.
(a) Decantador convencional; (b) Desarenador; (e) Filtro de medio
múltiple de flujo descendente por gravedad; (d) Sistema de flotación
por aire disuelto; (e) Floculador tipo Alabama. Tomado de: Droste
(1997); Metcalf y Eddy (1998); Patersony Cooke (1998).

Ñi~eLdcLíg..

Siutania di dreiajn í.ffniuni

(d)

65



introdacción

Los desarenadoresmásfrecuentesson los de flujo horizontal,los aireadosy los de

vórtice. Los primerossoncanalesabiertos,cuya longitud y velocidadde flujo permitenla

sedimentacióndel materialde tipo arenoso,pero no la de las partículasorgánicas.Los

desarenadoresaireadostienenun flujo en espiral, impulsadopor aire, de forma quelas

panículasorgánicassemantienenen suspensión(Figura5 b). Los de vórtícetienenforma

cilíndrica; suflujo de entradaes tangencialy creaunacorrienteen vórtice, en el quelas

arenasseseparanpor las fUerzascentrífUgay gravitatoria.

La filtración permiteeliminar de las aguasresidualespartículasfmas sólidaspero

no sedimentables,coloidesfmos,protozoos y algas, así comoreducirel contenidode otros

microorganismosde menor tamaño(bacterias,levadurasy mohos).Esta operaciónsuele

realizarseparaeliminar el material sólido no descartadodurantela sedimentación,para

eliminar la turbidez de los efluentes procedentesde los clarificadores acopladosa

tratamientosbiológicos, para eliminar las algas de los efluentesde las lagunas de

estabilización,y como tratamientopreliminar de las aguas residuales con un elevado

contenidoensólidosen suspension.

En lasplantasdepuradoras,adiferenciade algunasindustriascomola alimentaria,el

flujo del líquido filtrado se impulsa por gravedad,operándosetan solo a presiones

mayoresquela atmosférica(filtración a presión)en algunaspequeñasinstalaciones.Los

filtros empleadospuedenserde flujo ascendente,descendenteo de biflujo, siendolos de

flujo descendentelos másampliamenteutilizados.

Atendiendoal tipo de lecho filtrante, se pueden distinguir los de medio único

(fUndamentalmentearena)y los constituidospor dos o más tipos de medios (arena,

antracita, carbón activo, etc.). Los equiposde lechodemedioúnicomás frecuentes son los

de tamaño de poro uniforme. Hay también lechos de medios estratificados, de forma que

las partículas más gruesas del medio se acumulan en el fondo y las más fmas en la parte

superior.

En los filtros de lechosmúltiples,sin embargo,la limpiezase lleva a cabohaciendo

pasaraguasola o combinadacon aire a contracorrientea una velocidadsuficientepara

expandir el medio; la liberacióndel material acumuladoen estos lechos, no sólo se
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produce como consecuenciade la fUerza hidraúlica ejercida, sino también por el

rozamientoentre partículas.En la Figura5 c semuestrael esquemadel fUncionamientode

filtros demediomúltiple de flujo descendentepor gravedad.

La separaciónpor membranaspermitedescartarel materialdisueltoo coloidaldel

agua, en fUnción de su tamaño molecular.Esta operaciónesparticularmenteadecuada

para el tratamientode las aguasresidualesindustriales,a partir de las cualesse quiere

recuperaro reciclaralgúncomponenteespecífico.Los procesosdemembranaconducidos

apresión,tienendiferentedenominaciónsegúnel tamañode poroempleado;de mayor a

menortamañode poro y de moléculasexcluidas,estánla microfiltración, ultrafiltración,

nanofíltracióny ósmosisinversa.Algunosejemplosde la aplicaciónde estossistemasson

la recuperación de metales, de lignina (en efluentes de la industria papelera), de lactosa

(enefluentesde la industrialáctea),de sales(parala desalinizacióndeaguade mar),etc.

Los procesosbasadosen la separaciónelectroquimica,comoelectrodiálisis,combinadoso

no con el uso de membranas,tambiénestánexperimentandoun gran desarrolloen los

últimos años.

La flotaciónseutiliza parasepararpartículassólidaso líquidasde losefluentes,y se

basaen la capacidadde las partículaspara ascendera la superficie del líquido por

diferenciade densidad,se utiliza paraseparargrasaspor ejemplo.Parasepararpartículas

de densidadmayor que el aguaque las contiene,se sueleninsuflar burbujasde gas,

generalmentede aire,en el líquido. Lasburbujasdegasformadaspenetranen los flóculos

o se adhierena laspartículas,y el conjuntosubea la superficie.Este procedimientose

empleapara eliminar de los efluentessólidos suspendidosy para concentraralgunos

fangosbiológicoso químicos.

Segúne] sistemaempleadoen la formación de burbujasde aire sedistinguentres

tipos de flotación: por aire, por aire disueltoa presióny por vacío. En la flotaciónpor

aire, la aireaciónse lleva a caboa presiónatmosférica.Sin embargo,en la flotaciónpor

aire disuelto la inyecciónde aireserealizaa variasatmósferasde presión,manteniéndose

el líquido duranteunosminutosen un tanquepresurizado;a continuación,sele hacepasar

por una válvula de decompresión antes de acceder al tanque de flotación, en cuya

atmósfera se aplica un vacío parcial, y el aire se desprende en forma de tinas burbujas e
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e

u
e

impulsa haciaarriba las espumas(Figura 5 d). Normalmente,los equiposde flotación,

ademásde tener dispositivos barredoresdel material flotante, poseensistemaspara

recogerlos fangosdepositadosen el fondodeltanque.
mt

La coagulaciónconsisteen la adición de compuestosquímicospara atrapar o

desestabilizarlas partículas coloidales,de forma que se favorezcasu aglomeracióno

floculación y precipitación. Este procedimiento permite eliminar específicamente

determinadoscomponentesdel aguaresidual;este es el caso de la adición de sulfato de

aluminio a los efluentesde un tratamientobiológico aerobio para la eliminación del

fósforo. Los coagulantes quimicos más empleados son sales de aluminio, de hierro, o de

sílice, cal y polimeros orgánicos, sintéticos (poliacrilamidas, polietileniminas y

polivinilaminas) o naturales (quitosano, alginatos, derivados del almidóny de la celulosa,

etc.). Los agentesañadidosdebendispersarseen el agua residual lo másrápidamente

posible,paralo quesepuedenemplearmezcladoresmecánicos,neumáticoso hidraúlicos.

U’

La floculación persigue, mediante un mezclado suave, promover el contactoentre
partículas para fomentar la formación de flóculos o agregados.Esta operaciónpuede

realizarse en tanques independientes o en equipos donde secombinanotros tratamientos,

con coagulación o sedimentación por ejemplo. Existen distintos tipos de floculadores

segúnel sistemade agitaciónempleado,siendoalgunosde los másrepresentativoslos

denominadosfloculadoresde paletas(mecánicos)y los de tipo Alabama (hidraúlicos).

Estos últimos están constituidos por una cámararectangulartabicada,en cadaunade

cuyas secciones el flujo de agua sigue una trayectoriaascendentey luegodescendente,

recogiéndoseen varias faseslos flóculos antesde completarsela clarificación,como se
u,muestraen la Figura5 e.
u,

e.

e

4. 2. 2. Tratamientosbiológicos U’
u,

Los tratamientosbiológicos de depuraciónaprovechanla actividad metabólicade

muy diversos microorganismos,para transformarla materiaorgánicabiodegradableen

materia orgánica más estable (biomasade organismosunicelulares) y gases.Estos

fenómenos están basados en la aplicación controlada de los principios de autodepuración
U’

a
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natural. Los microorganismos implicados consumen la materia orgánica disuelta y

coloidal.

Aunque la flora depuradora también puede metabolizar algunos sólidos orgánicos en

suspensión, a menudo, resulta más rentable eliminar previamente este tipo de material

mediante algún procedimiento fisico-quimico y tratarlo después como residuo sólido; este

es el caso, de la mayor parte de los tratamientos aerobios, donde el influente procede de

los decantadores primarios. También la biomasaque se encuentraen suspensión en el

agua ya tratada por algunos tratamientos biológicos debe sereliminadamediantealgún

procedimientofísico-químico,engeneralpordecantación(secundaria).

La microbiotacapazde depurarla materiaorgánicapuedeseraerobia,anaerobia

facultativa o anaerobiaestricta.El mantenimientode los requerimientosadecuadosde

oxígenopara los microorganismosimplicadosen la depuración,condicionaestrictamente

el diseño de los procesos,que en términos generalesse suelen clasificar como

tratamientosaerobioso anaerobios.Enalgunasocasionessepuedenemplearprocesosque

combinanambostiposdetratamientos.

4. 2. 2 .1. Tratamientosaerobios

En estetipo de tratamientos,la masamicrobianaempleael oxígenodisueltopara

oxidar la materiaorgánicay producirenergíaque utiliza parasintetizarnuevo material

celular. La materiaorgánica se transformaasí en dióxido de carbono,otros productos

fmales y nueva biomasa. Globalmente, estos procesos se pueden representar

esquemáticamentede la siguienteforma(Metcalfy Eddy, 1998):

Oxidación COHNS + 02 + Masa microbiana 4 Co2+ NI-13 +Otrosproductosfinales+ Energía
(Materiaorgánica)

Síntesis COHNS + Masa microbiana + Energía 4 C5 E, NO2
(Materiaorgánica) (Nuevos microorganismos)
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La eliminación de la carga orgánica de las aguas residualesdependerápues,

fundamentalmente,de la disponibilidaddeoxigenoy de la actividaddc labiomasa.

Entre los microorganismosque participanen los procesosde depuraciónaerobia.,

son predominanteslas bacteriasheterótrofas(Pseudomonas,Zoog/ea, Achromobacter,

Alcaligenesy Flavobacterium)quepuedenllegar a representarhastael 95%de la flora

total (Bitton, 1994; Droste, 1997). Otras bacteriasque también colaboran en estos

procesosson las nitrificantes (Nitrosomonasy Nitrohacter) y las filamentosas(Nocardia,

Sphaerotilus,Beggiatoa, Thiothrir, Leucothrix, Haliscomenobacter,además de los

llamadosTipo 021N y Tipo 1701 de la clasificaciónde Eikelboomy van Buijsen, 1981)

(Bítton, 1994; Metcalfy Eddy, 1998).Aunquecon un papelmenosdestacado,otros tipos

de organismos(virus, hongos,protozoosy rotíferos)contribuyentambiéna la utilización

de la materiaorgánica.Los hongosno suelenabundaren los tratamientosaerobios,pero,

cuandoalcanzanun nivel alto actúannegativamentesobrela decantaciónde los fangos.

Además,puedenparticipar, junto con las bacteriasfilamentosasy las productorasde

grandescantidadesde exopolisacáridos(Zooglea), en el fenómenodenominado del

bulking o abultamiento (formación de fangos muy voluminosos y de dificil

sedimentación)(l3itton, 1994; Droste, 1997). La ausenciaen los fangos aerobios de

protozoosy rotíferos, predadoresnormalesde bacterias,es uno de los indicadoresde

deficienciasen los tratamientosaerobios(Bitton, 1994).

Aunquelos requerimientosdeoxigenono suelenserelevados(delordende2 mg¡L)

(Metcalf y Eddy, 1998; Droste, 1997),esimprescindibleque su distribuciónen el medio

sea lo másrápiday homogéneaposible.El apodede oxígenosuelerealizarsemediante

distintossistemasdeaireación,siendolos másfrecuenteslos de difusión y los mecánicos.

En los primeros,el difusor se suelesituaren el fondo del reactory el aire suministrado

asciendeen forma de burbujas. El número y el tamaño de las burbujas liberadas

condicionanla velocidadde la transferenciagaseosa,que esmayor cuantomenores el

tamañode lasburbujas.En funcióndel tamañodeburbujadeseado,sedisponede distintos

modelosde difusores,comolos tubulares,deplaca,o de domo,entreotros, En ocasiones

se utilizan aireadores mecánicos (normalmente turbinas) que pueden disponerse

superficialmenteo sumergidos.Mientras que en los superficialesel aire provienede la
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atmósfera, en los sumergidos, el aire introducido procede de la atmósfera y de la

inyección en el fondo del tanque.

Dependiendo de que la biomasa se encuentre en suspensión o asociada a distintos

soportes, se distingue entre tratamientos con fangos activados y de película fija,

respectivamente.

El tratamiento de las aguas residuales mediante el proceso convencionalde fangos

activados se lleva a cabo en dos etapas. En la primera, el efluente pasa a un reactor

aireado, donde se encuentran los microorganismos en suspensión y tiene lugar la

conversión de la materia orgánica. Estos reactoressuelen ser tanquesabiertos,más o

menos profundos según el sistema de aireación empleado. Transcurrido un cierto tiempo

de residencia (entre 4 y 8 horas), la biomasa se encuentra en estos tanques en forma de

flóculos, como consecuenciadc las interacciones intercelulares y de la producción de

exopolisacáridos,que actúancomo material cohesivo. La segundaetapa del proceso

consiste en separarlos flóculos del medio líquido, lo que se realiza en el decantador

secundario. Parte de la biomasa sedimentada se introduce de nuevo en el reactor, para

mantener una concentración más o menos constante de microorganismos y el resto se

purgadel sistema.

A lo largo de los años, el desarrollo tecnológico ha permitido mejorar los

rendimientos y disminuir los costes del procesoconvencionalde fangosactivados(Figura

6 a). Entre las numerosasmodificacionesque sehanpropuesto,indicaremostan solo, a

continuaciónaquellasquehanencontradomayor aplicaciónen la industrialáctea:

El sistema de aireación prolongada es adecuadopara el tratamiento de aguas

residualesde baja carga orgánicay difiere del convencionalen que e] aguano suele

sometersea decantaciónprimaria y en que los tiempos de residenciason superiores

(alrededorde 30 h).

El reactor discontinuo secuencial(SBR) es un mismo reactor que se emplea

secuencialmentecomo tanque de llenado, mezclador (en condiciones aerobias o

anaerobias,segúnel caso),reactorde aireacióny decantadorsecundario.Al completarse

el ciclo, seevacuael aguatrataday sepurgael fango.Así pues,los SBRno necesitande
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Figura 6. Esquemas de funcionamiento de distintos reactores empleados en
el tratamientoaerobiode aguasresiduales.(a) Fangosactivadoscon
difusor de burbujas finas convencional; (b) Sistema de oxígeno puro;
(c) Filtro percolador; (d) Biodisco. Tomado de: Hough (1990);

Droste (1997); Metcalf y Eddy (1998).
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un sistema de retomo de fangos activados. Normalmente y para compensar la

discontinuidad del proceso, las plantas depuradoras disponen de más de un reactor,de

forma que mientras uno se está llenando,los otros seencuentranen otrasfasesdel ciclo.

Los SRM son adecuados para el tratamiento de aguas residuales cuya composición

orgánica fluctúe notablemente.

El procesode contactoy estabilizaciónse basa en que la biodegradación de la

materia orgánica tiene dos fases: una de incorporación de la materia orgánica por parte de

los Ibugos activados y otra de asimilación metabólica. Ambas fases tienen lugar en un

mismo reactor en el sistemaconvencional,pero en esteprocesose llevan a cabo en

reactores independientes. El agua residual contacta durante 20-40 minutos con los fangos

activados de retomo (tanque de contacto) y a continuación, éstos se separan por

decantación y se airean durante 3-6 h (tanque de estabilización), para oxidar la materia

orgánica incorporada, antes de devolverse al tanque de contacto.

El sistemade oxígenopuro empleaeste gas en vez de aire y se basa en que la

velocidadespecíficade transferenciade oxígenoesmayor panel oxígenopuro quepara

el atmosférico.Este tratamientose realiza en tanquesde aireaciónde menor tamaño,

cubiertosy divididosamenudointernamenteen seccionesparapermitirmayor superficie

y tiempo de contactocon el oxígeno(Figura 6 b). Con este sistemase consiguemejorar

los rendimientosy reducir la cantidad de fangos producidos, estandoespecialmente

indicadoparael tratamientode aguasconun contenidoelevadoenmateriaorganica.

El canal de oxidación es un canal circular u ovalado, en el que el aguase airea

mecánicamentedurantetiempos prolongados,cuyo uso normalmentese acompañade

tanquesde sedimentaciónsecundariapara eliminar los fangos.

Aunque las lagunaso estanquesde estabilizaciónpuedendisefiarsepara mantener

distintascondicionesde oxigenación,aquí tan solo semencionanalgunascaracterísticas

de las aerobias.El procesode lagunasaireadas esmuy similar al de fangosactivados,

manteniéndoseen suspensiónla totalidadde los sólidos.La principaldiferenciaestribaen

que en este caso se usa como reactor un depósito excavado en el suelo. Paraoxigenarel

agua se pueden emplear los sistemas anteriormentedescritos. En la actualidad, el
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tratamientoen lagunasaireadassesuelecompletarcon decantacióny recirculaciónde los

fangos.
U’

En los procesosaerobiosde películafija, los microorganismosseadhierena un U

e

mediosólido, dondealcanzanaltos nivelesde crecimiento.La velocidadde la formación U’

de películasdepende,fundamentalmente,de la velocidadde flujo y las características U

u,
nutrientes del agua residual. Los procesos de película fija favorecen el desarrollo de U’

microorganismos con bajas velocidadesde crecimiento,son menosdependientesde las mt
e.

fluctuacionesdel caudaly suelenemplearreactoresde menortamaño.Los procesos de e.

filtros percoladoresy los de discosbiológicosrotativosde contacto(biodiscos)sonlos de U’
U’

películafija máscomúnmenteempleados. e

U’

El diseño de un reactor dej?ltro percoladorrecuerda al de un filtro, pero la filtración u,

no participa significativamenteen su mecanismode eliminación de la materiaorgánica U’

e

(Figura 6 e). En estesistema,la microbiotaresponsablede la depuraciónse encuentra e.

U’adheridaalaspartículasderellenodel reactor(grava,piedras,arena,partículasde plástico
e.

o de carbón activado) formandopelículas.Generalmente,el aguaresidual se rocía de e.

U’forma uniformesobreel lechoconundistribuidorrotativo, y el aguatratada,junto conlos
u,

sólidosde tipo biológico desprendidos,serecogemedianteun sistemade desagúesituado e.
U’en la parte inferior del filtro percolador.A diferenciade otros procesosaerobios, la
U

aireación en los filtros percoladores no suele ser forzada, sino que tiene lugar por las U’

u,
corrientesnaturalesde convecciónqueseoriginan comoconsecuenciade la diferenciade

u,

temperatura existente entre la atmósfera y el agua residual. A medida que las películas U’

e
aumentande espesor,la materiaorgánicay el oxigeno difunden más lentamentea los

e
microorganismosde las capasmáspróximasa la superficie de adhesión, lo quepuede U’

U’

llegar a provocar el desprendimiento de la película. Este desprendimiento puede hacer

necesaria la decantación de las aguas tratadas. Por ello, cuando la carga contaminante del U’

e.
efluenteesintermediao alta,puedendiseñarseprocesosconmásdeunaunidadde filtros

percoladores,decantadoresy recirculadoresde fangos,intercaladosen distintasfasesdel U’
e.

proceso. u,

U’

Los discosbiológicos rotativosde contactosuelen ser de poliestireno o cloruro de e.

polivinilo, están suspendidos verticalmente, y giran a baja velocidad(1-2 rpm) (Figura 6 U’

e
U’
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d). Los discosseencuentranparcialmentesumergidosen el aguaresidual,de forma queal

girar, la biomasaadheridacontactaalternativamentecon el líquido a tratar y con el

oxígenoatmosférico.Las películasdesprendidasy arrastradaspor el agua se eliminan

posteriormentepor decantación.

La utilización en seriede algunosde los procesosaerobiosanteriormentedescritos,

se ha empleadocon éxito paradepuraraguasresidualesurbanase industriales,siendo

frecuente la combinación de filtros percoladores y fangosactivados.En estoscasos,el

primer paso actúa como pretratamientopara reducir la carga orgánica, mejorandoel

rendimientodel segundo.

4. 2. 2. 2. Tratamientosanaerobios

Inicialmente este tipo de tratamientos se aplicaban para estabilizar los fangos

procedentes de las distintas fases del procesode depuración.Posteriormente,sin embargo,

se han convertido en procedimientos cada vez más frecuentes para la depuraciónde aguas

residuales.Una caracteristicamuy ventajosade estostratamientosbiológicos es que la

cantidadde biomasaformada es del orden de 10 vecesinferior a la procedentede un

tratamientoaerobio (Bitton, 1994). En los tratamientosanaerobios,la correspondiente

microbiota convierte, en ausenciade oxigeno, la materia orgánica (disuelta o en

suspensión) en biomasa,y distintasproporcionesde gases(metano,hidrógeno,amoniaco

y dióxido de carbono). EL metano tiene un alto poder calorífico y puede emplearse como

fluente dc energía en la propia planta depuradora; este beneficio compensael coste

originado, sobre todo en climas fríos, por la necesidad de mantener temperaturas

relativamentealtasduranteel procesodebiodegradación.

Estaforma de conversiónde la materiaorgánicaesdebidaa la actuacióncombinada

de un grupobastanteespecíficodebacteriasanaerobias,facultativasy estrictas.El proceso

tiene lugaren variasetapas.Primerosehidrolizan los compuestosdegran tamaño,dando

lugar a otros fácilmente asimilables.La capacidad de estos microorganismospara

degradarsólidosorgánicosen suspensión,haceque la decantaciónprimariano seaen este

casouna operacióntan crítica como en los tratamientosaerobios. Seguidamente,los
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compuestos fácilmente asimilables se transforman en ácidos orgánicos simples

(principalmente acético, butírico y propiónico), alcoholes, dióxido de carbono e

hidrógeno. Por último, se produce metano, dióxido de carbono, y pequeñascantidadesde

hidrógeno, nitrógeno y ácido sulfidrico (Bryant, 1979; Vallés y col., 1980; Metcalf y

Eddy, 1998; Droste, 1997). Algunos autoreshan agrupadoestosprocesosen 3 fases

(Acidogénica, Acetogénica y Metanogénica) (Bryant, 1979; Vallés y col., 1980; Droste,

1997), mientras que otros agrupan las 2 primeras (fase acidogénica-acetogénica) (Horton,

1987; Metcalf y Eddy, 1998; Urcelay, 1998). En la Tabla 8 se divide el conjunto en 2

fases y se muestran las transformacionesy gruposbacterianosimplicadosen la digestión

anaerobia, así como los sustratos característicos y los productos de reacción.

Tabla 8. Grupos bacterianos implicados en la digestión anaerobia de efluentes.

Fase Acción Grupo bacteriano Productosiniciales Productos finales

i

ial

O

u

o

1-lidrolláca Bacteriashidroliticas
Lípidos
Proteínas

Carbohidratos

Ácidos orgánicosAlcoholes

Fermento/Iva BacteriasFerr,ientativas
acidogénicas

Glucosa
Aminoácidos
Ácidos grasos

Ácido acético

Acetogénica

Homoacctogénicas

Ácidos orgánicos

Alcoholes
Carbohidratos
CO2

Acido
acetíco

ca>

Acetogénicas
productorasdc 1~12

Ácidos orgánicos
Alcoholes

Ácido acético
l~l2

2

22
2
2

Metanogénica

Hidrógenotróficas CO2 CH4H20

Acetotróficas Ácido acético
CH4
CO,
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En la primera fase de la digestión participanbacteriasanaerobias,facultativaso

estrictas, de los géneros Clostridium sp., Streptococcus sp., BJ¡dobacterium sp.,

Lactobacillus sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp., Actinomyces sp.,

Desulphovibriosp., y Eseherichiacoli, ademásde otras bacteriasproductorasde enzimas

proteolíticas,lipolíticas, ureolítícasy celulolíticas(Bitíton, 1994; Metcalfy Eddy, 1998).

Las bacteriasmetanogénicas,sin embargo,sonmicroorganismosanaerobiosobligados,e

incluyen especies de los géneros Methanobacterium, Methanobrevibacter,

Methanococcus,Methanosaetay Methanosarcina,queproducenalrededordel 70% del

total del metano descarboxilandoel ácido acético (Bryant, 1979; Vallés y col., 1980;

Bitton, 1994; Metcalf y Eddy, 1998; Droste, 1997). Esteúltimo grupo de bacteriasse

caracterizapor estar constituido por un pequeñonúmero dc especies,que son muy

sensiblesa las condiciones ambientalesy de crecimiento muy lento, por lo que su

metabolismoesel pasolimitante del proceso.

Las bacteriasmetanogénicasson extremadamentesensiblesa las variacionesde

temperatura,existiendo2 intervalosóptimos, mesófilo (20-40’C) y termótilo (40-600C),

quedeterminan2 tipos distintosde digestiónanaerobia.La digestióntermofilica necesita

tiemposde retenciónhidráulicamáscortos, inferioresa 15 días,mientrasque los tiempos

típicosde la mesofilicason de unos30 días (Vallés y col., 1980; Metcalf y Eddy, 1998;

Urcelay, 1998).Comocontrapartida,la digestióntermofihicaconlíevaun costeenergético

superiory un control muy estrictode los cambiosde temperatura,porqueestasbacterias

de este intervalo son hipersensiblesa las oscilacionestérmicas (Vallés y col., 1980;

Urcelay, 1998). También se puedeobtenermetanogénesisen una bandade temperatura

psicrófila (10-200C),pero el rendimientoenergéticoesmuy bajo (Droste, 1997; Urcelay,

1998).

Otro parámetroque las bacteriasmetanogénicasexigen controlar es el pH, que

óptimamenteno deberíadesviarsedel intervalo 6-8 (Vallés y col., 1980; Droste, 1997;

Urcelay, 1998).Una acidificaciónexcesivapuedeocurrir por ejemplopor un aumentode

la producciónde ácidosvolátiles, por partede la flora acidogénica,cuyo pH óptimo está

entre5,5 y 6,5 (Vallésy col., 1980).
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En el influentepuedenexistir componentestóxicoso inhibidores,desfavorablespara

el crecimientode la flora metanogénica;éstees el caso de algunosmetalespesados,

detergentesy concentracionesaltasde Na, K, Cao Mg (Urcelay,1998).No obstante,y sin

lugar a dudas,el principal elementoinhibidor es el oxígeno(Vallés y col., 1980). Su

efectoseevitautilizando reactoressellados,paraimpedir la entradade aire. Estotambién

sirve para limitar la diffisión de olores desagradablesa los alrededoresde la planta

depuradora. U’

U’

La necesidadde un control estrictode estosparámetros,junto con la peligrosidadde e.
e.

los gasesproducidos(material inflamable), hacenque la manode obraempleadaen las
U’

instalaciones anaerobias deba ser más especializada, y por tanto, más cara que la de las e.
mt

aerobias(Sienay Peñalver,1989; 11W, 1990;Droste,1997). e.

Las interaccionesentre los microorganismosque participan en la depuración

anaerobiason tan críticas quealgunosautores(Zoetemeyery col., 1982; Droste, 1997)

recomiendanla separaciónfisica de la faseacidogénicay la metanogénica.Estesistema,

conocidocomo tratamiento anaeróbicoen dosfases,consiguemejorarla actividad de

cada grupo microbiano, y así, favorecer tanto la producción de metano como la

disminución de la cargacontaminantedel aguaresidual.Por otro lado, la utilización de

distintos cultivos iniciadoresparael tratamientode aguasresidualesespecíficas,supone

unaalternativainteresante,que palia los problemasderivadosde la variabilidad de la

microbiotaquetrae el influente(Chartrainy col., 1987).

En los tratamientosanaerobios,al igual queen los aerobios,seutilizan procesoscon

la biomasaen suspensióno en película fija, perotambiénhay reactoresde un tercertipo

(híbridos),en los quesecombinanlos dostiposdeprocedimientoanteriormentecitados.

Los procesosa basede crecimientoen suspensiónestánconcebidosprincipalmente

parala digestiónde fangos procedentesde tratamientosaerobios,pero puedentambién

aplicarse a aguasresidualescon un elevadocontenido en sólidos orgánicos.Los más

comúnmente empleados son el tratamiento anaerobio convencionaly el proceso de

contacto. Ambos procesos se llevan a cabo en digestoresde mezclacerrados. En el

procesoconvencional,los fangos no se recirculan y, normalmente,la digestión y la

U

U

U
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separaciónde los fangostienen lugar en el mismo reactor(Figura 7 a); sin embargo,

tambiénesposibleempleardos o másreactoresenserieparasepararambasfases.Por el

contrario,en el procesode contacto,los fangosdigeridosseseparanen un decantadoro

unidadde flotación, y seempleancomoinóculo del influente(Figura7 b).

Los reactoresde película fija másutilizados son los de lecho compactoy flujo

ascendente(Figura 7 e), y los de lecho fluidificado o expandido(Figura 7 d). En los de

lecho compacto,los microorganismosse adhieren a superficiesgrandes,de distintos

materialesy formasgeométricas,dispuestasde forma compactay fija en el interior del

reactor.Sin embargo,en los reactoresde lechofluidificado, la microbiota forma biofihns

alrededordepequeñaspartículasmóviles,granosdearenapor ejemplo.Enestossistemas,

las partículasdel lecho semantienenenmovimientoen el interior del reactorpor el flujo

ascendentedel influente;unavez fmalizadoel proceso,un dispositivoseparadorretienea

las panículasdel lecho parasurecirculación.El uso de mayor superficieútil aumentael

rendimientode la biodegradación.

Entre los reactoreshíbridos destacanlos de manto de fango anaerobiode flujo

ascendente(UASB)(Figura7 e), en los que la biomasaforma gránulosde tamañosimilar

al de un guisante.El mecanismode agregaciónimplicado en la formación de estos

gránulosno seconoceconexactitud.El influente entrapor el fondo del reactor,dondese

encuentranconcentradoslos gránulos. Como consecuenciadel gas generadodurantela

bioconversión,partede los gránulosson arrastradosy seencuentranen suspensiónenel

líquido. Colocandoen el tanqueunaválvula quepermitala salidadel gas,pero no la de

los gránulos,éstospuedensedimentary volver a formar partedel lecho, evitándosela

necesidadde dispositivosparala recirculaciónde fangos.Esteprocesoes, sin duda,uno

de los sistemasanaerobiosmás rápidos, permitiendoconseguirtiempos de retención

inferioresa 1 día.

Basadosen los UASB convencionales,sehandiseñadolos reactoresUASBde lecho

fluidificado, en los quese haaumentadola velocidadde flujo paraconseguirunamayor

dispersiónde los gránulos.Este tipo de reactores parecen especialmente adecuados para el

tratamientodeaguasdebajacargaa bajastemperaturas.
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Agua Agua
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residual
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e.

Figura 7. Esquema de funcionamiento de distintos reactores empleados en el

tratamiento anaerobio de aguas residuales. (a) Convencional; (b) De

contacto; (e) De flujo ascendente; (d) Lecho fluidificado; (e) UASB.

Tomado de: Droste (1997). U’
u,

U’
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Finalmente,hay que mencionarque los tratamientosanaerobiostambiénpueden

realizarseen lagunaso estanquesmuy profundos(hasta6 metros)excavadosen el sueloe

impermeabilizados,en cuyo fondo sedimentanlos residuosatratar. El aguaasí tratada

suelenecesitarun segundotratamientoantesde suvertido.

4. 2. 2. 3. Tratamientoscombinados

A menudoseempleansistemasquecombinanel tratamientoaerobioy anaerobio.

Esteesel casode las denominadaslagunasfacultativas, dondesedaunazonasuperficial

aerobia, una intermediamicroaerófila y una inferior anaerobia.Las condiciones de

aerobiosis en la superficie de la laguna pueden mantenerseempleando aireadores

superficialeso medianteel crecimientode algas.Estasúltimas utilizan parala fotosíntesis

el dióxido de carbonoy el agua,liberando oxígeno. Actualmente,se estándiseñando

sistemasintegradosbastanteavanzadosparael tratamientode aguasen lagunas.En ellos,

la depuraciónsesueleiniciar en unalagunade anaerobiosisy seprosigueen unalaguna

acrobia,en la quepredominanlas algas,a su vez soneliminadasen otra lagunaposterior

por coagulacióny flotaciónpor airedisuelto. Las algasseparadaspuedenprocesarsepara

suutilizaciónenalimentaciónanimal.

Otro ejemplo de tratamiento combinado es el proceso de nitrificación-

desnitrificación, que seaplica a aguasresidualescon un elevadocontenidoen material

nitrogenado.En efluentes,el amoniacopuedeencontrarsecomocontaminanteinicial del

aguao formarse durantela degradaciónaerobiade la materia orgánica. Las bacterias

nitrificantes (Nitrobacter, Nitrosomonas) convierten el amoniaco en nitratos

(nitrificación), siendosu actividad muy estrechamentedependientede la temperaturay

otras condicionesmedioambientales.Como su crecimiento es máslento que el de las

bacteriasheterótrofas(responsablesde la eliminaciónde los compuestoscarbonados),la

actividad de las bacteriasnitrificantes es mayor en los fangosde edad avanzada.En la

eliminación de los nitratos formados,participan microrganismoscomo Pseudomonas

denitr«¡cans,quesecaracterizanpor oxidar la materiaorgánicaenausenciade oxígeno,

empleandolos nitratoscomoaceptoresdeelectronesy liberandonitrógenogaseoso.
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En los procesosde nitrificación-desnitrificaciónse combinan pues tratamientos

aerobios y anaerobios. La nitrificación puede realizarse en el mismo reactor aerobio en

que tiene lugar la degradación de los compuestoscarbonadoso en uno independiente.En

ésteúltimocaso,hayquetenerencuentaque, paraquela desnitrificacióntengalugar, es

necesario que ademásde nitratos, el agua contengasuficiente cantidad de materia

orgánica;por ello, cuandoel influente procedede un reactorconvencional,es frecuente

suplementarIoconcompuestosorgánicos.

Las limitacioneslegalesparalos vertidosde fósforo hancondicionadoel diseñode

procesosparala eliminación defósforo. Unade las alternativasdisponiblesesel uso de

tratamientosbiológicos,basadosen la capacidadde algunosmicroorganismosaerobios,

comoAcinetobacter,paraacumularintracelularmenteel fósforo en forma de polifosfatos.

Estaactividadse favorecenotablementeen presenciade ácidosgrasosde cadenacorta.

Comoen la faseacidogénicade la depuraciónanaerobiaseproducegrancantidadde este

tipo de ácidos, normalmentelos procesosque pretenden la eliminación de fósforo

incluyenun tratamientoanaerobio,seguidode otro aerobio.

En algunasocasiones,sepuedenemplearprocedimientosalgo máscomplejosque

favorecenla eliminación simultáneade fósforo y nitrógeno. Es el caso del proceso

Bardenpho,queincluye un primerreactoranaerobio,en el quese favorecela producción

de ácidosgrasosvolátiles;en un segundoseinicia la desnitrificacióny la digestiónde

compuestoscarbonadosen condicionesde microaerofihia.A continuación,en un tercer

reactor, aerobio, se completael descensode la DBO, al tiempo que se produce la

nitrificación y la captaciónde fósforo. En el cuarto reactor, en condiciones de

microaerofilia, se completala desnitrificacióny por fin, en un quinto pasoel proceso

finaliza con un reactoraerobio,cuyo objetivo es estabilizarla biomasaque contieneel

fósforo,y separarel nitrógenogaseosoanteriormenteproducido.

4. 3. Vertidos lácteos

Es relativamentefrecuente que las industrias lácteas ubicadasen zonas rurales

utilicen sus vertidos como agua de riego para cultivos agrícolas(BuIl y col, 1981;
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Groenewold,1981;MMA, 1996; Wendorrn1998).Estaalternativaessencillay barata,y

conlíevaun efectofertilizante.Sin embargo,si el riegocon vertidoslácteosse realizacon

excesiva frecuencia, los suelos se compactan y acidifican, se producen olores

desagradables,y aumentael riesgo de contaminaciónpor infiltración de los recursos

hidraúlicossubterráneos(Zalí, 1992; MIMA, 1996). Por ello, el volúmen máximo de

vertidoslácteosrecomendadoestáentrelos 10 y 15 m311-Ialdía,dejando15-30 díasentre

cadairrigación(MMA, 1996)paraquela microbiotadel sueloasimilelos sustratoslácteos

smquesepierdasucapacidaddepurativa(MMA, 1996; Wendorft 1998).

Como ya se indicó anteriormente,predominaen los efluenteslácteos el material

orgánico solubley coloidal, por lo que la aplicaciónexclusivade procedimientosfisico-

quimicos no permite generalmenteobtener una reducción suficiente de la carga

contaminante.Así pues, para tratar efluentesde la industria láctea se suelen emplear

determinadascombinacionesde tratamientosfisico-quimicos y biológicos (IiDF, 1990;

Wheatley, 1994; Mann, 1993), cuyas característicasprincipales se describen a

continuación.

A pesar de que en los vertidos lácteos no abundan los sólidos en suspensión de gran

tamaño,es aconsejablecomenzarsu depuraciónhaciendopasarel influente a través de

tamicesde malla metálica de 0,95 cm de tamaño de exclusión, como desbastepara

eliminar restosgroserosde cuajada,caseinatos,residuosde embalajes,etc. (Wheatland

1974;Wheatley, 1994; Wendorff 1998).

La homogeneizaciónde lasaguasresidualeslácteasen tanquesde equilibradoesuna

operacióncrítica,tantoparaaquellasquevana sersometidasa tratamientosposterioresde

depuraciónen la propiaindustria,comoparalasaguasqueseviertandirectamentea redes

de saneamientopúblicas,dondelas fluctuacionesde composicióny volumende descarga

del vertido, puedenllegara afectarnegativamenteal funcionamientode las depuradoras

municipales(IDF, 1984;WendorW 1998).

Una prácticahabitualen el tratamientode efluenteslácteosessu neutralizaciónpor

adición de ácidos(clorhídrico, nítrico o sulfúrico) o álcalis (sosa)(Rusteny col., 1993;

IDF, 1997),particularmentecuandoseva aplicarun tratamientobiológico posterior.Así,

segúnunestudiorealizadopor la FIl. (FederaciónInternacionalde Lechería)en 1984, el
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85% de las empresas lácteas encuestadas(representantesde 20 países)neutralizabansus

efluentes (IDF, 1984). Aunque el pH óptimo para aplicar un tratamiento aerobio se situa

entre 7 y >7,5 (Bitton, 1994), a nivel de laboratorio se ha comprobado que, adaptando

previamente la microbiota para la depuración aerobia, sería posible tratar aguas residuales

lácteasalcalinassin necesidadde procedera su neutralización(Pereday col., 1991).La

biodegradaciónanaerobiade la materiaorgánicaes tambiény como ya seha indicado,

pH-dependiente;algunos autores (Kisaalita y col., 1987) han comprobadoque el

mantenimientodelpH entre6 y 6,5 favorecela producciónde ácidosorgánicosdeseables

(acético y butiico). El mezclado de las aguas residualescon las soluciones de

neutralizaciónse suelerealizar en continuo en el tanquede homogeneización,con la

ayuda de bombasde dosificación, conectadasa un pH-metro inmerso en el tanque.

Recientemente,seha probadocon éxito el empleode dióxido de carbonocomo agente

neutralizantede efluentes,en unaindustrialácteabritánica; estecompuestono corrosivo

sealmacenaen estadoliquidoen depósitosaaltapresión(20 bares)y bajatemperatura(-
180C), mezclándosecon aguaquese desvíay recircula al tanquede homogeneización

(Anónimo, 1998b).

Excepto en el caso de los efluentesde queseríase industrias dedicadasa la

obtención de caseinatos, el contenido de materiales en suspensión fácilmente

sedimentableses relativamentebajo en los vertidos lácteos(Wendorft 1998), por lo que

no esfrecuenteel usodedecantadoresprimarios.

Aunqueiaufiotacióívsueleen?gerieraLaplicarsetras la coagulacióny!ofióculációnde

los efluentes,en la industrialáctea su empleoen las primerasfasesde la depuraciónes

importante,ya quepennitedescartaraceitesy grasasque interfieren en los tratamientos

biológicosposteriores(IDF, 1997).Los sistemasmásempleadosson la flotación por aire

o por aire disueltoy los decantadoresde grasa.En estosúltimos, la grasase separapor

gravedad en depósitos rectangularesdivididos en compartimentos;de forma que

cantidadesdecrecientesde grasa flotante quedan retenidasen las sucesivasceldas,

pasandoel aguade unaa otra por un conductosituadopor debajode la películade grasa

(IDE, 1997).La eficaciade los separadoresde grasaesmenorcuandocl pH del efluente

es superiora 8 (IDF, 1997). El nivel de grasaestimadocomoaceptableparaaplicar un
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tratamiento biológico a un efluente lácteo, es de 100 mgl. A este respecto, se ha

observadoqueen el sectorlácteolos efluentesconun mayor contenidoen grasaproceden

de las industrias elaboradorasde mantequilla(100-1000mgIL) y las queserías(30-1000

mg/L) (¡DF, 1997).

La coagulaciónquímica se utiliza ampliamenteen el tratamientode efluentes

lácteos,permitiendoreducir la DQO en aproximadamenteun 50% (Rusteny col., 1993;

IDF, 1997).Conesteprocedimientono seconsiguesin embargoeliminar la lactosa.Dada

la riquezanutritiva delmateriallácteoprecipitadoy suposibleutilizaciónen alimentación

animal,amenudoserecurrea la adiciónde agentescoagulantesde usoalimentariocomo

quitosano,alginatos, ácido lignocelulósico o carboximetilcelulosa,en vez de a las

tradicionalessales metálicas(Rusten y col., 1993; ¡DF, 1997; Ordolff, 1997; Mann,

1998b). Sin embargo,cuandoel contenidoen fósforo de las aguasresidualeses elevado,

las salesmetálicassiguensiendoel coagulantede elección,ya que los productosantes

citados no consigueneliminar este elementode forma eficaz (Rusteny col., 1993).

Normalmente,y antesde procedera la coagulación,el pH del efluentelácteoseajustaa

un nivel acordecon el tipo de agentecoagulanteseleccionado;así, en el casode sales

metálicasy carboximetilcelulosase empleaun pH entre4 y 5,5 (Rusteny col., 1993).

Cuandolos precipitadosse destinana la formulaciónde piensos,esmás recomendable

emplearcomoagenteacidificanteel ácidoláctico (Rusteny col., 1993).

Existeun equipocomercializadoespecíficamenteparala industrialácteay conocido

como “Zeda”, que combina la acidificación de los efluentescon ácido sulfúrico, su

coagulaciónpor adición de 6-10 mgl de carboximetilcelulosay la posteriorseparación

de los precipitadospor un sistemade flotaciónpor airedisuelto(Mann, 1993;DF, 1997).

Conesteproceso,instaladoennumerosasindustriaslácteasdanesasy noruegas,esposible

reducir la DQO inicial del efluenteentreun 50 y un 60% (Mann, 1993; Rusteny col.,

1993)ademásdeeliminarhastacl 90%de la materiagrasa(IDE, 1997).

La electrocoagulaciónha sidoempleadacon éxito en algunasindustriaslácteasrusas

(BuIl y col., 1981; Mann, 1998b). En este caso, los coagulantes se generan

electroquimicamente,con electrodos que contienen hierro o aluminio. La corriente
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eléctrica aplicada provoca la fonnación de hidróxidos metálicos de gran capacidad

coagulante.

La separaciónpor membranases, sin duda,unade las tecnologíasmáseficacespara

reducir la carga contaminante de las aguas residuales. Sin embargo, la frecuente necesidad

de combinar varios tipos de separación, el uso de presiones altas y el precio de las

membranas,suponenun costeeconómicodemasiadoelevadoparanumerosasindustrias,

incluida la láctea.Así, la microfiltración resultaeficaz parala recuperaciónde panículas

relativamente grandes (Yacubowiccz, 1996; Yip y col., 1996), mientras que la

ultrafiltración combinadacon ósmosisinversapermite ademásde recuperarproteínas,

reducirla DRO delos vertidoslácteosenmásde un 90% (Wheatland,1974;Mann, 1979).

El interéscrecientepor recuperary reutilizar los agentesde limpieza, junto con el gran

desarrolloexperimentadopor los procesosde separaciónpor membranas,hapermitido la

comercializaciónde algunossistemas,como el denominado“AlkaSave” (Mann, 1979;

Yacubowiccz, 1996; Yip y col., 1996). Este sistema sirve para recuperar por

nanofiltraciónlassolucionesdesosaempleadasen la limpieza in situ de los equipos,que

puedenreutilizarseentre7 y 10 veces(Yacubowiccz,1996). Además,la retenciónde la

mayor parte de los componenteslácteos de las aguas de lavado se traduceen una

reduccióndel 95% de su DQO. Si el líquido retenidopor la membranase sometea un

tratamientoposteriorpor diafiltración,paraeliminar restosdesosa,sepuedeemplearen la

formulacióndepiensos(Yacubowiccz,1996).

Unavez quelos efluenteslácteossehanacondicionadomediantela aplicaciónen

serie de varios de los procedimientos fisico-quimicos ya descritos, como

homogeneización,neutralización y separaciónde grasas, ya pueden ser tratados

biológicamente(IDE, 1990; Carballo, 1994; Wheatley, 1994). Tradicionalmente,en la

industria lácteasehanempleadotratamientosaerobios(Pereday col., 1996; Wendorff

1998). En los años 70 comenzaronlos estudiosde laboratorio para la aplicación de

tratamientosanaerobiosaefluenteslácteosde elevadacargaorgánica(IDE, 1990).En las

primerasexperienciasindustriales,llevadasacabo10 añosmástarde,seobservóya quela

reducciónde la cargaorgánicapodia llegara ser del 90% paraefluentescon unaDQO

superiora los 1.500 mg /t (IDF, 1990; Wendorfr 1998). No obstante,estosniveles de
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reducción pueden no ser suficientes para descargar el efluente tratado a un cauce fluvial

(IDE, 1990), haciendo necesario un paso aerobio posterior (IDF, 1990). Una limitación

inicial de los tratamientos anaerobios era su poca eficacia para depurar vertidos lácteos

con DQOinferior a 1.000 mg/L (Ndon y Dague, 1997); esto ha sido superado con la

puestaa punto de procesosmáslentos que operan a temperaturasmásbajas (16-250C)

(Katoy col., 1994;Viraraghavany Varadarajan,1996;Ndony Dague,1997).

Los fangos activados constituyen uno de los métodos más populares,

particularmenteenEEUU, parael tratamientoaerobiode aguasresidualeslácteas(Bulí y

col., 1981; WendorW 1998). Sin embargo, los sistemasconvencionalesde fangos

activadosno resultanmuy apropiadospara el tratamientode aguasde elevadacarga

orgánica, ya quenecesitanmuchotiempo(15-40h; WendorW 1998)parareducirla DQO,

y con frecuencia dan lugar a los no deseados fangos voluminosos de dificil sedimentación

(bulking) (Stover, 1993; Mino, 1995; Donkin, 1997).

La mayor partede los estudiosmicrobiológicossobre tratamientosaerobiosde la

industria láctea,sehan realizadotan sólo paracaracterizarla microbiotaresponsabledel

mencionadobulking (Mino, 1995; Donkin, 1997).Tradicionalmentesehadadoporhecho

quela naturalezamicrobianade estosfangoserasimilar a la de los procedentesde aguas

residualesurbanas(WendorW1998).Sin embargo,recientementeManz y col. (1994)han

observadoque existendiferenciasnotablesentre la composiciónde un fango aerobio

lácteo (procedentede un proceso SBR) y uno urbano (procedentede un sistema

convencional).Utilizandotécnicasde ribotipado, y con la libreríagenéticapropuestapor

Woese(1987), estosautoresobservaronque el 85% de los microorganismosprocedentes

del fango lácteoresultabanhibridadoscon la sondadel grupoCytophaga-Flavobacterium-

Bacteroides,mientrasque tan sólo lo hacíaasí el 23% de los de los fangos de origen

urbano.Segúnestosautores,dentrodeestegrupotilogenéticoseincluyenlas bacteriasde

los génerosCytophaga,Flavobacteriumy Haliscomenobacter(bacteriafilamentosa).El

grupo filogenético de las bacteriasGram-positivascon alto contenido en guaninay

citosina (entre las que se encontrarían los géneros Nocardia, Corynebacterium,

Rhodococcusy Arthrobacter) abarcabaa un 23 y el 9%, respectivamente,de las

poblaciones de los fangos lácteo y urbano. Las bacteriaspertenecientesal grupo
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filogenéticoproteobacteriasresultaronser másabundantesen los fangosurbanosqueen

los lácteos(Manzy col., 1994).

Duranteel procesode fangosactivadoscon aguasresidualeslácteas,es necesario

extremarlasprecaucionesparaevitartantola aparicióndel bulking, comola formaciónde

espumas. Aunque existen distintos tipos de bulking, el que predominaen la industria

láctea es el debido al crecimientoexcesivo de bacteriasfilamentosas.Este tipo de

bacteriasse caracterizapor tener una superficecelular muy grande, lo que reduce

considerablementesu capacidadde sedimentación(Bitton, 1994; Droste, 1997). Tienen

tambiénuna afmidadmayorque lasbacteriasfloculantespor numerosossustratos,lo que

determinasupredominoenalgunasocasiones(Stover,1993; Bitton, 1994; Donkin, 1997).

Así, cuandoel nivel de oxigeno disuelto es bajo, o el efluente es deficitario en algún

nutriente,comonitrógenoo fósforo, siendorico en lactosa,sefomentala proliferaciónde

las bacteriasfilamentosas(Stover, 1993; Bitton, 1994; Donkin, 1997).A partir de fangos

lácteosvoluminosossehanaisladobacteriasfilamentosascomo Sphaerotilusnatans, los

Tipos 021N y 0961 de Eilkelboom, y Nocardia (Bergey’sManual, 1989; Stover, 1993;

Mino, 1995).Unade lasalternativasparaminimizarel crecimientodeestasbacteriasesla

adición de agentesoxidantes,comocloro o peróxidodehidrógeno,bienen el tanquede

aireacióno en los fangosrecirculados(Bitton, 1994;Donkin, 1997).

Algunas de las bacteriasfilamentosascitadas, como Nocardia, Rhodococcuso

Microthrix, puedenparticiparen la formaciónde espumasdecolor marrónen los tanques

de aireaCión. Aunque la formaciónde espumasenestosreactorespuededebersetambién

a la presenciade proteinaslácteaso detergentes,las espumasde origen microbianoson

particularmentepeligrosasparael personalde la plantadepuradoraya que existeel riesgo

de que en ellas proliferen patógenosoportunistascomo Nocardia asteroides(Bitton,

1994).Además,lasespumasmodificanla transferenciadeoxígenoy suelenasociarsea la

aparición de olores desagradables(Stover, 1993). Los surfactantesaniónicos y sus

productosde degradaciónsonespecialmenteproblemáticos,al favorecerel crecimientode

Nocardiaen los fangosactivados(Bitton, 1994).

Como yaseha indicado anteriormente,.ebproccdimientaconvencionalcowfangos

activadosno es muy apropiadopara el tratamientode vertidos lácteos de alta carga
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orgánica.En sulugar,suelenemplearseotrossistemas,comolos deaireaciónprolongada,

de oxígenopuro, o de contacto y estabilización,que permitenreduccionesde la DQO

superioresal 90%(Bulí y col., 1981; LópezMateosy MastralLajusticia, 1986, Carballo,

1994; Wendorff, 1998). Quizás el proceso más común sea el reactor discontinuo

secuencial(SBR),ya queademásde limitar el bulldng,permiteregularlascondicionesde

aireación para que tengan lugar simultáneamentelos procesos de nitrificación-

desnitrificacióny de eliminaciónde fósforo(Malaspinay col., 1995; Kolarski y Nyhuis,

1996; Donkin, 1997; Wendorff, 1998).

Los procesosaerobiosde película fija sehanvenido empleandomásen la industria

lácteaeuropeaqueen la norteamericana(Bulí y col., 1981).No obstante,estosprocesos

originan oloresmásdesagradablesque los de fangosactivados(Elkin, 1984; Wheatley,

1994). La moderadareducciónde la DQO (alrededordel 75-85%)proporcionadapor un

único filtro percoladorparavertidoslácteos(Wendorfl 1998),ha fomentadoel desarrollo

de procesoscon variasunidades,o que incluyenotro tipo de tratamientoaerobio(Mann,

1979; Groenewold, 1981; BuIl y col., 1981; Elkin, 1984; Wheatley, 1994). Las unidades

de contactobiológico rotativo tambiénseempleana menudo,solas o combinadas,para

diminuir el podercontaminantede las aguasde origen lácteo(Bulí y col., 1981;Carballo,

1994). Parafomentarla biodegradacióndel materialnitrogenado,serecomiendaemplear

dos unidades,unaa bajavelocidad, donde los compuestoscarbonadosson oxidados,y

otra con velocidad rotacional mayor, para favorecer la proliferación de las bacterias

nitrificantes(Wendortt 1998).

Cuandoseva a aplicar un tratamiento anaerobioa un determinadoefluentelácteo,

hayquetenerencuentaquealgunosde suscomponentespuedentenerun efectonegativo

sobre la microbiota implicada. Así, cuando la materiagrasaeshidrolizadapor la flora

lipolítica del fango, la acumulaciónde productosde degradación,particularmentede los

ácidos grasosde cadenalarga(oleico, palmítico, mirístico y esteárico),puede llegar a

inhibir el crecimientode las bacteriasmetanogénicas(Morgany col., 1991; Perley col.,

1995). Los lípidosademás,puedendisminuirla eficaciade los tratamientosanaerobiosal

favorecerla flotación de los fangos,modificar las característicasde los gránulosde los

reactoresUASB o reducir la velocidadde flujo en los reactoresde lechocompacto(IDE,
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1990; Perle y col., 1995; Petruyy Lettinga, 1997). De ahí que se aconsejeeliminar

previamente la grasa del vertido por un procedimiento fisico-quimico hasta una

concentraciónmáxima de 100 mgl (Perle y col., 1995). También se ha sugerido el

empleode compuestossurfactantesqueno afectena la microbiotaanaerobia,comosodio

lauril sulfato,Tween-80,Triton-X100o Tegopren3022(Pately Madamwar,1998).
u,

Al ser la lactosa uno de los componentes mayoritarios de los efluentes lácteos, su u,

utilización porpartede la mícrobiotaanaerobiahasidoobjetode numerososestudios.Se U’
e

sabeque durantela primera fase de la digestiónanaerobia,los organismoshidrolitico- u,

U’fennentativoslactasapositivosmetabolizaneste azúcarpor la vía Embden-Meyerhof-
u,

Pamas(EMP); a partir del piruvato se producenentoncesdiversos ácidos orgánicos e.

u,

(lactato,formato,butirato, propionato,entreotros),así comoetanol,hidrógenoy dióxido
de carbono; siendoel lactatoel principal metabolito intermediario(Figura 8) (Pipyn y e

e.

Verstraete, 1981; Chartrain y Zeikus, 1986a; Kisaalita y col., 1987). La microbiota e.

responsablede estasprimerastransformacionesen vertidoslácteos,ha sido caracterizada e

e

parcialmente, identificándose bacterias lácticas (Lactobacillus spp. y Leuconostoc U’

mesenteroides),enterobacterias(Klebsiellaoxytoca)y Clostridiu.’n butyricum(Chartrainy e
u,

Zeikus, 1986b; Morgan y col., 1991; Fournier y col., 1993). Entre las bacteriasque e.

participanen la faseacidogénica-acetogénicaduranteel tratamientode vertidos lácteos
e

Chartrainy Zeikus (1 986b) hanidentificadoa Clostridiumpropionicumy Des¡4fovibrio u,

evulgaris.

Ademásde las bacteriasya descritas,otros génerospuedenparticipar en la fase

acidogénica-acetogénica,en la que a partir de distintos sustratos (azúcares,ácidos

orgánicos)se producen otros ácidos orgánicos, fundamentalmenteacético (Figura 8)

(Chartrainy Zeikus, 1986a;Kisaalitay col., 1989).Normalmente,estastransformaciones

tienen lugar a gran velocidad,de forma que no esusual detectargrandescantidadesde

ácido láctico en los digestoresanaerobios(Chartrainy Zeilws, 1 986a; Kisaalita y col.,

1987;Yang y col., 1988).Las bacteriasacetogénicassecaracterizanpor produciracetatoa

partir de distintos ácidosorgánicosy alcoholes.Esta conversiónes más lenta cuando

utilizan el ácidopropiónicocomosustratoen vez deácidobuthico(Kisaalitay col., 1987;

Yu y Pinder, 1 993b). Este fenómenosedebea que estasreaccionessólo transcurrenen
U’

u,
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estesentidocuandola presiónparcial de hidrógenoesbaja.Esto suelelograrsegraciasa

quelasbacteriasmetanogénicasutilizan el hidrógenocomosustrato.Estasimbiosisesuna

forma deasociaciónsintrofica (Bryant, 1979; Gottschalk,1986).Dado quela cantidadde

hidrógeno liberadoen la degradacióndel ácido propiónicoes mayor que la del ácido

butírico, la conversióndelprimeroesmáslenta(Figura 8).

Figura 8. Posiblesrutas metabólicaspara la producción de metanoa partir de
lactosa.

Otro factor importante,ademásdel pH, queafecta los rendimientosde conversión

acidogénicaes la concentracióninicial de lactosaen los vertidoslácteos.En estesentido,

seha constatadoque las concentracionesaltas de este azúcaren el agua residual no

modifican significativamentela cantidadde acetatoproducido,pero si la de butirato,

r

k

Butira

— to+2H,O-*2acetato+ II -*-21-t

A 13 + 48,1 kJ/reocc,ón

Propionato + 3 lizO 4 acetato + bkarbonato + it + 3 H,

A 13<” + 16,1 kJ/reacción
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ademásde favorecer la multiplicación celular (Chartrain y col., 1987; Yu y Pinder, u,

1 993b). U’
u,

Respecto a la flora metanogénica asociada a la depuración de ef’luentes lácteos, se

sabe que suele predominarMethanobacteriumformicicu,n,que utiliza el hidrógeno para

formar metano,y en menor proporción Methanosarcinasp. y Methanothrix sp., que

producenestegasa partir del ácido acético(Chartrainy Zeikus, 1986b;Morgan y col.,
e

1991).

Algunas de las bacterias implicadas en depuraciónanerobia, como Leuconostoc

mesenteroides,Klebsiella oxytoca, Desz4fovibrio vulgaris, Methanosarcina sp. y

Methanoíhrix sp., se caracterizanpor producir grandescantidadesde exopolisacáridos

(Chartrainy Zeikus, 1986b;Beechy col., 1991; Bergey’sManual, 1989, Morgan y col.,

1991), que presumiblementeparticipan en la formación de flóculos (cultivos en

suspensión)y biofilms (cultivosdepelículafija).
U’

En la industria láctea los procesosanaerobiosa base de cultivos en suspensión

permitenreducir la DQO de los venidosentreel 75 y el 85%, liberandobiogasconun 50-

67%deriquezaen metano(IDE, 1990;Stafford, 1992;Wendorff, 1998).
U’

Quizásuno de los principalesavancestecnológicosen estetipo de tratamientos,sea e.
u,

la utilización de cultivos iniciadores. En este sentido, se ha propuestoel empleo de
u,

bacterias acidogénicasaisladasde fangos lácteos, como Leuconostocmesenteroides, U’

u,
Desulfovibriovulgaris y Klebsiellaoxytoca, de forma aislada o combinada (Chartrain y e.

col., 1987; Strydomy col., 1997).Algunos autores sugieren incluso el empleo de inóculos U’

U’

de bacteriasmetanogénicas(Chartrain y col., 1987; Yang y col., 1988). Una fonnade e.

inóculo algo burdapero posiblementeadecuadaen algunoscasos,esla adición,al agua U’

U’
residualláctea,de excrementosvacunos(Fourniery col., 1993). e.

Aunque las reduccionesde la DQO obtenidas(60-98%) al aplicar procesosde

película fija son similaresa las de los cultivos en suspensión,el contenidoen metanodel

biogasproducidopuede ser ligeramentesuperior(54-75%) (Córdobay col., 1984; De

Haasty col., 1985;Monroyy col., 1994; Patel y Madamwar,1997). Sin embargo, y como
U

u,

u,

U’
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ya se señaló anteriormente, la presencia de grasa láctea limita a menudo la eficacia

depurativade estetipo de procesos(Monroyy col., 1994).

Se ha observado por otra parte, que cuando se emplea un reactor de películafija de

lecho compactoparatratar suero, los soportesmásadecuadosson los porosos(carbón

vegetalo vidrio sinterizado).La microbiotaseacantonaen suscavidadesy, por tanto, se

encuentra másprotegida de las inclemenciasdel proceso(Anderson y col., 1994; Patel y

col., 1995).Si seempleaun reactorde lecho fluidificado paratratar efluenteslácteos,los

materiales de elecciónparecenser los arcillosos(bentonitay saponita),menosdensosy

con mejoresprestacionesque los arenosos(Borja y col., 1992; Morgan y col., 1991).

Recientemente,se hanensayadocon éxito nuevossoportespoliméricosnaturales,como

quitosano-lignosulfonato,parainmovilizar la microbiotaanaerobiaparael tratamientode

aguasresidualesde industriasalimentarias(Tartakovskyy col., 1998).

Aunque la disminuciónde la cargacontaminanteobtenidamedianteel empleode

reactoreshíbridosessimilar a la proporcionadaporlos de película tija, su implantaciónen

la industria lácteaes superior (IDF, 1990; Stafford, 1992; HernándezSuárez, 1994;

Kalyuzhnyiy col., 1997).EnEspaña,por ejemplo,unaimportanteempresalácteatratasus

efluentesen un reactordetipo UASB (Hernández Suárez, 1994).

Los gránulos desarrolladosen un reactor UASB durante el tratamiento de un

efluente lácteo han sido parcialmente caracterizados por MacLeod y col. (1990). Estos

autores han observado que Methanothrixesel microorganismomayoritarioen la porción

centralde los gránulos,dondeseencuentraembebidoen unamatriz exopoliméricaque

presenta cavidades, originadas presumiblemente por la acumulaciónde metano.En una

capamásexternasesituan las bacteriasacetogénicasy metanogénicashidrogenotróficas,

y en las capasmássuperficiales,las fermentativasy acidogénicas,todasellas retenidas

por el entramadoexopolimérico.Es conocidoel hechode quecuandoesalto el contenido

orgánico del agua residual láctea, especialmenteel graso, los gránulospresentanun

tamaño inferior (mF, 1990; Petruy y Letinga, 1997). Asimismo, una excesiva

acidificación de las aguas puede modificar la conformacióny actividadde los gránulos,

fenómeno frecuenteen el tratamientode suerode quesería(IiDF, 1990; Yan y col., 1993;

Kalyuzhnyi y col., 1997).La capacidadde Desulfovibriospp. (bacteriaaisladade fangos

93



U’

Introducción
e.

w.

mt~

U’

lácteos;Chartrainy Zeikus, 1986b)para utilizar ácido acético,compitiendocon la flora
e.

metanogénica(Bitton, 1994),podríaestar implicadaen la producciónexcesivade ácido
U’

sulfidrico observada,duranteel tratamientode efluenteslácteos,en los reactoresUASB
mt

(HernándezSuárez,1994).
U’

Sin lugar a dudas,el principal problema de la depuración anaerobia de los efluentes
U’

lácteos ricos en lactosa, es la tendencia a una acidificación excesiva (digestores agrios), lo u,

u,
que hace disminuir el rendimiento de metano; este hecho determina la necesidad de

U’

regularel pH durantetodo el proceso(Kisaalitay col., 1987; Yan y col., 1993; Monroyy U’

e.
col., 1994; Kalyuzhnyi y col., 1997). Por esta razón, la industria láctea es pionera en el

U’

desarrollode tratamientos anaerobiosen dos fases,una acidogénica-acetogénicay otra mt

e.

metanogénica (IDF, 1990; Strydom y col., 1997; mce, 1998). Aunque estas fases se suelen U’

llevar a caboen dos reactoresindependientes,se ha propuestoel empleo de reactores U’

U’

híbridos de flujo descendente-ascendente para el tratamiento de suero de quesería e.

(Malaspinay col., 1996). Estos reactoresestán divididos internamenteen dos secciones U’

e.
independientes;enunade ellas, dedicadaa la faseacidogénica,el aguaresidualatraviesa u,

con un flujo descendenteun lecho compacto,quedandoretenidaen el fondo del tanque, u,
u,

donde prosigue la bioconversión en ácidos orgánicos por parte de la microbiota e.

suspendida.A continuación,el liquido pasaa la otra sección(fasemetanogéníca)conun
u,

flujo ascendente;allí, en primer lugar es biodegradadopor la microbiota suspendiday e.

fmalmentepor la inmovilizadaen el lecho compacto.Aunqueaúnen faseexperimental, U’
U’

otra modificaciónbastanteprometedoradel tratamientoen dosfases,esla conocidacomo U’

“SubstrateShuttle”, queintroduce unaunidad de intercambioiónico paradisminuir el U’

u,
contenido en ácidos orgánicos del agua procedente del reactor de acidogénesis, antes de e.

U’serincorporadaal demetanogénesis(Coheny col., 1994).
u,
e

Después de un tratamiento biológico, es posible aplicar algún tipo de lagunajepara
U’

disminuiraúnmásla cargaorgánicacontaminanteglobal, o bienel contenidoen N y/o P u,

U’de los efluenteslácteos(WendorW 1998). Recientemente,seha propuestola utilización
U’

controladade algas, como Phorrnidium, Oscillatoria y Lygbya,enel tratamientoavanzado u,

aerobiode estetipo de vertidos (Blier y col., 1996;Espigaresy col., 1997). U’

e

u,

e
U
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5. LEVADURAS EN MEDIOS LÁCTEOS

5. 1. Levaduras que utilizan lactosa: principales eénerosy especies

Las levadurashan convivido con el hombre desdeel Neolítico, fermentandolos

carbohidratos de diversos cereales, frutas, tubérculos y leche de diversas especies

animales,dando lugar a una gran variedad de alimentos tradicionales que seutilizan hasta

nuestros días. También pueden ser causantes del deterioro de algunos productos

alimenticios con un contenido en aguarelativamentebajo.

Las levaduras son hongos unicelulares cuya reproducción vegetativa es

principalmente porgemación,y en algunasespeciespor fisión (Lodder, 1971; Kreger-van

Rij, 1984a). Su reproducciónsexual tiene lugar medianteesporasdentro de ascas,o a

través de basidios. Esta diferencia en su reproducción sexual permite dividirlas

taxonómicamente en dos clases, Ascomicetos y Basidiomicetos.Hay especiesen las que

no sereconocemorfológicaniente su estadosexual,queconstituyenunaterceraclase, los

Deuteromicetos u hongos imperfectos. Actualmente, se conoce el estado “perfecto” de

muchas levaduras antes descritascomo imperfectas, de manera que existen especies de

levaduras con dos denominaciones distintas, una para la forma perfecta y otra para la

imperfecta (Kreger-van Rij, 1984a; Frazier y WesthoW 1993).

En los últimos años se viene mtentando poner a punto, con fmes taxonómicos,

nuevastécnicasde identificaciónbasadasenpruebasbioquímicasy genéticassofisticadas

(Fung y Liang, 1990; De Groote y col., 1995; Welthageny Viljoen, 1997; Costabebery

col., 1998). Sin embargo, todavía es necesario recurrir a las pruebas morfológicas y

fisiológicas tradicionales para llegar a identificar de forma seguralas levadurasde origen

alimentario (Costabeber y col., 1998). Estas pruebas tienen el inconveniente de ser largas

y tediosas,y de requerir bastanteexperienciapara interpretar los resultados (van der Walt,

1971; van der Walt y Yarrow, 1984; Barnett y col., 1 990a). Por esta razón, se han

desarrolladosistemasrápidos,que incluyen algunaspruebasfisiológicasy morfológicas,

junto con programas informáticos que facilitan la interpretaciónde los datos obtenidos

(Deáky Beuchat,1987; Barnetty col., 1990a;Barnetty col., 1990b; Kotzekidou, 1997;

Praphailongy col., 1997). Los estudiostaxonómicosse reflejan en la reordenacióny
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continua aparición de nuevas especies, e incluso de géneros de levaduras. Kreger-van Rij

(1984a) citaba la existencia de 500 especiesy de 60 génerosen el año1984. Actualmente,

existen aproximadamenteunas 700 especiesreconocidas,englobadasen 90 géneros

(Boekhouty Kurtzman, 1996).

De esteamplio y variadonúmerode levadurastansoloalrededorde un 15 % utilizan

la lactosa en mayor o menor grado (Tabla 9). La utilización de la lactosano es una

característicametabólicaasociadaa género(verTabla9). Dentro del géneroCandida,por

ejemplo,hayespeciesqueutilizan y fermentanesteazúcar(ej. C. kefrr), otras que sólo lo

utilizan (ej. C. intermedia)y otras que no son capacesde utilizarlo (ej. C. albicans)

(Meyer y col., 1984). Destacanlas especiesK. marxianus,K ladis y C. kefrr por su

rapidez en el consumo de lactosa, siendo frecuentementecultivadas,incluso a escala

industrial, sobre este sustrato para la producción de biomasa, etanol, p-galactosidasa, y

otrosproductoscomerciales.Además,unade ellas (K marxianus)al estar aceptada por la

FDA (Food and Drug Administration de EstadosUnidos) como sustanciaGRAS

(GenerallyRecognizedAs Safe) (Harden,1996)puedeserempleadacomoingredientede

productosalimenticiosparaconsumohumano.A continuaciónseenumeranalgunasde las

principalescaracterísticasde las especiesquevamosa estudiarenestetrabajo.

El géneroKluyveromycesvan der Walt emend.van der Walt es un ascomiceto

teleomórfico ó perfecto,con 13 especiesaceptadas,quevegetativamentesereproducepor

gemaciónmultipolar y puede desarrollarpseudohifas.Sus ascaspuedenser esféricaso

elongadasy sepresentannormalmenteno conjugadas.Unacaracterísticadel género esla

delicuescenciade la paredde las ascasal madurar.Todaslas especiesdeKluyveromyces

tienen, de forma característica,en su cadenarespiratoria,Co Q-61. La mayoríapresenta

entre 1-4 ascosporas,que son lisas y de forma entreesferoidaly renifonne.Todas las

especiesfermentanglucosa,y algunastambién lactosa (K. lactis y K marxianus). K

lactis seha convertidoen la especiede levadurasmásestudiada desde un punto de vista

genético después de Saccharomycescerevisiae(Wésolowski-Louvely col., 1996).

La estructuradel sistemaubiquinonao coenzimaQ de la cadenarespiratoriavaria en el númerode unidades

isó~itéñó¿jué lá iñtégáhS¡éúuiá cai’aétérf§tiéáeiñjiléádñéndiféteiíciáéiÓá~kóñÓÚuiéáyá ¿fúe vátiá de uñás
levadurasa otras; los ascomicetosposeenentre6 y 10, y los basidiomicetosentre8 y lO unidades(vanda Walt
y Yarrow, 1984).
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Tabla 9. Levaduras capaces de utilizar lactosa

Número de especies1,2

Crecimientoen lactosa Fermentaciónde lanosa

Género + y + y

Aessosporon 0 1 0 0

Brettanomyces 2 1 2 0

Bullera 3 0 0 0

Candida 17 II 1
Cryptacaccus 8 7 0 0

Jlebaryomyces 2 4 0 ¡
fllobasidium ¡ 0 0 0

f-i’ansenula 1 1 0 0
K¡uyveromyces 4 2 1 3

Jieucosporidium l 1 0 0

Lipomyces 0 4 0 0

Pie/ita 4 0 0 0

Rliodosporidium 0 2 0 0

Rhodotorula 0 5 0 0

Sarcinosporon ¡ 0 0 0

Sporobolornyces 2 0 0 0

Steriginatomyces 3 2 0 0

Torulopsis 1 2 0

trie/zosporon 2 3 0 ¡

Total 52 46 4 7

TomadodeCastillo (1990)
El símbolo + indica rápida utilización de lactosa

2 El símbolo y indica que algunas cepas utilizan la lactosa y otras no, o bien que lautilización esligera, lentao pococaracterizada

Actualmentese aceptan14 especiesdentro del géneroDeharyomycesLodder et

Kreger-vanRij (tambiénascomicetoteleomórfico),pobresfermentadorasde azúcaresen

general. Poseenel sistema Co Q-9. Su reproducción es similar a la del género

Kluyveromycesy sus ascas son de pared resistente, con 1-4 esporas esféricas u ovales de

paredes verrucosas (Boekhout y Kurtzman, 1996). Las especiesDeb. hanseniiy Deb.

polytnorphus,secaracterizanporutilizar la lactosa,peronopuedenfermentarla.

Dentro del muy heterogéneogéneroCandidaBerkhout(160 especies)(Boekhouty

Kurtzman, 1996), se incluyen C. kefyr, C. sphaericay C. famata, que son las formas
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imperfectasdeK marx/amis,K ladfls y Deb.hansenil,respectivamente.Estasespecies,

englobadasdurantemuchosañosdentrode la claseDeuteromycetos,estánclasificadas

actualmente como Ascomicetos anamórficos ó imperfectos. Presentan gemación

multipolar (Boekhouty Kurtzman,1996).

Sepresentanen la Tabla10 las diversasdenominacionesde varias levaduras,ya que

muchasde lasespeciesquesecitaránenestetrabajohantenidopreviamenteotronombre

taxonómico.En estetrabajoseempleaparael géneroKluyveromycesla nomenclatura de

Lachance(1993), preliminar a la 4~ edición oficial de la clasificación taxonómica de

levaduras.

Tabla 10. Diversas denominacionesde
tesis.

Denominaciónaqu¡

Debaryomyceshansenil

Kluyverornycesmarxianus

Kluyveromycesladis var, ¡actis1

CandidakejJ’r2

algunas de las levaduras empleadas en esta

Denominacionesanteriores (Basóninios)

Deb. suhglobosus
Torulasporahansenii

Saccharomyceskeftr
S. fragilis
£1 marxianus
K. fragilis
K ,narxianusvar. ,narxianus
K. huígaricus

S. lactis
K. marxianusvar. ladis
K. lactis

C. pseudotropicalis
Torulopsiskefyr
Tone/acremoris

Nomenclatura según Lachance (¡993).
2 Estado imperfecto o asexual de K. marxianus
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En los últimos años,sehan obtenido cepaspertenecientesa especiesnaturalmente

no utilizadoras de lactosa que por modificación genética han sido dotadas con la

capacidadde transformaresteazúcar(Weusthuisy col., 1994; Compagnoy col., 1995;

Rubio-Texeira y col., 1998). Se pretende así que especies ó cepas GRAS, como

Saccharomycescerevisiae,puedan servir para la elaboraciónde productoslácteos para

consumohumano.Generalmentese insertanlos genes LACJ2 y LAC4 de la especie K.

lactis que son los que confieren la capacidadde transportey producción de 13-
galactosidasa,respectivamente(Wésolowski-Louvely col., 1996).

5. 2. Levadurasdeseablesenquesosy lechesfermentadas

Puede decirse que entre las levadurasque son contaminadorasnaturalesen la

industria láctea,las especiesno fermentadorasde lactosay halotolerantessuelensermás

frecuentes que las fermentativas (Besaqon y col., 1992; Rohm y col., 1992; Viljoen y

Greylíng,1995; Serranoy col., 1996;Roostitay Fleet, 1997; Welthageny Viljoen, 1998;

Westall y Fíltenborg, 1998a). Entre las especiesmás comúnmentepresentes,suele

predominar,la algunavezdeseable, Deb.hanseniiy su forma imperfecta C. famata(hasta

e] 50% de las cepasaisladas)(F]eet y Mian; 1987; Besaqony col., 1992; Rohm y col.,

1992; Sarais y col., 1996; Serranoy col., 1996; Roostita y Fleet, 1997; Welthageny

Viljoen, 1998; Wyder y Puhan, 1999). Algunas levadurascongrancapacidadfermentativa

de lactosa, como K marxianuso K lactis se encuentrantambién en este entorno

ambiental, pero en mucha menor proporción (Besa9on y col., 1992; Rohm y col., 1992;

Viljoen y Greyling, 1995; Sarais y col., 1996; Roostita y Fleet, 1997; Welthageny

Viljoen, 1998; Westall y Filtenborg, 1998a), igual que las correspondientesformas

imperfectas. También se aíslan con cierta frecuenciade productos lácteos especies

pertenecientes a los génerosRhodotorula,Pichia, Saccharornyces,Torulopsis,Yarrowiay

Candida (Fleet, 1990).

En los quesosse encuentranpresenteslevaduras,que directa o indirectamente,

contribuyen a su aroma, sabor y textura, aunque no siempre se conozcan con exactitud los

compuestos y mecanismos bioquímicos implicados (Devoyod, 1970; Schmidt y col.,
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e
*

1979; Fleel y Mían, 1987;Fleet, 1990). Algunas especies contribuyen a la maduración del
e

productoproduciendovitaminaso utilizando el ácido láctico, elevandoasí el pH, lo que
favorece el crecimiento de las bacteriasproteolíticas y lipoliticas implicadas en los e

e
procesosmadurativos(Fleet, 1990; Rolan y col., 1992; Viljoen y Greyling, 1995). Otras

e.
son capaces de producir sus propias enzimas lipoliticas y proteolíticas, participando así e

e
directamenteen la maduración;otras aún fermentanla lactosa,produciendocompuestos

quecontribuyenal sabory el aroma(Viljoen y Greyling, 1995).Esteesel casodealgunos e
e.

compuestos volátiles producidos por levaduras (etanol, acetaldehidos,etilbutiratos, e.

etilacetatos), que imparten aroma y sabor característicos en ciertas variedades de quesos e.
U’

azules(Fleet, 1990; Viljoen y Greyling, 1995). Tambiénseha descritoel efectopositivo e.

de las levaduras sobre la calidad de los quesos, por su acción degradadora de las aminas e.
e

allí presentes;recuérdeseque la ingestiónde alimentosricos en aminas(como algunos e

quesosmuy madurados),y más aún si coincide con la de bebidasalcohólicas,puede U’

U’

antagonizarla acción de fármacos antidepresivosdel tipo JMAO (inhibidores de la e.

monoammo.-oxidasa),comoel Prozac(Besa9ony col., 1992). e
e
eLa mayoría de las levadurasprocedende la leche cruda,y de contaminacionesque
e

ocurrenduranteel procesode fabricación(Fleet, 1990).Poreso,un mismotipo dequeso e
epuede presentar una flora levadúricamuy distinta en túnción de su lugar de procedencia
e

(Westall y Filtenborg, 1998a). En la maduraciónde los quesos azules (Roquefort, e

U’
Cabrales,Gorgonzola)estáreconocidala contribuciónde levaduras(Deb. hansenU, £

e.
cerevisiae,Candida sp., K marxianus y K lactis) (Besa9on y col., 1992; Jakobsen y e

e
Narvhus, 1996; Johnson, 1998). También en quesos Feta, Camembert, Brie y otros de

e

pasta blanda, en cuya superficie abundan estasespecies,junto con Yarrowia hpolytica, e.

e
Zygosaccharomycesrouxii y Geotricumcandidum(Jakobseny Narvhus, 1996; Johnson, e.

1998; Wyder y Puhan, 1999). e
e

Determinadas levaduras están implicadas en procesos de elaboración de leches e
e

fermentadascomo el kefir y el kumiss. ConcretamenteC. keftr, S. cerevisiae y S.
deibruectilsonnecesariasparala produccióndeetanol,CO2 (sonbebidasefervescentes)y e

e.
determinados aromas (Jakobsen y Narvhus, 1996). El kcf¡r se fabrica con leche de cabra o e

vacay tiene una textura de gel suaveconteniendoaproximadamenteun 0,8% de ácido e
e.
mt

e
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lácticoy un 1%de etanol,ademásde CO2 (Rose,1982).La complejaflora levadúricadel

kefir ha sido descritaporvarios autores(Marshall y col., 1984; Fleet, 1990; Rohm y col.,

1992;Angulo y col., 1993; Tamimey Marshall, 1997),e incluye especiesque fermentan

la lactosacomoK. marvianus, K lactis, C. kefrr, Pichia fermentary otras que no la

fennentancomo8. cerevisiaey Torulasporadelbrueckii (Rohm y col., 1992; Angulo y

col., 1993; Tamimey Marshall,1997; Gilliland, 1998).El kumissseelaboracon lechede

yeguaó vaca,y esun productolíquido y gaseoso, con bastante ácido láctico (0,7-1,8%)y

etanol (1-2,5%), ademásde CO2 (Rose, 1982). Entre su flora se encuentranalgunas

especies fermentadoras de la lactosa (K. lactis, Torula koumis, etc.) y otras que no la

fermentan(S. cartilaginosus)(Tamimey Marshall,1997).

Algunos autores (Seiler y Busse, 1990; Viljoen y Greyling, 1995; Jakobseny

Narvhus, 1996) han propuesto la incorporación de K marxianus y Deb. hansenii a

cultivos iniciadores comerciales para mejorar las característicasorganolépticasde

diversos tipos de queso, pero ésto aún no es unaprácticaconsolidada.

5. 3. Levaduras contaminantes en instalaciones y productos lácteos

En el casoconcreto de quesosy yogures,las levadurashansido másestudiadas

como contaminantes y posibles causantes de defectos, que como agentes de

transformacionesdeseables(Fleety Mian, 1987; Rohmy col., 1992; Jakobseny Narvhus,

1996). La mayoría de los contaminantesse incorporan despuésdel tratamiento

higienizante de la leche procediendo de superficies, suero, salmueras, etc. (Seiler y Busse,

1990; Viljoen y Greyling, 1995; Johnson, 1998). A menudo no es posible afirmar con

certeza que una levadurasearesponsablede deterioro, aunque se encuentreen alta

concentracióncomo contaminantede un producto lácteo. En algunos casos,el mismo

organismoqueanteriormentehabía sido consideradocomocontaminanteindeseable,ha

sido después identificado como responsable de algún aspectodeseablede la maduración

del queso (Marshall y col., 1984; Fleet, 1990; Seiler y Busse, 1990; Rohmy col., 1992;

Angulo y col., 1993; Viljoen y Greyling, 1995; Tamime y Marshall, 1997; Gilliland,

1998).
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Entre las levaduras aisladas de quesos y asociadas a defectos,son frecuentesDeb.

hanssenii,K. marxianus,K. lactis y S. cerevisiae,consideradasa vecescomoresponsables

de la formación de aromas afrutados o a levadura y de sabores amargos o rancios, de

cambios de textura y de formación excesiva de gas (Walker y Ayres, 1970; Miller, 1979;

Johnson, 1998; Westall y Filtenborg, 1998b). Algunas alteraciones de los quesos se

relacionan con la presencia de levaduras fermentadoras de lactosa (Guiraud y Galzy,

1976; Romano y col., 1989; Fleet, 1990; Viljoen y Greyling, 1995). Asi, Romano y col.

(1989) han asociado la presencia de K marxianuscon la formación de gas en quesos

Parmesanos. Una variante de alteración de queso fresco con formación de gas y sabores

picantes, ha sido atribuida exclusivamente a Candida sphaerica (forma asexual de K

lactis) (Guiraud y Galzy, 1976). Esta misma especie se ha visto implicada en diversas

formas de deteriorode quesosGouda,Cheddar,Stracchino(Viljocn y Greyling, 1995;

Fleet, 1990;Fleety Mian, 1987; Saraisy col., 1996),con formaciónde grandescantidades

de gas (provocandohinchamiento)y modificacionesdel sabor, olor y textura (Fleet,

1990; Westall y Filtenborg, 1998b; Romano y col., 1989). En las salmueras, por otra

parte, se favorece el crecimiento de especieshalotolerantes(principalmenteDeb.

hansenil) (Seilery Busse,1990).Algunaslevaduraspresentesenqueso excretan“killer

factors” (factores letales) que son proteínas o glicoproteinas con un espectro

antimicrobiano amplio; estos compuestos pueden tener efectos negativos sobre la

elaboracióny la calidadfmal del producto,por afectara microorganismosde los cultivos

iniciadores,perotambiénpuedenejercerefectospositivosal actuarcontraenterobacterias,

por ejemplo(Jakobseny Narvhus,1996).

También en yogures y otros productos lácteos como leche condensadapueden

encontrarselevadurascontaminantes.Aunque algunascaracterísticasde estosalimentos,

como su bajo pH, baja actividad de agua o concentración elevada de azúcares, resultan

favorablesparael crecimientode las levaduras(Suriyarachchiy Fleet, 1981, Fleet, 1990),

determinadas condiciones de los procesos de elaboración, como el empleo de

temperaturas superiores a 400C para la fermentación del yogur, limitan la supervivencia de

la mayoría de ellas (Suriyarachchiy Fleet, 1981, Fleet, 1990). En la elaboraciónde

productos lácteos que contienen frutas, miel, frutos secos, azúcar, mermeladas o siropes
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(sustratos y vehículos excelentes para las levaduras) es crítico el control higiénico de estos

ingredientes y de las condiciones en las que se realiza su incorporación. En el yogur son

frecuentes contaminanteslas especies lactosa-fermentativas,como A? lactis o A?

marxianus (que tienencepastermotolerantes)(van der Walt y Johanusen,1984), y sus

formas imperfectas, C. sphaerica o C. kefrr, ademásde C. famata, C. krusei o C.

lusitaniae (Jakobsen y Narvhus, 19%). Las alteraciones causadas por levaduras en yogur

son similaresa las ya descritasen quesos(Suriyarachchiy Fleet, 1981; Fleet, 1990).En

ocasionesla producciónde gasestanabundanteque llegaaprovocarel hinchamientoy la

roturade los envases(JakobsenyNarvhus,19%).

Los estudiossobre contaminaciónpor levadurasde instalacionesde la industria

láctea, resaltan la frecuentey abundantepresenciade Deb. hansenii en salmueras y

maquinaria, que puede originar olores desagradables,y en menor medida la de

Torulasporadelbruecldiquea menudoha sido aisladade la superficie de quesosFeta y

asociadaconhinchamientos(Viljocn y Greyling, 1995;Westally Filtenborg,1998b).

5. 4. Rutasaerobiasy anaerobiasdeutilizaciónde lactosa

Aunque otros microorganismos producen sacaridasas extracelulares, para que las

levadurasutilicen la lactosa es necesario que ésta atravieseprimero la membrana

plasmática, lo que se realiza mediante un sistema de transpone activo (Castillo, 1990),

debido a la ubicación intracelularde la 13-galactosidasa(Gekasy López-Leiva, 1985;

Castillo, 1990;Bacci Juniory col., 1996).

El control del metabolismo de la lactosa se ejerce a nivel transcripcional, sobre

varios genesincluidos en el llamado operónLA(S) (Dickson y Markin, 1980; Barnett,

1981; Dickson y Barr, 1983; Castillo, 1990; Wésolowski-Louvely col., 1996).Entre los

genes LAC se incluyenel LAC4 quecodificala 13-galactosidasa,y el LACJ2 quecodifica

la lactosa permeasa. De los otros genes implicados en la utilización de la lactosa se sabe

que los LAC5, LAC8 y LACIJ, ahora denominados GAL7, GALJO y GAL],

2 lEn levaduras,alcontrarioqueen bacterias,los genessuelendesignarsecon letrasmayúsculas.
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respectivamente, codifican las enzimas que intervienen en la via de Leloir, en la que la

galactosase fosforila y luego epimerizaa glucosa fosfato (Wésolowski-Louvel y col.,

1996). e
e.

U

e
5. 4. 1. Transporte

e.

El transporte de hexosas al medio intracelularen levadurasse realiza mediante

difusiónfacilitada.D-glucosa,D-manosay D-fructosacompartenla mismapermeasapara

atravesar la membrana plasmática, siendo estetransportadorconstitutivo(Bamett, 1997).

Las constantes cinéticas de transporte de glucosa parecen depender de su concentración en

el medio: cuando la concentración de glucosa es baja, la afinidad del sistema de transporte

es alta, y cuando, por el contrario, la concentración es alta, la afmidad disminuye. Este

fenómeno sugiere la existencia de dos sistemas de transporte, uno constitutivo de baja

afinidady otrodealta afinidad,sujetoa represióncatabólicapor altasconcentracionesde
eglucosa (Ciriacy y Reifenberger, 1997).

La galactosa también alcanza el medio intracelular mediante difúsión facilitada,

gracias a una permeasa específica de alta afinidad. Este transportador está codificado por

el gen GAL2, cuya expresión es inducida por galactosa y reprimida por glucosa

(Weusthuisy col., 1994).Recientementeseha sugeridoquepodríaexistir otrosistemade

transportede galactosaque, al igual que el de la glucosa,seriaconstitutivo y de baja

afinidad(Weusthuisy col., 1994). e.

U’

Paralas levadurasutilizadorasde lactosa,el transporteconstituyeel pasolimitante

para la utilización del azúcar,hastael punto de que se han descrito algunas levaduras,

incluyendocepasde S. verevisiae,incapacesdeutilizar la lactosapor carecerdel sistema

de transportenecesarioparaintroducir esteazúcaren la célula (Barnett, 1981; Castillo,

1990).K. marxianus,K. lachs, C. keJi’r, Deb. hansenilo Deb.polymorphusrealizanun

transporte activo contra-gradiente vía protón-simporte (cotransporte), gracias a la

actuaciónde unapermeasaespecífica(lactosa-permeasa),codificada por el genLAC]2

(Cartwright y col., 1989). Este sistema asocia el transporte de una molécula de lactosa con
e

e

e
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el de un H~. El flujo de it es generado por una ATPasa adjunta a la membrana plasmática

en el interior de la célula (van der Broek y van Steveninck, 1982; Weusthuis y col., 1994).

La lactosa-penneasa es un sistema de transporte saturable por lactosa, con

característicascinéticasmuy variablessegúnlas especies(Tabla 11). Su regulaciónes

compleja,y estágobernadapor numerososmecanismosde inducción/represión.Así, el

transporteesinducíbleenpresenciade lactosaen K. ladis, K. marxianus,C. kefrr y Deb.

polymorphus(Barnetty Sims, 1982; Pedrique y Castillo, 1982; Dickson y Barr, 1983;

Boze y col., 1987) y también por galactosa en K. lactis (Dickson y Barr, 1983; Boze y

col., 1987). La síntesis de lactosa-permeasa está sujeta a represión por glucosa en algunas

especiescomo K. lactis y C. kefrr (Dickson y Markin, 1980; Pedrique y Castillo, 1982;

Dickson y Bar, 1983; Boze y col., 1987). En esta última especie se ha observado que

también la galactosa puede ejercer dicho efecto (Pedrique y Castillo, 1982).

Tabla 11. Constantes de Michaelis (1(m) de la lactosa-permeasade

diversasespeciesde levaduras.

Levadura Km (mM) ReC

Kluyveromycesmarxianus 1,2-1,5 (5,7)

Kluyveromyceslactis 0,7-4 (1,2,3,4,6)

Candidakefyr 0,01 (3)

Debaryomycespoly¡norphus 0,28 (7)

Saccharomyces cerevisiae (mutada) 1 (2)

(3) Castillo <¡990); (4) Boze y col.
(7) Bametty Sims(¡982).

(1) Weusthuisy col. (¡994); (2) Bisson y col. (1993);
(¡987); (5) Simsy ccl. (1984); (6) DicksonyBarr(1983);

La presencia o ausencia de oxigeno influye en la utilización de disacáridos. Así, una

levadura puede utilizar un disacárido en aerobiosis y perder esta capacidad en condiciones

anaeróbicas. Este fenómeno recibe el nombre de efecto Kluyver (Barnett, 1981, 1992 y
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1997; Gancedo y Serrano, 1989), y ha sido atribuido por algunos autores a una

insuficiente disponibilidad energética (ATP) paramantenerel transportetransmembrana

de estos azúcares (Sims y col., 1984; Schulz y Hófer, 1986). Deb.polymorphusy algunas

cepas de K. marxianus muestraneste efecto para la lactosa, cuyo transporte puede

reducirsehastaen un 90%(SchulzyHófer, 1986).

La velocidad de utilización de la lactosa por levadurasdependepues de las

condicionesde aireacióny del tipo y concentraciónde los azúcarespresentes,y estos

mecanismospresentanvariacionessegúnla especiey cepade quesetrate.

5. 4. 2. Hidrólisis

La 13-galactosil-transferasaó 13-galactosidasa(E.C. 3.2.1.23)abrea la lactosael paso

a la vía glucolítica, al hidrolizaría en sus dos monómeros constituyentes. Codificadapor el

gen LAC4, la síntesis de ~3-galactosidasaes inducible en presencia de lactosa o galactosa

en K. marxianus,C. kefrr y K. lactis (Davies, 1956; Dickson y Markin, 1980; Pedrique y

Castillo, 1982).A su vez,estásujetaa represióncatabólicapor glucosaen K. marxianus,

C. kefyry algunas cepas de K. lactis (Davies, 1956; Dickson y Markin, 1980; Pedrique y

Castillo, 1982).

La Km de estaenzimaseha estimadoentre 1,18 y 3 mM parael orto-nitrofenil-j3-

galactopiranósido(ONPG)y entre10 y 33 mM parala lactosa,segúnlas cepas(Biermann

y Glantz, 1968; Sánchez y Castillo, 1980; Gonqalves y Castillo, 1982; Pedrique y Castillo,

1982; Castillo, 1990). Es de destacar que los valores de K~ paralactosadescritosparala

lactosa-permeasa son inferiores a los publicados para la ~m de la p-galactosidasa.

Aunque la literaturacoincideen generalen quela localizaciónde la lactasaen las

levadurases intracelular (Castillo, 1990), en algunascepasde K. marxianus se han

descritoindicios de localizaciónde lactasaen la caraexternade la membranaplasmática

(Carvalho-Silvay Spencer-Martins,1990).

106



Introducción

5. 4. 3.Metabolismointermediario

Una vez hidrolizada la lactosa, la glucosa y la galactosa son fosforiladas antes de

incorporarse a la vía glucolítica o de Embden-Meyerhof (EMP) (Figura 9). La

hexoquinasa cataliza el paso de glucosa a glucosa-6-fosfato, para lo que requiere ATP y

Mg2~ (Kockková-Kratochvílová, 1990; Entian, 1997). La galactosa es fosforilada por la

galactoquinasay transformadaen glucosa-fosfatoantesde integrarseen la ruta EMP

(Gancedoy Serrrano, 1989; Barnett, 1997), como se muestraesquemáticamenteen la

Figura9.

En función de la disponibilidad de oxígeno, puede cambiar el destino del piruvato,

metabolitofinal de la ruta EMP, con muy distinto resultadoen cuantoa rendimiento

energético. En presenciade oxigeno, la piruvato deshidrogenasa conviene el piruvato en

acetil-CoA, que se meorpora al ciclo de los ácidos tricarboxílicos o de Krebs, que en

conexióncon la cadenarespiratoriageneraATP, CO
2 y 1420. Ante una limitación de

oxígeno, sin embargo, se activa la piruvatodecarboxilasaquemediael pasodepiruvatoa

acetaldehido, luego convertible en etanol, con menor rendimiento de CO2 y nula

producción de energía y agua (Figura 9). No sólo la concentración de oxígenoencaminaal

puruvato por una u otra ruta; también influye en ello la cantidad de azúcares

metabolizados, canalizados en la glucolisis. La piruvato deshidrogenasa tiene por el

piruvato una afinidad 10 veces mayor que la piruvato decarboxilasa, por lo que capta

preferentementea este sustratocuando su nivel es bajo, debido a un menor flujo

glucolítico. Sin embargo,cuandoesteflujo aumenta,el piruvato seconduceen mayor

proporciónhaciala fonnacióndeetanol (Barnett, 1992;Hohmann,1997).

Por lo que se refiere a la cadena de transporte electrónico, en las levaduras existen

NADH deshídrogenasaslocalizadasen la superficieexternade la membranamitocondrial

queaceptanelectronesdel NADH o NADPH procedentesdel exteriorde la mitocondria,

sin necesidadde un mecanismoespecial(comoen los organismoseucarióticossuperiores)

paratransportarlos coenzimasreducidosal interiorde la mitocondria(Gancedoy Serrano,

1989;Alexandery Jeifiles, 1990).
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5. 4. 4. Utilización aerobioyanaerobiadeazúcaresendistintaslevaduras

Como ya se ha indicado, el metabolismo de los azúcares sigue vías diferentes en

llinción del oxigeno empleadopor las levaduras. Como fermentaciónse consideraal

catabolismoanaerobiode azúcaresa través de la víaglucolíticahastapiruvatoy de ahía

etanol y CO2. Las levadurasaerobiasobligadascarecende capacidadfermentativa;entre

ellas se incluyen los génerosRhodotorula,Rhodosporidium,Lzpomyces,Cryptococcus,

Saccharomycopsisy Sporobolomyces,y algunas especies de otros géneros como Deb.

hansenil o Torulopsiscandida (Gancedo y Serrano, 1989; Wiebe Visser y col., 1990;

Bunn y Poyton, 1996).Sumetabolismoexclusivamenterespiratoriohasido atribuidoa la

ausenciade la alcoholdeshidrogenasa(Gancedoy Serrano,1989).

Entre las levadurasanaerobiasfacultativas,quesí poseencapacidadfermentativa,

hay algunascuyo metabolismoes mayoritariamentefermentativo: son las “aerobias

fermentativas”, de las que 5 cerevisiaees la especie más representativa. Otras poseen un

metabolismopredominantementerespiratorio; son las “aerobias respiratorias”,entre las

que se incluyen las especiesK lactis, A? marxianus,Ci kefrr y Deh. polymorphus,

estudiadas a lo largo de este trabajo (Gancedo y Serrano, 1989; Alexander y Jeffiies,

1990;Bunny Poyton, 1996;GonzálezSisoy col., 1996).

La utilización de azúcareses mucho más efectiva energéticamente por vía

respiratoria.Por ello, en presenciade oxigeno,sesueleinhibir la vía fermentativay se

favorece la respiratoria. Este hecho recibió el nombre de efecto Pasteurpor su

descubridor (Kockková-Kratochvílová, 1990; Bamett, 1997). Existen, sin embargo,

levaduras que incluso en presencia de oxígeno, utilizan la vía fermentativa para producir

etanol. Este fenómenosedenominaefectoCrabtree,y tÚe inicialmenteobservadopor

esteautoren células tutnorales en 1929(Deken, 1 966a;Fiechtery col., 1981; Alexandery

Jetkies, 1990; Kockková-Kratochvílová, 1990; Bamett, 1997). Las levaduras que

producenetanolen condicionesaerobias,entre las que se encuentra£ cerevisiae,se

consideranCrabtree-positivas.Una pequeñamutación, descrita por Ephurussiy col.

(1949),denominada“petite” y responsablede la pérdidade la capacidadrespiratoria,fue

caracterizadaposteriormentepor Deken(1 966b)comola expresiónfenotípicadel efecto

Crabtree.Estamutaciónincapacitaa la célulaparasintetizaralgunasenzimasde la cadena

109



U’

U’

introducción U’

U

U

u,

U’

respiratoria y del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, principalmentela citocromo c

oxidasa, tipos a y b. Así, las levadurasCrabtree-positivasresultaronsertambién“petite”

positivas (Deken, 1966b; Alexander y Jeffries, 1990).
U’

LaslevadurasCrabtree-negativasproducenetanolúnicamentecuandoel oxígenoes

limitante (Deken, 1966a; Alexander y Jeties, 1990; Kockková-Kratochvílová,1990;

Bamett, 1997). Dentro de este grupo se incluyen habitualmente K. marxianus,K. lactis y

C. kefrr (Inchaurrondo y col., 1994). Algunos autores situan sin embargo a K. lactis como

un casointermedioentrelas levadurasCrabtreenegativasy laspositivas(GonzálezSisoy

col., 1996), porque en ocasiones,incluso con aireación intensa, se produceetanol en

cantidadesimportantes.Estefenómeno,estudiadoenK marxianus,ha sido atribuidoa un

desequilibrioentreel flujo glicolítico y la capacidadrespiratoria,queen ningúnmomento

desaparece.Se ha sugeridoque el excesode piruvato producidoal aumentarel flujo de

lactosa,sedesvíahaciala producciónde etanol(Castrillo y Ugalde,1993).

e.

u,

U’

5. 5. Rutasdeutilización denutrientesnitrogenados u,

U’

Al igual que otros microorganismos, las levaduras se caracterizan por utilizar

preferentemente las fracciones de bajo peso molecular del material nitrogenado (amonio,

aminoácidos,péptidos)presentesen los medios de cultivo, antes que las de alto peso

molecular(polipéptidos,proteínas),previahidrólisis (Kockková-Kratochvílová,1990).En

general,podemosdecir que esta última fracción es la que predominaen los medios

naturalesprocedentesde la industriaalimentaria(sueros,maltas,mostos,etc.).

Todaslas levadurasson capacesde utilizar el amonio del medio como ffiente de

nitrógeno empleando preferentemente glutamato deshidrogenasas para su asimilación

(Cartwrighty col., 1989).Sehavisto queen el casode levadurasempleadasenpanadería

existendos sistemasde transportepara el NI-1j, uno de bajay otro de alta afinidad

(Bendeker y col., 1990). 8. cerevisiaees ademáscapazde incorporar NH2 al medio

intracelularutilizando un sistemainespecíficode transportequesirveparaotros cationes
u,

monovalentes(Bendekery coL, 1990).

e.

U’

U’
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Por el contrario, no todas las levaduraspueden transportarnitratos al medio

intracelular;porello, estacaracterísticaseutiliza comocriterio taxonómico.En levaduras,

los nitratosatraviesanla membranaplasmáticamedianteun sistemaactivo, acopladoa la

transferenciade 1-It en proporción 2:1; este sistema está sujeto a represión catabólica por

ionesamonio(Cartwrighty col., 1989).

Los aminoácidos acceden al interior de la célula mediante un sistema general de

transportedenonimadoGAP(General Amino-acid Permease). Este sistema, que sigue la

vía protón-simporte, es más eficaz para el transporte de aminoácidoscon conformación

anoméricaL queparalos D (Large, 1986; Cartwrighty col., 1989).Los ionesNl-It y el

amoniacodel medio tambiénejercenun papel represoren la sintesis de estapermeasa

inespecífica(Large, 1986).Ademásdel sistemageneral,las levadurasposeensistemasde

transporte específicos que ya han sido caracterizados para 12 L—aminoácidosdiferentes

(Large, 1986;Cartwrighty col., 1989).

Utilizando un sistemade transportegeneral parecido al anterior, las levaduras

puedenincorporarpéptidosde pequeñotamañosin necesidadde hidrólisis. El número

máximode unidadesaminoacídicasquecomponenun péptidocapazde ser transportado

por estesistema,dependedel tipo de cepade que setrate. Aunque algunascepasde £

cerevisiae pueden transportarpéptidosconstituidospor 5 unidadesde metionina, en

general, estesistemasólo operapara di y tripéptidos (Cartwright y col., 1989). La

composición y secuencia aminoacídica de los péptidosinfluyen tambiénen la eficaciade

esta permeasa (Cartwright y col., 1989). Se sabe, por ejemplo, que el glutamato y el

sulfatoamónicoactúancomoinhibidores(Cartwrighty col., 1989).

El materialnitrogenadode alto pesomoleculartan solo puede ser asimilado tras su

hidrólisis. Algunas especiespertenecientesa los géneros Kluyveromyces, Candida,

Aureabasidium, Cryprococcus, Trichosporwn son capaces de producir proteasas

extracelulares(Aheamy col., 1968; Schmidt y col., 1979; Bilinski y Stewart, 1990). Sin

embargo, otras levaduras como S. cerevisiae carecen de dicha habilidad (Bilinski y

Stewart,1990).Estasproteasassuelenen generalsertennolábiles,sonsintetizadasen la

fase exponencialde crecimientoy su expresiónestásujetaa factoresnutritivos y otras
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condicionesmedioambientales(Bilinski y Stewart,1990). Mecanismosde induccióny/o

represión regulan la síntesis.
U

Las levaduras pueden utilizar los aminoácidos como fuentes de carbono y/o de U

U

nitrógeno (Large, 1986).Cuandolos aminoácidosconstituyenla única fuentedenitrógeno e.
e.del medio, tres son las vías de utilización predominantes. Las tres se inhiben total o
u,

parcialmenteenmediosquecontienensalesamónicas(Bendekery col., 1990). Por la vía e

U’de Ehrlich, los aminoácidosson desaminados,decarboxiladosy finalmente oxidadoso
e.

reducidos.Dependiendodel tipo de aminoácidose obtienenpor esta vía compuestos e
e

diferentes;así, a partir de vaIna, leucina e isoleucinase producenpor reducción los U.

denominados “fúsel ojís” (isobutanol, isopentanol y pentanol, respectivamente), de la e
U

alaninaseobtieneetanol,del glutamatoseproducesuccmato,etc. Si las levadurascrecen e.

en un medio que contiene como única fuentede nitrógenoun solo tipo de aminoácido,los e.
e

compuestos derivados pueden alcanzar concentraciones que ejercen un efecto tóxico más e.

o menospronunciadoen la célula.Sin embargo,la toxicidadderivadadel usode un solo e
e

aminoácidoseanulaen presenciade otrosaminoácidos;por ejemplola vaInabloqueael e

efectotóxico de la leucina.
U’

La segundavía para la utilización general de aminoácidosse inicia con la e
e.

transaminación, actuando el 2-cetoglutarato como aceptor del grupo ammo, u,

produciéndoseglutamato.El amonio y el L-glutamatoson los compuestosclavesen el e.
U’

metabolismonitrogenadode las levaduras.El glutamato,ademásde ser un productode e.

degradaciónde varios aminoácidos,actúacomo precursoren la síntesisde otros, como U’

U’
prolina y arginina (Kockková-Kratochvílová, 1990). Es además un aminoácido U’

mayoritario en suero de queseríay constituyeunaexcelentefuente de nitrógeno para e.
e

muchaslevaduras(Bendekery col., 1990). Se sabequela concentraciónintracelularde

glutamato en las levaduraspermanececonstanteen mediosque sólo contienen sales e.
e.

amónicas como fuente de nitrógeno, pero baja en presenciade otros aminoácidos

(Kockková-Kratochvílová,1990).
e

La terceravía de degradaciónde aminoácidos(mecanismode Stickland)sólo tiene
u,

lugar cuandoen el medio se encuentransimultáneamentealgunosde los aminoácidos U’

donadores de It (alanina, serna, valina, leucina, aspartato, glutamato, cisteina, U’
U’

U.

112 e

e

U’



Introducción

fenilalanina,histidina)juntoconalgúnreceptorde Hl (glicina,omitina,arginina,prolina,

hidroxiprolina, triptófano), asociándoseuna reacción de óxido-reducción con la

desaminaciónde ambos tipos de sustratosde la reacción (Kockková-Kratochvilová,

1990).

5. 6. Floculaciónde levaduras

Las levadurastienenunaparedcelularque, al contrarioquelasbacterias,no posee

peptidoglucanos(Reiss,1985). Es unaparedrelativamenterígida, laminada,responsable

de la morfología característica de las células, que actúa como barrera metabólica,

permitiendo solo el paso de compuestos de bajo peso molecular (Reiss, 1985). Los

principalescomponentesde la paredcelularson polisacáridos,entrecuyatramaseubican

diversos tipos de enzimashidrolíticas (invertasa,melibiasa, fosfatasaácida, etc.). Los

polisacáridos intervienen en la interacción entre células, particularmente en la floculación,

y ensuscaracterísticasantigénicas(Kocková-Kratochvílová,1990).

Ademásde polisacáridos(másdel 60%), la paredincluye proteinas(13%), lípidos

(8,5%) y otros constituyentesmenorescomoDNA, RNA, esterolesy enzimashidrolíticas

(Kocková-Kratochvílová, 1990). Entre los polisacáridos hay homopolisacáridos

(glucanos, quitina y mananos) y heteropolisacáridos(galactomananos,flicomananos,

xilomananos y arabomananos)(Kocková-Kratochvílová, 1990). Los glucanos se

encuentranformandoun complejoinsolublecon la quitina y constituyenla matriz de la

paredcelular(Reiss, 1985). Aunque los polisacáridosde la paredsonmuy heterogéneos,

predominanlos polímeros lineales que se asocianpara formar fibrillas parcialmente

cristalizadas, impartiendo así rigidez a la pared. A pesar de que la quitina es un

componente minoritario de la pared celular, en algunos casos como £ cerevisiaepuede

llegar a suponer el 1%de su peso seco (Reiss, 1985). Su contenido aumenta en la pared

celular cuando las levaduras pasan de la forma celular a miceliar, una transformación

característica y fundamental de las levaduras patógenas (Reiss, 1985; Kocková-

Kratochvilová, 1990). Los mananosestánconstituidospor unafamilia de polimeros de

manosa,se encuentranembebidosen la matriz de glucano-quitina,y forman uniones
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covalentescon lasproteínas.La cantidadde polisacáridoporcéluladependede la fasede

crecimientode la levaduray su estructura,de la especie.Ciertascadenaslateralesde los

mananosles confierenpropiedadesantigénicas(Kocková-Kratochvílová,1990).

Lascélulasde algunaslevadurasseaglomerangraciasa la interacciónentredistintos

componentesde la paredcelular,paraformar agregadoscelularesdenominadosflóculos,

que se separan espontáneamentedel medio en forma de sedimento o de película

superficial.La floculaciónes un fenómenomuy apreciadoindustrialmenteporqueahorra

engastosdeseparacion.

Los iones de calcio tienen un papel en los mecanismos de floculación y su

eliminacióndel medio inhibe el proceso(Stratfordy Assinder, 1991). Durantemuchos

años se mantuvo el modelo de los puentesde calcio, como principales responsables de la

floculación, uniendodirectamentedeterminadasproteínasy polisacáridosde la pared

celular (Harris, 1959; Mill, 1964). En los últimos años sin embargo, va adquiriendo mayor

importanciala teoríabasadaen las interaccionesentre los mananosy las lectinasde las

levaduras (glicoproteinas con gran afmidad por determinadas secuencias glicosídicas).

Según esta hipótesis, propuesta por Miki y col. (1 982a), la aglutinaciónseproduceal

interaccionarlos polisacáridosextracelularesdc una célula con las lectinasde la pared

celularde célulasvecinas,con la ayudadel Ca2~ queactúacomo co-factor.Los flóculos

suelenformarsesobretodo durantelas últimas fasesde crecimiento,coincidiendocon el

agotamientode nutrientes(Bony y col., 1998; Calleja, 1987; Stratfordy Assider, 1991).

No se forman lectinas en las cepas no floculantes (Esser y Kúes, 1983). La capacidad

floculanteestáreguladagenéticamente,conociéndosehasta12 genesimplicados (Miki y

col., 1982ay 1982b; Calleja, 1987; Stratford y Assinder, 1991). Entre ellos, el más

caracterizadoesel gendominanteFLO] (Miki y col., 1982a;Stratfordy Assinder, 1991;

Watari y col., 1991; Bony y col., 1998) queha sido aislado,secuenciado(Watari y col..

1994) y transferido a cepas no floculantes paraconferirlesestapropiedad(Watari y col.,

1991). El gen codifica la proteina Flo1p, de estructura similar a la dc las lectinas de

plantas y localizada en la pared celular (Watari y col., 1994). La expresión fenotípica de la

floculaciónesmuy inestabley estáinfluida por numerososfactoresdel medio (Calleja,

1987), como la presencia/ausenciade determinadosazúcaresy sales(imprescindiblela
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presenciade Ca2~) (Hussainy col., 1986; Calleja, 1987; Stratford, 1989b; Stratford y

Pearson, 1992), el pH (Calleja, 1987), la temperatura (Calleja, 1987; Femandesy col.,

1993)y la agitación(Calleja, 1987;Stratford, 1989a).

5. 7. Procesosde bioconversión utilizando levaduras

La fermentación de la lactosa del suero ha permitido desde hace varias décadas la

producciónindustrialdebiomasa,etanol, (3-galactosidasay otrosproductos.

La utilización <le levaduras para obtener biomasa con gran riqueza proteica,

también denominadaSCP (Single Celí Protein), utilizando suero comomedio de cultivo,

es una práctica industrial iniciada hace más de 50 años (Castillo, 1990; Kilara y Patel,

1992; Mawson, 1994; González Siso, 1996).

Para producir biomasa se puedecultivar directamenteen sueroo penneadouna

especieutilizadorade lactosa,comoK marxianus,K lactis, C. kefrr, C. intermedia o

Torulopsiscremori (Vananuvaty Kinsella, 1975; Mahmoudy Kosikowski, 1982; Bayer,

1983; Shay y Wegner, 1986; Michel y col., 1987; EI-Samragy y Zalí, 1988; Castillo,

1990; Kilara y Patel, 1992; Mawson, 1994; Ben-Hassan y Ghaly, 1995; Cristiani-Urbina

y col., 1997), o hidrolizar la lactosa,parafacilitar el crecimientode especiescomoS.

cerevisiae(Castillo, 1990). Tambiénseha descritoel empleode cultivos mixtos, en los

que levaduras o bacterias lactasa-positivas facilitan el crecimiento de otros

microorganismosincapacesdeutilizar la lactosa,comoTorulopsisbovina (Moulin y col.,

1983b; Reinbold y Takemoto,1988; Kilara y Pate!, 1992; Kallel-Mhiri y col., 1994;

GonzálezSiso,1996).

El cultivo puede ser discontinuo o en batch,aunquelos principalesprocedimientos

industriales ya desarrollados han optado por sistemas en continuo o semi-continuo, como

es el caso de! proceso “Bel” (a base de K marxianus), el “Kiel” (con Candida krusei

utilizando el lactato generado por Lactobacillus bulgaricus) y el “Viena” (con C.

intermedio)(Kilara y Patel, 1992; Gonzálezy col., 1993; Mawson, 1994; GonzálezSiso,

1996).
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Sr
Paraoptimizar la producciónde biomasaesnecesarioregularparámetroscomo la e.

temperatura(generalmentese utilizan 300C; Mahmoud y Kosikowski, 1982; Castillo, U’

e
1990) y el pH (rangos entre 2 y 6, que ademásprevienenel crecimientode otros

microorganismos;Michel y col., 1987;Castillo, 1990; Mawson, 1994). U’

U’

Los microorganismosempleadosno son en general capacesde asimilar ni las U
u,

proteínas ni muchos de los péptidos del suero (tan sólo utilizan aproximadamente un 25% e.

del nitrógenototal) (Wasserman,1960; Castillo, 1990; GonzálezSiso, 1996),por lo que
e

generalmenteseempleancomosustratolos suerosdesproteinizadoso los permeados,tras e.

aprovecharselasseroproteinas.Lasnecesidadesde suplementacióndeN y/o de P (Harjuy e.

e.
col., 1976; Castillo y col., 1979; Castillo, 19%; González Siso, 1996), o de otros e.

e.
elementostraza (Bayer, 1983) dependende la cantidad y pesomoleculardel material

e.
peptídicoresidual.Determinadossuplementosvitamínicoshan sido tambiénempleados e

U’

paraacelerarel rendimientoproteicode la biomasa(Castilloy De Sánchez,1978; Ha’ju y U’

col., 1976; Castillo, 1990). U’

U’

El principal parámetrolimitante y de control es el aporte de oxígeno, del que e

U’dependen los efectos Kluyver y Pasteur, para mantener el metabolismo respiratorio de las
e.

levadurasy evitar la producciónde etanolqueacabaríainhibiendo el crecimientode las e
U’

levaduras (Oholson y Gough, 1980; Moulin y col., 1981; Castillo, 1990; Ghaly y col., U’

1993; Mawson, 1994).Por estemotivo esaconsejableel empleode levadurasCrabtree- e.
U’

negativasparala producciónde SCP(Moulin y col., 1983a). e.

u,

La biomasadebeserrecuperadadelcaldo de cultivo, lo quegeneralmentese realiza U’

por centrifugacióno sedimentación;tambiénsepuedeevitar la centrifugaciónsecandoel e.

caldo de fermentacióncompleto(Castillo, 1990; Kilara y Patel, 1992; Mawson, 1994; U.

U’

GonzálezSiso, 1996). Obviamente,el empleode cepasantes-floculanteses, comoya se U’

haemncionadopreviamente,claramenteventajoso(Bana:y col., 1998). e.
U’

e
La biomasade levadurasposeeexcelentespropiedadesnutritivas, un alto porcentaje U’

proteicoy unaadecuadaproporciónde aminoácidosesenciales(Shayy Wegner, 1986; u,

U’
Michel y col., 1987; EI-Samragyy col., 1988; De Felice y Scioli, 1994),ademásde ser

U’

abundanteslas vitaminasdel grupoB (Michel y col., 1987).La proporciónde usinaen la U’

u,

u,

e.
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proteínaes superiora la establecidaen la proteínade referenciade la FAO; como el

contenidoen metionina esalgo deficiente,serecomiendacomplementarla proteinade

levaduras con proteína de cereales (Michel y col., 1987). Actualmente, se están

desarrollandocepas mutantesde K. lactis enriquecidasen metionina (Kitamoto y

Nakahara,1994), para mejorar las característicasnutricionales de la correspondiente

biomasa.La proteinaunicelularde levadurassedestinaen su mayorpartea la fabricación

depiensos (Mawson, 1994),puesparaquelabiomasapuedaserutilizadaenalimentación

humanaesimprescindibleel uso de especiesadmitidascomoseguras(ORAS). En cuanto

al equilibrio de ácidosnucleicos, el RNA suele ser en levadurasunas 5 vecesmás

abundanteque el DNA (Michel y col., 1987). Las levadurasson excelentesfuentesde

ribonucleótidos y otros valiosos componentescelulares de uso alimentario. Por

fermentaciónacróbica de K. marxianusen suero y posterior lisis celular, se pueden

obtener5’ -ribonucleótidos,que sc utilizan como aditivos potenciadoresdel sabor en

sopas, salsas, tentempiés, aderezos, zumos, hamburguesas, pescados y quesos (Belem y

Lee, 1997 y 1998). Incluso se emplean los extractos de levaduraprocedentesdel

autolizadosin refinar paramejorarel sabor de productos cárnicos (Jiménez y col, 1998).

También se pueden obtener de manera similar polisacáridos derivados de la pared celular

(mananosy glucanos)que seutilizan como vehiculantesde aromasy estabilizantesen

alimentaciónanimal(Belem y Lee, 1998).En alimentaciónhumanaseusancomogomas,

y en otras industrias se utilizan para obtener pegamentos,detergentes,espumas,

biofloculantes, cosméticos, entre otros. En quesos, los polisacáridosde levaduras

mcrementanlos rendimientos,ya que al servir como aglomerantesde las proteínas,

reducen sus pérdidas (Belem y Lee, 1998; Sheu y col., 1998). También sepuedenobtener

de las levaduras oligosacáridos para su uso como ingredientes probióticos en

alimentaciónanimaly humana.

La producción de levadurasde panaderíano convencionaleses otra de las

posibilidadesdel cultivo en sueros.K marx¡anusseha estudiadocomoposiblelevadura

depanadería(Caballeroy col., 1995).Las propiedadesqueconfiere a las masasdulcesy

pan son similares a las habitualmente debidas a S. cerevisiae,que también ha sido

cultivadaensuerohidrolizado(Castillo, 1990).
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e

e

Enlos cultivos paraobtencióndebiomasasehanalcanzadorendimientosdehastael Ir

50% debiomasaen pesoseco (respectoa la lactosapresente)con un contenidoproteico U’

u,

dehastael 50%(Moulin y col., 1983b;Michel y col., 1987; GonzálezSiso, 1996),aunque

en la mayoríade los resultadosdescritoslos rendimientossuelenser inferiores (Michel y U’
e.

col., 1987; EI-Samragyy Zalí, 1988). e

U’

El grupo de González y col. (1993) ha realizado estudios sobre la viabilidad U

económica de la obtención de biomasa a partir de suero en queseríasespañolas, U’
U’

concluyendoqueresultarentablela producciónencontinuoen fábricasqueobtenganmás

de40.000L desuero/día. u,
U’

El aprovechamientode la lactosay otros componentesdurante la producciónde e.
e.

biomasaproteicatambiéntiene comoconsecuenciael descensode la cargacontaminante e.

del suero: tras períodos de cultivo queoscilandesdeunas pocas horas hasta 1 ó 2 días, la U’
u,

DQO y la DBO5 presentanvaloresque oscilanentreel 60 y el 90% del valor inicial u,

(Mickle y col., 1974; Vananuvaly Kinsella, 1975; Gilliland, 1979; Gholsony Gough, e.

e

1980; Moresi y col., 198Db; Bayer, 1983; Maiorella y Castillo, 1984; Reinhold y e.

U’Takemoto,1988;Castillo, 1990; Gonzálezy col., 1993;De Felicey Scioli, 1994;Harden,
u,

1996).El modode recuperaciónde la biomasadeterminatambiénla cantidady calidad e.
u,

del residuo;por ejemplo,el secadode la totalidaddelcaldode fermentaciónminimiza los
e

residuos,perola biomasaasíobtenidatieneun contenidomayorensales(Mawson,1994). e.
e

Cuandoseseparanlas levadurasdel caldo por centrifugación,la eficienciaen cuantoa e.

disminución de la materia orgáncia en el liquido residual puede ser similar a la obtenida e.
U’

por depuración anaerobia del suero, con una reducción de la DBOde más del 90% e.

(Mawson,1994). U’
U’

La fermentaciónde la lactosapara producir etanoles otra importantevía para el e
U’

aprovechamientode suerosy sus derivadoscultivando levaduras.Generalmente,en su
U’

producción se han empleado levaduras lactosa-positivas, siendo los géneros e.
U’

Kluyveromycesy Candida los queposeenmayorcapacidadde producción(Kilara y Patel, e.

1992; Mawson, 1994; Banaty col, 1998). Utilizando cepasde K. marxianus,ya existen u,

U’

varias destilerías distribuidas por diversospaisescomoIrlanda, EEUU y NuevaZelanda, e.

U

e.

U
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que producen etanol a partir de suero (Castillo, 1990; Mawson, 1994). Este último país

destina el 50%de su producción para obtener etanol (Mawson, 1994).

Tambiénseha usadocon este fm la especieS. cerevisiae,cultivandoen suerosy

permeados con la lactosa hidrolizada (O’Learly y col., 1977a y 1977b; Kosaric, 1996), o

en mezclas de estos hidrolizados con otros residuos sólidos o líquidos (Henning, 1998;

Kumar y col., 1998). Ya que estemicroorganismorepresentauno de los de primera

elección para la producción industrial de etanol (Fiechter y col., 1981), son varios los

trabajos en los que se describe la obtención de cepas recombinantes de £ cerevisiae

capacesde fermentardirectamentela lactosadel suero(Porroy col., 1992; Ramakrishnan

y Hartley, 1993; Compagno y col., 1995).

La producción de etanol se puede llevar a cabo tanto en fermentaciones en continuo

(González Siso, 1996; Banat y col., 1998) como en cultivos discontinuos. La

inmovilización de levaduras permite por otra parte mejorar los rendimientos (González

Siso, 1996). Comosoportes para la inmovilización se utilizan principalmente alginatos de

Na y CaqueproporcionanunaexcelenteretencióndeK. marxianus(King y Zalí, 1983;

Marwahay Kennedy,1984;Marwahay col., l988a;Singhy col., 1998).

Tanto en los sistemas con células libres como en los inmovilizados, una cierta

aireaciónes factor importanteen el proceso,ya que si bien la fermentaciónalcohólica

tiene lugar en anaerobiosis, algo de oxígeno es necesario para la síntesis de esteroly de

los ácidos grasos insaturados esenciales en la estructura de la membrana plasmática

(Nagashima, 1990). La optimización de este aspecto ha sido estudiada por varios autores

enK marxianusy C. kefrr y, concluyendoquenivelesdemicroaireacióndel ordende 0,1

v.v.m. son los que rinden mejores producciones (Varela y col., 1992; Ghaly y EI-Taweel,

1995a).

Comoen el casode la obtencióndebiomasa,la concentraciónde lactosaesun factor

importante para la producción de etanol; para obtener un buen rendimiento se necesita una

concentración de lactosa superior a los 100 g/L, lo que supone concentrar el suero al

menos 2 ó 3 veces,pues el suero sin concentrar rinde niveles de etanol bajos que

encarecenla destilación(Vienney von Stockar,1985;Mawson,1994;Ghaly y EI-Taweel,
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1995b;GonzálezSiso, 1996).Nivelesde sustratodemasiadoelevados(superioresal 20-

25% de lactosa) pueden llegar no obstante, a inhibir el crecimiento celular, por las

desfavorables condiciones de elevada presión osmótica y baja actividad de agua que

originan(Ghalyy EI-Taweel, 1 995b).

Las altas concentracionesde etanol, dependientesen gran medida de la

concentraciónde lactosa,tambiénprovocanla inhibición del crecimiento(Singhy col.,

1998), por lo que es necesario regular el sistema de alimentación. En cepas muy

tolerantes,el crecimientocomienzaa inhibirse a concentracionesde etanol superioresa

los 20 g/L (Ghaly y EI-Taweel,1995b).Aunquela suplementaciónde los suerosmejorala

producción de biomasa, para la producción de etanol ésta parece ser innecesaria (Castillo,

1990).

La generalidadde los procesosde fermentacióncon levaduraslactasa-positivas

tienen lugar a temperaturas no superiores a 370C (Singh y col., 1998). Sin embargo,a

veces se recurre al empleo de cepas capaces de proliferar a 450C, temperatura que

favorecela recuperaciónparcial &or evaporación) del etanol producido, impidiéndose así

que alcance niveles inhibitorios para el crecimiento de las levaduras empleadas. Así se

han empleado cepas termotolerantes de K. marxianuscapaces de producir etanol a partir

de suero (D’Amore y col., 1989; Hack y Marchant, 1998; Singh y col., 1998).

Tras la fermentación,el etanolseseparadelmediopor destilación.Lasproporciones

de este alcohol que se obtienen en la fermentación de K marxianuso C. kefrr representan

rendimientos superiores al 80% del valor teórico, que es de 0,53 g de etanollg de lactosa

(Vienne y von Stockar, 1985; Varela y col., 1992; Mawson, 1994; Ghaly y EI-Taweel,

1995a), agotándose más del 90% de la lactosa inicial (Castillo, 1990; Mawson, 1994;

GonzálezSiso. 1996).

Tras la eliminación de células y la destilación de los sueros o permeados

fermentadospara la obtenciónde etanol, se puedenconseguirreduccionesde la DQO

cercanas al 90% (Reesen y Strube, 1978; Singh y col., 1983; Majorella y Castillo, 1984;

Castillo, 1990). Por lo tanto, también en este caso, como en el de obtención de biomasa, se

obtienendosbeneficios,productoy mejorasmedioambientales.
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La obtención a partir de suero de otros derivados alcohólicos directamente

utilizables como vinos, cervezaso cavas también ha sido descritaen la literatura,

empleandoel suero como suplemento,o como único sustratopara la fermentación

(Rolaud y Alm, 1975; Kilara y Patel, 1992; Henning, 1998).

Otra importantevertientedel cultivo de levaduras(generalmenteK. marxianus)en

sueros o permeadoses la obtención de enzimas;se trata fundamentalmentedc 3-

galactosidasa,aunquetambiénseha intentadoobtenerinulasa(Hewitt y GrootWassink,

1984;Guirandy Galzy, 1990),y poligalacturonasa(Schwany Rose,1994) Laproducción

de lactasa a partir de levaduras se detalla en el apanado 6. 1.

La bioconversiónde la lactosay otros componentes del suero mediante levaduras

permitela obtencióndediversosbioproductosgeneralmentedemayorvalor añadidoque

la biomasa o el etanol. Se obtienen así vitaminas, como riboflavina, a partir del cultivo en

suero de C. guilleirmondi (Hobman, 1984) y ácido L-ascórbico,por acción de la L-

galactonolactona oxidasa, secretada por C. norvengensisdurantesu cultivo en suero

hidrolizado(Karamy Nicelí, 1997).

También se obtiene glicerol, cultivando determinadas especies de Los géneros

Candiday K¡uyveromycesenpermeadosuplementadocon NaSO3,compuestoquedesvía

el pasodel acetaldehidoa etanolhaciala formacióna glicerol (Jenqy col., 1989;Rapin y

col,, 1994).Estapodríaserunaalternativainteresantedesdeun puntode vistaeconómico,

que puede competir con laobtencióndeglicerol porsíntesisquímicaa partir de derivados

delpetróleo(Jenqy col., 1989).

La gran variedadde compuestosvolátiles que producenlevadurascomoK lachso

1<1 marxianusdurantela fermentaciónen mediosricos en azúcares(Fabrey col., 1995;

Jiang, 1995), podría aprovecharsepara la obtención de aromasflorales y aflvtados,

empleablescomoaditivos,empleandocomomediosdecultivo sueros,cono sin hidrólisis

previa.

También se puede obtener de la fermentacióndel suero aceitescombustibles,

derivadosdel cultivo de C. curvata o Trichosporumcutaneum(Castillo, 1990; Kilara y

Patel,1992),y carotenoides,empleandoRhodothorulaglutinis (Frengovay col., 1994).
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u.

Comohemos visto, las levaduras utilizan partede los nutrientesen los suerospara

transformarlos en otros de mayor valor añadido, y permiten rebajar la cargacontaminante

de los efluentes.La producciónde otros productosdistintos de biomasao etanol, como

ácidos orgánicos,tambiénreduce la DQO aunquegeneralmenteen menor proporción

(Sorliní y col., 1993; GonzálezSiso,1996). U’

e.

Tambiénsehanutilizadolas levadurasestrictamenteparadepurarefluenteslácteos,

consiguiendoreducir la DQO enproporciónpróximaal 90% (Marwahay col., 1988by

1989). Un parámetroque, de no ser controlado, puede causar algún problema de

contaminaciónpor los correspondientesmedios gastadospuede ser el pH, ya que el

cultivo de las levadurasacidifica en general los medios(Ghaly y Singh, 1989). Los

mediosdecultivo restantesunavez separadaslascélulaso productosvalorizablestodavía

presentanvaloresde DQO considerables(4.000-5.000mg/L) lo que puedeimplicar la

necesidadde aplicar un tratamientode depuraciónantesde su descarga.El cultivo de

levadurasdebepuesconsiderarsecomounpretratamlento másquecomoun tratamiento

defmitivo. Por último, hay una ventaja del cultivo de levadurassobre el de mohos o

bacterias:la no producciónde metabolitossecundariosque puedanantagonizara los

microorganismosimplicadosen los tratamientosde depuración.
e.

U’

u,

6. CARACTERíSTICASY APLICACIONES INDUSTRIALES DE LACTASA u,

U’

6. 1. Característicasde la enzimadediversasfuentes.Formascomerciales U’
u,

u,La ¡3-D-galactosídasao ¡3-galactosil-transferasa(lactasa,EC 3.2.1.23)esunaenzima
e.

que,sin serfrecuente,puedeencontrarseen muy distintos tipos de seresvivos (existeen e.
U’

algunasplantas, animales, bacterias, mohos y levaduras)(Shukla, 1975). Entre las
e

levaduras, se ha estimado que aproximadamente un 15% de las especiesconocidasson e
e

lactasapositivas; los génerosmás destacadosen estesentidoya se mencionaronen la e.

Tabla9 (sección5.1.). Entrelos mohosescaracterísticala producciónde lactasaen varias e
e.

especies de los géneros Neurospora, Aspergíllus, Mucor, Alternaría, Fusarium, e.

Scopuloriopsisy Curvularia(Gekasy López-Leiva,1985). En lo querespectaa bacterias, U

U
son lactasa-positivas muchas enterobacterias, incluyendo algunos géneros completos e

U

e
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(Escheric¡ña, Enterobacter,Klebsiella, Arizona, Citrobacter, Yersinia) y determinadas

especiesde otros (ShigelJa,Salmonellay Hafnla), la mayorpartede las bacteriaslácticas,

y ciertasespeciesde los génerosHalomonassp., Thermussp. y Bacillus sp. (Gekasy

López-Leiva,1985;Bergey’sManual,1994).

Aunque el resultadomás simple y conocido de la lactasa es la hidrólisis del

disacárido, esta enzimaesrealmenteuna galactosil-transferasa,pudiendocederel residuo

transferidoal agua(lo que corresponderíaa la hidrólisis de la lactosa)o a otros azúcares

(lo que conducea la síntesisde oligosacáridos)(Shukla, 1975; Gekasy López-Leiva,

1985; Rouwenhorsty col., 1989; Pivamik y col., 1995). El mecanismogeneralde la

reacción de hidrólisis mediante esta enzima se muestra esquemáticamente en la Figura 10.

Comopuede verse,el sitio activo de la enzimatieneun gruposulfihidrilo y otro imidazol,

a los que seunela lactosa.Del complejoenzima-lactosa,se libera primero la glucosay

luego la galactosa,graciasa una moléculade aguaque cedeel H~ al grupo—SR de la

enzimay el 01-1al C-l de la galactosa.

Quienpusonombrea la lactasafile l3eijerinck, quienen 1889 obtuvoun extractode

células que fermentaban lactosa, procedentede un cultivo de levadurasa las que

denominóSaccharotnyceskefrr (ahoraKluyvero¡nycesmarxianus).El efecto hidrolítico

de la enzima,sin embargo,fije caracterizadomástarde(1894)por Fischer(Rouwenhorst

y col., 1989).

Extensamenteestudiadaen E. cali (dondeJacoby Monod describieronel operon

lac en 1961),suactividadseevidenciageneralmenteconun sustratoartificial denominado

o-nitrofenil-p-D-galactopiranósido(ON?PG), que tras la hidrólisis liben nitrofenol,

amarillo, detectable colorimétricamente. Menos empleadas son otras técnicas

colorimétricas,cromatográficaso crioscópicas,queutilizan el sustratonaturaly midenlos

monosacáridos liberados (Dahlqvist, 1984; Pivarnik y col., 1995). Cuando la enzima se

encuentra ubicada intracelularmente (caso de levadurasy bacterias),el ONPG debe

atravesarla membranaplasmáticaparaser hidrolizado;el pasode estabarreraes lento

debidoa la bajaafmidadque tieneporestesustratola permeasaimplicadaen el transporte

de la lactosa (Flores y col., 1994; Dickson y Markin, 1980). Esto limita el accesodel

sustrato a la lactasa, por lo que, antes de ensayar esta actividad, es frecuentesometera las
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U

levadurasa tratamientosfisicos o químicos,para extraer la enzimao para aumentarla e.

permeabilidaddela membranaal ONPG. U’

U

U’

U’

e.

u,

U

e.
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Figura 10. Mecanismodeacciónde la f3-D-galactosidasa. U’
U’

u,

e
e.

e.

Comoya seha indicado, la lactasapuedediferir en su localización; los mohosla e.
u,

secretanextracelularmente,mientrasque en levadurasy bacteriasseencuentraconfmada e.

intracelularmente(Shukla, 1975; (llekas y López-Leiva, 1985; Castillo, 1990; Zadow, U’

U’
1992). Los solventesorgánicos(cloroformo, tolueno, etanol, o combinados)han sido

U
empleadosfrecuentementecomo agentespermeabilizantespara levadurasy bacterias, U’

U’

generalmente a concentraciones del 2%(0v) (Serrano y col., 1973; Mahoney y col., 1974; u,

Fenton,1982;Decleirey col., 1987; Champluviery col., 1988; Floresy col., 1994; Sisoy U’

u,

col., 1994; Stred’anskÑy col., 1993); tambiénseempleanparaestefin detergentes, como u,

U’

e.
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Tween80, Oxgall, Brij 35, Triton X-100, SDS, (sodiododecilsulfato) o CTAB (bromuro

decetiltrimetilamonio)(Floresy col., 1994;Somkuti y Steinberg,1994;Bachhawaty col.,

1996)o surfactantescomola digitonina (Joshi y col., 1989). Comométodo enzimático se

haensayadolautilizacióndeglucanasas,quedestruyenlaparedy propicianla lisis celular

(Zomery col., 1987).Comométodosfisicos sehaempleadola rupturacelularpor cizalla

(Schtitte y Kula, 1988), la sonicación (Decleire y col., 1987), y la ruptura por

determinadosprocedimientosde congelación(Floresy col,, 1994).

En el ámbito comercial la ~3-D-galactosidasase obtiene generalmentea partir de

determinadaslevaduraso mohos,en lasque la propiacélula o estaenzimaestáautorizada

para el consumo humano o animal por estar incluida en las listas de sustancias

“GeneralmenteReconocidascomoInocuas”(ORAS) de los EstadosUnidos(EDA, 1984;

Gekas y López-Leiva, 1985; Kilara y Patel, 1992; Zadow, 1992; Galarraga y Rocandio,

1997). Las especies más utilizadas como fuente enzimáticason Aspergillusníger, A.

oryzae,K. ladis, K. marxíanusy C. kefrr (Richmondy col., 1981; Gekas y López-Leiva,

1985;Zadow, 1992;Pivamiky col., 1995). Seobtienetambiéna partir deE. cali, pero su

usoestálimitado a aplicacionesanalíticas,no estandoautorizadosu empleoenalimentos

(Richmondy col., 1981; Gekasy López-Leiva,1985).Otrosmicroorganismosde los que

se obtiene lactasason algunasbacteriaslácticas(Lactobacillusbulgarícus, Lactococcus

ladis, Streptococcus ther¡nophilus) (Shukla, 1975; Galarraga y Rocandio, 1997;

Axelsson, 1998) y determinadasespeciesdel géneroBacillus (Mozaifar y col., 1985;

Gekasy López-Leiva,1985;Pivamiky col., 1995).

La lactasapuedeestarconstituidapor unao varias subunidades; mientras que E. cali

posee4 subunidades(Ricbmond y col., 1981), se han encontradode 9 a 10 en K

marxianus(Mahoneyy Whitaker, 1978); y 2 idénticasenK ladis (Cavailley Combes,

1995). FI peso molecular varia dependiendo de la Ibente, entre90 KdaltonsenA. oryzae,

201 Kda en K marxianusy 850 Kda en determinadascepasde E. colí (Shukla, 1975;

Mahoney y Whitaker, 1978; Richmond y col., 1981; Gekas y López-Leiva, 1985; Fenema,

1996). Los intervalosóptimosde pH varíansegún el origen y las demáscondicionesde

reacción (Shukla, 1975; Richmond y col., 1981; Gekas y López-Leiva, 1985). Las

variantesprocedentesde levaduraso bacteriassonmásactivasa pH neutro (6,5 — 7) y

125



Introducción

temperaturas de entre 35 y 400C, por lo que están indicadas para el uso en leche y sueros

dulces. Las de origen fúngico, sin embargo,operan mejor a pH ácido (2,5 — 6) y

temperaturassuperioresa los 500C, y por ello son másadecuadasparael tratamientode

suerosácidos (Shukla, 1975; Geikas y López-Leiva, 1985; Zadow, 1992; Cavaille y

Combes,1995;Pivarnik y col.. 1995).Las enzimasdeK marxianus,K lactis y Ci kefrr

suelenrequerir la presenciade algunoscofactorescatiónicos,Mnt K~, Na~ o el Mg~

segúnlas especies(Davies, 1964; Wendorffy Amundson,1971; Sonawaty col., 1981;

Castillo, 1990;Cavaillesy Combes,1995), y se inhiben en presenciade metalespesados

(Wendorffy Amundson,1971;Itoh y col., 1982; Castilloy Moreno, 1983; Pivarnik y col,,

1995). En cambio, las enzimasde A. níger y A. oryzaeparecen menos dependientes de

iones activadores(Pivamik y col., 1995). Las enzimas de ambas frentes se inhiben

competitivamentepor galactosay no competitivamentepor glucosa (Wendorff y

Amundson,1971;Gekasy López-Leiva,1985; Cavaillesy Combes,1995;Pivarnik y col.,

1995). La elecciónde un tipo u otro de enzima y su rendimiento,dependenpues,del

medioen quesepretendahidrolizar la lactosay de las condicionesde pH y temperatura

allí presentes(Gekasy López-Leiva,1985; Pivamik y col., 1995). Parala mayoríade las

aplicacionescomercialesse consideraaceptableun porcentajeentre un 75 y 85% de

hidrólisisde lactosa(Prenosily col., 1 987b; Coton, 1980).

La producción industrial de organismos fuente de lactasa casi siempre se ha

realizadomediantecultivos sobre subproductoslíquidos de la fabricaciónde alimentos,

por ejemplo de productos lácteos (sueros, mazadas, etc.) (González Siso, 1996). Un

equipode la Universidadde La Coruñaha probadoa emplearun sustratosólido (maíz

molido y salvado de trigo), en combinación con suero desproteinizadoconcentrado,para

la producciónde lactasadeK lactís (Becerray GonzálezSiso,1996).

En los cultivos de levadurasen suero parala producciónde j3-galactosidasa,es

frecuente la suplementacióncon fuentes de nitrógeno, fósforo, minerales traza y/o

vitaminasparamejorarel rendimientode enzima(Wendorffy col., 1970;Balesy Castillo,

1979; Barbosay col., 1985; Sánchezy Castillo, 1980; Castillo, 1990). Además, los

óptimosde temperatura (20 — 280C) y pH (3 — 4.5) para obtenerel máximo de lactasa

suelenser inferioresa ¡os empleadosen la obtenciónde biomasa(Wendorffy col., 1970;
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Sánchezy Castillo, 1980; Castillo, 1990).Asimismo,se recomiendaque la concentración

de lactosa empleada como fuente de carbonoparala levaduraseaen estecasocercanaal

15% (WendorfT y col., 1970; Mahoney y col., 1974). Otro factor importante en los

cultivos parala producciónde lactasaesla aireación,queadiferenciade lo necesariopara

la obtenciónde biomasa,debeser baja,paraqueel 02 esté aproximadamenteal 10% de

saturación(Barberisy Gentina,1998).

Para la explotaciónde la actividad lactásica,la enzimase puedeemplearen forma

solubleo inmovilizada, estoes, confmadaen un soportenatural o sintético,máso menos

rigido, parapermitir su separacióndel sustratoy del productode la reacción(Shukla,

1975;Richirnondy col., 1981; Gekasy López-Leiva,1985;Zadow, 1992;Pivarniky col.,

1995). Con las formas inmovilizadas se consigue generalmenteun gran ahorro

económico, ya que la lactasa se utiliza sostenidamentedurante bastante tiempo,

transformandograndescantidadesde sustrato.En ocasiones,las enzimasse inmovilizan

en suspropiascélulas,permeabilizandoy haciendono viable al microorganismofuente

queseliga o confinaen un soporte,comola enzimapurificada;esto ahorrael costede la

purificacióny consiguemejorarla preservaciónde la actividadde la enzima(Pivarnik y

col., 1995; Galarraga y Rocandio, 1997). Una variante intermedia entre ambos

procedimientos es la retención de las enzimas solubles en espacios limitados por

membranasquepermitenel pasode sustratoy producto(Shukla,1975; Richmondy col.,

1981;Gekasy López-Leiva,1985;Zadow, 1992; Pivarnik y col., 1995).Lastécnicasmás

empleadasparala inmovilización de lactasahansido descritasen numerosasrevisiones

(Richmondy col., 1981; Gekasy López-Leiva,1985;López-Leivay Gekas,1988;Bódalo

y col., 1991;Pivamiky col., 1995).

Entre las fuentes de lactasa que se han empleadopara obtener preparaciones

inmovilizadas, están algunas cepas de Lactobacillussp., Streptococcusthermophilusy

Bacillus circullans, queproducenenzimastermnorresistentes.Estasenzimaspermitenel

empleo de temperaturas de reacción más altas, proporcionando velocidades de

transformaciónelevadas,sin riesgode proliferación de microorganismoscontaminantes

(Pivamik y col., 1995). También se ha estudiado la utilización de enzimas de
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microorganismospsicrotrofoscomo B. subtílis, que permitan la hidrólisis de productos

lácteosabajastemperaturas(Pivarniky col., 1995).
Sr

Actualmente, existe un gran número de preparacionescomerciales de lactasa

procedentesdemohosy levaduras,comoMaxílact (K lactis), Lactozyme(K marxianus),

Enzeco(A. oryzae), Yeast lactaseL (K lactis), LactaseF (A. o.’yzae) y Biolactase(A.

oryzae) (Gekasy López-Leiva, 1985; Pivarnik y col., 1995), que se comercializanen

variosnivelesde actividad.Diversaspreparacionescomercialesde lactasainmovilizada,

por ejemplode Corn¡ng Glass, VahoLaboratory, Sumitomoo Snamprogettison la base

de diversos procesos que llevan años funcionado a escalaindustrial (Gekasy López-

Leiva, 1985; Zadow, 1992; Pivarnik y col., 1995).
e.

Por otro lado, la gran prevalenciade la intoleranciaa la lactosaen humanosadultos

ha impulsadola comercializacióndepequeñasdosisdepreparacionesde lactasasoluble,

destinadasal usodomésticoporpartedel consumidor,queañadela enzimaa la lecheunas

horasantesde su consumo(Lactaidsecomercializade esta forma enEEUU desdehace

variosaños)(Zadow,1992; Pivamiky col., 1995).
e.

e

U’

6. 2. Aplicacionesde la hidrólisis: objetivospretendidosy otrasconsecuencias e.
e

La principal aplicación de la hidrólisis de lactosa es adaptar la leche (excelente

Rientede calcio, proteínasy por ej. riboflavina) parael consumode personaslactosa-

intolerantes.Como otros mamíferos,la mayoríade los humanos(aproximadamenteel

70%) pierden la mayor parte de su actividad lactásica intestinal despuésdel destete

(Savaiano, 1993). Los adultos lactosa-intolerantes,que pueden ser mayoría de la

poblaciónen algunasregionesdelmundo(Tabla12), sufrendesdemolestiasabdominales

hastadiarreas,al ingerir másde 10 g de lactosapor día (Shukla, 1975; Forsmany col.,

1979; Husseiny col., 1989; Zadow, 1992). Paracubrir el mercadode personaslactosa-

intolerantes, muchas empresaslácteas comercializan leches UHT con la lactosa

hidrolizadaen lasquede forma estérilsehainyectadolactasatrasel tratamientotérmico.

Son productosde este tipo Natureiv Wonder(Suecia),Lactezee (Canadáy EEUU),

Lactolite (Reino Unido) y Kaiku (España)(Zadow, 1992; Galarragay Rocandio, 1997).
e

U’
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En paises asiáticos donde la intoleranciaa la lactosaes mayoritariaentreadultos, la

hidrólisis de lecheUI-IT esunaprácticabastantegeneralizada(Zadow,1992).

Tabla12. Prevalenciade la digestióny absorciónde lactosa.

Poblacionescon alto nivel de absorción de
lactosa

Daneses
Suecos
Finlandeses
Blancosamericanos
Blancoscanadienses
Blancosaustralianos
Beduinosárabes

98%
99%
87-88%
75-90%
94%
94-100%
86%

Poblaciones con niveles intermedios de
absorciónde lactosa

Italianos 0-70%
Griegos 33-62%
Mestizoscolombianos 75%

Mejicanos americanos
Judíos
Hindúes

Poblacionescon bajo nivel de absorción

Chinos
Japoneses
Indonesios
Tailandeses
EsquimalesGroenlandia
MayoríadegruposdeAfrica
Negrosamericanos
Arabessirios
Arabesjordanos
Ceilandeses
Iraníes

TomadodeGalarragay Rocandio(1997).

Por otraparte,la hidrólisis de la lactosaaumentael dulzor de la lechey el suerosin

incrementar su valor calórico y evita los problemas de textura causadospor la

cristalizaciónde la lactosa en productosdeshidratadoso congelados,permitiendosu

empleo como ingredienteen un mayor número de alimentos(Poutaneny col., 1978;

Cocího y col., 1982; Marwahay Kennedy, 1988; Zadow, 1992; GonzálezSiso, 1996).

Una de las primeras industriasutilizadoras de leche y suero hidrolizados tite la de

elaboraciónde helados,a los que la lactosa cristalizadaconfiere una textura arenosa

(Pomeranz,1964). También se ha aplicado la hidrólisis a la fabricación de yogures

hipocalóricosdulces (loba y col., 1990; Pivarnik y col., 1995). Debido al aumentodel

poder edulcorante,la hidrólisis de lactosa reduceel nivel de sacarosahabitualmente

requerido en la formulación de leches condensadas,helados, alimentos infantiles,

50%
2646%
7-100%

de lactosa

0-20%
0-27%
9%
0-4%
12%
0-20%
20-22%
5%
0-27%
29%
14%
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caramelos,productosde panadería,bollería,conservasy bebidas(Baeva, 1981;Crippeny

Jeon, 1984; Keshavarzy Nakai, 1984;Dorokhovichy col., 1985; Martínezy Speckman,

1988; Marwahay Kennedy,1988; Arndt y Wehling, 1989; Pivarnik y col., 1995). Los

jarabeshidrolizadossehanempleadoen la fabricaciónde sucedáneosde miel y jarabede

arce(Zadow, 1992).Además,enpaísessin producciónazucarera,comoAustraliao Nueva

Zelanda, la hidrólisis de la lactosaconstituyeunaRientealternativade azúcares(Coughlin

y col., 1974;Marwahay Kennedy,1988;Zadow, 1992).

El empleo de leche con la lactosa hidrolizada puede acortar los tiempos de

fabricación,proporcionandomássustratoa algunosde los componentesde la microbiota

responsablede la maduraciónde los quesos(Labuschagney Nieuwoudt, 1978; Farahaty

col., 1985; Thakary col., 1988;Thakary col., 1992).Muchosmicroorganismosincapaces

de fermentarla lactosadel suero crecenrápidamenteen los productosde su hidrólisis,

permitiendoasíla obtenciónde distintosderivadosdel suero (GonzálezSiso, 1996). Este

es el caso de Saccharomycescerevisiaey otras levaduras empleadas en la industria

agroalimentariaparaproducir etanol, que son incapacesde fermentarla lactosasi no se

hidroliza. El suero hidrolizado se puedeemplear,como otras fuentesde azúcares,para

enriquecermasasde panadería,ya que reduceel tiempo de fermentacióny mejora las

propiedadesde aroma y textura (Drobot y Kudrya, 1981; Matveeva y col., 1983;

Polandovay col., 1983). El suerohidrolizadosepuedeempleartambiénen la fabricación

de cerveza,sustituyendoenpartea la malta (Henning, 1998; Kosminskii y col., 1991),y

en la fabricaciónde vinos (Rolandy Alm, 1975; Castillo, 1990). Tambiénesconsiderado

comoun buen sustratoparala producciónde gomaxantanopor partede Xanthomanas

(Kilara y Patel, 1992), y para la de ácidos orgánicos (propiónico o acético), con

Propionibacterium (Haddadin y col., 1996). Es posible también producir jarabesde

glucosa,fructosay galactosa,hidrolizandoel suerocon lactasade K. lactis y añadiendo

glucosaisomerasaparatransformarpartede la glucosaen fructosa, que es másdulce

(Abril y Stull, 1989). Muy diversos microorganismoslactasa-negativospueden ser

cultivadosen suerohidrolizadoparaserempleadoscomobiomasa(Peciulisy col., 1979;

Stinemany col., 1978; Peciulis y col., 1982), o como fuente de aminoácidos(Ko y

Chipley, 1983). u,

e.

u,

U
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Conestasaplicaciones,obviamenteseconsiguendos beneficios:valorizarel sueroo

su permeadoy minimizar el efectocontaminantequeprovocael vertido de lactosa.La

acción de la lactasa,sin embargo,no se limita a la hidrólisis. Esta enzima cataliza

reaccionesde transgalactosidación,transfiriendo,como ya se ha indicado, residuosde

galactosa al agua o a distintos azúcares, de manera que se pueden sintetizar

galactooligosacáridos (Gal-OS). La formación de Gal-OS esconocidadesdelos años50

(Aronson, 1952; Pazur, 1953) y ha sido estudiadapor numerososautoresdurante la

hidrólisisde la lactosa,tanto con lactasasmicrobianas,comopor hidrólisisácida(Shukla,

1975; Richmondy col., 1981; Olanoy col., 1983; Mozaifar y col., 1985; Kwak y Jeon,

1986;Prenosily col., 1987a;Prenosily col., 1987b;Husseiny col., 1989;Záratey López-

Leiva, 1990; Zadow, 1992; López-Leiva y Guzmán, 1995). La formación de

oligosacáridosduranteel procesode hidrólisis es mayorcuandolos tiemposde reacción

son cortos,y por tanto,el gradode hidrólisis bajo,y tambiéncuandola concentraciónde

lactosa es elevada,o cuando se empleantemperaturaselevadas,pH alcalino o altas

concentracionesde sales. También se ha observado que las enzimas inmovilizadas

producenmásoligosacáridosque la lactasasoluble. Incluso la procedenciade la enzima

influye sobre la tasade formaciónde estoscompuestos;las lactasasde mohosparecen

producirmayor cantidadde Gal-OSque lasde levaduras.

Actualmente se están empleando lactasastanto solubles como inmovilizadas,

procedentes de las levaduras Rhodotorula minuta, Sirobasidium magnum y

Sterigmatomyceselviae para la produccióncomercialde Gal-OS (Onishi y col., 1996;

Onishi y Yokozeki, 1996; Onishi y Tanaka,1997; Onishi y Tanaka,1998; Sheu y col.,

1998).

La formación de oligosacáridos ha sido considerada sobre todo como un

inconvenientede los tratamientosde hidrólisis. Últimamente,sinembargo,y debidoa sus

cualidadescomo pral,¡áticos (sustanciascapacesde estimular la proliferación de la

fracción beneficiosade las bacteriasintestinales),los oligosacáridosestánadquiriendo

gran interésutilizándose,principalmenteen Japón,como ingredientesalimentariosen la

formulacióndealimentosifincionales(Yangy Silva, 1995; López-Leivay Guzmán,1995;

Onishiy Tanaka,1998).En general,tanto los galacto-,comootros oligosacáridosno se
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digierenni en el estómagoni en el intestino delgado,de maneraquellegan intactosal
U’

intestino grueso,dondeactúancomopromotoresdel crecimientode las bifidobacterias Sr

Sr
(Tanakay col., 1983; Hartemaky col., 1994; Tomomatsu,1994; Yang y Silva, 1995).Las a

ingestaselevadas,no obstante,provocanmolestiaspor formaciónde gases(elhidrógenoy
U’

metanoformadopor las bacteriasque metabolizanestoscompuestos)e inclusodiarreas

(por el agua que retienen). U’
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Objetivos

1. Obtenercepasde levaduraquecrecieranbienen el líquido ultrafiltrado o permeadodel

suero de quesenay que pudieran servir para reducir la carga contaminantede

permeados,suerosy efluentesy en casode suerosy permeadosparaserutilizadascomo

Rientede proteinay lactasa.

2. Averiguarlas posiblesventajas,desdeel puntode vistade la depuración,dehidrolizar

la lactosade suerosypenneados,antesde suvertido.

3. Hacerunaprimeraaproximaciónal estudiode los efluentesdequeseríasespañolas.
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Material y Métodos

1. LEVADURAS

De la Colección Británica de Levaduras (Norwich, Inglaterra) se utilizaron las

siguientescepas:

KluyveromycesmarxianusNCYC 151

Kluyveromycesmarrianus NCYC 587

KluyveromycesmarxianusNCYC 851

KluyveromycesmarxianusNCYC 1429

Kh¿yveromyceslactis var. lactis NCYC 1368

Kluyvero¡nyceslactis var. lactis NCYC 1548

Candidakefyr NCYC 143

Candidakefyr NCYC 744

Tambiénseutilizaronlassiguientescepasde la ColecciónEspañolade Cultivos Tipo

(Valencia):

Debaryomycespolymorphusvar.polymorphusCECT 10060

Debaryo¡nycespolymorphusvar. polymorphusCECT 10099

DebaryomnyceshansenilCECT 10360

Las cepasprocedentesde ambascoleccionessemantuvieronen agar inclinado YM

(Difeo) a 40C,transfiriéndosemensualmentea mediosreciénpreparados.

Además,se utilizaron levaduraspreviamenteaisladaspor nosotrostal y como se

describeen el apartado10 de esteMaterialy Métodos.Estascepasseconservaronen caldo

YM suplementadoconun 2% &Iv) de lactosay un 10% (y/y) de glicerol a —200C.

2. OTROSMICROORGANISMOS

Los cultivos iniciadores de bacterias lácticas empleadosfUeron: el O R-703

(homofemientativo)y el LD CHN-22(heterofermentativo)de la marca“Chr. Hansen’s”en

su forma comercial“Direct Vat Set (DVS)” liofilizada, cuyascomposicionesmicrobianas

semuestrana continuación:
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LII CHN-22 O R-703

Lactococcusladis subsp.cremoris Lactococcus¡actis subsp. lactis

Lactococcusladis subsp.lactEs LactococcuslactEssubsp.cremoris

Lactococcuslactis subsp.diacetylactis (5-30 %)

Leuconoswcinesenreroidessubsp.cremoris(1-le %)

3. SUERODULCE Y SU PERMEADO

El permeadose obtuvo a partir de suerodulce donadopor la empresa“Lácteasdel

Jarama”(Fuentedel Saz, Madrid). El sueroprocedíade la fabricaciónpor coagulación

enzimáticade quesofresco,a partir de unamezclade lechede vaca(92%), ovejay cabra

(8%entrelasdos).El suerofUe recogidode la cubadedesueradoen recipientesde plástico

desinfectadosy mantenidoen refrigeraciónhastasu utilización (tiempo no superiora 2

horas).La Tabla13 muestralos resultadosobtenidosdel análisisde variosde dichossueros

asu llegadaal laboratorio.

Tabla 13. Algunas características del suero dulce y

permeado.

de su correspondiente

pH

Lactosa (mM)

Galactosa (mM)

Proteina (gIL)

DQO (mg/L)

Microorganismos totales (ufcf mi)

Bacterias lácticas (en agar MRS; ufcf mi)

Suero
6,5 — 6,7

100- ¡32

6,9—9,57

72.500-75.000

6,4x 102—7,8x jo4

8,1 x 10’— 1,5 ~

Permeado
6,4—6,6

HO- ¡20

1-1,5

0,5 — 0,9

45.000-55.000

o

o

140

e-

e-
9,

e
e
e’

e

e
e
e
e
e
e
e
e

e
e
e

e
e
e
e
e
e
e

e
e
e
e
e
e

e
e

e
e
e

e
e

e
e

u,
e

e
e

e
e
e
e
e
e
e

e
e
e
e
e
e



Material y Métodos

El permeadoseobtuvoporultrafiltración del suerodulce,previamentecentrifUgadoa

4.800 g x 15 miii y filtrado a través de tana de vidrio para eliminar restosde grasay

caseína,tal y comosemuestraen la Figura11. Se empleóun equipodc ultraflítraciónde

flujo tangencial,en el quela direccióndel flujo esperpendiculara los canaleso poros de

lasmembranas(véaseFigura12).

El equipo estáconstituidopor unacélula de filtración de aluminio “Minisette” de la

firma “Filtron”, diseñadopara procesarvolúmenespequeños(0,2-20 litros) y por una

bombaperistáltica“Mastertlex” Cole-Parmermodelo7521-25 de velocidadregulable (10-

1000 rpm), dotadade un cabezal“Mastertlex” modelo 7017-21.Para la conduccióndel

fluido se utilizó tubo flexible Tygon de “Masterflex” 6409-17 de alta resistenciaa la

presión.La célulade filtración permitela adaptaciónde unoo máspaquetescompactosde

membranas(“cassettes”)y disponede compartimentosseparadoresparael líquido retenido

y 3 manómetros(pararegularlapresióndel líquido de entrada,del retenidoy del filtrado).

Los “cassettes”de membranasutilizadosestánconstituidospor múltiples láminasde

membranasfiltrantes,entre las quese intercalanmallasseparadorasde liquido retenidoy

filtrado. Cadamembranadel “cassette”es un filtro extremadamentefino, de estructura

asimétrica, capaz de retener moléculas de un detenninadotamaño mínimo (“peso

molecularnominal límite”) (Figura 13). Paranuestrotrabajoseutilizó un “cassette”de la

firma “Filtron” serieOmegaconpesomolecularnominal limite de 8.000 daltons,formado

por membranasdepolietersulfona (PES),modificadasespecíficamenteparaminimizar la

deposiciónde proteínasen la superficie y la estructura interna de la membrana.El

desarrollosuperficialválido de estos “cassettes”es de 3.500 cm2. La parte externadel

“cassette”es unacarcasaprotectorade plástico, con colectorespara recogerel materia]

retenidoy el filtrado.

Para optimizar las condiciones de operación de la ultrafiltración y evitar la

colmataciónde las membranas,sedeterminóla presióna emplear,utilizandola expresión:

Pe + P, TMP = Presióntransmembranal

TMP P< = Presión deentradaPs Presióndesalidao presióndel retenido
2 Presiónde filtrado
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Figura 11. Diagrama de fUncionamiento del equipo de ultrafiltración de flujo
tangencial.

Figura12. Esquemade unamembranade ultraflítracián de flujo
tangencial.

Figura13. Secciónde un “cassette”de ultrafiltración
de flujo tangencial
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Materialy Métodos

Se aplicaronvalorescrecientesde TMP y se relacionaroncon el flujo de filtrado

(expresadoen mL/mm), hastaqueel incrementode la primerano supusomodificacióndel

segundo,lo quecorrespondea la saturaciónde la capacidadde filtración de las membranas.

Unavez determinadoestevalor,seajustóel sistemaparatrabajaraunaTMP ligeramente

mferiora la de colmatación.Los valoresestablecidosen nuestrocasofUeron los siguientes:

- presiónde entradade 19-20psi.

- presiónde salidao presióndel retenidode 17-18psi.

- presiónde filtrado de O psi.

Estocorrespondióa unaTMIP de 20 psi y permitió unavelocidadde filtrado de 17

mL/mm.

Habitualmentese filtraron lotesdeentre9 y 15 L de suero.

El permeadoobtenidosealniacenóen recipientesde plásticode 100,250y 500mL a

—200Chastasu uso(tiempono superiora3 meses).Paraasegurarla completadisoluciónde

la lactosa,el permeadosedescongelólentamentey secalentóa 300C durante1 h antesde

serutilizadocomomediode cultivo. La Tabla13 muestralas principalescaracterísticasdel

penneadoempleadoduranteestetrabajo.

4. EFLUENTESLACTEOS

Los efluenteslácteosutilizadosparael aislamientode levaduras, fUerondonadospor

las empresas“Forlasa” (Villarrobledo, Albacete),“Lácteasdel Jarama”(Fuentedel Saz,

Madrid) y “Cooperativade GanaderosManchegos”(Tomelloso,CiudadReal).

Paraconseguirefluentescon característicaslo másdiferentesposible,paraobtener

unamayorvariedaden las levadurasde ellos aisladas,seescogierontresempresasdemuy

distinto tamaño,teniendoen cuentala clasificación de queseríaspropuestapor Modíer

(1982), segúnel volumen diario de leche procesada:Pequeñas(menos de 50.000L),

Medianas(entre50.000y 150.000L) y Grandes(másde 150.000L).

143



Materialy Métodos

e-

También se tuvo en cuentala hora de recogida de las muestras,evitando los

momentosen quepredominasela descargade aguasde lavadoy fecales.Los efluentes

recogidossemantuvieronen refrigeraciónhastasuutilización, e,

e’

Estos efluentes se caracterizaron parcialmente mediante análisis químicos y e,

e’

microbiológicos(veaseTabla36).
e’

A continuación se describen brevementealgunas de las características de las
queseríasseleccionadas: e’

e
e
e

4.1.Quesería“CooperativadeGanaderosManchegos

”

eEl volumende lecheprocesadodiariamentepor estacooperativaoscilaentre3.000y

4.000 litros. Fabricaquesomanchegocon Denominaciónde Origen y queso de mezcla u,

e’

(80% ovejay 20%cabra)a partir de lechepasterizaday de lechecruda. El suerolácteo se

destinaen partea la fabricaciónde requesón.La mayorpartedel efluentelácteode esta u,

u,

industriaestabaconstituidopor aguasde lavado, liquido procedente de la elaboración de u,

u,requesóny suerolácteo no aprovechado,aunquetambiénestánincluidos los desagliesde
e

los lavabosdelpersonal. u,

u,

e

4.2.Quesería“LácteasdelJarania” e’

u,
u,

“Lácteasdel Jarama”procesadiariamenteentre50.000y 60.000 litros de lechepara
e

producir variostiposde queso,principalmenteMozzarella,quesode Burgosy de Villalón.

El sueroobtenidosedesnatay sedestinamayoritariamentea laproducciónde requesón. e’
e’

u,Cuandose tomó la muestrade efluente, susprincipalescomponenteseranaguasde
u,

lavado,líquido procedentede la elaboraciónde requesón,restosde sueroy desagoesde los e
u,

lavabosdel personal.
u,

u,

4.3. Quesería“Forlasa” e

u,

“Forlasa”procesaentre700.000y 1 millón de litros de lecheal día. Elaboradistintos e

tiposde queso:manchegosconDenominaciónde Origen,manchegosde mezcla,tUndidos, e’
e

e
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ralladosy azules.Latotalidaddel sueroobtenidoesdesnatado,desecadopor atomizacióny

destinadoala venta.

El efluenteestáconstituidoprincipalmentepor aguasde lavado,restosde producción

diluidosy desagtiesde los lavabos.

5. AGUAS RESIDUALESURBANAS

Las aguas residualesurbanasse utilizaron con el fm de obtener un inóculo

representativode la microfloranaturalpresenteen estasaguasquehabríade proliferar en el

pernieado,de ser éstevertidodirectamentea la reddesaneamiento.La obtenciónde estos

inóculos sedescribeen el apartado9 de este Material y Métodos. Las aguasresiduales

procedíande las EstacionesRegeneradorasdc AguasResiduales(ERAR) “Valdebebas”y

“La China”, pertenecientesal Plan de SaneamientoIntegral de Madrid. Estas aguas

residualesbrutas se recogierona medio metro de profUndidad en el pozo de gruesos

(situadoen la entradade la depuradora),en recipientesde plástico y se mantuvierona

temperaturade refrigeraciónhastasu utilización. El muestreosiempreha sido puntualy

simple. Las muestras,hastaun total de 7, setomaronen diferentesdías. Las principales

característicasde estasaguasresidualessemuestranen la Tabla14 (GarcíaGrande,1986;

GarcíaÁlvarez y CortacansTorre, 1986).

5. 1. DepuradoraERARValdebebas

La planta“ERAR Valdebebas”,próximaa Paracuellosdel Jarama(Madrid), tratalas

aguasresidualesprocedentesde estemunicipioy de la zonanortey nordestede la ciudad

de Madrid, conun caudalmediode 0,4 m3/s. Recibeunacargacontaminantede 144.000

e.h. (habitantesequivalentes)(GarcíaAlvarezy CortacansTorre, 1986).

5. 2. DepuradoraERARLa China

La estacióndepuradora“E.R.A.R. La China” consta, al igual que la depuradora

“E.R.A.R. Valdebebas”,de tratamiento primario y tratamiento biológico por fangos
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U,

U’

u,

u,

activados.Labaseteóricade fUncionamientoesla misma,existiendoligerasdiferenciasen u,

ecuantoal diseñoy númerode elementosde las diferentes instalaciones.Estácapacitada
u,

paraunapoblacióndc 1.300.00habitantesy tieneun caudalmedio de 3,3 m3lseg(García
e

Grande,1986).
e

e

e
e

e

Tabla 14. Caracteristicasde las aguas residuales urbanas recibidas por las u,

depuradoras urbanas “Valdebebas” y “La China”, de Madrid. e

e

‘CarácterísUcas k e

(rtig/L) < Valdebeút~LaCIdnay< e

DBOS 270 400 e
u,

DQO , 610< 780 —

e

Sólidosensuspensión 370 420
e

García Grande (1986) y Álvarezy Cortacans Torre(1986).
e

u,

e

e

u,

6. MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO e’

e’

El aguadestiladaempleadaen la preparaciónde solucionesacuosasy medios de u,
e

cultivo seobtuvo en un destilador“Millipore” mod. Elix 3. El aguabidestiladaseobtuvo u,

de un destilador “Nanopure” mod. Barnstead. O
u,

e
El material de vidrio utilizado en todas las experiencias fUe calidad “Pyrex” o similar.

e

e
Para la conservaciónde las muestrasen refrigeración se utilizaron frigoríficos

e’

“Kelvinator” y “Liebherr” y un armario termostatadoa 4 ±FC, construido por un e
u.

proveedor local. Las muestras querequeríancongelaciónse mantuvierona -200C en un
u,

armariocongelador“AEG” mod.Arctis. e’

e

e’

e

e

e’
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Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplato “And” mod. EW-600A y

las deprecisión,enunabalanza“And” mod.ER-120A.

Los ajustesy detenninacionesdepH serealizaronconunpH-metro“Beckman”mod.
TM1 12 pHJISEMeter.

Las esterilizacionesde los mediosy de lassolucionescuyanaturalezalo permitía, se

realizaronen autoclaves“Selecta” mod. AutesterG y 437-G a 12 10C durante20 mm.El

materialde vidrio seesterilizópor calorsecoen horno“Heracus” mod. KTFU-K a 1500C

durante4 horas.La esterilizaciónde algunassolucionesse llevó a cabomediantefiltros

“Acrodisc® PP 0,8/0,2p.tm Supor®.

Lasincubacionesse realizaronenestufas“Heraeus”mod. KB-500, F-420 y B-6200,

y “VeIl” mod. FOC 225D. Las incubacionescon agitación en baño de agua en un

incubador-agitadororbital “GFL” mod. 1092. Los mediosde cultivo sólidos setUndieron

en un horno demicroondas“Moulinex” mod.3535 QT.

Las siembrasse realizaronen una cámarade flujo laminar “Teísta?’ tipo CE-A,

equipadacon lámparaultravioleta.

Lasobservacionesmicroscópicasserealizaronenun microscopioópticode la marca

Nikon mod.L-Ke, equipadocon un dispositivodecontrastede fases.

Las centrifúgacionesse llevaron a cabo en unacentrífUga“Sorvalí” mod. RC-5B

equipadacon rotores 55-34 y GSA. ParacentrifUgarpequeñosvolúmenesse utilizó la

microcentrífbga“HeraeusChrist”mod. Biofiu¡geA equipadaconun rotor tipo 1220.

Las medidasespectrofotométricasse realizaronen un aparato“Hitachi” mod. U-

2000,y en un colorímetromarca“Milton RoyCompany”mod. Spectronic20.

FI fermentadorempleadoerade la marca“B. Braun-Biotech”mod. Biostat-M con

una cuba de fermentaciónde 2 L. La medidade la presión parcial de oxígenoen los

cultivos se realizó con un electrodo tipo Clark marca“Ingold” mod. 3 532 58. El

fermentadorse acopló a unaunidad de termostataciónmarca“B.Braun-Biotech” mod.

Frigomix®. Para el aporte de oxígeno en los cultivos se utilizó una bombonade 02,
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e’

e’

e

regulándoseel flujo de salida con un manómetromod. M-2 1-O. En algunoscasos,se e

conectóal fermentadorunabombade airede acuario“Sirocco” mod. AireadorD-2P. 9+
e

eEn la determinaciónde la DemandaQuímicade Oxígenoseemplearonmatracesde
e

la marca “Afora” de fondo redondode 500 mL y cuello de vidrio esmerilado29/32, e
e

refrigerantes de serpentín de 300 mmcon junta de cristal esmerilado 29/32 y un baño de u,

arena “SBS” Mod. 3A-V.
e

En la determinacióndel nitrógenototal, las muestrasse calentaronen un digestor U

e
“Btichi” mod.425 y se destilaron enunaunidadde destilación“Búchi” mod.315.

e

e

e
7. REACTIVOS u,

e’

Todoslos productosquímicosutilizadosen estatesiserande calidadreactivoy de las e

marcas“Merck”, “Sigma” y“Panreac”.
u,

eEn lasexperienciasmicrobiológicas,los productosempleadosprocedíande las fuinas
e

“Difco”, “Oxoid” y “Merck”. e
e

Las enzimasse comprarona “Boebringer”, “Sigma” y “Gist-Brocades”, según se e

u,
indicaencadacaso. e

e
El oxígenoyel nitrógenoseobtuvieronde “CarburosMetálicos,S.A.”. u.

e.

e’

8. CULTIVOS e’
e’

8. 1. Mediosdecultivo U

e

8. 1. 1. Caldo para levaduras y mohos (FM) (DÉlco) e’
e

Para preparar un litro de este medio se disolvieron 21 g de YMdeshidratado. Este e
e

medioseempleópara la revitalizaciónde las levaduras.Poseela siguientecomposición,

por litro: e
e

Bacto extracto de levadura 3,0 g e’

e
Bacto extracto de malta 3,0 g e

e’

e
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Bacto peptona 5,0 g

Bacto dextrosa 10,0 g

pH (aprox.) 6,2 + O 2

Cuandoseestudióla capacidadde las levadurasparareducir la DQO del permeado,

éstasserevitalizaronenYM suplementadoconun 2%(p/v) de lactosa,conel fin de inducir

la actividadlactásica.Estesuplementotambiénseañadióparaconservaren congelaciónlas

levadurasaisladasde efluentes.

8. 1. 2. Caldo YPD

Estecaldoseempleócomomedio de cultivo parala determinaciónsemicualitativaen

tubo de la floculaciónde levaduras,segúnla descripciónde Shermany col. (1983). Tiene

la siguientecomposiciónpor litro:

Bactoextractode levadura 10,0 g

Bactopeptona 20,0 g

O-Glucosa 20,0 g

8. 1. 3. Agarpara levadurasy mohos (YMA)(DfÑo)

Su composiciónquimica esla mismaquela indicadaparael medio líquido (8.1.1)

pero incluye además10 g de agar. Esteagarseempleócomomedioparael recuentoen

placade levaduras,tal y comorecomiendaWickerham(1951). Tambiénse empleópara

conservara40 C las levadurasprocedentesde lascoleccionesbritánicay española.

8. 1. 4. Agar de extracto de malta suplementadocon oxitetraciclina (OMEA)

(Oxoid)

Este medio se utilizó para el aislamiento de levaduras procedentes de efluentes lácteos,

siguiendoel métodorecomendadopor Fleety Mian (1987),asícomoparael recuentoenplaca

de levadurasprocedentesde cultivos mixtos. La composiciónquímicapor litro de agar de

extractode malta(MEA) esla siguiente:
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Extractode malta

Peptona micológica

Agar

30,0 g

5,0 g

15,0 g

pH 5 4 + 0 2

Al medio MEA se le adicionó clorhidrato de oxitetraciclina (Terramicina~100,

“Pfizer”) a una concentración final de 100 ¡ig/mL.

8. 1. 5. AgarRosa-BengalaCloranfenicol(RBC) (Oxoid)

Este agar se utilizó para el recuento selectivo en placa de levaduras procedentes de

cultivos mixtos, tal y como describe Jarvis (1973). Para su preparación se disolvieron 32 g de

Agar Rosa-Bengala por litro de medio.Sucomposiciónpor litro del medioesla que sigue:

Peptonamicolágica

Dextrosa

Fosfatodipotásico

5,0 g

10,0 g

1,0 g

0,5 gSulfatomagnésico

Rosade Bengala

Agar

pH 7,2±0,2.

A este medio se le adicionó cloranfenicol (“SIGMA”) disuelto en etanol a una

concentraciónfinal del 0,01%(p/v).

8. 1.6.Agarpara recuentoen placa (PCA) (Oxoid)

Este agar se utilizó como medio para el recuentoen placa de microorganismos

totales,empleando17,5 g por litro de agua.Sucomposiciónpor litro es:

Triptona 5,0 g

Extracto de levadura 2,5 g

1,0 gGlucosa

Agar 9,0 g
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8. 1. 7. AgarMan, Rogosa,Sharpe(MRS) (Oxoid)

Este agar se utilizó comomedioparael recuentoenplacade lasbacteriaslácticas,tal

y comodescribeReuter(1985).Sucomposiciónpor litro de medioes:

Peptona 10,0 g

“Lab.Lemco” en polvo 8,0 g

Extracto de levadura 4,0 g

Dextrosa 20,0 g

Tween 80 1,0 mL

Fosfatodipotásico 2,0 g

Acetato de sodio.3 l~I2O 2,0 g

Citrato de triamonio 5,0 g

Sulfato de magnesio.7H20 0,2 g

Sulfatode manganeso.4H20 0,2 g

Agar 10,0 g

pH 6,2 (aprox)

8. 1. 8.AgarMan, Rogosa,Sharpe-ácidosórbico (MRS-S) (Oxoid)

Esteagarseutilizó en ocasionescomomedio selectivoparael recuentode bacterias

lácticas,tal y comorecomiendaReuter(1985).Al medioMRS, cuyacomposiciónseindica

en el apartadoanterior,se le adicionó ácido sórbico disueltoen NaOH 1 M, paraobtener

unaconcentraciónfmal del 0,06%(p/v) o del 0,1% (p/v), segúnseindique.Posteriormente

seajustóel pH del medioa 5,7 conHCI 2,5 N.

8. 1. 9.Agar-ácidosórbico(Las) (Merck)

Este medio se utilizó para la generalidad de los recuentos selectivos en placa de

bacteriaslácticas,tal y comorecomiendaReuter(1985).Parasupreparaciónsedisolvieron

70 g en 1 litro de agua destilada, añadiéndose ácido sórbico disuelto en NaOl-l 1M a una

concentraciónfinal del 0,04%(p/v). Posteriormenteseajustóel pH del medioa 5 0 + 0,1

conHCl 2,5 N. Su composiciónpor litro de medioes la siguiente:
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Peptonade caseína 10,0

Extracto de malta 10,0

Extracto de levadura 5,0

D (+) glucosa

Acetato de sodio

Citratodesodio

Tween80

Sulfato de magnesio

Sulfato de manganeso

Agar-agar

g

g

g
20,0 g

5,0 g

3,0 g

1,0 g

0,2 g

0,05 g

16,0 g

8. 1. 10.AgarMacConkey(púrpura) (Oxoid)

Este agar se empleó para el recuentoen placa de bacterias colifonnes (British

DepartmentofEnvironment,1982). Sucomposiciónpor litro demedioes:

Peptona 20,0 g

Lactosa 10,0 g

Salesbiliares

Cloruro sádico

Púrpura de bromocresol

Agar

pH 7,4 (aprox.).

8. 1. 11. Permeadodesuerodulce

5,0 g

5,0 g

0,01 g

¡5,0 g

El permeadoutilizadocomomediode cultivo seobtuvotal y comoya seha descrito

en el apartado 3 de este Material y Métodos.

8. 1. 12. Permeadocon la lactosahidrolizada

En los cultivos inoculadoscon la flora procedentede aguasresidualesurbanas,se

utilizó permeado (ver 8.1.11)previamenteincubadoconj3-galactosidasa,paracomprobarel
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efecto de la hidrólisis de la lactosa en la evolución de la Demanda Química de Oxígeno

(DQO), del líquido librede células.

Para la obtención de permeadocon la lactosa hidrolizada se utilizaron vanas

concentracionesdeunapreparacióncomercialde j3-galactosidasadeKluyveromyces(antes

Saccharomyces)¡anis de2.000unidadesde lactasaneutra(u.Ln.)Ig (Maxilact L 2.000),de

la marcaGist-Brocades.El pH del permeadoseajustéa 6,5 (pH óptimoparaestaenzima)

conKOH 8M. Posteriormente,dadoqueel pH de los permeadossiempretUe próximoa 6,5

(véaseTabla13), y quesemantuvieronlos porcentajesde hidrólisis,setrabajó sin ajuste

de pH. Las mezclasse incubarona 300Cy 100 rpm tomándosealícuotasde 1 mL cada2

horas.Cuandoseestuvodeterminandoel gradode hidrólisis y paradetenerla reacción,las

muestrasde permeadocon enzima se calentarona 800C durante 3 mm, tal y como

describenChiu y Kosikowski (1985). Las condicionesfinalmenteseleccionadasfUeron

3000 uln por litro de permeado incubando a 300C y a 100 rpm durante LO h, sin posterior

mnactivaciónde la enzima.

En los penneados,se realizaron controlesmicrobiológicos para asegurarsede la

ausenciade bacteriastotalesantesy despuésdel periodode incubación.

8. 1. 13.Suero dulce

Lasprincipalescaracteristicasdel suerodulce procedentede la quesería“Lácteasdel

Jarama”,semuestranen la Tabla13 dc estetrabajo.Antes de serutilizadocomomediode

cultivo, el suero secentrifUgó a 4.800 g x 15 mm paraeliminar los restosde caseínay

grasa

8. 2. Condicionesdecultiva

Todaslas levadurasserevitalizaronantesde sersembradasen los mediosde cultivo,

para lo queseinocularonen 5 ml de caldoYM y seincubaronen condicionesestáticasa

300C durante 18 horas. Cuandose quiso partir de células con la lactasa inducida, la
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e
e

revitalización se realizó en caldo YM suplementadocon 2% Lactosa. Antes de ser
einoculadasen los medios,las células selavaron dos vecesen aguadestiladaestéril, y se
e

recuperaronmediantecentrifUgacióna 4.520g durante 10 mm, resuspendiéndoseen agua e’

e
destilada.La absorbanciaa 600 nm de las células resuspendidasse ajustéa 0,4 (aprox.), u.

diluyendo con aguadestilada(estaabsorbanciaequivaleaproximadamentea 1 o~ ufc/mL). a
e’

Estassuspensionescelularesseutilizaron parainocular al 0,001,0,01, 0,04 y 0,4% (y/y) u,

esegúnlos casos,matracesErlenmeyerde 250 mL (que contenían150 ni del medio), de
e

100 mL (que contenían50 mL de medio) o de 50 mL (que contenían25 mL de medio), u,

e

para obtener niveles iniciales aproximadosde 1 o~, í o5, 106 y ío~ ufc de levaduras/mL,
respectivamente. Todos estos cultivos sembrados con levaduras se incubaron a 3 00C en un

u.
bafio-incubadororbital, conunaagitaciónde 150 rpm.

u,

En los cultivos de levadurasrealizadosen fermentador,seañadióun 0,01% (y/y) de u,

la suspensión celular correspondientea 1,2 L de permeado, lo que equivalía e’
u,

aproximadamentea 1 o~ ufc/mL. Las fermentacionesse realizaron a 300C y con una u.

e’

agitación de 200 rpm. La presiónparcial de oxigenoen los cultivos semantuvo al 60% u,

medianteel aportede oxígenopuro con un flujo máximo de entradade 1,6 vvm (volumen e

u,

de gas por volumen de medio por minuto). La formación de espumas en estos cultivos se

controlémediantela adicióndeantiespumante(“B.Braun-Biotech”)al 0,05%. e
e.

Cuando el permeado,utilizado como medio de cultivo para el crecimiento de u.
e

levaduras,sesuplementécon distintoscompuestos(sulfato amónico, fosfato dipotásicoy
u,

cloruro férrico), las correspondientes soluciones se filtraronpor filtros “Acrodise” 0,22 gtm
e

antes de ser añadidas al permeado,extremandolas condicionesde higiene. e
e

Las suspensiones celulares procedentes de aguas residuales urbanas, obtenidas como u,

e
sedescribeen el apartado9, seutilizaron parainocular al 10% (y/y) 50 mL de permeado, e

contenidos en matraces erlenmeyer de 100 mL de capacidad.Loscorrespondientescultivos e
e’

seincubarona300C en un baño-incubadororbital, conunaagitaciónde 150 rpm.
u.

Para el estudio de floculación, los precultivoscon la lactasainducidase transfirieron e.

al 0,5% (y/y) a tubos de 7 mm de diámetroy 10 mL decapacidadquecontenían5 mL de e’

e
permeado o de caldo YPD, y se cultivaron a 300Cy 100 rpm durante72 h. u,

e
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La sedimentación se estudió después de inocular los precultivos con la lactasa

inducida al 1% (y/y) en matracesde 500 ¡nL quecontenían350 ¡nL de permeado, y de

incubara 300Cy 100 rpmdurante72 h.

8. 3. Tomademuestras

A lo largo de todas las incubacionessetomaron,en condicionesestériles,alícuotas

comprendidas entre 1,5 y 100 mLde los distintoslíquidosde cultivo. Parala estimacióndel

crecimiento de las levadurasy de las bacterias,lasmuestrasseutilizaroninmediatamente.

Las muestras empleadas en el estudio de la actividad lactásica seconservarontal y

comosedescribeposteriormenteen el apartado12. 1 de esteMaterial y Métodos.

Parael análisis de compuestosde bajopesomoleculary determinaciónde la DQO,

COT, CIT y nitrógeno total, seutilizaronlos sobrenadanteslibresdecélulas,obtenidospor

centrifUgaciónde las muestrasa 14.913g durante5 min,y conservadosa~~20oC hastasu

uso.

8. 4. Estimacióndelcrecimientodelos microoreanismos

Parala estimacióndel crecimientode los microorganismos,serealizarondiluciones

decimalesde lasdistintasmuestrasenaguade peptona,utilizándose0,1 ml de la dilución

correspondienteparalassiembrasen superficiey 1 mL para las siembras en profUndidad.

La estimación del crecimientode las levadurasen cultivos purosserealizó mediante

siembraen profUndidaden agarYM. Lasplacasseincubarona 300 C durante3 días,según

indicaWickerham(1951).

El crecimientode las levadurasen los cultivos en suero dulce y en los efluentes

lácteosseestimémediantesiembraensuperficieen agarOMEA. Lasplacasseincubarona

250<?durante3 días(Fleety Mian, 1987).Los mohosy levadurasen efluentesseestimaron

conel medioOMEA.
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e,

e

e,

En los cultivos en suero dulce se estimó el crecimiento de las levaduras mediante e,

e
siembra en profUndidad en agar RBC. Las placas se incubarona 300C durante3 días

u,

(Seiler, 1985) e

e
El recuentode bacteriaslácticaspresentesen las aguas residuales urbanas y en los e

e
efluenteslácteos se realizó mediantesiembraen superficie en agar LaS. Este mismo

métodotambiénse empleó paraesttmarel crecimientode estasbacteriasen permeados u,

e
inoculadosconaguasresidualesurbanas.Las placasseincubarona 300 C durante2 días, u,

tal y comoindicaReuter (1985).
e

u,El recuentode bacteriaslácticaspresentesen el suerolácteoy en su correspondiente
u,

permeado, se estimé mediante siembra en agarMRS. El agar MRS-S se empleó en los e
e

cultivos en suero dulce inoculadocon levaduras,para estimarel crecimientode la flora
e’

láctica. Las siembras en agar MASy MIRS-S se realizaron en profUndidad, añadiendo una
e

segundacapade agarque cubrieraa la de siembrapara conseguirlas condicionesde u,

microaerofllia.La incubaciónserealizó a 300 C durante3 días, tal comoindica Reuter e’
e

(1985). e’

u,

Paraestimarla concentraciónde bacteriascoliformesen los cultivos inoculadoscon u,

e

las aguasresidualesurbanasy en los efluenteslácteos,serealizaronsiembrasen superficie u,

enagarMacConkey.Lasplacasseincubarona 370 C durante2 días(British Departmentof e
e

Environment,1982). u,

e
El recuentototal de microorganismospresentesen el suero, permeadoy efluentes

lácteosy en los cultivos inoculadoscon aguasresidualesurbanas,se realizó mediante u,

e
siembra en profUndidad en PCA, incubando las placas a 300 C durante 2 días.

e

En todos los casos, los resultados se expresaroncomounidadesfonnadorasde colonia
porni de cultivo (ufc/mL). e’

e’

Paracalcular el tiempo de duplicacióncelular (td) se utilizó la representacióndel e’
e

logaritmo neperianode las ufc/mL en fUnción del tiempo de crecimiento (expresadoen e’

e’
horas).A partirde la rectade regresiónresultantede la faseexponencialdel crecimiento,se

e

e

u,

e
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obtuvo la velocidad específica de crecimiento (¡4 que es la pendiente de la citadarecta.El

tiempo deduplicaciónes el lii 2/g.

9. OBTENCIÓN DE FLORA MICROBIANA DE AGUAS RESIDUALES

URBANAS

La flora naturalprocedentede aguasresidualesurbanasseutilizó comoinóculo para

compararla reducciónde la DQO, al proliferar enpermeadodulcenormaly conla lactosa

hidrolizada.Paraobtenerla,lasmuestrasdeaguasresidualesurbanassemantuvierona 40<?

durante 4 horas, para favorecer la decantación de las partículas más groseras.

Posteriormente,serecogióla partesuperiordel sobrenadante(aprox. 1/3) y semantuvoa

40C durante15 h. Transcurridoestetiempo,200mL de estesobrenadantesecentrifúgaron

a3.330 gdurante10 mlii y el sedimentoseresuspendióen 20 mL de aguadestiladaestéril.

Estasuspensióncelular se utilizó parainocular los distintos tipos de permeadocomo se

describe en el apartado8. 2 sobreCondicionesde Cultivo.

10. AISLAMIENTO EIDENTIFICACIÓN DE LEVADURAS

10. 1. Aislamientode levadurasapartir directamentedeefluenteslácteos

Para el aislamiento de levaduras se sembraron en superficie, en agar OMEA

(selectivo para mohos y levaduras), las correspondientes diluciones de los efluentesen

aguade peptona.Lasplacasseincubarona 25~Chastaque el tamañode lascoloniastUe lo

suficientementegrandecomoparapoderseraisladas(2-3 dfas) (Fleety Mian, 1987).Para

la selecciónde coloniasse siguió el métodoaleatoriodescritopor Ordoñez(1979). Las

coloniasseleccionadasserecogieroncon un asade platino y se sembraronen tubos con

caldo YM suplementadocon 2% de lactosa,incubándosea 25~C durante24 h. A estos

cultivosse lesadicionóglicerol al 10% (y/y) parasu conservacióna—200C.

157



e-

U’

Materiat y Métodos e’

e,

e’

e
u,

10. 2. Aislamientode levadurasadaptadasapermeado e’

e.
Paraseleccionarde la flora de efluentesde quesería,las levadurasmásaptaspara —

u,crecerenpenneado,seprepararonmezclasquecontenían50mL depermeadoy 50 mL del
u.

efluente lácteo correspondiente.Estas mezclasse incubaron a 30”C durante 6 días, e’

u.
sustituyéndosediariamentela mitaddel volumende cadacultivo por permeadofresco.El

u.
aislamientode levadurasa partir de estasmezclasserealizó siguiendoel métododescrito u,

u,

enel apartadoanterior.
e

e

u,

10. 3. Selecciónde levaduras u,

e

Del conjuntode cepasde mohosy levadurasaisladosen medio OMEA directamente e

o trasadaptación,se eliminaronlos mohos.Paraello, cadacepaseinoculó en dos tubos u.
e

conteniendo caldo YMcon 2%de lactosa. A uno deellos sele adicionóunacapade aceite e

u,
de paralinaestéril de aproximadamente1 cm de espesorparaconseguircondicionesde

e

microacrofilia(no toleradaspormohos),mientrasque el otro semantuvointacto; el tipo de
u.

crecimiento en ambos tubos file registrado tras la incubación a 250<? durante24 h u,

descartándoselas cepasincapacesdecrecerenmicroaerofllia.Posteriormente,los cultivos e’

e
procedentesde los tubos sin parafinase sembraronen superficie en agar OMEA. Las u.

u,

placas se incubaron a 250<? durante 72 h, anotándoselas principales características
morfológicas de las colonias obtenidas. Todas las cepas aisladas se observaronal e’

u,
microscopioóptico tras tinción Gramcon objetivo de imnersión,para comprobarque se

e’

tratabade levaduras.Todaslas cepascuya morfologíano secorrespondiócon la típica de u.
e

levadurasfUerondescartadas. u.

e’

Las cepasaisladasAT 7, AT 10, AF 9, DF 5 y DF 27 seleccionadaspor mayor u.

aptitudpanlos fines de esteestudio,fUeronenviadasparasu identificacióna la División
e’

de Levaduras(Servicio de Identificación) del “Centraalbureauvoor Schimmelcultures” e

e’
(CBS), (Delfl, Holanda). El procedimientode identificación hizo uso de las siguientes

e’

pruebas: u.
e’

* Pruebasdepureza e

e’

e
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* Observacionesmorfológicasconmicroscopiadecampobrillante

* Propiedadesfisiológicas:

- Fermentaciónde 6 azúcares

- Pruebasdeutilizaciónenmedio líquido de 43 compuestoscarbonados

- Pruebasdeutilizaciónen agarde4 compuestosnitrogenados

- Resistenciaa la cicloheximidaal 0,01%

- Crecimiento a 370C

Los datos obtenidosseprocesaronmedianteel programade identificaciónde JA.

Bamett,R.W. Payney D. Yarrow,versión4.0.

11. ANÁLISIS POST-CULTIVO DE SUEROSY PERMEADOS

11. 1. Determinacióndeproteínas

La determinacióndel contenidoproteicodel suero,permeadosy efluenteslácteosse

realizósegúnel métododescritoporLowryy col. (1951).Comoproteínaestándarseutilizó

seroalbúminabovina.

11. 2. Determinacióndenitrógenototal

El contenidoennitrógenototal de las muestrassedeterminómedianteel métodode

Kjeldahl (Ministerio deSanidady Consumo,1985).Los tubosde digestiónconteniendo75

ni de muestrase desecaronduranteunanochea 1000C; después,se les adicionaron20

mL de ácidosulffirico concentrado,unasperlasdevidrio y un catalizadorcompuestopor 5

g de K
2S04 y 0,005 g de selenio (“Kjeltabs S”, Thompson and CapperLtd.). A

continuación, lasmezclassecalentaronenun digestorhastacompletarsu digestión(1,5-2

horas). Las mezclasdigeridas se diluyeron con agua y se destilaron, recogiéndoseel

amoniacoen 25 ml de unasoluciónde ácido bórico al 4%. A continuaciónsetituló la

mezclade boratoamónicoobtenida,con unasoluciónde FICI 0,5 N. Como indicador del

puntofinal de estavaloraciónseutilizó unasoluciónde rojo de metilo al 0,2%y de azulde
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e’

e’

e,

u,

metilenoal 0,1%, disueltosen alcohol etílico (96% y/y). Esteindicadorvira de violeta a u,

verdeapH 5,4. e’
u,

El porcentajedenitrógenosecalculómediantela fórmula: u.

e

u.

e
Nitrógeno = V x N x 14,007x 1000/mLmuestra e’

e

u,

V volumen(mL) deHCI empleadoen la valoración e
N normalidaddel FICI e.

u,

eLosresultadosfinalesseexpresaronen mg deNI de muestra,
e’

e

e’

e
11. 3. Determinaciónde los sólidos totales, sólidos disueltos y biomasa e

u.La determinaciónde los sólidostotalesde las muestrasserealizódesecandoa 1000<? e

un volumende 100 mL hastapesoconstante,tal y comorecomiendala AOAC (1995).Para —

e’

determinarlos sólidosdisueltosy la biomasa,150 mL de muestrase centrifUgaron a 6.540 u,

gdurante15 mm, desecándosea 1000<?hastapesoconstante,tantoel sobrenadantecomoel —

u,

sedimento. e

e’

e

u,

11. 4. Determinacióndela DemandaQuímicadeOxigeno(DOO) e

e.
La determinación de la DQO sehizo en los líquidos libres de células,siguiendoel u,

emétodo normalizado973.46E recomendadopor la AOAC (1995) para el análisis de
e’

efluentesindustriales.Estemétodosebasaen la oxidaciónde lassustanciasorgánicaspor u.
e’

el dicromatopotásicodisueltoen ácidosulfúrico, a temperaturade ebullición, en presencia u,

de sulfatode plata (catalizador)y de sulfatode mercurio(paraeliminar las interferencias e’

e’

con el cloro). El excesode dicrotamopotásicosevalora conFC2,utilizando ferroinacomo

indicador. e’
u.

En cadamatrazvacio seañadieron,por esteorden, perlasde vidrio y 1 g deHgSO
4. e’

e’

Despuésseincorporaronlentamentey en frío 5 mL de H2S04, 25 mL de K2Cr2O1 0,25N, e

e

u.
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70 mL de unasoluciónAgSO432,5 mM en H2S04al 96% y 50 mL de la muestra.Los

matracessemantuvieronen ebullición a reflujo durante2 horas.Una vez fríos, los tubos

refrigerantesse aclararoncon aguadestilada,incorporándoseeste aguade lavadoa las

mezclas de reacción. Finalmente,dichas mezclasse enrasarona 300 ml con agua

destilada.

El exceso de dicromato potásico (K2<?r207) se valoró con sal de Mobr

[Fe(H}t)2(S042.6H20],utilizando 9 gotas de sulilito ferroso de fenantrolina(fenoina)

0,025 M comoindicador. Seconsiderócomopuntofinal de la valoración,el primerviraje

decolorde azulverdosoamarrónrojizo. Comoblancoseutilizaron50 ml delmismo agua

destiladaempleadaen la preparaciónde los reactivosy en lasdilucionesdelas muestras.

La normalidadde la sal deMohr empleadase determinóvalorandocon unamezcla

de 25 mL de K2Cr2O, 0,25 N, 75 ml de H2S04y 200 ml de H=Odestilada,usando10

gotasde ferroinacomoindicadory empleandola fórmula:

N (mL deK2Cr2O,x N deK2Cr2O7)1 mL desaldeMohr

La DemandaQuímicadeOxígeno(expresadaen mg OiL) se calculó mediantela

siguientefórmula:

DQOQng/I==[(B-M)xNxSOOO]/V

B= volumenen mL de la sal deMohr empleadosen la valoracióndel blanco.
M= volumenen mL de Jasal de Mohr empleadosen la valoraciónde la muestra.
N~ normalidadde la sal de Mobr.
V= volumenenmL de la muestra(50 mL).

11. 5. Determinacióndel Carbono Oruánico Total (COT~ y del Carbono

InorgánicoTotal (CIT

)

La determinacióndel CarbonoOrgánicoTotal (COT) y del CarbonoInorgánicoTotal

(CIT) se realizó mediante oxidación húmeda a baja temperatura,en un analizador
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e,

e,

e’

automáticode la marca“0.1. Analytical” mod. TOC Analyzer1010. Esteanalizadoropera e’

según el método estándar53 lOD recomendadopor la APHA-AWWA-WEP (1992). Su u,
u

esquemade fUncionamientosemuestraen la Figura14. w
u,

Esteequipo detenninaenprimer lugar el CIT de las muestrasy posteriormenteel u.

e

COT. 5 ml de muestra se introducen en el vaso de reacción medianteaspiración u,

automática(“sampleloop”). A continuación,sedispensan300¡.tL de ácido fosfóricoal 5% e’

u,

(y/y) paraoxidar todos los compuestosinorgánicos(carbonatos,bicarbonatos,etc.) a C02, u,

esiendoel tiempo de reacciónestablecidode 1,30 mm. El CO2 producidose extraede la
e

muestramedianteborboteode nitrógeno gaseosoy se transportahastaun detectorNo e’

u,
Dispersivo de Infrarrojos (NDIR). Finalinente,se añaden600 jt de una solución de

e’

persulfatosódicode 150 g/L, aumentándosela temperaturade la mezclade reacciónhasta e’

u,
1000<?durante2,30mlii, paratransformarel carbonoorgánicode las muestrasen CO2. De u,

u.nuevo, el CO2 producido se registraen el detectorNDIR, una vez desplazadode las
e’

muestraspor borboteode nitrógeno. El tiempode detecciónseleccionadoparaambostipos e

e

deanálisisfUe de 1,30min.
u,Las muestrassediluyeronen aguabidestiladade forma que la cantidadde carbono
e

estuvieracomprendidadentro del intervalo de sensibilidaddel ensayo.Como blanco se e’

e
utilizó el mismo aguabidestiladaempleadaparadiluir las muestras,y los valoresde CIT y u.

COT obtenidosse restarona los de las muestras.La concentraciónde COT y <?IT se e’
e’

determinóutilizando unacurvapatrónde bifialato de potasio(CsIvI5KO4) (“10 Analytical”) e

e.
(1 ¡sgde carbono/jiL).Los resultadosde COT y CIT seexpresaronenmgl.

e

e’

11. 6. Determinaciónde compuestosorgánicossolubles e’
e

u,El estudiode los compuestosorgánicossolublesproducidosduranteel cultivo de
e’

aguasresidualesurbanas,serealizópor cromatografiade gasesy espectrometriade masas u,

e’

(GC-MS)y por análisisenzimático. u,

e

e’

e’

e’

u,
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e’

e’

e

e
11. 6. 1. Toma de muestras u,

e

Lasmuestras(10 ni) de los tiemposfinalesde cultivo setomaronconjeringa y se u.

inyectaronen vial de cristal herméticamentecenado,extremandolas precaucionespara
e

minimizar las pérdidasde volátilesen la manipulación.Paradetenerel crecimientode los e

e

microorganismospresentesen el cultivo seadicionéandasódicaal 0,02%.Posteriormente, u.

lasmuestrassecongelarona—200Chastasuanálisis. u,

e.
e

e

11. 6. 2. Análisis de compuestosorgánicospor Ge-MS e’

e

El análisisde componentessolublessellevó acabomediantelainyeccióndel
1iL de u,

e
las muestrasenun equipo integradopor un cromatógrafode gasesHewlett-PackardHP u,

5890A, acopladoa un detectorde masasHP 5971 A, con fUentede ionizaciónpor impacto e’

u,

electrónico(El) a 70eV. La temperaturadel inyectory de la interfasetite de 2500<?.El u,

u,rango de masastite de 40-350 unidadesde masaatómica. La longitud de la columna
u,

utilizada tite de 10 m, con un diámetro de 0,25 mm y un espesorde fasede 0,37im de e’

u.
polietilenglicol (FFAP).El programadetemperaturaseinició en 80

0C, parair aumentando
u,

conunarampade 40C/min hastaalcanzarla temperaturafinal de 2100<?,que semantuvo e’

u.
durante20 minutos,trabajandoaunapresiónde gasportador(¡le) de20 KPa. e.

u,

u,

11.6.3.IdentIficación de los compuestos e’
e’

El sistemade tratamientode datosserealizó medianteel programaHP ChemStation.
e

La identificación de los compuestosse llevó a cabo por comparaciónde los espectros

obtenidosconlos de la bibliotecaWiley.
u,

e

u.

11. 7. Determinaciónenzi¡náticadecompuestosdebajo pesomolecular u.
e

11. 7. 1. Preparaciónde lasmuestras e’
u.

El permeadoseutilizó, sin tratamientoprevio, parala determinaciónde compuestos e’

e

de bajo peso molecular. Sin embargo, los efluentes lácteos y el suero, fUeron e’

e’

e
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desproteinizados,siguiendo el procedimiento descrito por Beutíer (1984), antes de

utilizarseparala determinaciónde lactosa.Paraello, 5 ml de muestrasemezclaroncon 10

mL de ácido perclórico 1 N, la mezcla se centrifUgó a 4.520 g durante 15 min y el

sobrenadanteseparadoseajustóa pH 7 con KOH 2M. A continuación,las muestrasse

mantuvierona 40C durante30 min, parafavorecerla formaciónde cristalesde perclorato

potásico,que sesepararonpor filtración a travésde papel “Watman” n0 1. El filtrado se

mantuvoa40Chastasuuso.

Paraevaluar la posiblepérdidade lactosaduranteel procesode preparaciónde las

muestrasde efluenteslácteosy suero,sedeterminóel porcentajede recuperaciónde una

cantidad conocidade lactosa, añadidaa muestrasde efluenteslácteos y de suero.Los

resultadosreferentesa lactosaseexpresaronunavez aplicadala tasaderecuperación.

11. 7. 2. Ensayosenzimáticos

La determinaciónde galactosa,glucosa,ácido acético,ácido láctico,etanol,glicerol

y en algunoscasos lactosa,se realizó con los kits enzimáticosde “Boehringer” que se

indicanen la Tabla15.

Tabla15. Kits comercialesde Boehringer

Compuesto Método Nombrecomercial N0 <?at.

Lactosa Ultravioleta Lactose/D-Galactose 176 303

Galactosa Ultravioleta Lactose/D-Galactose 176 303

Glucosa Colorimétrico GlucoseGod-Perid® 111111

Ácido acético Ultravioleta Acetic acid 148 261

Acido láctico Ultravioleta Lacticacid 139 084

Etanol Ultravioleta Ethanol 176 290

Glicerol Ultravioleta Glycerol 148 270
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e
En la mayor parte de las muestras, sin embargo, la concentración de lactosa se

determinóno por kit, sino por el procedimientodescritopor Beutíer (1984), con 3- e

t

galactosidasay lactosa deshidrogenasade “Boehringer” (n0 cat. 745.731 y 662.046, e
e

respectivamente), e.

e
e

e

12. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD LACTÁSICA INTRA- Y e’

e.

EXTRACELULAR u,

e
e

12. 1. Preparacióny conservacióndelas muestras
e.
e’

5 mL procedentesde un cultivo de levadurade 16 h sc centrifUgarona 4.520 g

durante5 mi congelándoseinmediatamenteel sobrenadanteobtenidoa ~20oC, parael e’

u,
análisis de la actividad lactásica extracelular.Por otra parte, las células se lavaron u,

resuspendiéndoseen tampónestéril fosfato (K
2HP0473 mM; KFI2PO>1 38 niiM y MgSO4 u,

e’

lmM; pH 6,5),sevolvierona centrifUgary serecuperaronen 5 mL de tampón(Figura 15). u,

La suspensióncelular seconservóa -20~ C, duranteun tiempo no superiora 72 h, hasta
e’

procedera la permeabílizaciónde las células, e

e.

e’

e

12. 2. Pernicabilizaciónde lascélulas
u,

Las célulassepermeabilizaronañadiéndotolueno a 5 mL de una suspensióncelular e’

u,

con unaconcentraciónde ío~ ufc/mL, hastaunaconcentraciónfinal del 2% (y/y). Las e
e

mezclasse incubarona37
0Cy 150 rpmdurante40 mm. u,

e’
En pruebasmetodológicaspreviasse probó para permeabilizarcloroformo que se

e’

incorporabaal 2% a una suspensióncelularobtenidacomoseha indicadoanteriormente, e’

e
incubándoselas mezclasa 37’C y 150 rpm. La permeabilizacióncon cloroformotambién e.

seprobóañadiendoal solventetampónfosfatoconEDTA disódico50 gM. e’

e

e

e

e.

e’

e’
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Centrifugación

(4.520 g, 5 miii)
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PERMEABILIZACIÓN

Adición tolueno al 2%
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(170C,40 mm) ¡50rpm

Solución
carbonato
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Figura 15. Preparación,permeabilizacióny ensayode la actividadlactásicade
las levaduras.
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st 3$
Solución
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12. 3. Actividad lactásica

La actividad lactásica fUe valorada por el métodocolorimétrico representadoen la

Figura 15 ypropuestopor la FIL (Engeleny Randsdorp,1999)tras los resultadosobtenidos

de un estudiocolaborativo,en el cualparticipónuestrolaboratorio.Estemétodoutiliza el o-

nitrofenil-[3-galactopiranósido (ONPG) como sustrato. Como muestras,se tomaron 2

alícuotasde 1 mL, de cadauno de los sobrenadantesde los cultivos y de cadasuspensión

celularpermeabilizada,para determinarla actividadextrae intracelular,respectivamente.

Una de las alícuotasse incubó durante5 mlii a 30~C en un tubo de 15 x 150 nun,

añadiéndoseleacontinuación5 mL deunasoluciónde ONIPG 8,3 mM en tampónfosfato

(K2HPO4 73 mM; KH2PO4 38 mM, MgSO4 lmM y EDTA-Na2 50 ¡tM; pH 6,5). Tras

incubarsela mezclaotros 5 mm a 30
0C, la reacciónsedetuvo añadiendo2 mL de una

solución de carbonatosódico (Na
2CO3 0,6 M y EDTA-Na2 0,1 M). La otra alícuotase

empleócomocontrol, adicionándoseprimero la soluciónde carbonatosódicoy despuésel

ONPG.Antes de medir la absorbanciaa 420 ¡un, seeliminaronlas células centrifUgando

lasmuestrasa 8.824 g durante1 min. Al valor de la primeraalícuotase le restó el de su

correspondientecontrol. Como patrón se utilizó o-nitrofenol. La actividad lactásica

intracelulary extracelularseexpresaroncomola cantidadde enzimaque libera 1 nmol de

o-nitrofenol por ío
7 u.f.c. por minuto y la cantidad de enzimaque libera 1 ninol de o-

nitrofenol pormL ypor minuto, respectivamente.

13. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD FLOCULANTE DE LAS

LEVADURAS

Los estudiosde floculación se realizaronsiguiendounamodificación del método

semicualitativodescritopor Watari y col. (1991).Trasel crecimiento,los tubosseagitaron

en Vórtex durante1 mm a altavelocidad.Posteriormente,sedejaronreposarverticalmente

durante3 mlix, observándosevisualmentela precipitacióno flotación de los flóculos

formados. La observaciónserealizó sobrefondo negroy con luz incidente directapara

favorecerla visibilidad. Los resultadossecontabilizaronasignandopuntuacionesde O a 4,
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considerandoel O comoausenciade floculación y el 4 como floculación muy marcada

(Watariy col., 1991).

14. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE SEDIMENTACIÓN DE LAS

LEVADURAS

100 mL del cultivo de levadurasen faseestacionariaen permeadosetransfirierona

ampollas de decantación graduadasde 250 mL de capacidad, y se observó el

desplazamientodel frente de sedimentación.Este desplazamientose expresó como

porcentaje del volumen que resultó clarificado. El tiempo de valoración de la

sedimentacióntite de 5 h a intervalosde 30 mlii. Al finalizar esteperiodosepesaronlos

sedimentosresultantesde la centrifUgación(4.520g, 10 mm) de los 50 mL inferioresde la

ampolla,y secalcularonlas tasasderecuperacióncon respectoa los pesosobtenidosen el

tiempoO h.
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1. TRATAMIENTO AEROBIO DE PERMEADO DE SUERO LACTO-

HIDROLIZADO CON FLORA DE AGUAS RESIDUALES URBANAS

1. 1. Hidrólisis con Ii-ualactosidasacomercial

Parahidrolizar la lactosadel peníneado,seutilizó un preparado comercial de lactasa

deKluyveromycesladis (Maxilact L 2.000),a concentracionescomprendidasentre500 y

3.000 unidadesde lactasaneutra(u.l.n.) por litro deperneado.Comopuedeverseen la

Figura 16, a la concentraciónmás alta de enzima empleada,se consiguió un 97% de

hidrólisis tras 8 h de incubacióna 300<?. La preparaciónde lactasacomercialno mostró

pérdidasde actividad superioresal 15%de las cifras especificadaspor el fabricante.Las

menores concentraciones de calcio (inhibidor descritode la lactasadeK. lactis) (Pivamiky

col., 1995)en sueroque en leche (40 vs. 120) no parecenafectarsignificativamenteal

balancede la hidrólisisde lactosaenperneado.

ce
o
4-io
ce

o)-e

‘.4~0

I00

80

60

40

20

o
0 2 4

Tiempo

Figura 16. Evolución dela hidrólisisde la lactosaen permeadoincubadoa
300C y 100 rpm condistintasconcentracionesde 13—galactosidasa
(u.l.n./L): 500(E), 1.000(m),1.500(0)y 3.000(e).

6 8 10

(horas)
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e’

e’

Variosautoreshandadocifrasde los porcentajesobtenidosde hidrólisisde lactosaen

leche(Forsmany col., 1979) y permeados(Chin y Kosikowski, 1985; Abril y Stull, 1989) e
e

tratadoscon concentracionessimilareso superioresde f3-galactosidasade Kluyveromyces e

u,lactis (Maxilact); estascifraspuedensersuperioresal 80%, en tiemposdeentre4 y 5 h, lo
e

queseconsideraindustrialmenteaceptable. e’

e

Chiuy Kosikowski (1985),parahidrolizarperneadosdulcescon7,5-30% de lactosa e
e

y con concentracionesde enzimasimilaresa las empleadasen nuestro ensayo(3.300 e.

u.lsu/L de Maxilact LX 5.000),obtuvieronunahidrólisis del 95% a las 5 h a 400<?, en e’

e

perneadoconun 15%de lactosay de un 90%conun 7,5%delactosa. u,

e

Abril y SÉnlí (1985),trabajandocon lactasaprocedentede Kluyveromycesladis a e

concentracionesmuy superiores a las nuestras (100.000 u.l.n./L) y con perneado e’
e

concentrado(100gIL de lactosa),obtuvieronporcentajesdehidrólisisdeun93% en menos u.

u,

de 4 horasa 330<?. Asimismo,Forsmany col. (1979),conconcentracionesdeentre2.400 y u,

4.800 u.l.n. deenzimal,obtuvieronentreun 80 y un 98%de hidrólisisen 5 h a 300<?,en e’

e
leche tJHT. Las temperaturasde incubacióny/o las concentracionesde lactosay lactasa u,

empleadaspor ambosgruposfUeronsuperioresa las empleadasennuestroestudio.
e

e

e

u,

1. 2. Productosde la hidrólisis e
e’

Tambiénseestudióla evoluciónde la lactosa,galactosay glucosadurantelas 10 h de u,

incubacióndel perneadocon 3.000 u.l.n./L de Maxilact L 2.000, a 300<? (Figura 17). u.
u,

Durante el período de incubación se observó que a los tiempos intermedios las e.
e

concentracionesde glucosay galactosano eran iguales,siendo siempre superior la de e.

glucosa, con una diferencia de hasta el 20%. Lasconcentracionesde ambosmonosacáridos e

e

seigualaronal cabode las 10 h, en que la hidrólisiseracompleta.
u.

Esadiferenciaentrelas concentracionesde glucosay galactosadurantela hidrólisis e

podríadebersea la formacióny luegohidrólisis de oligosacáridos.Comoya se indicó en la e’

u,

introducción la formaciónde oligosacáridospor transgalactosidaciónha sido descritapor u.

e

e

e’
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numerososautoresdurantela hidrólisis enzimáticao ácidade la lactosade la leche, del

permeadoo del suero.

120

100
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60

40

20

0
0 2 4 6

Tiempo(horas)

Figura17. Evoluciónde laconcentraciónde lactosa(e), galactosa(o)
y glucosa( c ) enperneadoincubadocon j3-galactosidasa
(3.000u.l.n.¡L) a 300C y 100rpm.

Utilizando diferentes concentraciones de lactosa (6, 10 y 20%) y ¡3-galactosidasa

inmovilizadaparahidrolizar perneado,López-Leivay (luznan(1995)comprobaronque

los oligosacáridosformadosdurantela hidrólisis con [3-galactosidasadeAspergillusoryzae

tiendena desaparecer,ya que a largos tiempos de incubaciónacabansiendoutilizados

comosustratose hidrolizados.La concentraciónde oligosacáridosdependedel grado de

hidrólisis. Cuandoel grado de hidrólisis es bajo, inferior a un 80%, la formación de

oligosacáridoses superior. Mozaifar y col. (1985) observaronque con porcentajesde

conversión del 39% existía formación de un 5,5% de oligosacáridos,y que estos

desaparecíancuandosealcanzabael 80%deconversión.

8 10
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e

e-

e’

e-
Por el alto porcentajedehidrólisis de lactosaconseguidoy por la aparenteausencia u.

e

de oligo-galactosacáridos,optamos por incubarel perneadodurante 10 h con 3.000
u.l.n./L, en lascondicionesdescritasen Material y Métodos. u

mr

u

u.
e

1. 3. Efecto de la hidrólisis del perneado sobrelos cultivos aerobioscon inóculo e

mr
de aguas residuales

e’

e
La hipótesisde trabajo eraque la hidrólisis de la lactosafacilitaría globalmenteel

e

crecimiento microbiano (con el consiguiente descensoen la DQO del líquido), e
u,

proporcionandosustratosmás ampliamenteutilizables que la lactosay minimizando la

acidificacióncausadapor las bacteriaslácticas.Paracomprobarla,inoculamosel permeado e’
e’

hidrolizadocon el conjuntode la flora microbianapresenteen distintasmuestrasde aguas u,

residualesurbanas,tomadasantes de tratar, a la entradade dos plantasdepuradorasde e”

u

Madrid. Setratabade comprobarbastaquépuntola hidrólisismodificala selecciónde flora e’

u,

originadapor la lactosa,cuandoes la principal fUentede carbonodel medio. u.
e’

e

e

1. 3. 1.Efectosobrelaflora u,
e’

A pesarde la presumiblevariedadde la flora de las aguasresidualesurbanas,la
u,

mayor parte de los microorganismosen nuestras muestras resultaron ser bacterias
e.

coliformes,y así siguió siendohastael final de la incubación,independientementede que
la lactosadel permeadousadocomomedio de cultivo, sehidrolizaseo no. En los cultivos

e

inoculadoscon agua residual recibida por la depuradoraValdebebas(Figura 18), el e’

u

númerode microorganismostotalesy bacteriascoliformestite inicialmente,de 1 x 1o~ y ‘7 x u.

106 ufc/mI, respectivamente,alcanzandoambosrecuentosnivelesde 1& ufc/mL al llegara u
e’

la thseestacionaria,tras 10 h de incubacton. u.

u,

En los cultivos inoculadosconlasaguasde entradade la depuradoradeLa China, la u.

proporción inicial de bacterias coliformes respecto a totales fUe algo inferior queen el caso e
u,

u.

e
u.
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II
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Figura 18. Recuentosde microorganismostotales(e) y bacteriascoliformes
(o) duranteel cultivo de la floradel aguaresidualde ladepuradora
Valdebebasen el perneadocontrol(A) y en el perneadocon la
lactosahidrolizada(B) a 300C y 150rpm.
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e-

e.

u,

e’

de Valdebebas(Figuras 18 y 19). También fue algo menor la proporción final, pero la e

e’hidrólisisdel permeadoapenasinfluyó sobrela evoluciónde laspoblacionesmicrobianas.
e

e’
Las aguasresidualesurbanassuelentenerun elevadocontenidode heceshumanasy

animales,bastantericasen microorganismoscoliformes (2 x i09 coliformes/personaldía) e’

u,
(Bitton, 1994).Mientrasqueaproximadamenteel 99% de lasbacteriasde la flora intestinal u,

son anaerobiasobligadas(Berg, 1996),hayunapequeñafracciónque sóloson anaerobias e’

e
facultativasy entreellasestánlasEnterobacteriasy los Lactobacilos.Así pues,en lasaguas u.

residuales,ricas en hecespero expuestasal oxígeno, sólo sobrevivenesas fracciones
e

facultativamenteanaerobiasy en panicular,dentrode las Enterobacterias,las coliformes. e

u.

Éstas,básicamenteEscherichiacdi y Enterobacteraerogenes,por efectode la selección, —

pasande constituirun 0,02%de la flora de las hecesa másdel 50%en lasaguasresiduales e
e

urbanas(Sanford,1982). u,

e

Aunqueseha analizadobastantedetalladamentela flora de los fangos(aerobiosy e.

anaerobios)de las depuradoras,son pocos los trabajos realizadossobre caracterización e’

u,

microbiológicade las aguasresidualesbrutas,antesde la depuración.Los estudiosde u.
e

Jiménezy Landa (1998), que analizaronlas aguasprocedentesde diversospuntos del
mr

alcantarilladode la ciudadde Méjico, y los de otros autoresquetambiénhancaracterizado e
mr

la flora de las aguasde entradade lasdepuradorasurbanas(Prakasamy Dondero,1967; —

Ramos-Cormenzana y col., 1994), coincidenbásicamentecon nuestrosresultadossobreel
e

aguade entradade Valdebebas,tanto paramicroorganismostotales,comoparabacterias u,

colifonnes. u,
e.

Nuestraconclusiónes que, dadala abundanciade coliformes en estasaguasy la e’

u.

posibilidadde inducirlactasade estasbacterias,la hidrólisis de la lactosatienepoco efecto u.
u,sobrela selecciónde la flora de aguasresiduales.Es depresumirqueel metabolismo(o la
e

supervivencia)de los microorganismosno coliformes, acompañantespero no muy e’

e’

abundantes, dependamásestrechamentede la presenciade lactosaqueel de las coliformes, u,

pero su desaparición solo seda apreciable en aguasrelativamentelimpias o al menoscon e’

e
pocosrestosfecales.Tambiénesposiblequela presenciade célulasmicrobianasno viables u,

(lasanaerobiasobligadasmayoritariasen las heces)presentesen nuestroinóculo y lisadas
e

mr
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9.

Resultados y Discusión 9.
e’.

e’

e

e

duranteel cultivo, pueda servir a todo tipo de organismoscomo fuente de nutrientes, mr
e-

quitandoa la lactosapartede supoderselectivo.
e
e

u,

e’

1.3.2. Efecto sobre lasfuentes de Cy la DQO e
u.

En la Figura20 semuestrala evoluciónde la DQO duranteel cultivo, del permeado e

e’

controlydel perneadohidrolizado,coninóculode Valdebebas.Comopuedeverse,en 76h e.

la DQO del permeadocontrol se redujo en un 29% y en un 37% la del permeado e’

e
hidrolizado.Cuandoanalizamosla evoluciónde los azúcaresa lo largo de esoscultivos,
comprobamos que la lactosa del perneado control sólo había sido consumida en un 50% e’

e

despuésde los 3 días (Figura 21 A). En el perneadocon la lactosahidrolizada,por el e’

u,
contrario, los microorganismosconsumierontoda la glucosaen las primeras24 h, y sólo

e

después de agotaresteazúcarcomenzarona utilizar la galactosa,que al final del cultivo e’

e’

habíanconsumidototalmente(Figura21 B). e.
u.

u.

u,
50000

u,

e
u,

e

u,

~ 30000 — e’ti)

e.
o e
~‘20000— u.
o

e

u,

10000 e.
e’

e’

o
e
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u,
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u.
Figura20. DQOdel perneadocontrol( • ) y del perneadoconla lactosa

hidrolizada(o)duranteel cultivo (a 300Cy 150 rpm) de la flora u,
edel aguaresidualde ‘Valdebebas. e.

e
u.
u.
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Concentraciónde lactosa(e ), galactosa(o) y glucosa (u)
del permeadocontrol (A) y del penneadocon la lactosa
hidrolizada(B) duranteel cultivo (a 30”C y 150rpm) de la
floradel aguaresidualdeValdebebas.
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En el casode los cultivos con inóculo de la depuradorade La China (Figura22), el

descensode la DQO de los sobrenadantestras cl cultivo, fue del 21% parael permeado

control y del 45%parael hidrolizado.Es probablequeesamayordiferenciaen la caídade

la DQO de los cultivos deLaChina sedebaa la menorproporciónde bacteriascolifornies

en esasaguas,o en otras palabras, al mejor crecimientode las bacteriasno-coliformes,

facilitado porlahidrólisis.
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20000

10000

o
0 10 20 30 40 50

Tiempo(horas)

60 70 80

Figura 22. DQOdel perneadocontrol( • ) y del permeado con la lactosa
hidrolizada (O ) durante el cultivo (a 300C y 150 rpm) de la flora
del aguaresidualde La China.

En la Figura23 se muestrala evolución de las concentracionesde azúcaresen los

cultivos con inóculo de La China. También en este caso,como en el presentadoen la

Figura 21, puede verse que con el tamaño de inóculo y los tiempos de incubación

empleados,apenasse llega a consumirla mitad de la lactosadisponibleen los perneados

no hidrolizados.Tambiéncoincidenen lineas generaleslos perfiles de consumode la

glucosa y la galactosa. La velocidadde consumode la galactosaaumentaal agotarsela

glucosa.
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Concentracióndelactosa(e), galactosa(o) y glucosa(U)
del permeadocontrol (A) y del perneadocon la lactosa
hidrolizada(II) duranteel cultivo (a 300Cy 150rpm) dela
floradel aguaresidualdeLa China.
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La escasadiferencia en pérdida de DQO en los cultivos con flora residual del

permeadocontroly el hidrolizadopareceatribuiblea la elevadaproporciónen el inóculo de

bacteriascoliformes,en las quesepuede inducir lactasa. Es posible quecon otro tipo de

inóculo, menosrico enaguasfecales,la diferenciaen la velocidaddedescensode la DQO

por efectode la hidrólisisde la lactosa,Iberamayor.

El descensopocopronunciadode la DQO, cono sin hidrólisisde lactosa,siendoeste

azúcar,o los monosacáridosderivados,la principal fuentede carbonodel medio, sugiere

unautilización incompletade estossustratos,quepodríanmetabolizarseparcialmentede

forma anaerobia.Fourniery col. (1993), trabajandoen continuo con perneadoinoculado

con fbngosy estiércol de ternera,advirtieronun consumoincompletode la lactosaqueen

sucasoatribuyeronaunaposiblelimitación de fuentesdenitrógeno.

Una razón frecuentementebarajadapara explicarbajasvelocidadesde caídade la

DQO,esla cortaexposiciónde la flora de las aguasresidualesa los sustratosallí presentes.

Lasaguasresidualesbrutas, compuestas por aguas de procedenciavariable,conllevan una

gran diversidadde flora que no ha tenido tiempo paraadaptarseal medio (Prakasamy

Dondero,1967).Éstohacequeestaflora seaa cortoplazoineficazparareducirla DQO,y

que cualquier circunstanciaadversa,como un pH muy bajo, pueda entorpecersu

crecimiento.

Lasbajadasmuyacusadasdel pH producidasdurantelos cultivos en suerolácteo,han

sidoatribuidasa la formaciónde diversosácidosorgánicos(Kisaalitay col., 1987; Bilton,

1994). Burgess(1985), trabajandocon efluentesricos en lactosa en un reactor de

anaerobiosisde 2 fases,advirtió quela faseacidogénicaestan rápidaqueen poco tiempo

(24 h) el 50%de la DQO estáen forma de ácidos.EstosbajosvaloresdepH podríanser los

causantesdel retrasoen el crecimientodel cultivo en permeadocon la lactosahidrolizada,

así comode la bajareducciónde la DQO en estecasoy en el control, siendola formación

de ácidosmenosacusadaen los cultivos control porque el consumode la lactosaesmás

lento.

La escasamagnitud del descensode la DQO puedeen principio ser atribuible al

efecto limitante de unainsuficiente concentraciónde 02, fuentesde N y oligonutrientes.
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Kato y Tanaka(1998) señalanque la pobre transferenciade 02 que tiene lugar en los

cultivos en matraz,asícomola acumulaciónde CO2,acercaa los cultivos a condicionesde

anaerobiosis.De existir condicionesde microaerofilia se favoreceríael crecimiento de

microorganismosanaerobiosfacultativos.Podríasepuesqueinvoluntariamentesehubiera

orientadoel procesohaciaunafermentaciónacidogénica,en la que los microorganismos

transformasenlos azúcaresen ácidoso en otroscompuestosqueal permanecersolublesen

el medio,impidenque la DQO descienda.Lasbacteriasacidogénicasutilizan la lactosadel

suero con extremadarapidez, causandouna considerablebajadade pH, debido a la

formación de ácidos (Yu y Pinder, 1993a; Ghaly, 1996). Esta acidificación provocala

intibición de la flora metanogénica,por lo que la separacióndel procesoanaerobioen 2

fases se ha descrito como la solución para el tratamientode los sueros(Coheny col., 1984;

Kisaalitaycol., 1987;Fournierycol.,1993;YuyPinder,1993a).

1. 3. 3. Efectode la regulación delpH sobrela DQO

Los bajos valoresde pH alcanzadospor los cultivos en pencadode flora residual

(Figura 24), pueden en principio condicionar el crecimiento de determinados

microorganismos,sobretodo en el casodel perneadohidrolizado.Paraestudiarel efecto

del pH, cultivos en permeadohidrolizado inicalmenteiguales fueron ajustadosa varios

valores de pH como se muestra en la Tabla 16. El ajustede pH serealizó manualmente,a

intervalos de 4 horas con NaOH JN, observándoserápidos descensosentre dichos

intervalos.

En la Tabla 16 se muestran los recuentos, a las 76 h de cultivo, de los

microorganismostotalesy lasbacteriascoliformesy lácticasde esoscultivos mantenidosa

diferentespHs. No se apreciarongrandesdiferenciascuantitativasde microorganismos

totales,coliformes o bacteriaslácticas,a ningunode los valoresde pH empleados.Las

bacteriaslácticaspresentaroncifrasdeconcentraciónsimilaresa lasde las coliformesen la

mayoríade los casos.A pH 5 o inferior y en los cultivos no regulados,sin embargo,las

cifrasde lácticassuperaronclaramentea lasde coliformes.
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Figura 24. pHdel penneadocontrol( • ) y del pernieadoconla lactosahidrolizada
(o ) duranteel cultivo (a 300(2 y 150rpm) de la flora del aguaresidualdc
La China.

Tabla 16. Efectode la regulacióndel pH del permeadocon la lactosahidrolizadaen

el recuento de microorganismostotales y de bacterias coliformes y

lácticas’,duranteel cultivo de la flora del aguaresidualde La Chinaa 300(2

y 150 rpma las 76 h deincubación.

pH Totales Coliformes Lácticas

Sin regular 3 x 108 8,8 x í07 4 x

7 l,3x109 5 xl0~ 6,lxl0~

6,5 l,2x ío~ 7 x108 9,3x lOs

6 l,3x ío~ 6,7x 108 84 x108

5,5 4,3 x 108 3,4 x 108 1,5 x 108

5 8 x ío~ l,8x108 7,9x108

4,5 7 x108 2 x108 4,9x108

Las bacteriaslácticassedeterminaronconagarMRS-S.
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Resultadosy Discusión

No seobservóunaclaravariaciónen cuantoal descensode la DQO en ningunode

los cultivosapH reguladoconrelaciónal cultivo control (Tabla17),pudiéndoseatribuir las

ligerasvariacionesobservadasa la sensibilidaddel métododedeterminaciónde la DQO,

masqueal efectode la regulacióndel pH.

Tabla 17. Efecto de la regulacióndel pH en la DQO del perneadocon la lactosa
hidrolizadaduranteel cultivo de la flora del aguaresidualde La China a
300(2y 150 rpmalas 76 h de incubación.(DQO inicial= 36.000mg/L).

pH DQO (nig/L) % dc reduccióndela

DQO inicial

Sin regular 24.803 31

7 21.650 39

6,5 23.736 34

6 21.759 39

5,5 22.564 37

5 24.913 31

4,5 22.546 37

Los tratamientosbiológicos,porreglageneral,sesuelenrealizara pH neutro(Bitton,

1994). Seestimanormalmenteque los pHsmuy ácidosfavorecenun crecimientoexcesivo

de microorganismosno deseablesdebajaespecificidady pocaestabilidad(Schrodery De

Haast, 1989; Ghaly, 1996), que pueden inhibir el metabolismo de las bacterias

metanogénicasen los tratamientosanaerobios(Ghaly, 1996). El efecto del pH en la

acidogénesisa partir de glucosaha sido estudiadopor Zoctemeyery col. (1982), que a

diferencia de los resultadosobtenidos en nuestro estudio, sí encontraron variaciones

notables en el crecimiento de los microorganismostotales al modificar el pH, con

resultadosmáximosa pH entre5,8 y 6,2. También observarondiferenciascualitativasy

cuantitativasen la formacióndeácidosorgánicos.
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1. 3. 4. Efectode ¡a suplementacióncon hierro sobre¡a DQO

Dado que el oligonutrientemásobviamenteescasoen la leche, y por tanto en el

perneado,esel hierro (Glassy Hedrick, 1 977b), que esparticularmentecrítico para el

metabolismoaerobiode los microorganismos,probamosa suplementarlos perneadoscon

esteoligoelemento,para mejorarel metabolismoaerobioy así reducirmás la DQO del

mediolibre de células.

El contenidohabitual de hierro del penneado,quedependendel procedimientode

elaboracióndel quesoy del tamañode poro de las membranasde ultrafiltración, oscila

entre4,1 y 16 gM (Zalí, 1992).Parafavorecerel crecimientoaerobiodel inóculo, optamos

por suplementarunpermeadoconla lactosahidrolizadaconcloruroférrico0,1 mM, lo que

no modificó sustancialmente el crecimiento total de microorganismos,como puede

observarseen la Tabla 18. Tampocolas diferenciasen velocidadde consumode galactosa

(Tabla18) sonsignificativas.

Tabla18. Evoluciónde los microorganismostotalesy de la concentraciónde galactosa
en el perneadocon la lactosahidrolizada,duranteel cultivo de la flora del
aguaresidualde Valdebebassuplementadocon cloruro fénico 0,1 mM.

Tiempo
(horas)

Control Con suplemento
Microorganismos

totales

<ufe/mL)

Galactosa

(mM)

Microorganismos
totales

(ufe/mL)

Galactosa

(mM)

0 1,2 ,~ 108 107 1,2 x ío~ 107

47 - 81 85

66 2,7x109 63 2,2x109 71
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Resultados y Discusión

En la Figura 25 se muestracomo la DQO del cultivo suplementadocon hierro

desciendesólo ligeramentemásquela del control,conunosporcentajesdereducciónde un

52 y 64%paralos cultivos siny consuplemento,respectivamente.
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Figura 25. DQO delpermeadocon la lactosahidmlizada( •) y del
mismoperneadosuplementadoconcloruroférrico0,1 mM
(o) duranteel cultivo de la flora del agua residualde
Valdebebasa 300(2y 150 rpm.

El descenso(52%) de la DQO en el control a las 67 h, de la Figura 25, bastante

mayor que el del 37% de la Figura 20 antes comentada,es atribuible a una mayor

concentraciónde inóculo de partida(1 ordendemagnitudsuperior) (Figura 18 y Tabla18)

ya la granvariabilidady diversidadde la flora en las distintasmuestrasdeaguasresiduales

brutasinclusoen el mismopuntode toma(Prakasamy Dondero,1967).

Tiempo(horas)
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1. 3. 5. Formación de ácidos orgánicos, etanol y glicerol u.

u.

El descensopronunciadodel pH en los cultivos de permeadohidrolizado inoculado e

e’

conaguaresidualy la escasareducciónde la DQO en esoscultivos,nos llevó a comprobar u.

la presenciade posiblesproductosde fermentación.Habiéndosedetectadosensorialinente e
e

fuertes aromas avinagradosy dado que bacteriascoliformes como E. cali son u.

acetogénicas(Yang y col., 1988), analizamos la formación de ácido acético. Como e’

u,

anteriormentehabíamosobservadoque las bacteriaslácticas constituían una fracción u,

e’importante de la población microbiana en estos cultivos, comprobamostambién la
e

formaciónde ácidoL-láctico. e
e’

En la Figura26 C semuestranlas concentracionesdeestosdosácidosorgánicosa lo e.
e’

largo del cultivo en el permeadocontrol.A medidaque fue disminuyendoel pH (Figura26 u,

A) y la concentraciónde lactosa (Figura 26 B), comenzarona aparecerpequeñas e’

u,

cantidadesde ácido acético que llegaron a 20 mM a las 32 h de cultivo. Las u.

concentraciones de ácido L-láctico registradasfueron muy inferiores, a pesarde que la u.
e

poblaciónde bacteriaslácticasllegó alO8 ufc/mL. u.
e’

La Figura 27 muestralos resultadosobtenidosen el cultivo en perneadocon la e’

u,
lactosahidrolizada.La evoluciónde los microorganismostotalesy de las bacteriaslácticas

e

semuestraen la Figura27 A, dondetambiénpuedeverseel rápido descensodel pH a lo u.

u.
largodel cultivo, hasta3,5. La concentraciónde ácido láctico acumuladoen este casoes

similar a la observadaen el cultivo control, igual que el nivel alcanzadopor las bacterias e’

u,

lácticas. Sin embargo,a diferenciadel cultivo controly paralelamenteal descensode pH, u,

seobservaun granincrementoen la concentraciónde ácidoacéticoquealcanzasumáxima u.

u.
concentración, cerca de 60 mM, al final del cultivo (Figura 27 C). e’

e
A continuación,intentamoscaracterizarotros compuestosformados a lo largode los u.

u.
cultivos, buscandoespeciaImenteácido butírico y propiónico. Para ello, se realizó un

u.

análisis,por cromatografíadegasesy espectrometríademasas,del sobrenadanteal final de e’

u,

los cultivos en perneadocontroly con la lactosahidrolizada.En la Figura28 semuestran u.

los correspondientescromatogramas.El pico 1 en amboscasoscorrespondeal ácido u.
e’

e’

e’
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Figura 27. Recuentos de microorganismos totales ( e), bacteriaslácticas(o) y
evolucióndel pH (4.) durante el cultivo de la flora del aguaresidual
de La Chinaenel perineadoconla lactosahidrolizadaa 300(2 y 150
rpm (A). Concentraciónde lactosa(u), galactosa( u ) y glucosa(o)
en el mismoscultivo (B). Concentraciónde ácidoacético(a) y ácido
láctico(4 en el mismocultivo (C).
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acético. En ningunode los dos cultivos se observóformación de ácido butírico, ni de

propiónico. Como se apreciaen la Figura28 B, el permeadocon la lactosahidrolizada

mostrósignificativascantidadesde glicerol (pico 5), ausentesen el cultivo en el permeado

control.En la muestraprocedentedel cultivo en permeadocontrol seobservala presencia

de numerosospicos identificados como fliranos y piranos(pico 4), procedentesde la

descomposiciónde la lactosaduranteel procesode inyecciónde las muestras,hechoquese

comprobómedianteel análisiscromatográficodel penneadono inoculado.

Para conoborar este estudio, se detenninaronpor métodos enzimáticos los

compuestosque semuestranen la Tabla 19. Así, secomprobónuevamenteunamayor

producciónde ácido acéticoen los cultivos en permeadohidrolizado,así comocantidades

notablesde glicerol yetanol,no detectablesen el permeadocontrol. Lasconcentracionesde

ácidoláctico,sin-embargo,frieron similares-en el-cultivo con--pencadohidrolizado-yen- el

control.

Tabla 19. Concentracionesde distintos compuestosde bajo peso molecular

determinadospor métodosenzimáticos,en el permeadocontrol y conla
lactosahidrolizada,tras 76 h de incubacióna 300(2 con la flora del agua
residualde ladepuradorade La China.

Compuestosde bajo peso
molecular

(mM)
Perneadocontrol

Permeadocon la lactosa
hidrolizada

Lactosa 89,3 1,1

Galactosa 1,7 0,3

Glucosa <0,001 <0,001

Ácido acético 46,9 72,9

Ácido láctico 2,9 2

Glicerol <0,02 5,6

Etanol 0,1 1,8
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Todaslas coliformesy bastantescepasde enterobacteriasson capacesde inducir la

síntesisde lactasa en presenciade lactosa,pero muchasmenosson capacesde producir

ácidos creciendosobre este azúcar. Todas las enterobacterias,sin embargo,producen

ácidos (pirúvico, láctico, acético, fórmico y succínico, en muy distintasproporciones)y

algunosgases(CO2y FI2) al crecersobreglucosa.

La formación de ácido acéticoha sido estudiadaen cultivos en suero (Chartrainy

Zeikus, 1986ay 1986b;Ghaly, 1996),permeado(Fourniery col., 1993),efluenteslácteos

(I3urgess,1985)y otrosmedioscon lactosa(Kisaalitay col., 1987y 1989) inoculadoscon

flora de fangosde depuradoraen condicionesde anaerobiosisal menosparcial. Se ha

observadoasí, la acumulaciónde distintasconcentracionesde ácido láctico, etanoly de

ácido butírico, propiónico y fórmico, ademásdel acético (Burgess, 1985; Chartrain y

Zeikus, 1986ay 1986b;Kisaalitay col., 1987 y 1989; Fourniery col., 1993; Sorlini y col.,

1993; Ghaly, 1996).El pH del medio(Kisaalitay col., 1987;Ghaly, 1996),el contenidoen

lactosa(Yu y Pinder, 1 993a)y el origende la flora utilizadaparael tratamiento(Chartrainy

Zeikus, 1986ay 1986b; Yang y col., 1988; Fournier y col., 1993), entre otros factores,

hacenquepredominela formacióndeunosácidossobrela de otros.

Varios autoresquehan estudiadola fermentaciónacidogénicacon flora de fangos

sobresolucionesde glucosa,detallanla producciónde acéticoen cantidadesimportantes

(Zoetemeyery col., 1982; Gómezy Goma, 1986; Fynn y Syafila, 1990). Sin embargo,

tambiéndescribenla formaciónde los ácidosorgánicosmencionadosen el párrafoanterior

comoproductosfinalesde la fermentaciónde la lactosa(Zoetemeyery col., 1982; Gómezy

Goma,1986;Fynny Syafila, 1990).

De los resultadosexpuestosen las Figuras26, 27 y 28, y de la Tabla 19 puede

deducirseque,con los inóculosde flora de aguasresidualesutilizados,la hidrólisis previa

de la lactosa del permeado comporta una aceleraciónconsiderablede la formación de

ácidosorgánicosy alcoholes.En lasmuestrastomadasa las76 h de cultivo reseñadasen la

Tabla19, la hidrólisis suponeun aumentodel 55% en la concentraciónde acético,de un

1.800%en la de etanoly másdel 28.000%en la de glicerol. Es presumiblequeel láctico

no seacumuleporqueamedidaquesevaya formando, sirva comosustratoa la fracción
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u.
acetogénicade la flora presente(estosesugiereen parteen la Figura26 (2). Es probable u,

e.
por otraparteque, sobretodo en los cultivoscon la lactosahidrolizada,sehayanperdido

e

ciertascantidadesdecomponentesvolátiles(diversosácidosorgánicos,alcoholes,cetonasy u.

e
CO2) queen nuestrascondicionesde aireaciónno permanecendisueltosen los mediosde

e
cultivo.

e’

Respectoa lascondicionesdeaireación,pareceserqueennuestrocaso,conla simple u.
e’

agitaciónde los matraces,el 02 es limitante y los cultivos desarrollanun metabolismo u,

u,parcialmenteanaerobio.Poresolos productosfinalespuedenhastaciertopuntocompararse
e’

conlos del tratamientoanaerobiodel sueroquehanestudiadodiversosautores.Lamayoría u.
e’

de ellos coincidenen queconla flora de fangos,la mayorpartede la lactosase transforma, u.

en las primerasfasesdel proceso(faseshidrolítica y acidogénica)en ácidoláctico(Pipyny e’
u,

Verstraete,1981; ChartrainyZeikus, 1986a).Dehecho,Kisaalitay col. (1989)proponenal u.

láctico como mejor indicador para optimizar esa fase del proceso anaerobio.Con la
e’

hidrólisis enzimáticade la lactosa suplimos la fase o función hidrolítica que en los e.

e’
tratamientosanaerobiosllevanacaboconsorciosdediversosmicroorganismos,y quesegún

u,

Bitton (1994)eslimitante parala velocidaddel conjuntodel proceso. u.

e’

La fase acidogénica,continuaciónde la hidrolítica y realizadaen los fangos por e’
u.

distintostipos de bacterias,entreellos Clostridium,estáen nuestrocasoa cargosobretodo
u.

de enterobacteriasy bacteriaslácticas,como se deducede la Tabla 16. Muchas de las e’
u,

enterobacteriaspueden,en un régimende fermentaciónmixta, dar lugara lactato,etanol, u,

acetato,formato, succinato,y otros productossimilaresa los de las bacterias lácticas e’

u.
heterofermentativas. u.

e’

Es prácticamenteimposible comparar los rendimientosen ácidos orgánicos de e

e’
nuestroproceso,con aireacióny registrandosólo los compuestossolubles,con los de los

e’

autoresquetrabajanen condicionesanaerobiasconfangos,comoFourniery col. (1993) o u.
e

Chartrain y Zeikus (1 986a), pero cualitativamente las transformacionesregistradasson
e’

similares. Nuestro proceso, con hidrólisis enzimática de la lactosa y con flora sólo
e’

parcialmenteanaerobia(deaguaresidual),eshastaciertopuntocomparableal de las fases u.

hidrolíticay acidogénicadel procesadoanaerobiode lactosa,conla flora de fangos. O>
e’

e
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A continuaciónde la acidogénesistienelugar, en el esquemade la cadenatróficade

los tratamientosde depuraciónanaerobios,la acetogénesis,consistenteen la formaciónde

acetato,CO2y U2 a cargode determinadosgruposde bacteriasqueutilizan comosustratoel

ácido láctico y otros ácidos orgánicos.Es probableque tengamosflora acetogénicaen

nuestrasmuestras,tanto de los cultivos en permeadocontrol comode los de penneado

hidrolizado,ya queenambosseproduceacetato.

El descensodepH quetienelugarpor acumulaciónen el mediode los productosde

la flora acidogénicay metanogénica,esdesfavorableparala producciónde CI-h por parte

de la flora metanogénica,último escalónde la cadenatróficaanaerobia,de la quedepende

la valorizaciónenergéticadel proceso.

Kisaalitay col. (1987)y Ghaly(1996)proponenpor esarazóny parael tratamiento

anerobiodel suero,realizaren fermentadoresseparadosla fasemetanogénicapara poder

regularel pH y maximizarla producciónde acetatoenunaprimerafasey de metanoen la

segunda.

Es posiblepuesquenuestroproceso,con la hidrólisisenzimáticay conflora de aguas

residualesen condicionesparcialmenteaerobiaspueda constituir una alternativa a la

primera fasedel tratamientoanaerobio.Es probable,sin embargo,que la proporciónde

enterobacteriasen el inóculo seaun factor fundamentalen el resultadoglobaldel proceso.

2. UTILIZACIÓN DE LEVADURAS COMO PRETRATAMIENTO EN LA

DEPURACION DE SUERO Y DE SU PERMEADO

2. 1. Evaluación y adaptación demétodos

2. 1. 1. Elección de mediosselectivospara recuentos de levadurasy bacterias

lácticas

Parael aislamientodecepasde levadurasapartir de efluentesde quesería,espreciso

utilizar medios y condicionesselectivasque permitan el crecimiento de levadurase

impidanel de mohosy bacterias.Tambiénesnecesariopoderhacerrecuentosselectivosde
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bacteriaslácticas, porque ellas serian, en los medios naturalesque nos interesan, los

organismosquecompetiríanmásdirectamenteconlas levaduras.

Paraelegirun medioselectivoparalevaduras,secomparópreviamenteel cultivo de

C. kefyrNCYC 744y deK marxianus NCYC 151 en tresmediosdiferentes.Dos de ellos,

el Agar Extracto de Malta con Oxitetraciclina (OMEA) y el agar Rosa-Bengala

Cloranfenicol (RBC) estánrecomendadospara el aislamientoselectivo de levadurasy

mohosa partir de cultivos asociadoscon bacterias(Seiler, 1985; Fleet y Mian, 1987;

Suriyarachchiy Fleet, 1981), mientrasqueel Agar paraLevadurasy Mohos (YM), se

emplea para la enumeraciónde estosmicroorganismosen cultivos puros (Wickerham,

1951). Este último medio se utilizó pues como método de referencia. Tal y como se

muestra en la Tabla 20, no se apreciarondiferencias significativas en los recuentos

obtenidosen los tresmediosde cultivo parasendascepas,tras la incubaciónde las placasa

30<’C durante2 días.

Tabla 20. Comparaciónde los recuentos(ufc/mL) proporcionadospor inóculos
igualesde CandidakeftrNCYC 744 o Kluyvero¿’nycesmarxianusN(2YC

151, tras su cultivo en distintos medios para levaduras.

VM OMEA RBC

C.kefyr NCYC 744 9,7x ío~ 9,3x ío7 1 x108

K.marxianusNCYClSl 3,3x107 1,9x107 l,9x107

Dado que las levadurasseiban a cultivar en suerode quesería,quisimoscomprobar

silos dos mediosselectivosusados(OMEA y BBC) erancapacesde impedir o limitar el

crecimientode las bacteriaslácticasdedos cultivos iniciadores,habitualmenteempleados

en la elaboraciónde quesosespañoles.Uno de ellos,el “HansenO R-703” estáconstituido
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Resultados y Discusión

por especiesdel géneroLaaococcus,mientrasque el “Hansen LD CHN-22” incluye

especiesde los génerosLactococcusy Leuconostoc.Comopuedeverseen la Tabla 21,

ningunode los dos inóculos bacterianosprobados,lite capazde fonuarcolonias en los

mediosparalevaduras,en nuestrascondiciones.

Tabla 21. Crecimientode levadurasy bacteriaslácticasendistintosmediospara

recuentosselectivosdeambosorganismosen cultivos asociados1.

MRS-S MRS-S
OMEA RIIC MES LaS

(0,06%) (0,1%)

LEVADURAS

C.kefyrNCYC744 + + + + + -

1<. marxianus NCYC 151 + + + + + -

BACTERIAS LACTICAS

Cultivo iniciador “O R-703” - - + + + -

Cultivo iniciador “LD ClIN-U” - - + + + (+)

±:crecimientopositivo; -: crecimientonegativo; (A-): crecimiento en formademicrocolonias.

En la Tabla21 tambiénse recogenlos datossobrela capacidadde las levaduraspara

creceren algunosmediosdecultivo recomendadosparala enumeraciónselectivao electiva

de bacterias lácticas (Reuter, 1985). Los medios utilizados frieron: el “Man-Rogosa-

Sharpe”sin suplementar(MRS) (medio electivo parabacteriaslácticas)y suplementado

con ácido sórbicoal 0,06 y al 0,1% (MRS-S) (selectivoparaLactobacillus,Lactococcus

mesófilos y Leuconostoc),así como el agar ácido sórbico (LaS) (selectivo para

Lactobacillus).Salvoen agarLaS, las doscepasde levaduracrecieronen todoslos medios

probados,tras48 horasde incubacióna 300(2 (Tabla 21). Cuandoel tiempode incubación
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e.

e
de las placasseredujoa 24 horas, de nuevoseobservóla formaciónde coloniasen todos

los medioscon excepcióndel agar LaS (datosno mostrados).Desafortunadamente,los e’
e

cultivos iniciadoresno crecierono lo hicieron sóloen forma de microcoloniasen el agar e’

e’

LaS (Tabla21), inclusocuandola incubaciónde lasplacasa 300(2seprolongóhastalas 72 u.

horas(datosno mostrados). u.

u.

A la vistade estosresultadosy dadala dificultad, en estascondiciones,paraenumerar u.
e

de forma selectivay fiable la flora láctica, optamospor emplearel medio OMEA parala e

enumeraciónde levadurasdurantesu cultivo en suero (en presenciapues de bacterias
e

lácticas)y porrealizaren estemismomedioel recuentototal de microorganismosen vez de e’

el de bacteriaslácticas. U’

u.

e’

u.
u,

2. 1. 2. Permeabilizaciónyconservaciónde célulaspara el ensayode la actividad u.

lactásica e’
u.
e

El ONPG (o-nitrofenil-»-galactopiranósido),sustratoanálogo a la lactosa que se
e’

empleaen la valoraciónde la actividad lactásica,atraviesacon dificultad la membrana
u.

plasmáticade las levaduras,por la bajaafinidad con que esreconocidopor la permeasa e.

responsabledel transportede la lactosa(Dicksony Markin, 1980; Floresy col., 1994).Este U’
u,

fenómenocondiciona la determinaciónde la actividad lactásica, por estar¡imitada la
eincorporacióndel sustratoal medio intracelular,dondese encuentrala f3-galactosidasa.Por
e’

este motivo, antes de ensayaresta actividad es frecuente someter a las células a u.

e’

tratamientosfisicos o químicosa fin de extraerla enzima,o de modificar la permeabilidad u,

de la membranaal ONPG. e’

e

Por otraparte, la estructurade las envolturascelulares(membranay pared)variacon
e

la edad(Serranoy col., 1973;Zomery col., 1987).Varia sobretodo, la composiciónde la

paredcelular,aunquelas modificacionesson diferentesdeunasespeciesa otras (Zomery e’
e

col., 1987; Fleet, 1991). La susceptibilidadde diferentes especiesa los tratamientos e.

u,
hidrolíticospara alterarla pared,esmayorcuandolas células sonjóvenes(Zomery col.,

u,

1987; Henschkey Rose, 1991).A pesarde ello, varios estudiossobre la producciónde e’

u,

e
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lactasade diferenteslevadurascrecidasen suero,evidencianqueestaenzimase sintetiza

activamentedurantela faseexponencialy alcanzasumáximaproducciónal comienzode la

faseestacionadade las cultivos (Davies, 1956; Mahoneyy col., 1974; Sonawaty col.,

1981; Siso, 1994).Por ello, los estudiossobrepermeabilizacióncelular serealizaronsobre

célulasde K. marxianus NCYC 151 procedentesde la incubaciónenpermeadoa las 16 h

de cultivo, tiempo coincidentecon el final de la fase exponencial,cuya concentración

celularcorrespondíaaunas10’ ufc/mL.

El tampónfosfatohasidouno de los compuestosutilizadoscon éxito paraextraerla

Il-galactosidasatanto de levadurasdeshidratadas(Wendorfy col., 1971) comode células

vivas (Stre&anskyy col., 1993). Sin embargo,los tiemposde incubaciónempleadospara

liberarasí estaenzimaal medioextracelulareransuperioresa las 16 h en todos los casos.

Quisimoscomprobarsi estetampónpodíaemplearsetambiéncomoagentepermeabilizante

reduciendoel tiempode tratamiento.Tras 40 mm de incubaciónde K. marxianus NCYC

151 en dicho tampóna 370(2 no seregistró actividadlactásica(datosno mostrados).La

incapacidaddel tratamientocon tampón fosfato durantetiempos inferiores a 1 h para

permeabilizarcélulasdeKluyveromyces,ha sido observadaanteriormentepor Floresy col.

(1994).

Pasamospues a probar procedimientos de permeabilizacióna base de solventes

orgánicos.

En primer lugar, comprobamosel efecto del tiempo de incubación a 370(2 con

cloroformo al 2%, sobre la actividadlactásicaregistradaen unasuspensióncelular de K

marxianusNCYC 151. En la Figura29 seobservael aumentode la actividadenzimática

registrada,hastalos 10 mm de incubación.A partir de ahí, la actividad disminuyecon el

tiempo,no detectándoseal cabode 2 h. Aunqueenmuchamenormedida,otrosautoreshan

observadotambiéndescensosen la actividad lactásicaregistradaen otras cepas,tras la

incubaciónprolongadaconcloroformo(Stred’anskyycol., 1993;Floresy col., 1994).

La adición de cloroformo originacasi de forma inmediatala apariciónde turbidezy

precipitadosen las suspensionescelulares.Por esoquisimoscomprobarsi estetratamiento
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e

e>
provocaba lisis celular. Para ello, determinamos la lactasa en los sobrenadantes

e’
procedentesde unasuspensióncelular de K. marxianusNCYC 151 permeabilizadacon

e

cloroformodurante10 mm. Laactividadextracelularregistradasólorepresentóun 0,4% de mr
e’

la actividad total (datos no mostrados), lo que indica que la enzima se mantenía

mayoritariamenteintracelulartras el tratamiento.Es probablepuesque los precipitados u,

u,

mencionadossedebana restosde células,muertasantesde añadirel solvente.Paralimitar
ela formación de flóculos durantela permeabilizaciónse incorporó EDTA al solvente.
u,

Ademáses conocido que la actividad lactásicaes inhibida por la presenciade calcio e

e’

(Davies, 1964).Por esoseharecurridoen ocasionesa la adiciónde compuestosquelantes u,

como el EDTA. Davies (1956) estimó en 0,1 mM la concentraciónóptima de EDTA, U’
e

mientrasqueCastilloy Moreno(1983)elevandichaconcentraciónhasta1 mM. Dado que

el estudiocolaborativocoordinadopor la FIL, paraproponerun métododedeterminación e’

u,

de actividadlactásicaextracelulary en el cualnuestrogrupode trabajoparticipó(Engeleny e’

e’

Randsdorp,1999), opté por emplearEDTA 50 gM en las mezclasde reacción,éstatite
tambiénla concentraciónseleccionadapara añadiral cloroformoparalapenneabilización. e’

e’

u.

300 e’

u,

250 U’
e
U’

~ 200 U’
o

u,

t 150 u.

CC u,a)
u,loo
u,

ev
50 u,

u,

o U’

0 20 40 60 80 100 120 e’

e’

Tiempo (mm.)
Figura29. Efecto del tiempode incubación con cloroformoal 2% (y/y) en ausencia e

y presenciade EDTA 50 ~tM,en la actividadlactásicaregistradaen una
mismasuspensióncelulardcKh<yveromyces marxicrnus NCYC 151. (Las e
célulasprocedíande uncultivo de 16 h en permeadoa 300C y 100 rpm y se u,

resuspendieronen tampónfosfatosin EDTA (e ) y conEDTA 50 pM (o )). e’
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La presenciadeEDTA durantela permeabilizaciónsin embargo,redujoenun 17%la

actividad registrada(Figura 29), por lo que decidimos descartarlo de las mezclas

permeabilizantes.

Cuandose empleó tolueno para la permeabilización,se observó que los valores

máximosdeactividadsealcanzabantras40 mm deincubación,y quepermanecíanestables

duranteotros 20 mi (Figura 30). Al prolongarel tiempo de incubaciónhastalas 2 h, la

actividad registradadescendióen sólo un 20%. Así, el tiempo de permeabilización

seleccionadotite de 40 mi contandocon quela estabilidadde la enzimapodríavariar

entre cepas. Condicionessimilares de incubación con tolueno han sido anteriormente

empleadaspor Barbosaycol. (1985).

200

o

o

CC
a)

150

loo

50

o

Figura 30.

0 20 40 60

Tiempo

80

(mm.)

100 120

Efectodel tiempode incubacióncontoluenoal 2% (y/y) enla
actividad lactásica registradaenunasuspensióncelular de
Kluyveromycesmarx¡anusNCYC 151.(Las célulasprocedían
de un cultivo del6 h en permeado a300C y 100 rpm y seresus-
pendieronen tampónfosfato).

1 ¡ 1 1
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A diferenciadel cloroformo, la adición de tolueno no indujo turbidezni modificó la u.
e’

aparienciade las suspensionescelulares.No obstante,quisimosaseguramosque tras el
u,

tratamientocon estesolventela »-galactosidasano se liberabaal medioextracelular.Sólo U’

u,

un 0,5%de la actividadlactásicatotal resultóestarpresenteen el medio extracelular(datos u,

eno mostrados),siendoesteporcentajede liberaciónsimilar al descritoparaotrascepaspor
u,

Floresy col. (1994). e’

e’

eLa ausenciadeprecipitaciónen las mezclasdepermeabilización,junto conla mayor

estabilidadde la actividadlactásicaen presenciade tolueno, hicieronqueseleccionáramos u.

u,estesolventecomoagentepenneabilizante.

u.

Dadoel grannúmerode muestrasa ensayary la escasadisponibilidaddetiempoentre e

U’
toma y toma de muestra, se hacia difícil la detenninacióninmediata de la actividad

e’

lactésicaen nuestrasexperiencias.De ahí que estudiáramosdistintas alternativasde e

u,

conservaciónde lasmuestras. e,

u,

Dickson y Markin (1980) recomendabanque la conservaciónde célulaspreviamente U’
u,

penneabilizadascon toluenoa 40C no excedieselas 5 h. En nuestrocaso,estudiamosel

efecto sobre la actividad lactásica del tiempo de conservación de las células sin u.
e’

penneabilizarprocedentesde unamismasuspensióncelular de C. kefrr NCYC 143 en u,

tampón fosfato, a dos temperaturas(—20 y 40(0). Dado que la permeabilidadde las e’

e.
membranasde las levaduraspuedevariar con ¡a edad(Floresy col., 1994), esteestudiose e

e

realizó con célulasde faseexponencialy faseestacionaria.En la Tabla22 seobservaque
en las célulasjóvenes(en faseexponencial),la actividad lactásicaaumentacon el tiempo U’

u.
de conservación,siendoun 24% máselevadaque la inicial despuésde 30 h a 40(0~ Este

merementode la actividadlactásicapodríaatribuirsea diversosfactores.Por unaparte,el
u,

tampón fosfato en el que se encuentranlas células podríahaber alteradola membrana e

u.celular, favoreciendoun mayor grado de permeabilización.Por otro lado, podría haber
e

aumentadoun poco el númerode células, a pesar de que la temperaturamínima de e
u.

crecimientode estacepaestaen tomoa los 1 00C (Boud, 1993).La actividadlactAsica de
u.

las células en faseestacionariadisminuyósin embargocon el tiempo de conservacióna u.
e
mr
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40(0 siendohastaun 38%inferiorque la del correspondientecontrol, lo queprobablemente

se debaa una inactívaciónparcial de la enzima.La gran variabilidad observadaen los

valoresde la actividadlactásicaen flinción de la edaddel cultivo, nos hicieron desestimar

estemétodode conservacton.

Tabla22. Actividad lactásicade suspensionescelularesde Candidakefrr NCYC

143 en tampónfosfato endistintasfasesde crecimiento(18 y 43 h), tras
suconservacióna 40(0~

Fasede crecimiento

18h 43b

Mmacenan,iento Actividad ¡acUsica Actividad ¡acUsica

(horas) (nmoles/min.) (nmotes/min.)

0 295 100 1.776 100

19 335 113 1.448 81

24 362 122 1.112 62

30 366 124 1.496 84

48 348 117 1.875 105

Cuandolas célulassemantuvieroncongeladasdurante72 h (Tabla23), seobservóun

descensode la actividad lactásica de un 10 y un 20 %, respectivamente,en las

preparacionesprocedentesde la faseexponencialy estacionaria.Esta disminuciónde la

actividadpodríadeberseaunainactivaciónparcialde la enzima,o aunamodificaciónde la

membrana,quesetraduciríaen unamenoraccesibilidaddel sustratoal interior de la célula.
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No obstante,y dado el menorefectoque la congelacióntuvo sobrela actividadlactásica,

decidimosutilizarestesistemadeconservaciónduranteun tiempono superiora las 72 h.

Tabla23. Actividad lactásicade suspensionescelularesde Candidake.frr NCYC

143 en tampón fosfato en distintasfasesde crecimiento(18 y 43 h),
trassuconservacióna-200C.

Fasede crecimiento

18h 43h

Almacenamiento Actividad lactásica Actividad lactásica

(horas) (nnioles/mín.) (nmoles/min.)

0 825 100 2.886 100

24 801 97 2.563 88

48 726 88 2.487 86

72 774 93 2.343 81

2. 2. Estudiobásicode las levadurasy aguasresiduales

2. 2. 1. Cepasprocedentesdelas coleccionesbritánicay española

Las cepas procedentesde la colección británica pertenecientesa los géneros

K¡uyveromycesy Candiday las cepasde la colecciónespañoladel géneroDeba¡yomyces,

frieron cultivadasen permeadopara conoceralgunosaspectosde su comportamientoen

estemedio, como crecimiento,capacidadde utilizar la lactosay de formar flóculos. El

objetivo de este estudio,tanto de las cepasde coleccióncomo de las aisladas(que se

describenen el siguienteapartado), ffie seleccionaraquellasque mostraranuna mejor

aptitud pararebajarla concentraciónde lactosadel permeadoy paraflocular, ya queesta

última característicapodríasuponerun ahorroimportanteparala recuperaciónde células.
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Los criterios para seleccionarcepasdel catálogo de la colección británica(Boud,

1993), fueron en primer lugar, su capacidadpara fermentarlactosay por otra parte, el

hecho de estar consideradas,por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados

Unidos,comoGRAS (GenerallyRecognizedAs Safe),ya fuerael microorganismo(casode

Kluyveromycesmarxianus)(Harden,1996) o sus enzimas(A? niarxianus, K. lactis y (0.

kefrr (VDA, 1984;Wassennan,1984).Estoabriríalaspuertasparasu empleoen alimentos

paraconsumohumano, respetándoselas BuenasPrácticasdeFabricación.

2. 2. 1. 1. Velocidadde crecimientoy consumodelactosa

Cuandoseinoculó el permeadocon ío~ ufe/niL de cadacepa,todaslas tomadasde la

colección británica alcanzaronlas 108 ufc/mL despuésde 20 h de cultivo (datos no

mostrados).Los tiempos de duplicación celular mostraronuna variación moderada,no

observándosediferenciasmarcadasen cuantoa adaptaciónal medioentrelos dos géneros

estudiados(Tabla24). Lascepasquemostraronmayorvelocidadde crecimientofueron las

NCYC 851 y 143.

Tabla 24. Tiemposde duplicación celular(mm) de las levadurasseleccionadasde

la colecciónbritánica,cultivadasen permeadoa300C.

Cepa Mio.
KluyeromycesmarxianusNCYC 151 92

KluyeromycesmarxianusNCYC 587 76

KluyeromycesmarxianusNCYC 851 70

KluyeromycesmarxianusNCYC 1429 97

Kluyeromycesladfls var. ladisNCYC 1368 90

Kluyeromycesladisvar. ladis NCYC 1548 84

Cundida kefyr NCYC 143 71

Cundida kefyr NCYC 744 98
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Al compararnuestrosresultadoscon los de otros autores,esprecisorecordarque la

mayorpartede los estudiospublicadossehanrealizadoutilizandopermeadosenriquecidos

con suplementosnutritivos. Tambiénhayqueteneren cuentaqueel valor nutritivo de los

permeados,sobretodo encuantoa materialnitrogenado,dependede las enzimas,la flora y

las condicionesde fermentaciónen la quesería,así como del tamaño de poro de las

membranasde ultrafiltración,queretenganmás o menospéptidos.Castillo y De Sánchez

(1978) y Barbosay col. (1985) han determinadolos tiempos de duplicacióncelular de

distintascepasdeK marzianus,entreellas de la NCYC 587empleadaen estetrabajo,en

suerodesproteinizadoporacidificacióny calentamiento,suplementadoconsulfatoamónico

y extractode levadura.Estostiempososcilabanentre56 y 154 mi comparablespuescon

los obtenidosaqui para la mismaespecie(70-97mm). TambiénEI-Samragyy Zalí (1988)

registraron tasas de crecimiento aceptables en cultivos de distintas especies de

Kluyveromycesy Candidaen permeadosde ultrafiltración tratadostérmicamentepero sin

suplementar.Estoparecesugerirqueal menosestetipo de permeadode ultratiltraciónno

esun mediomuy limitante parael crecimientode estetipo de levaduras.En otra partedel

trabajopresentamosnuestrosdatossobrelos efectosde la suplementación.

Hasta donde nosotros conocemos,no se han publicado datos sobre tiempos de

duplicacióncelular de formas imperféctasde Kluyveromycesmarxianus(Candida kefyr)

cultivadasenalgúntipo de permeado.Bayer (1983)sin embargo,ha estimadoen 138 mm

el correspondientea Candida intermedio en suero desproteinizadoy enriquecidocon

distintossuplementos.

Atendiendoal gradode utilización de la lactosadel permeadotras 43 h de cultivo,

podemosagruparlascepasde la colección británica en 3 grupos:poco,moderadasy muy

rápidamenteutilizadoras de este azúcar (Tabla 25). Dentro del grupo de las poco

utilizadoras,se encuentranK. marxianusNCYC 851 y K. marxianus NCYC 587. El

segundogrupo, constituido por levaduras que utilizan este disacárido a velocidad

moderada,incluye aK. lacasvar. lacflsNCYC 1548y K. ladisvar. lactisNCYC 1368, las

cuálesdisminuyeronen 43 h la concentraciónde lactosaen el permeadoen un 76 y un 61

%, respectivamente(Tabla25). Porúltimo, lasmuyactivamenteutilizadorasde lactosason

208



Resultados y Discusión

las cepasK. marxianusNCYC 151,K. marrianusNCYC 1429,0 kefyr NCYC143 y (01

kefrr NCYC744 (Tabla25). Dentro de esteúltimo grupo destacaronpor su velocidadde

degradaciónlas levaduraspertenecientesa la especieC. keJJ’r, queconsumieronalrededor

de la mitadde la lactosainicial en sólo22 h de cultivo.

Tabla 25. Desarrollo del consumode lactosa en los cultivos en permeado

inoculadosconcepasdela colecciónbritánica.

CEPA

KluyveromycesmarxianusNCYC151

KluyveromycesmanZanasNCYC 587

Kluyveromycesma’xianusNCYC 851

KluyveromycesmarxianusNCYC1429

Kluyveromycesladisvar. ladis NCYC 1368

Kluyveromycesladisvar. ladisNCYC ¡548

Candidakefyr NCYC 143

Candidakefyr NCYC 744

DESAPARICIÓN DE
(%)

18h 22h

o 16

O O

11 12

9 26

10 10

8 14

8 46

17 35

Tambiénparacompararvelocidadesde agotamientode lactosa,hayquereferirsea lo

publicado sobre cultivos de levaduras en sueros desproteinizados,enriquecidos con

distintostipos de suplementos,sobretodonitrogenados.Castillo y De Sánchez(1978)por

ejemploobservaronque la cepaNCYC 587 eracapazde consumirun 30 % másdel nivel

de lactosainicial, a las 48 h de cultivo, al enriquecerel suerodesproteinizadocon sulfato

amónicoy extractode levadura.Sin embargo,conotrascepasno seha observadoque la

adición de sulfato amónico al suero desproteinizado sea capaz de modificar

significativamentela velocidaddeutilizacióndel disacárido;asípareceocurrir porejemplo

LACTOSA

43 b

loo

6

23

100

61

76

100

100
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con otra de las cepasempleadasen nuestro estudio, la C. lcefyr NCYC 744 (Bales y

Castillo, 1979). Varios gruposde trabajo han sugeridoque el consumode lactosase

favorececuandose adicionafósforo al suero desproteinizado(Wassermany col., 1958;

Ha¡ju y col., 1976). El empleo de este suplemento,sin embargo,parecedar distintos

resultadosen función del tipo de permeadoo suero y tambiénde las cepasde levadura

empleadas.Así por ejemplo, la adición de fósforo en concentracionescomprendidasentre

el 0,3 y el 0,5 % no resultómejorarsignificativamentela velocidadde utilización de la

lactosaen cultivos de Kluyveromycesmarxianus (Wendorfy col., 1970; Castillo y De

Sánchez,1978)ni de Candidakefyr(Balesy Castillo, 1979).

Aunquenoexistenmuchosdatosdisponiblessobreesteparticular,EI-Samragyy Zail

(1988) han observado,al cultivar distintasespeciesde Kluyveromycesy Candida en

permeadosin suplementar,quela desapariciónde lactosatras72 h de cultivo puedeoscilar

entreel 37 y el 100 %, habiéndosealcanzadoun nivel de crecimientode entre
e

ufcfmL. u.

e’

A pesardeque esposibleque algunasde las cepasde la colecciónbritánicaprobadas

por nosotrosmostraranun comportamientodiferenteen presenciade distintossuplementos,

pre-seleccionamosaquellas pertenecientesa los grupos de moderadamentey muy

activamenteutilizadorasde lactosaparaestudiosposteriores.

De la colecciónespañolaseseleccionaron3 cepasde Debaryomycespolymorphus

var.poly,norphusCECT 10060,Deb.polymorphusvar. polymorphusCECT 10099y Deb.

hansenhlCECT 10360, aisladasrespectivamentede suelo, leche condensaday queso,y

caracterizadaspor asimilar, pero no fermentar,la lactosa(Kreger van Ru, 1 984b). Deb.

hansenii parece ser un contaminantehabitual de las instalacionesqueserasque en

numerosasocasioneshasido aisladade estoshábitats(Fleet y Mian, 1987; Fleet, 1990;

Rohmy col., 1992;Viljoen y Greyling, 1995; Westally Filtenborg,1998ay 1998b),por lo

que de las especiescitadas,es presumiblementela mejor adaptadaa mediosricos en

lactosa. e’
e’

u.

e.

e’

U’
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Las cepasde Debaryomycesmostraronun crecimientomuchomás lento quelas de

Candiday Kluyveromycesde la colecciónbritánica,tardandoenalcanzarnivelessimilares

(108ufe/niL) en un tiempo48-72 h superior(datosno mostrados).

Tambiénen cuantoa velocidadde consumode lactosa,las cepasdeDebaryomyces

mostraron un comportamientomucho más lento, utilizando tan sólo un 20% de la

concentracióninicial al final de cultivos de análogaduración(Tabla26).

Tabla26. Desarrollodel consumode lactosaen los cultivos en permeadoinoculados
concepasdela colecciónespañola.

CEPA
DESAPARICIÓN DE LACTOSA

(%)

IOh 24h 48k

Debaryomycespolymorphus var. polymorphus CECT 10060 5 10 16

Debaryomycespolymorphus var.polymorphus CECT 10099 5 7 18

Debaryomyccs hansenil CECr 10360 0 17 20

A diferenciade los génerosanteriormentedescritos,no existenestudiospreviossobre

el comportamientodeDebaryomycesen distintostipos de sueroy permeadode quesería.

No obstante,la ineficacia paraconsumir la lactosamostradapor Deb. polymorphusen

nuestrascondiciones,estoes, en cultivos en matrazen los queel oxígenopuedellegara ser

limitante (Kato y Tanaka,1998; Kiers y col., 1998),podríaser atribuibleal denominado

efectoKluyver (Barnetty Sims, 1982; SchulzyHófer, 1986;Barnett, 1992).Esteefectose

traduceen la incapacidadde transportarlactosaa travésdel sistemaprotón-simporte,como

consecuenciade la disminución del contenido de ATP intracelular, característicadel

crecimientoanaeróbico(Schulzy Hófer, 1986).Deb. hansenii,sin embargo,esunaespecie

aerobia estricta de la que se ha descrito que bajo condiciones limitantes de oxígeno

prácticamenteno utiliza la lactosa (Gancedoy Serrano, 1989). Así pues, cabe la

posibilidadde queel pobrecomportamientoen cuantoa velocidadde consumode lactosa
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que hemosregistradopara estasDebaryomycespudiera mejorar forzando la afreacton.

Esto, comoel empleode suplementos,puedeencarecerconsiderablementeun procesopara

el quesedeseaeconomizarcostesal máximoposible.

2. 2. 1. 2. Floculaciónde lascepasdecolección

Con objeto de abaratar el proceso de producción (concretamentela fase de

separación)de las levaduras,sehizo un pequeñoestudiode la aptitud floculante de las

cepasde colección,así comode la influenciaen ella dealgunosaspectosde composición

del medio.

En primer lugar, comprobamosla capacidadde floculación de las cepasde colección

en el permeadode ultrafiltración tras alcanzarla faseestacionaria,es decir, cuando la

lactosaya habíasidomayoritariamenteutilizadatras 72 h de cultivo. Como se observaen

las Tablas27 y 28 ningunacepade los tresgénerosempleados(Kluyveronzyces,Candiday

Debaromyces)mostróunacapacidadde floculaciónelevada.

Tabla 27. Medidade la floculación en tubosde cepasprocedentesde la Colección

NacionalBritánicacultivadasen permeadoy enmedio YPD1.

Permeado Medio YPD

o

o

O

1
o

o

Cepa

151 1
587 1

851 0

1429 0

1368 0
1548 1

143 1

744 0

NCVC
NCVC
NCYC
NCYC
NCYC
NCYC
NCVC
NCVC
Los resultadosse contabilizande lasiguientemanera:0: no tioculante; 1: ligeramentefloculante;

2: floculante; 3: bastantefloculantey 4: extremadamentefloculante
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Resaltados y Discusión

Tabla28. Medida de la floculación en tubosde cepasprocedentesde la Colección
Españolade Cultivos Tipo cultivados en permeadoy en medio YPD

Permeado Medio VPD
2 1

O

0 2

_______Cepa

CECT 10060
CECT 10099
CECT 10360

1 Los resultadosse contabilizande la siguientemanera:0: no tloculante; 1: ligeramentefloculante;

2: floculante;3: bastantefloculantey 4: extremadamentetioculante

Diversosautoreshandescritoque la presenciade lactosaen el mediopuedeprovocar

un ligero efecto inhibitorio de la floculación, tanto en especiesincapacesde utilizar la

lactosacomosustrato(Saccharomycodesludwigii; Stratfordy Pearson,1992), comoen las

quesí la utilizan (A? bulgaricusoK. lactis; Hussainy col., 1986; Bellal y col., 1995).La

galactosa,aunqueseencuentraen muypequeñaconcentración(1,2 mlvi) enel penneado,

podríaquizás tambiéncontribuir a originar unamermaen la capacidadde floculación. Se

ha descritounainhibiciónde la floculaciónpor adiciónde D-galactosa15 y III mM en los

génerosCandiday Kluyveromyces(Hussainy col., 1986;AI-Mabmoody col., 1988;Bellal

y col., 1995).El mecanismoporel cual la D-galactosainhibe la formaciónde flóculosno se

conoceadecuadamente.En unprincipiosepostulóqueestemonosacaridoactuabacomoun

impedimentoestérico,saturandolas lectinas,que reconocena lospolisacáridosespecíficos

de la pared, de tipo galactomanano.Sin embargo,al no haberseencontradogalacto-

polisacáridos(Hussainy col., 1986) en la paredcelularde Kluyveromycesi,AI-Mahmoody

col. (1988)sugirieronunanuevateoría,segúnla cual la D-galactosainduciríala síntesisde

proteasasendógenas,que desprenderíana las lectinasde la pared, con la consiguiente

incapacitaciónparala floculación.

Otro factor determinantede la floculación es la concentraciónde calcio, quesecree

actúaestabilizandola conformaciónde las lectinasy favoreciendoasísuasociacióncon los

polisacáridos(Miki y col., 1982a). Para algunos autores (Hussain y col. 1986) la

concentraciónmínimade calcio requeridaparainducirla floculación enKluyveromyceses
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e.

e.

u
e.

menora la presenteen el permeadode suero(10 mM Ca2~;Zadow, 1992). Otrosautores,

sin embargo,registranbuenosniveles de floculación elevandola concentraciónde calcio
e’

hasta70 mM (Femandesy col., 1993). e

u.
Bellal y col. (1995) encontraronpor otra parte, que los porcentajesde floculación e’

e
aumentabanal cultivarK lacds en mediosricos en glucosay peptona.Porestemotivo,

e

decidimoscomprobarla capacidadde floculación de nuestrascepasen el medio YPD, u.
e

abundanteen los compuestoscitados,y que ha sido utilizado por diversosautorespara u,

estudiarla floculaciónde levaduras(Miki y col., 1982a; Watari y col., 1991; Stratfordy e’
e

Pearson,1992;Cubelísy col., 1996). e

e’

Comopuedeverseen la Tabla27, el usode medio YPD no supusounamejoraen la u.

u,capacidadde floculaciónde las cepasprocedentesde la colecciónbritánica,pero símejoró
u,

ligeramentela deDeb.hansenilCECT 10360(Tabla28). Esteaumentopodríadebersea la u.

e
peptona,descritacomoestimulantede la floculación de su forma imperfectaC. famata u.

(Cubelísy col., 1996). e
e

A la vista de los resultadosreferentesal consumode lactosay la capacidadde e
e’

floculación,decidimosseleccionarlas cepasde la colecciónbritánicaNCYC 151, NCYC u,

1429, NCYC 1548, NCYC 1368, NCYC 744 y NCYC 143, parasu posteriorestudioen e’

e

otrosaspectos.
e’

e’

e

e2. 2. 2. Cepasprocedentesdelas aguasresidualesde quesería
e

e
2. 2. 2. 1. Obtencióny seleccióndecepasdeaguasresiduales.Consumode lactosa u,

u.
Lascepasaisladasde los efluenteslácteos,tal y comosedescribeen el apartado10 u,

de Material y Métodos,secultivaron en permeadoparaseleccionarlas que mostrasenuna u.
e’

mejorcapacidadparautilizar la lactosa.Las cepasaisladasdirectamentede los efluentesse e’

u,denominaroncon la letra D y las que tenían el mismo origen pero ifieron adaptadasal
e’

crecimientoen lactosaporpasesenpermeado,con laA. e’

e

U’

e’

u.
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Comoseobservaen la Tabla29, aproximadamentela mitadde las cepasobtenidasa

partir del aguaresidualde la queseríapequeñaalcanzaronnivelesde ío~ ufc/mL en 72 h de

incubaciónen permeado,con independenciade quefuerancepasD o A. Lasdistintastasas

decrecimientoen ellasregistradas(Tabla29)puedenatribuirseadiferentesrequerimientos

nutritivos, satisfechosendistintaproporciónpor la composicióndel permeado(Wasserman

y col., 1958; Wendorfy col., 1970;Harju y col., 1976).

Dado que las cepasA se habíanadaptadoya al crecimientoen permeado,era de

esperarque mostrasenen generalmejor aptitud para el consumode lactosa.Entre este

grupo de cepasdestacaronla AT-7 y la AT-1O, capacesde consumir toda la lactosa

presentetras40 h de cultivo. Hay queresaltaren particularel comportamientomostrado

por la cepaAT-7, queutilizó el 99% de la lactosaen tan solo 24 h de incubación(Tabla

29). En conjunto,la mayorpartede las cepas,tanto D comoA, consumieronpocalactosa,

incluso trashaberalcanzadola faseestacionariay altos niveles de poblacióna las 72 h

(Tabla 29). Similares resultadoshan sido descritospor EI-Samragyy Zalí (1988) tras

cultivar cepasde levadurade diversosgénerosenpermeadosinsuplementar.

A. la vista de los resultados,de las 26 cepasaisladasde la queseríapequeña,se

seleccionaron la AT-7 y la AT-10 para estudios posteriores.

Por lo quese refiereal efluentede la queseríamediana,sóloproporcionódos cepas

del tipo D. Lasdel tipo A no mostraronmejoraptitud paracreceren penneadoque las D

(Tabla30). En general,todaslas cepasconsumieronpocalactosa,exceptola Dl- 14 quefine

capazdeutilizar la mitadde la lactosainicial a las 72 h (Tabla30). Descartamospueslas

posibilidadesde empleode las levadurasobtenidasde estaquesería.
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Tabla 29. DesarroUodel consumode lactosa(%) y
cultivosen perineadoinoculadosconcepas

queseríaPequeña.

recuentosa las 72 h en los

procedentesdel efluentede la

CEPA
DESAPARICIÓN DE LACTOSA

(%)

24h 40h 72h

RECUENTOS1

(ufc¡mL)
DT2 2 16 34 1,ExlOS
DTI3 0 17 31 4,1x107
DT22 0 8 24 6,4x io7
DT2S 0 0 16 3,lx107
11T27 9 32 52 2 x108
DT31 O lO 18 3,6x107
DT33 5 15 32 2,4xl08
ATí 0 24 27 1,3x108
AT3 0 18 30 8,4x1O7
AT4 2 2 11 1,9x106
AT5 0 20 22 l,1x109
AT6 0 0 13 2,4x106
AT7 99 100 lOO l,7x108
AT9 0 12 14 7,7x108
ATiO 63 100 100 1,1x108
ATIX 0 27 30 l,5x109
ATl2 0 II 18 l,1x106
AT13 2 16 30 9,5x106
AT14 O 10 18 5,8x105
ATJ5 0 18 19 7,1x106
AT16 0 10 15 l,lx108
ATI7 0 18 26 9 x106
AT19 0 17 18 2 x108
AT2X O lO 17 8,1x106
AT22 0 ¡8 94 9,6x107
AT24 0 2 18 1,1x106

‘LI inóculo departidafue de IO~ ufc/mL en todosloscasos.
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Tabla 30. Desarrollodel consumode lactosa(%) y recuentosa las 72 h en los

cultivos en permeado inoculados con cepas procedentes del efluente de

la queseríaMediana.

DESAPARICIÓN DE LACTOSA RECUENTOS’
CEPA (%)

24h 4Gb 72h (ufc/mL)

DJ1 11 23 33 4,3x108
DJI4 0 13 52 4,4x108
MI 0 23 24 7,2x 106

AJ7 0 10 10 5,5x108
AJiO 0 12 14 6,6x106
AJil 0 18 18 2,6x106
AJI3 0 18 21 3,1x108
AJ14 0 14 14 2,2x107
AJiS 0 17 26 2,8x107
AJ16 0 15 15 1,1x107

AJ17 8 8 18 1,6x106

‘El inóculo departidafue de ¡QS ufc/mL en todos¡os casos.

De manerasimilar a lo observadoen las cepasde las dos queseríasdescritas,en las

procedentesde la queseríagrande,no siemprese constatóuna correlaciónpositiva entreel

mve] de crecimientoy la capacidadpara utilizar la lactosacomo sustrato(Tabla 31). En este

caso,y adiferenciadelo observadoenlas cepasde laqueseríapequeña,laadaptaciónpreviaal

medio de cultivo no sirvió para seleccionarcepas que consumieranel disacárido más

rápidamente.Porel contrario,las cepasque mostraronun consumomásalto fUeronla DF-5 y

la DF-27. Entre las adaptadas,tan solo la cepaAF-9, mostró una buenaaptitud para el

consumode la lactosa.El aguaresidualempleadaparaobtenerambostipos de cepas(D y A),

procedíade la balsadehomogeneizaciónadscritaal sistemade depuraciónque tieneinstalado

dichaindustria.Es posibleque enella seproduzcacierto gradode adaptaciónde las levaduras

para el aprovechamientode lactosa, lo que explicaría un mejor comportamientoen este

sentido,entrelas cepasde tipo D. De estaqueseríaseseleccionaronlas cepasDF-5, DF-27 y

AF-9 parasuposteriorestudioe identificación.
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Tabla 31. Desarrollodel consumode lactosa(%) y recuentosa las 72 h en los mr
cultivos en permeadoinoculadosconcepasprocedentesdel efluentede e’

la queseríaGrande. u,
u.

DESAPARICIÓN DE LACTOSA RECUENTOS’
CEPA (%) (ufc¡mL) U’

24h 40h 72h e

DES 37 91 100 6 x108 U’

DF13 ¡0 15 15 3,9x107 e’

DF22 0 13 19 I,6x106 e’

DF27 42 100 100 8,2x107 e

AFI 0 0 14 2,3x107 e

AFZ 0 11 11 3,6x106 u,

AF3 0 3 12 1,3x108 e

AF4 0 9 12 3,1x106 u,

AF6 0 8 22 l,5x106 e

AF9 42 88 99 1,8x108 e’

AFlX 0 26 60 2,7x107 u,

AFX2 0 18 18 l,8x107 e

AF13 0 18 35 1,4x1& e’

AF19 0 2 11 6 x108 u.

AFIZ 0 ¡7 17 I,6x107 u,

AiF23 0 5 10 4,1x106 e

AF24 0 3 5 3 x107 u.

AF27 0 3 ¡6 3,6x107 e’

AF2S 0 8 14 2,8x107 u,

AF29 O II ‘77 l,9x103
AF3O 0 21 21 2,2x106 u,
AF31 0 3 34 6,3x107

‘El inóculo de partida tite de to~ ufc/niL entodoslos casos.
e’

e

u,

u.

2. 2. 2. 2. Floculaciónde lascepasaisladasde aguasresiduales e’
e’

Al igual quelascepasde las coleccionesespañolay británica,el estudiodel gradode
e

floculación de la totalidad de las 59 cepasaisladasreveló que ningunade éstasposcia

buena aptitud floculante tras cultivarse 48 h en permeado(Tabla 32). Las cepas e’
u,

consideradascomobuenasutilizadorasde lactosano frieron capacesde flocular, y las que e’

u,

silo hicieron,nomostraronunavelocidadadecuadadeconsumodel azúcar(Tablas29, 30,
31 y 32). Cuandoseanalizóla capacidadfloculantede cadaunade ellasen medio YPD, u.

e’

U’

e’
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tan solo una, la AF-22, más bien pobre utilizadora de lactosa, alcanzóun grado de

floculaciónaceptable(Tabla32).

Tabla 32. Medidade la floculación en tubosde todas las cepasaisladasde efluentes
lácteoscultivadasen permeadoy enmedioYPD’.

Cepa’ Permeado Medio lTD Cepa2 Permeado Medio YPD

DFS O O
DF13 1 0

AJIS 1 0
£116 2 2

DF22 O O AJX? 0 1
DF27 O O DT2 0 1
AFí 2 0 DT13 1 0
AF2 O O DT22 O O
AF3 O O DT25 2 2

DT27 1 2AF4 O O
AFÓ O O DT31 2 0
AF9 O O DT33 O O
AFil 2 0
AF12 1 O

ATI O O
AT3 1

AFI3 O O AT4 O O
AFt9 1 0
AF22 2 3

AT5 O O
-~ --AT6 - O

O
AFZ3 1 1 AT7 0 1
AF24 2 1 AT9 1 0
AF27 2 1
AF28 2 2

ATiO O O
ATil O

AF29 O O AT12 1 0
AF3O O O
AF31 2 0

ATI3 1 0
AT14 O O

DJI 1 1 ATI5 O O
DJ14 1 2
AJí O 2

AT16 O O
ATI7 0 0

£17 1 0 AT19 O 0
AJiO 1 0 AT21 0 0
AJil 2 2
AJI3 0 1

AT22 O O
AT24 O O

AJ14 1 0
‘Los parámetros de resultadosecontabilizande Jasiguientemanera:O: no floculante; 1: ligeramente

floculante;2: floculante;3: bastantefloculantey 4: muy floculante.

2 LascepasOF y AF procedende laqueseríagrande;las Di y Al delamedianay las OT y AT de la

pequeña.
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2.2.2.3. Clasificación

e

Las 5 cepas por nosotros aisladas y seleccionadaspor su capacidadde utilizar la e

lactosa (DF-5, DF-27, AF-9, AT-7 y Al-lo), fueron identificadaspor la División de e’
e

Levaduras(Servicio de Identificación) del Centraalbureauvoor Schimmelcultures(CBS) u.

e
de Holanda. En la clasificaciónseutilizaronlaspruebasde identificacióny caracterización
morfológicay fisiológica enumeradas en el apartado 10. 3 de Material y Métodos. e’

e’

En las Tablas33, 34y 35 semuestranlos resultadosobtenidosen las diversaspruebas e
u,

realizadasa las cincocepas.Como puedeverse,cuatrode las cincocepasseidentificaron

comoKluyvero,nycesmarxianus(DF-27,AF-9, AT-7 y Al-lo) y la quinta comoCandida
e’

intermedia(DF-5) (especieque secaracterizaporno fermentarlactosa,aunqueescapazde e’

u.asimilaría)(van UdenyBuckley, 1971;Meyery col., 1984).Es interesanteobservarquelas
e’

5 cepasresultaronsercapacesde utilizar, ademásde lactosa,celobiosa,otro disacáridocon e’

u,
enlace 13 1-4 que pocos organismosdegradan.Otro aspectode interés industrial es la u,

capacidadde las 4 Kluyveromycesno sólo para fermentarla lactosa,sino tambiénpara e’

u.
utilizar el lactatoy crecera 370C, aptitudestodasellasde las quecarecenuestraCandida u.

intermedia(DF-5). e’
e’

u.
Hastadondenosotrosconocemos,no sehanrealizadoestudiosde caracterizaciónde

u.
las levaduraspresentesen los efluenteslácteos.Sin embargo,existendiversosautoresque e’

u.
hanaisladoe identificadolevadurasa partirde instalacionesy productoslácteoscomoya se

mr
describióen el apartado5 de la Introducción.En dicho capítulosepusode manifiestoel e’

e
papeldestacadodeK marxianuscomolevaduradeseabley contaminanteen los procesos u.

de elaboraciónde quesos. u.
e’

Aunque,Candida intermediotambiénha sido aisladade quesos(Rohmy col., 1992; e’

u,

Westall y Filtenborg, 1998a), sueros (Rohm y col., 1992; Westall y Filtenborg, 1998a), e’

e’
salmueras (Seiler y Busse, 1990; Rohm y col., 1992; Westall y Filtenborg, 1998a) e

e

instalacionesde la industrialáctea(Viljoen y Oreyling, 1995; Westally Filtenborg, 1998a), e

e
su incidencia es bastanteescasa.Aunque sólo hay datos preliminaresal respecto, la

e
U’

u,

e
mr
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presenciadeCandidaintermediaparecerelacionadacon laaparicióndedefectosenquesos

deltipo Feta(WestallyFiltenborg,1998a).

Tabla 33. Característicasmorfológicasde las levadurasseleccionadas.

Cepa DF-5 DF-27 AF-9 AT-’7 AT-1O

Morfología

Coloniasrosadas - - - -

Célulasconformadelimón -

Filamentos + + + + +

Artroconidias

Aseosporas — +,(1) ±,(1) +,(I) +,(1)

Gemación + + + + +

Gemasen los talos - - - - -

Pseudohifas + + + + +

Halistoconidias

Fisión

Rifasseptadas

Balistoconidiassimétricas - - - — -

(1) oval-reniforme
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Tabla 34. Característicasfisiológicasde las levadurasseleccionadas.

Cepa DF-5 DF-27 AF-9 AT-7 AT-lO

Asimilacióndecompuestoscarbonados

O-Glucosa + + + + +

O-Galactosa + + + + +

L-Sorbosa + - - -

0-Olucosamina + - - - -

0-Ribosa - - - - -

O-Xilosa + + + + +

L-Arabinosa - + + + +

0-Arabinosa - - - - -

L-Ramnosa - - - - -

Sacarosa + + + + +

Maltosa + - - - -

a,ct-Trealosa + - - - -

medí a-O-glucósido + - - -

Celobiosa + + + + +

Salicina + + + + +

Arbutina + + + + +

Melobiosa - - - - -

Lactosa + + + + +

Rafinosa + + + + +

Melecitosa + - - - -

Inulina - + + + +

Almidón soluble + - - - -
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Tabla 34. (continuación).

Cepa DF-5 DF-27 AF-9 AT-7 AT-1O

As¡milacióndecompuestoscarbonados

Glicerol - - + + +

,neso-Eritritol - — — - -

Ribitol + - + + +

Xilitol + + +

L-Arabínitol - - - - -

0-Glucitol + + + + +

0-Manitol + - + + +

Gajactitol

mio-lnos:tol - - - - -

Glucono5-lactona + - - - -

2-Keto-O-gluconato nd ud nd nd nd

0-Gluconato + - - - -

0-Glucuronato - - - - -

D-Galacturonato - - - - -

DL-Lactato - + + + +

Suecinato + + + + +

Citrato + + - + +

Metanol - - - - -

Etanol + + + + +

Propano1,2 diol + - - - -

Butano2,3diol - + + + +

Acido quinico + - - - -

Sacarato

(nd): no determinado.
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e,’

U’

u,

Cepa DF-5 DF-27 AF-9 AT-7 AT-1O

Asimilación de compuestosnitrogenados

Nitrato

Cadaverina + + + + +

Etilamina + + + + +

L-Lisina + + + + +

Producción

Acido acético - - - - -

Almidón

Crecimiento

A 3~C
+ + + +

Tabla 35. Fermentación de azúcares de las levaduras seleccionadas.

Cepa DF-5 DF-27 AF-9 AT-7 AT-1O

Fermentación

0-Glucosa + + + + +

O-Galactosa + + + + +

Maltosa + - - - -

Sacarosa + + + + +

Lactosa - + + + +

Rafinosa + + + + +

u.
e’

u,
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2. 2. 3. Características de las aguas residuales de las tres queserías

Paraaislarcepasde levadurasdeefluentesdequesería,seseleccionaron3 plantasde

muydistintotamaño,especialidady tipo de instalación.En lasmismasmuestrasde efluente

que sirvieron para el aislamientode cepasse analizaron las principales características

fisico~-químicasy microbiológicas(Tabla36).

Tabla 36. Característicasfisico-quimicas y microbiológicas de las

producidaspor lastresindustriasqueserascolaboradoras.

aguas residuales

PARÁMETROS FISICO-QIHMICOS PEQUEÑA MEDIANA GRANDE

Volumen procesado(L/día) 3.000 60.000 700.000

pH 6,5 10,0 5,9

SólidosTotales(g¡L) 71,6 4,4 8,2

SólidosDisueltos(gIL) 54,6 4,2 6,1

Nitrógeno Total (gIL) 2,8 0,08 0,1

Proteína (gIL) 14,3 0,7 1,1

Lactosa (gIL) 39,2 1,9 0,01

Carbono Inorgánico Total (mgIL) 108,5 47,1 74,5

Carbono Orgánico Total (mg/L) 31.433 ¡.489 1.343

DemandaQuímica de Oxigeno (mgIL) 94.038 5.641 4.708

RECUENTOS MICROBIANOS (ufchnL)

Microorganismos totales 6,5 x io~ 4,3 x l0~ 3,9 x 108

Mohosy levaduras 1,2 x jO7 5,4 x 9,8 x l0~

Bacteriaslácticas 1,1 ~ ¡06 8,5 x io~ 3,3 x

Coliforines totales 1,2 x í07 3,2 x105 2,1 x105
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e,

u’

e

e

Los valores de ph registradosfrieron próximos a la neutralidaden las aguas

residualescorrespondientesa las queseríaspequeñay grande,mientrasqueel pH de la

queseríamedianamostró un valor muy alcalino (pH 10). Este último valor de ph es

atribuido a la presenciadeagentescáusticos,a pesarde que seprocuróque la recogidade

las aguasno coincidieseen horario con las prácticasde limpieza de la industria. La

alcalinidad es una característicafrecuente en las aguas residualesprocedentesde la

industrialáctea (Buí) y col., 1981; Wheatley,1994; Espigaresycol., 1997; Strydomy col.,

1997).Además,el pH de las aguasresidualesproducidaspor unamisma industriapuede

oscilarentre2 y 11 a lo largo de un día, dependiendode los ciclos de producción,el

sistemadeproducciónempleadoencadaciclo (Strydorny col., 1997)y el procedimientode

limpiezaaplicado(Bulí y col., 1981;Strydomy col., 1997).

u,
La cifra de sólidostotales(ST) en el aguaresidualde la queseríapequeñaresultóser

muchomayorque la de las otrasdos.(Tabla36). La proporciónde sólidosdisueltos(SD)

respectoa los totaleslite elevadaen los 3 casos.La cantidadde STpresentesen las aguas

residualesde queseríases también un parámetromuy variable, oscilando los valores

descritosentre4 y 59 g/L (Boda y col., 1992; Kalyuzhnyi y col., 1997; Strydomy col.,

1997) dependiendotambién en este caso de diversos aspectosde los sistemas de

produccióne higiene.
U’

La mayor cantidadde nitrógenototal, proteínasy lactosa,del aguaresidualde la

queseríapequeñaserefleja en valoresde CIT, COT y DQO muy superioresa los de las

otrasdosaguasresidualesanalizadas(Tabla36).Laselevadasconcentracionesde lactosay

proteínade esta muestra,que representanla casi totalidad de los sólidos disueltosdel

efluente,revelanunamayorproporción desueroenesaaguaresidual.

U’

Los valores de DQO,COTy nitrógeno total de las aguas de las queserías mediana y

grandeno mostrarondiferenciassignificativas,pero la concentración de lactosa y proteína

tite superior en la mediana.Esta diferencia puede debersea los distintos sistemasde

aprovechamientodel suero empleadosen estas queserías,en el momento de la toma.

Mientrasqueen la queseríagrandeel suerosedeshidratabaen su totalidadparaobtener
e’
u,

e’
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sueroenpolvo, en la queseríamedianaseelaborabarequesónconpartedelsuero,vertiendo

el restoal aguaresidual.

Uno de los principalesfactoresqueinfluyen en la composiciónquímicade las aguas

residualesesel volumende aguautilizado duranteel procesado.Entreel 75 y el 95% del

aguautilizadapasafmalxnentea formar partedel aguaresidual(Strydomy col., 1997),

obteniéndose,por dilución, una correlaciónnegativa entre el consumode agua y la

concentracióndeDQO de las correspondientesaguasresiduales.

Aparte del volumen de aguautilizado duranteel procesadoy de los sistemasde

aprovechamientodel suero,el nivel de la DQO también dependedel momento de la

recogida(Strydomy col., 1997), asi comode la existenciade algúntipo de tratamientode

depuraciónde los vertidos (Iglesias, 1994). No es puesde extrañar,que los valoresde

DQO devertidoslíquidosqueserosdescritosen la bibliografiaoscilenentre1,3 y 77 g/L

(Marwaha y col., 1989; Borja y col., 1992; Iglesias, 1994; Kalyuzhnyi y col., 1997;

Strydomy col., 1997).

El análisis microbiológico de las aguasresiduales(Tabla 36) mostró un recuento

máximo de microorganismostotalesen la muestrade la queseríagande,a pesardel bajo

contenidoen carbonoorgánico,probablementedebidoa un máslargoperiodode esperaen

el tanquede equilibrado.La cifra detotalesde la muestrade la queseríapequeña,un orden

demagnitudinferior a la anterior,a pesardel elevadonivel de sólidosdisueltosy DQO, es

probablementedebidaa un periodomuy cortoo nulo de esperay equilibrado,o sea,a un

venidodirectopróximoal lugarde tomademuestra.Porlo queserefierea la flora total de

la queseríamediana,esprobablequeel bajorecuentoseadebidoa lo elevadodel pH.

Al igual queocurreen la composiciónquímica, la microflora de lasaguasresiduales

procedentesdc la industria queseraestá sujetaa variaciones,tanto cuantitativascomo

cualitativas, en fúnción de la calidad de la leche cruda, el tipo de coagulación, el

procedimientodesalado,el volumende procesado,las condicioneshigiénico-sanitariasde

la industria,etc. Los estudiosde cuantificacióny caracterizaciónde la flora microbianade

las aguasresidualesde la industria lácteason escasos.No obstante,algunosautoreshan
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e,

t

y

e
cifrado entre io~ y lo7 ufc/mL el recuentototal de microorganismosde estas aguas e,

e
(Marwabay coL, 1989;Espigaresy col., 1997). e

eAl estimarseel númerode levadurasy mohosse observóqueestetipo de flora era
e

particularmenteabundanteen el aguaresidualde la queseríapequeña.Es posiblequeesto e

e

sea debido a un menor aislamientodel entorno,debido al pequeñotamaño y relativa u,

sencillezde estainstalacióny a su empleode lechecrudapara la elaboracióndel queso. e
e

Marwahay col. (1989)hanestudiadola incidenciade levadurasy mohosen distintasaguas u,

residualesprocedentesde unaindustria lácteaproductorade leches fermentadasy otros u,
u,

derivadoslácteos.Estosautoreshan observadoque la relaciónentre la flora ifingicay la e

total sueleencontrarseentreío3-io4ií o~. ee

u,
Obviamente,el númerode bacteriaslácticaspresentesen las aguasresidualesde e

queseríaestácondicionadoal tipo de coagulaciónempleadoen la obtenciónde la cuajada. U’
e

La Tabla36 muestraunaflora lácticapocoabundanteen las aguasde la queseríamediana, u,

lo queeraprevisibledadoqueenella seelaboraexclusivamentequesofresco.No es esteel e’
e’

caso,en las otrasdos industrias.No obstante,en las tresmuestrasestudiadas,las bacterias u,

u,lácticas semostraronun orden de magnitud por debajode las totales,y frieron menos
U’

abundantesquelas coliformes. e
u,

Aunqueenalimentosla detecciónde bacteriascoliformesestáasociadaaunafalta de e
e

higieneen las prácticasde fabricación,no debensorprenderlos altosrecuentosde estetipo e

de flora hieranmuy elevadosen las aguasresidualesanalizadas,ya queen todos los casos e’
e

dichasaguasincluíanlasaguasde los serviciosdel personal(Tabla36). u,

e

e

e
2. 3. Caracterización de las levadurasseleccionadasy su eficaciaendepuración u,

e

2. 3. 1. Actividadlactúsica U’
e

En primer lugar, se estudióla producciónde fil -galactosidasaduranteel cultivo en e’

e
permeadode lascepasaisladasy decolecciónseleccionadasanteriormente,empleandocomo u,

inóculoscélulasprecultivadasen medioYM sin lactosa.También,sedeterminóla actividad
e

mr

mr
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lactásicaen el medio libre de células al final del cultivo de las cepasseleccionadas,no

detectándoseactividadalgunaenningúncaso(datosnomostrados).

Comopuedeverseen lasFiguras31 y 32, la actividadlactásicacomenzóa detectarse

en todas las cepasa partir de las 14 h de incubaciónen los cultivos iniciadoscon ío~

ufc/mL, salvoen los correspondientesa lascepasdel géneroCandida (NCYC 143, NCYC

744 y DF-5), dondeapareciódoshorasmástarde.El nivel de poblaciónen esaflise estaba

entre106y í07 ufc/mL. La actividadlactásicano semantuvoestablea lo largo del cultivo,

sinoquemostróvariacionesen función del tiempode incubacióny de la cepa(Figuras31

y 32). Al alcanzarla faseestacionariaseobservóen todos los casosunadisminuciónde la

actividadlactásicallegandoa nivelespróximosa O en las cepasNCYC 151, 1368y 744,

DF-5, AF-9 y AT-10 al final del cultivo (Figuras31 y 32). En la Tabla37 seobservaque

los nivelesmáximosdeproducción(expresadosenunidades/mg)sealcanzaronen distintos

tiempos de incubación dependiendode la cepautilizada, correspondiendosin embargo

todosellos a cercade 108 ufc/mL, o sea,principiode la faseestacionaria.

Comoseve en la Figura31, las 6 cepasde la colecciónbritánicaseclasificaronen 2

grupos, según a la actividad lactásicamáxima registrada.El primer grupo incluye a

aquellascuya actividad máxima lite inferior a 150 timoles ONP/min/107u.f.c y está

constituidopor las cepasNCYC 151, 1429, 1368 y 744; el segundoincluye a las cepas

NCYC 1548 y 143, las cualesmostraronunaactividad mayora dicho valor (Figura 31).

Dcl mismo modo se puedenagruparlas cepasseleccionadasentre las procedentesde

efluentesde quesería,quedandoel primer grupoconstituidopor lascepasDF-5, DF-27, y

el segundoporAF-9, AT-7 y AT-10 (Figura32).

Los valoresmáximosobtenidosen lascepaspertenecientesal géneroKluyveroinyces

oscilaronentre46 y 380 nmolesONPIminIlO7 ufe; mientrasque los correspondientesa las

cepas del género Candidalo hicieronentre1,2 y 259 nmoles ONP/min/107 ufe (Figuras 31 y

32). En este sentido, cabe resaltar la gran capacidad de síntesis de esta enzima observada en

la cepaAT-7 (Kluyveromyces¡narxianus)procedentede la queseríapequeña,cuyaactividad

máximaalcanzólos 380nmolesONP/min/107ufc (Figura 32), o sea,aproximadamenteun

50%másquela cepade colección másactiva, CandidakefyrNCYC 143.

229



Resultados y Discusión

400

350

300

250

200

150

100

50

o

350

300

250

200

150

100

50

o
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo(horas)

Evolucióndela actividadlactásicade lascepasde lacolecciónbritánica
durantesucultivo en permeado.(A) Cepasconbaja actividad lactásica
(inferior a 150 nmolesONP/minIlO7ufc): K. marx¡anusNCYC 151 ( • )
yNCYC 1429c[o),K lact¡sNCYC1368(u)yC. kefrrNCYC744( a).
(II) Cepasconaltaactividadlactásica(superiora 150nmolesONPImin/107
ufc): C. kefrr NCYC 143 (4) y K ladis NCYC 1548 (A).

230

e,

u’

u’

e

e

e’

e’

o
<-4

d <7
.2 o

~j, —

o.—

j~C

o,

‘Ito

e

e

e

u,

U’

e.
U’

u,

e’

e’

e’

e’

e

e’

u.

e’

e’

u,

e

U’

e’

U’

u,

e

e’

e’

e’

e’

e

e

e

U’

u,

u,

u,

u,

e’

e’

U’

U’

Figura 31.

U’

e’

e’



Resultados y Discusión

400

350

300

250

200

150

loo

50

o

350

300

250

200

150

100

50

o
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo(horas)

Evoluciónde la actividadlactásicade lascepasaisladasen este trabajo
durantesucultivo en permeado.(A) Cepascon baja actividad lactásica

(inferiora 150timolesONP/min/107ufe): C. intermediaDF-5 ( • ) y K
marxianusDF-27 (o). (B) Cepasconaltaactividadlactásica(superiora
150 nmolesONP/minulO7ufc): K. tnarxianus AF-9 ( u ), AT-7 ( A ) y
AT-l0(t).

ci

<4j —

½,

• rt~

Figura 32.

231



Resultados y Discusión

Tabla 37. Actividad lactésica, tiempo de cultivo y recuentos de levaduras

correspondientesal valormáximode actividadlactásicaregistradoen las

cepasanterionnenteseleccionadas,cultivadasenpermeado.

Actividad lactásica
(unidades/mg célula)

Tiempo de cultivo
(horas)

Recuentos (ufc/xnu)

NCYC 143 1,04 22 4,2 x io~

~ NCYC 1548 0,92 43 8,5 x 102

NCVC 744 0,43 22 1,5 x 108

u
uu,

NCYC t429

NCYC 151

0,23

0,10

43

20

2,2 x 108

2,4 x 108
NCYC 1368 0,10 43 2,5 x

AT-7 1,25 22 9,5 x l0~

~ AT-16 0,87 43 7,4 x io~

~ AF-9 0,41 20 i,3x 108

cJ DF-27

DF-5

0,31

0,01

22

43

8,8 x

5,1 , ío8

Parece evidente que el nivel máximo de ¡3-galactosidasaalcanzable no

característicapropiadegéneroo especie,sino específicadecadacepa.

es una

Las oscilacionesen la actividad lactásicaobservadasen las Figuras 31 y 32 son

presumiblementeel resultadode la combinaciónde efectosinductorese inhibitoriosparala

síntesisde la enzima ejercidospor la lactosa y los monosacáridosprocedentesde su

hidrólisisintracelularo presentesen bajaconcentraciónen el suero.

Es bien conocidoqueen Escherichia cotí, la síntesisde ~-galactosidasaesinducida

por lactosa (tras convertirseen alolactosa),e inhibidacatabólicamentepor glucosa(efecto

éstequeseanulapor la adicióndecAMP). La presenciade glucosacausarepresiónde un

gran númerode genescodificadoresde enzimasrequeridaspara la utilización de otros

mono-,di- y oligosacáridos(Melcher, 1997).
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La síntesisde ~-galactosidasaen levadurasse induce en presenciade lactosay/o

galactosa(Dickson y Markin, 1980; Pedriquey Castillo, 1982; Castillo, 1990) y la

velocidadde inducciónpuedevariar de unascepasa otras(Barbosay col., 1985).Díckson

y Markin (1980)hanestimadoen 40 min el tiempo mínimorequeridopor Kluyveromyces

lactis var. ladús NCYC 1368 parainiciar la actividadlactásicatras la adición de 8 mlvi

lactosa,requiriéndoseademásunaconcentraciónmínimade entre1 y 2 mM de lactosapara

quetengalugardichainducción.La edadde las célulasinfluye en la rapideze intensidad

de la respuestaa la inducciónde lactasapor lactosa;Dicksony Markin (1980)observaron

quelascélulasjóvenesdeK lachs var. ladis respondena la inducciónenmenostiempoy

con mayoresniveles de enzima que las células de fase estacionaria.El descensode

actividadlactásicaal fmal del cultivo podríaserpuesdebidono sólo al agotamientode la

lactosadel perneado,sinotambiénal envejecimientode lascélulasproductoras.

La galactosatieneun papelmáscomplejo: inducela síntesisde lactasa,peroinhibe la

de lactosa-permeasa,y además,parece inhibir la hidrólisis del o-nitro-phenyl-~-D-

galactopiranósido(ONPG)catalizadapor la lactasa.

Laglucosa,por suparte, inhibe la síntesisde lactasapero no la reacciónde hidrólisis

enzimáticade ONPG.Teniendoencuentaqueconcentracionesde glucosasuperioresa 0,2

mlvi actúancomorepresorasde la síntesisde la enzimaen algunascepas,comoC. kefrr

NCYC 744(Pedriquey Castillo, 1982),esposiblequelos restosde glucosapresentesen

penneado(0,2-1,3mM) jueguen,temporalmente,un ciertopapelrepresor.Algo análogoha

sido observadopor otros autores,creciendolevadurasen mediosartificialescon glucosa

(Dicksony Markin, 1980;Pedriquey Castillo, 1982).

La lactosay susmonosacáridosno sólo intervienenen la regulaciónde la síntesisde

la ¡3-galactosidasa,sino que también lo hacenen el transportede la lactosaal medio

intracelular,actuandocomoinductoreso represoresde la síntesisde la lactosa-permeasa,

comosecomentaen el apartado2. 3. 2. al tratarla velocidadde desapariciónde la lactosa.

La mayoría de los estudios previamente publicadossobrerendimientosde lactasa,han

sido realizadosconsuerodesproteinizadoy empleandodistintossuplementosnutritivos, lo
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e,

u’

u’

*
que Imita sucomparaciónconnuestrosresultadosobtenidoscon permeado.Porejemplo,

e,

Balesy Castillo (1979)y Siso (1994)al cultivar C. kefrr NCYC 744 y K. ladis var. lacas
NCYC 1368 (NRRL Y-l 140) en estetipo de suero, registraron un máximo de actividad e’

e
lactásica4 y 10 vecessupenorrespectivamente,al obtenidoen permeado(Tabla37). Sin
embargo,otrosautoresal cultivar diversascepasdeK marxianus ensuerossuplementados, e’

e

obtienenunosnivelesmáximosentre0,24y 1,36unidades/mg,próximosa los quenosotros e

e

hemosobservadoen permeado(Sánchezy Castillo, 1980;Barbosay col., 1985).
u,Hay que teneren cuentaademás,que la concentraciónde lactosaempleadaen los
e

mediosdescritosen la literaturaoscilaentre15 y 80 g/L (Balesy Castillo, 1979; Sánchezy e
e.

Castillo, 1980; Barbosay col., 1985; Siso, 1994), lo que puedeafectardrásticamentea la e

magnitudde la síntesisde lactasa(Balesy Castillo, 1979; Dicksony Markin, 1980). Existe e’
e

una relacióndirecta entre la concentraciónde lactosaen el medio y el nivel de lactasa, e

u,aunqueesarelacióndependadel tipo decepa.Diversosautores han estimadoentre73 y
e

150 gIL la concentraciónde lactosanecesariaparaalcanzarel nivel máximodeproducción e
e’

de ¡3-galactosidasaen distintas cepasde K. marxianusy C. kefyr (Wendorffy coL, 1970; e’

Mahoneyy col., 1974;Balesy Castillo, 1979).Esposiblepuesque la concentraciónnatural e
e

de lactosa en permeado(43 g/L) esté por debajo de la óptima para obtenerel máximo u,

rendimientode lactasaen las cepasestudiadas. e’
e

ePuedehaberinclusootros factores implicadosen los resultadosen cuantoa lactasa
e’

obtenidosde nuestroscultivos. Uno de ellos podría ser la disponibilidadde oxigeno. Los e’

e
cultivos en matrazaireadosporagitaciónno proporcionanconcentracionesaltasde oxígeno
en solución (Kato y Tanaka,1998).Unaconcentraciónquellegaraa estarpordebajode los e’

e’

0,01 mmolesOiL podría favorecerla expresiónde la lactasa(Mahoneyy col., 1974;

Barberisy Gentina,1998).También la temperaturay el pH puedentenerun papel.A este e’
u,

respecto,seha observadoen otrascepasde Kluyveromyces y Candida que la producción

e’

de ¡3-galactosidasa se estimula en un 20% cuandola temperaturade incubaciónpasade
300C a 280C (Wendorffy col., 1970) y en un 40% cuandoel pH inicial del medio es e

e’

inferior a4 (Wendorfl’y col., 1970;Balesy Castillo, 1979; Sonawaty col., 1981).
e

e
e

u,
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Entodaslas cepasaquírecogidas,comoen la inmensamayoríade lasdescritasde los

génerosKluyveromycesy Candida, la (3-galactosidasaera intracelular(Balesy Castillo,

1979; Castillo, 1990; Bacci Juniory col., 1996). Seha observadonoobstantequealgunas

cepasdeKluyveromycessoncapacesde liberarla enzimaal medioextracelular(Carvalho-

Silva y Spencer-Martins,1990), lo que indudablementees una ventaja si se pretende

recuperarla lactasaconfmescomerciales.

2.3. 2. Consumo de azúcares vs.DQO

La lactosadel sueroes responsabledel 70-90%de su cargacontaminante(Mickle y

col., 1974; Kisaalita y col., 1987), por lo que el consumode este azúcardeberíaen

principio retiejarseen la DQO. Algunos autoreshanpropuestola utilizaciónde levaduras

parareducir la DQO del suero(Moresi y col., 1980a;De Felicey Scioli, 1994). Por este

motivo, seestudióla evoluciónen permeadoy suero,de la concentraciónde los principales

carbohidratosy de la DQO duranteel cultivo de las cepasseleccionadas.

2. 3. 2. 1. Cultivo en permeado

A fin de disminuir el tiempo requerido para el agotamientode la lactosa del

permeado,en todos los casosse utilizaron como inóculo células con la lIS-galactosidasa

previamenteinducida, tal y como han descrito diversos autores(Mickle y col., 1974;

Dicksony Markin, 1980; Pedriquey Castillo, 1982;Dicksony Barr, 1983).

Las Figuras33 ay 33 A muestranla evoluciónde la desapariciónde lactosadurante

el cultivo de lascepasde la colecciónbritánica,agrupadassegúnsu nivel deproducciónde

lactasa.Al cabode 48 h de cultivo, todaslas cepassalvo la NCYC 1548, habíanutilizado

el 100% de la lactosa inicial, con independenciade su capacidadparaproducir lactasa

(Figuras 33 a y 33 A). No se apreciarondiferencias importantesentre estascepas,en

cuantoa la velocidad de consumo del azúcar. Por otra parte, la glucosa y la galactosa,que

235



e>

Resultados y Discusión
e,’

e,

e,

e,

100

80

4
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo(horas)

Evoluciónde ladesapariciónde la lactosainicial (%) (a, A), dela Demanda
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ladisNCYC 1368 ( u ) y C. kefrrNCYC 744 ( rl’). Letras mayúsculas:
Cepascon actividad lactésica> 150 timoles ONP/min/107ufc: K lactis
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partíande concentracionesinicialesde alrededorde 1 mM enamboscasos,desaparecieron

en todoslos cultivos traslasprimeras24 h de incubación(datosno mostrados).

Al irse determinandolos valoresdeDQO del mediolibre decélulasa lo largode los

cultivos, observamosque la producciónde ¡3-galactosidasano guardabarelación con la

disminuciónde la DQO. Así por ejemplo,en los cultivos de las cepasNCYC 1548, 143 y

1429 disminuyeronpoco la DQO (inicialniente48.700mgl y por encimade los 30.000

mg/L al final de la incubación,Figuras33 by33 B). Porel contrario,lascepasNCYC 151,

744y 1368redujeronla DQOhastaun 45 - 56% de la concentracióninicial (Figura33 b).

Comopuedeverseen la Figura33, el agotamientode la lactosaen los cultivos deestastres

últimas cepas(48 h) no se reflejó de forma inmediataen la DQO, sino que fueron

necesarias24 h másde incubaciónparaconseguirel máximodescenso.Atribuimos éstoa

unadegradaciónincompletade la lactosa,quesetraduciríaen la acumulaciónen el medio

de productossolublespoco volátiles, sobre todo alcoholesy ácidosorgánicos,como se

discutemásadelante.

La evoluciónde la acidezen los distintoscultivos puedeverseen las Figuras33 e y

C. Enellasseapreciaqueduranteel cultivo de lascepasNCYC 1368y 1548,el pH llegó a

ser inferior a 5. Es interesanteresaltarque en algunoscultivos (NCYC 143, 744 y 1429),

el pH primerodisminuye,paraalcanzardespuésvaloressimilaresa los iniciales.La acidez

podría condicionar la velocidad de crecimiento de las levaduras, cuandodesciendea

valoresde 5 o inferiores.

Llegadosa estepunto,nos planteamossi la disminuciónde la DQO podríarealizarse

conmayorceleridady eficaciaaumentandola concentracióncelular inicial de los cultivos.

Aunquela mayorpartede los autoresexpresanla concentracióndel inóculo en unidadesde

peso,es posibleestimarlos recuentoscelularesiniciales empleadospor distintos autores

entreio~ y lo9 ufc/mL (Mickle y col., 1974;Bayer, 1983; Ghalyy Sing, 1989;De Felicey

Scioli, 1994). En nuestroestudio,hemosobservadoel efectode la magnitud del inóculo

sobrela DQO empleandonivelesiniciales entre ío4 y 1 o~ ufc/m, y utilizando la cepaque

habíamostradounamejor aptitudparareducir la DQO, la NCYC 744. Comopuedeverse

en la Figura34, sóloa cortoplazodanmejor resultadolos inóculosgrandes.
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Mickle y col. (1974)sin embargo,handescritoun 30 % másdedescensode la DQO e’

e
del sueroal aumentar5 vecesla concentracióncelular inicial de las levaduras(de 2 x io~ a

e1 x ío~ ufc/mL). En nuestrascondiciones,comoobtuvimosaproximadamenteun 20% de e’

mejoraenvelocidadde reducciónde la DQO a las24 h al aumentarel inóculode lo4 a í05 e

ufc/mL decidimosemplearesteúltimo valor comopunto de partidade los cultivos de las ‘e
e’

cepasaisladas, u,

u,

En la Figura 35 semuestranlos resultadosreferentesa la evoluciónde la lactosa,la e’

DQO y el pH en los cultivos en permeadode algunasde las cepasque aislamosde U’
e

efluentesdequesería.A diferenciade lo observadocon las cepasde la colecciónbritánica e’

e
estudiadasanteriormente,en estegrupo de cepassí se observarondiferenciasimportantes
en la velocidaddeutilización de la lactosa(Figuras35 ay A). Destacaronen estesentido, e

u,
lascepasde K. marxianusAT-7 y AT-lO, queal cabode 24 h de cultivo habíanconsumido

un 73 y 61% de la lactosainicial, respectivamente(Figuras 35 a y A). Estasdos cepas U’
U’

frieron, juntocon la AF-9, las quehabíanmostradoademásmayorcapacidadde síntesisde e

lactasa(Figura 32 B). Todaslas cepasaisladasde efluentesutilizaron la totalidad de la
e’

lactosadel permeadotras34 h de cultivo (Figuras35 a yA). e
e

e

e
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e’

e’

e,

La evolución de las concentracionesde glucosa y galactosano se diferenció
significativamentede la ya descritaparalas levadurasde la colecciónbritánica(datosno

mostrados).
e’

En todos los cultivos de cepasde efluentes,los descensosde la DQO registrados e
e’

(Figuras 35 b y 35 B) frieron inferiores a los obtenidoscon las cepasde la colección
e

británica(Figuras33 b y B), a pesarde queseutilizó un inóculo con unaconcentración e
e’

celular superior. Ninguna de las cepasempleadasfUe capaz de reducir la DQO del e

e’permeadopor debajode los 30.000mgl tras72 h de cultivo (Figuras 35 b y B). Este
u,

hechoseobservóinclusoen los cultivos de aquellascepasconmayorcapacidadde síntesis u,

u,

de lactasay velocidadde consumode lactosa(AT-7, Al-lO y AF-9). e
e’

La evolucióndel pH en estoscultivos semuestraen las Figuras35 c y C, dondese
u,

puede apreciarque sólo en el correspondientea la cepaDF-27, se registraronvalores e.
e

inferiores a 5. Atribuimos la disminución del pH observadaen nuestroscultivos a la u,

producciónde ácidos orgánicosy CO2 comoresultadodel metabolismofermentativode la e.
U’

lactosa.Lasubidadel pl-! registradaal final del cultivo podríadeberseala utilizacióncomo e

e
sustrato de parte de los metabolitos secundarios acumuladosen el medio, tras el

e

agotamientode otros nutrientesde usopreferente(Reinboldy Takemoto,1988; González e
e’

Sisoy col., 1996). u,

e

Hay quetenerencuentaque la desapariciónde la lactosadel permeadopuedeverse
tambiénafectadapor la concentraciónde oxígenoy el pH del medio,ya queestosfactores

condicionanel transportede este azúcaral interior de la célula. A este respecto,K

marxianus,K. lacdsy C. kefyr en condicionesaerobiastransportanla lactosamedianteel

sistemaprotón-simporteinducible,enel queparticipala permeasatransportadora(Dickson

y Markin, 1980;vanderBroeky van Steveninck,1982;Bozey col., 1987; Carvalho-Silva

y Spencer-Martins,1990), limitándoseenormementedicho transportecuandoel oxígeno

escasea(Sims y col., 1984; Bamett, 1992). Sin embargo,algunascepasde estasespecies

son capacesen ausenciade oxígenode continuar transportandola lactosamedianteel

sistemade difúsión facilitada (Bametty Sbus, 1982).Aunquede fonnaexcepcional,este

último mecanismode transportese ha observadoen algunascepasde K. marxianus

e’
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(Carvalbo-Silvay Spencer-Martins,1990). Por otra parte, el valor óptimo de pH parael

transportede la lactosase ha estimadoentre4 y 5 (Dicksony Barr, 1983),valoreséstos

próximosa los alcanzadosennuestroscultivos.

La actividad lactosa-permeasay la inducción de esta enzima en presenciade

azucares,puedenjugar un papelen la velocidadde desapariciónde la lactosa.Es sabido

que concentracionesde lactosay glucosaen el medio de alrededorde 111 y 14 mM,

respectivamente,puedenser suficientespara inhibir el transportede lactosaen ciertas

levaduras(Pedriquey Castillo, 1982; Dicksony Barr, 1983). Lavelocidaddedesaparición

de la lactosadel medioestápuesíntimamenterelacionadaconsu transportey puedevariar

entreespecies.Los valoresdescritosde K~ parael transporteoscilandesde10 xM paraC.

kefyr NCYC 744 (Castillo, 1990),hasta2,8 mM paraK. lactis var. lactis NCYC 1368

(Dicksony Barr, 1983).

La pobrecoaelaciónobservadaentrela desapariciónde la lactosadel penneadoy la

disminución de la DQO, pareceser consecuenciade las rutasmetabólicasparcialmente

anaerobiasal parecerseguidaspara la degradacióndel azúcar. Las especiesestudiadas

rinden mayoritariamenteATP, CO2 y H20 como productosfinales del catabolismode la

lactosaen condicionesde óptima aerobiosis(Gancedoy Serrrano,1989; Inchaurrondoy

col., 1994). Este balancetendríaun efecto máximo sobre la DQO del medio libre de

células. Sin embargo,en condicionesde escasezde oxígenoestasmismas levaduras

producendistintos metabolitosintermedios,muchosde los cualessolo son parcialmente

volátilesy seacumulanen el medio extracelular,contribuyendoa su DQO. Son productos

de estemetabolismoparcialmenteanaerobio,el etanol (Moresi y Sebastiani,1979; De

Felice y Scioli, 1994, Jiang, 1995; GonzálezSiso y col., 1996; Kiers y col., 1998),

acetaldehido,etilacetato,n-butanol,n-propanol,alcohol isoamílico,etc. (De Felícey Scioli,

1994; Jiang, 1995) y diversos ácidosorgánicos.Para favorecerla eliminación de estos

metabolitosdel medio duranteel cultivo de K. marxianusy reducir así más la DQO,

Moresiy col (1980b)proponenaumentarla temperaturade incubacióna340<?paraacelerar

el procesoy optimizar la volatilización de parte de los productos finales. También la

concentraciónde lactosadel medio determinael predominode unau otra víametabólica
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e,

e,

e,

u’

(respiratoriao fermentativa)(Castrillo y Ugalde,1993).Así, Siso(1994)ha observadoque e,

K. lactis NCYC 1368 puedeproducirun 50% másde etanolal aumentarsela lactosadel
U’

mediode 30 a 50 g/L. e
e

En función de los resultadosobtenidosen este apartadoseleccionamospara las U’

e
siguientesexperiencias,lascepasNCYC 151,744y 1368,AT-7, Al-lO yAF-9. u,

u,

e

u,

2. 3. 2. 2. Cultivo enpermeadosuplementado e
e

La adición de distintas fuentesde nitrógenoyio de fósforo, en concentraciones u,

comprendidasentre0,2-2%y 0,4-0,5%,respectivamente,hasidopracticadaparaoptimizar e’

u,

el crecimientoy el uso de las fuentesde carbono,por partede las levaduras cultivadas en

esuerosdesproteinizadosy efluenteslácteos(Moresiy col., 1980a;Bayer, 1983; Marwahay
e

col., 1 988b). Ante la posibilidad de que el crecimiento en permeadode las cepas e

u,
seleccionadasfuera deficiente en nitrógeno y/o fósforo, ensayamosel efecto de la

e

suplementaciónconjuntacon sulfato amónicoy fosfato dipotásicoal 0,5% (De Felice y U’
e

Scioli, 1994)sobrela reducciónde la DQO en los correspondientescultivos.Tal ycomose u,

muestraen lasFiguras36y 37, la citadasuplementacióndel permeadono sólono favoreció U’
u,

el descensode la DQO, sino que en algunoscasosseredujomenos(cepasNCYC 151 y u,

Al-lo), u,
e’

e’
Aunqueel sulfatoamónicoesusadofrecuentementecomosuplementode los cultivos

e’

de levadurasparafavorecerel rendimientode biomasao la reducciónde la DQO de sueros u,

e
lácteos (Moresiy col., 1980a;Bayer, 1983;De Felicey Scioli, 1994),su efectono siempre u,

espositivo. La adición de másde un 0,1% de estasal a efluenteslácteosinoculadoscon U’

e’

determinadascepasde K. marxianus parareducir su DQO, tiene un resultadoadverso,

según Marwaha y col. (1988b). Estos autoresobservaronque con ese suplementola u,
e

reducciónfmal de la DQO eraun 30-50 % inferior a la obtenidaen el cultivo control, lo e

e’que essimilar al registradoennuestrocultivo de la cepaNCYC 151. Segúnlos mismos
U’

autores,la bajaeficaciamostradapor el sulfato amónicoparasuplementarel crecimientoy
e’

reducirla DQO, podríadebersea queesaslevadurasasimilanestasalde forma incompleta

e

e’
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Figura 36. Evolución de la DQO (mgl) durante el crecimiento de las cepasde
colecciónK. rnarxianus NCYC 151(A), C. kefyr NCYC 744 (B) y
K ladftsNCYC 1368(C) enpermeado(.)y enpermeadoconsulfato
amónicoy confosfatodipotásicoal 0,5% (p¡v) (o).
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Figura 37. Evoluciónde la DQO(mg/L) duranteel crecimientode las cepas
aisladasde elluentesK. tnarxianusAF-9 (A), Al-? (II) y AT-10
(C) en permeado(e ) y en permeadosuplementadocon sulfato
amónicoy con fosfatodipotúsicoal 0,5% (p/v) (o).
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o a quese induce unaacumulaciónde iones amonio en el medio que ejerce un efecto

inhibidor,parcial o total, sobrela asimilacióndel nitrógenoorgánico.

Al igual queel antonio,el fósforo sueleincluirseentrelos suplementosparamejorar

el crecimientode levadurasen medios naturalesprocedentesde leche (Moresi y col.,

1 980a; De Felice y Scioli, 1994). Aunque no disponemosde datos sobre el efecto

individual que el fósforo ejerce en los cultivos para la reducciónde la DQO, si se ha

descritoquea concentracionescomprendidasentre0,01 y 0,5 %, favoreceel crecimientoy

la utilización de lactosaen cepasde 16 marxianus(Wendorffy col., 1970; Haiju y col.,

1976).Sin embargo,esteefectopositivono sehaobservadoen cultivos de C. kefi’r (Balesy

Castillo, 1979).

2.3.3.Sedimentaciónespontánea

Dado que ninguna de las cepas de levadura seleccionadas resultó tener buena

capacidadde floculación, nos propusimosdeterminar si eran capacesal menos de

sedimentarde fonnanatural aunquefriera lentamentedespuésde su cultivo en permeado.

Estacapacidadpodríaserexplotadaparaconcentrarlascélulas,antesde suseparación,una

vezfinalizadoel crecimientoypor tanto,el tratamientoconellasdel sueroo permeado.

Al estudiarla sedimentaciónen ampollasde decantacióndurante5 h a temperatura

ambientede cultivos en reposo,sin aireación,de las5 mejorescepas,observamosque3 de

ellas las NCYC 151, AF-9 y AT-7 decantabancon un frente de separación nítido,

concentrándoselas células,tras 5 h en menosdel 50%del volumeninicial (Tabla38). Los

cultivos de lascepasNCYC 744yAT-L0, por el contrario,no llegaronapresentarestetipo

de frente.

Como puedeverseen la Tabla 39, tras las 5 h de reposo,en todos los casosse

recuperaronmásdel 50% de las células en la mitad inferior del volumen del líquido de

cultivo. Las mayorestasasde recuperacióncorrespondena los cultivos de las cepasNCYC

151 y AF-9 conporcentajesde recuperacióndecélulasentomoal 90%.
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Tabla 38. Desplazamientodel frente de separación

levaduras,expresadocomo% delvolumen

Tiempo NCYC ~
(mm)

0 0

30 1

60 2

120 20
180 25
240 45

300 60

nd. El frentenoeranítido.

NCYC 744

0

¡ni
nd

nd

nd

nd

nd

AF-9

0

‘5
20

35

45

50

55

durantela sedimentaciónde
queresulta clarificado.

AT-7

0

40

50
50

nd

nd

nd

AT-10

o
nd

nd
nd

nd

nd
nd

Tabla 39. Tasasde recuperaciónde levaduras,decantadasen la mitad inferior

del volumendel líquido tras5 h desedimentación.

NCYC 151 NCYC 744 AF-9 AT-7 AT-1O

Tasarecuperación<%) 89 80 96 67 67

El tiempo del ensayoes critico para la comparación de los resultadosde floculación

(Tablas 27 y 32), registrados tras sólo 3 minutos de observación de cultivos jóvenes, y los

de sedimentación espontánea, en los que las 5 h de reposopermitenunaintervenciónde

dos fenómenos, el estrictamentefisico-quimico, de agregaciónde partículas, con el

biológico, de envejecimiento del cultivo. Un trabajode Calleja(1987)estudiaalgunosde

los procesosimplicados; a tiempos largos y concentracionesde células altas, se van

agregandopaulatinamentelascélulasquecuandosereúnenen gruposo fióculosde másde

10 unidades,decantana velocidadnotoriamentesuperior.

La sedimentación libre tiene lugar por la fuerza de la gravedad de acuerdo con la ley de

Stokes (Earle, 1988), que en principio sólo es aplicable cuando el flujo es laminar y las

partículas,esféricas:
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11) = diámetro

g (PP - G = fuerza de la gravedad
= densidadde la partículasólida

— donde: densidaddel líquido
18 ~ TV viscosidaddel líquido

Sin embargo, se ha comprobado quetambiéncuandoel movimientodepartículases

de tipo browniano, como es el caso de las células de levaduras y sus agregados en

condicionesfisiológicas(Calleja, 1987), la velocidadde sedimentaciónseajustaa esta ley

(Mafart y Béliard, 1994) estandoen función del diámetrodel flóculo agregado.Segúnla

mismaleyde Stokes,incluso lascélulasindividualesde las levadurasincapacesde flocular

tenninarían decantando, ya que su densidad(1,05-1,1gIL) (Schmidt-Kastnery Gólker,

1987) es superior a la del permeado utilizado (1,004 g/L).

2. 3. 4. Crecimientoen suero

Despuésde analizar los resultados de los cultivos de las levaduras en permeado,

donde no hay otro tipo de células, nos propusimoscomprobarsu comportamiento,en

cuantoa crecimiento,consumode lactosay reducción de la DQO, en suerocrudo de

queseríadondehay una microbiotavariada,competidorao quizásinclusoantagonista.El

suerodulceutilizadocomomediode cultivo teníaunosrecuentostotalesde 1 x 10=ufc/mL

y un número de bacteriaslácticasde aproximadamenteun orden de magnitud inferior.

Comopuede verse en la Figura 38, el númerode microorganismostotales, tanto en los

cultivos inoculadoscon levaduras,como en el suero control, alcanzóalrededorde i o9

ufe/niL tras 24 h de incubacióna 3O~C. En estamismafigura seobservaque al final del

cultivo todaslas cepasde levadurahabíansuperadolas i07 ufc/mL, salvo la AT-10, cuyo

máximonivel decrecimientofue dealrededorde 106 ufc/mL,probablementepor ser la más

fácilmenteantagonizadapor lasbacteriaslácticas.

A pesar del bajo nivel inicial de microorganismos del suero empleado, cuando se

compararonlas curvasde crecimientode las cepasde levaduraen sueroy permeado,se

observó que en todos los casos los niveles alcanzadosen suero fueron inferiores,

exceptuandoel casode la cepaNCYC 151, cuyascifras finalesfUeronsimilaresenambos
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Figura 38. Crecimiento de microorganismostotales( • ) y de levaduras(o ) a lo
¡argo del cultivo en suero crudo dulce de las cepas 16 marxianus NCYC
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medios(Tabla40).Ante la obviaventajade disponerdeunamayordisponibilidadde N en

suero que en permeado, el suero crudo presentaseriosinconvenientesparael crecimiento

de las levaduras.Las bacteriaslácticascrecenmásdeprisaque ellas, compitenpor los

mismossustratosy producendiversosmetabolitosde efectoantagonista,comosecomenta

másadelante.

En la Tabla 41 seobservacomoel pH inicial del suero(6,6) bajó hasta4,2 en el

control en tan sólo 24 li de incubación.Los pHs de los suerosinoculadoscon las cepas

NCYC 151 y 744 y AT-7 fueron los que mostraronun menor descensodurantetoda la

incubación (Tabla 41). En general, para todas las cepasde levadura ensayadas,los

descensosde pH registradosen los cultivos en suero fueron más acusadosque los

registradosen permeado(Figuras33 y 35, Tabla41).

En laFigura39 A seobservaquesólo en los cultivoscon lascepasNCYC 151 y AT-

10 seregistróunavelocidaddeconsumode la lactosaapreciablementemayorqueensuero

control (no inoculado),habiéndoseutilizado aproximadamenteel 60% de la concentración

micial deesteazúcartras 24 h de incubación(frentea un 10% en el control).Además,se

comprobóqueal finalizarel cultivo de la cepaAF-9 todavíaquedabaun 15 % de la lactosa

inicial, igual queenel suerocontrol(Figura39A).

Al comparar los porcentajes de desaparición de la lactosaen los cultivos en sueroy

permeado,seapreciaquesólo lascepasNCYC 151 yAT-10 mostraronconsumossimilares

en ambosmediosa las 24 h de cultivo (Tabla 42). En estemismotiempo, el restode las

cepashabíanutilizado, al creceren suerocrudo,entreun 20 y un 54 % menosde lactosa

del consumidoal crecerenpermeado(Tabla42).

El valor de DQO del sueroaquí empleadofue de 60,000 mgl, lo que suponeun

30% másde cargacontaminanteque su correspondientepermeado(Figuras 33 b y B y

Figura 39 II). Al estudiarla evoluciónde la DQO del suerolibre de células,duranteel

cultivo de las cepasde levaduraseleccionadas,observamosque la AT-7, Al-lO y NCYC

151 fueronlasqueredujeronesteparámetroen mayormedida,proporcionandoporcentajes

de reducción del 34, 30 y 23%, respectivamente(Figura 39 B). Las dos últimas cepas
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señaladashabíandestacadotambiénpor su mayor velocidadde degradaciónde la lactosa

del suero(Figura 39 A). Al comparar la capacidadde las cepasde reducir la DQO en

ambos medios, se observa quesólo unacepa, la AT-7 proporcionóun mejor resultadoen

sueroqueenpermeado(Tabla43).

Tabla41. EvolucióndelPH durantela incubaciónde levadurasensuerocrudo.

Tiempo Control NCYC 151 NCYC 744 AF-9 AT-7 AT-10

Oh 6,6 6,6 6,6 6,6 6,6 6,6

24h 4,2 5,0 4,6 4,2 5 4,2

48h 4,1 4,7 4,7 4,2 4,6 4,3

72/a 4,5 4,8 5 4,1 4,5 4,5
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e,

e’

so

U’

Tabla 43. Reducciónde la DQO (%) duranteel cultivo de las levadurasen u,

sueroy permeadoa las 72 h de cultivo. e

e

Cepas Suero Permeado

NCYC151 23 31

NCYC 744 20 34

AF-9 15 35

AT-7 34 26

AT-1O 30 32

Convienerecordarque la cargamicrobianainicial, y en particular, el nivel de

bacteriaslácticasen el sueroaquíempleado,es particularmentebajo. Esto sedebea la

buenacalidadhigiénicade la lechecruday al quesoelaborado(de Burgos),obtenidopor

coagulaciónenzimáticay sin adición de cultivos iniciadoreslácticos.Es obvio que las

diferenciasdc resultadoentrepermeadoy suero,seríanmuchomásacusadas,de emplearse

suerosácidos.

Las limitacionespara crecimientoen suerocrudo de las levadurasutilizadorasde

lactosa,parecenserresultadodc las interaccionescon los otrostiposde flora allí presentes,

particularmentecon las bacteriaslácticas.Es bien conocida que la flora láctica puede

ejercerun efecto antagonistasobre otros microorganismosgraciasa la producciónde

diversos ácidos orgánicos, metabolitos derivados del oxígeno (entre ellos, H=O=),

antibióticos, etc (Piard y Dcsmazeaud,1991 y 1992; De Vuyst y Vandanime, 1994;

Ouwehand, 1998). La acumulación de ácidos en el suero y el consiguiente descenso del

pH, no parecesersin embargoel factorlimitanteparael crecimientodeK. marxianus, pues

esta especie tolera bastante bien pHs de hasta 4 (Wendorffy col., 1970; De Sanchezy
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Castillo, 1980; Praphailongy Fleet, 1997). Algunos de los compuestosantiniicrobianos

producidospor las bacteriaslácticas,como el ácidoláctico,el peróxidodehidrógenoy el

etanol (De Vuyst y Vandainme,1994; Ouwehand,1998) tienenpoco efecto sobre el

crecimientode C. kefyr y K. marxianus, ya que estaslevaduraspuedenutilizarlos y/o

degradarlos(Lodder, 1971; Kocková-Kratochvílová,1990). No obstante,sehan descrito

otros compuestos que sí pueden ejercer un efecto inhibidor del crecimiento de las

levaduras,como es el caso del diacetilo y los ácidos acéticoy benzoico,cuya acción

dependedel pH del medio (Jay, 1982; Moon, 1983; De Vuyst y Vandanime, 1994;

Ouwehand,1998). El ácido benzoicoa concentracionessuperioresal 0,025% inhibe el

crecimientodeK. marxianusa pH 4 (Praphailongy Fleet, 1997).Lactobacillusreuteri, una

especiequeabundaen el tracto gastrointestinalde los mamíferos,peropuedeencontrarse

con cierta frecuenciaen lechede vacacruda (Casasy col., 1998),producereuterina,un

compuestoantimicrobianocapazde inhibir a la flora lúngica, en presenciade glicerol.

DadoqueK marxianus y tU. kefyrsoncapacesde producirglicerol a partirde la lactosadel

permeado(Jenqy col., 1989;Rapiny col., 1994),esposiblequeen nuestrascondicionesla

reuterinallegara a sintetizarse.Por otra parte,uno de los aminoácidosmayoritariosdel

sueroes, comoya sehamencionadoanteriormente,el ácido glutámico(Glassy Hedrick,

1 977a; Zalí, 1992), que puedeserutilizado por algunasbacteriaslácticas(Lactobacillus

casel,Sireptococcusbovis) para producir ácido piroglutámico(Ouwehand,1998). Este

compuestoejerceun efectoinhibidorimportantesobrebacteriasGram-negativasy positivas

(Ouwehand,1998),peroaúnno seconocesuefectosobrelevaduras.

Es posible que la menor velocidad de degradaciónde lactosamostradapor las

levadurascuandosecultivanensueroenvezdeenpermeado,sedebaa quepuedenutilizar

otros sustratos,producidospor las bacteriaspresentesen el suero.En estesentido,seha

descritoqueademásde liberarácidolácticoy otrosácidosorgánicosal medioextracelular,

algunas bacterias lácticas (Strepococcus termophilus, Lactobacillus delbrñckii,

Lactobacillus acidophilus) tambiénpuedenexcretargalactosa,procedentede la hidrólisis

intracelularde la lactosa(Axelsson,1998).La galactosay el ácidoláctico sonutilizados

porK marxianus con unaK~ aparentedc 1,2 y 0,42 mM, respectivamente(Boze y col.,
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e

u,

1987;Fonsecay col., 1991),lo queindica unamayorpreferenciapor dichossustratosque U’

u,

por la lactosa(Km de 2 mN4) (Bozey col., 1987).
U’

Aunqueno disponemosde datosde otros autoressobrela reducciónde la DQO del
U’

sueromedianteel cultivo de levadurasencondicionesdebajaaireación,Harden(1996)ha e

e
publicadoque la DBO5 del suerosereduceun 30% menosque la del permeadotras el e

cultivo deKluyveromycesmarxianusen condicionesde aireaciónforzada.Estadiferencia u,

U’

podría debersea una mayor acumulaciónde compuestosprocedentesdel metabolismo

anaerobiode las levadurasy del restode la flora presenteenel suero,comolo demuestran e’
e

los valoresfmalesdepH, másbajosensueroqueenpermeado. U’

e
Parala comparaciónde los efectossobrela DQO de los cultivos en suero,conviene e

u,
recordar que existen considerablesdiferencias cuali- y cuantitativas en cuanto a

e’

composiciónde sueros,segúnel procesode elaboraciónde quesodel que procedan. e’

U’

Asimismo, de un mismo suero pueden obtenerse distintos permeados,segúnel tamañode u,

eporo de la membranade ultrafiltración, y el intervalo de tiempo transcurridoantes de
u,

efectuarla operaciónde ultrafiltración,quepennitaun mayoro menorgrado deproteolisis. —

e

u,

e’

2. 4. Optiniizaciónen fermentadordelos cultivos en permeado
u,

En este estudio se utilizó un fennentadorcon aireación reguladapara evitar la
e’excesivaproducciónde etanol,y paramejorarla reducciónde la DQO, bajaen los cultivos
e

en matraz,debidopresumiblementea la insuficienteaireación. e

e-
En los cultivos en fentientadorde C. kefyrNCYC 744,el aportede 1 volumendeaire e’

e
por volumende medio de cultivo por minuto (v.v.m.), no hite suficienteparamantenerun

e’

nivel constantedeoxigenación;a las 10 h de incubaciónla presiónparcial deoxígeno(p02) e’

e
estabayapróximaal 0%(datosnomostrados).Además,aunqueel crecimientoy el consumo

de lactosa fueron más rápidos en fermentadorque en matraz, sólo se consiguió una
U’

reducciónde la DQO del 57% (datos no mostrados).Al ser la disminución de la DQO
u,

nuestroprincipal objetivo, las siguientesfermentacionesse realizaroncon bombeode 02
e

e
e
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puro, requiriéndoseen algunasfasesdel cultivo un flujo dehasta1,6 v.v.m. a unapresión

aproximadade 1 bar,paramantenerunapO~ dcl60%.

2. 4. 1.Aireaciónforzada

Al final de la incubación(48 h) en permeadoconaireaciónforzada,el crecimientode

las cepas NCYC 744, 151 y AT-7 había superadolas 1(9 ufc/mL (Figura 40 A).

Expresandoen pesoel crecimientofinal de la biomasaproteica(gIL) sepuedecomprobar

queel mayorrendimientocorrespondióala cepaNCYC 744(7 g/L), siendoel de lascepas

NCYC 151 y AT-7, respectivamente,un 6 y un 27%inferior(Tabla44).

En todos los casoscon aireaciónforzadase produjo un descensode pH, que fue

menosacusadoen el caso de la cepaNCYC 151 (Figura 40 B). En el cultivo de la cepa

NCYC 744, sin embargo,y a partir de las 35 h, el pH comenzónuevamentea elevarse

hastaalcanzarun valor próximo al del perineadoinicial (Figura 40 B). Es probableque

estosedebaa la utilizaciónde algunosde losácidosorgánicosy lo alcoholesformados.

En la Figura40 C se observaque a las 24 h de incubaciónde los cultivos de las 3

cepasensayadas,sehabíaagotadocompletamentela lactosainicial del permeado,siendola

evoluciónde la utilizaciónde esteazúcarmuysimilar en todos los casos.

En la Figura 40 D puede verse cómo la OQO del permeadohabía descendido

considerablementeal final del cultivo de las cepas NCYC 744 y 151, alcanzándose

porcentajesde reduccióndel 86 y 89%, respectivamente,coincidentescon las tasasde

reduccióndel CarbonoOrgánicoTotal (COT) (Figura 40 D y Tabla44). La cepaAT-7

redujola cargacontaminantedel permeadoen unporcentajebastantemenor.

En la Tabla44 puedeversetambiénquea las 48 h de incubación¡a reducciónde

sólidostotalesdel líquido libre de célulasdel cultivo de AT-7, tite un 10% inferior a la

registradaen los cultivos de las cepasde la colecciónbritánica.En estamismatabla se

muestrala determinacióndel CarbonoInorgánicoTotal (CIlfl a las 48 h, que paralas 2

cepasdecolecciónno varió significativamenteporefectodel cultivo (Tabla44).
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Tabla44. Característicasde los cultivos en permeadode 3 de las cepasde levadura,
tras48 h de incubaciónconunaP02 constante del 60%.

Cepa

ST

(g/L)

Biomasa

(g/L)

Recuentos

(ufc/mL)

C1T

(mg/L)

COl?

(% reducción)

DQO

reducción)

NCYC 7’~ 14,7 7,0 4,4 x 10~ 97 86 86

NCYC 151 14,7 6,6 5,7x 108 III 84 89

AT-7 19,2 5,1 2,1 x 108 - - 60

- Sólidos totales(ST) delsobrenadantelibre de células(g/L), biomasaproteica(g/L), recuentosde
levaduras(ufdmL), CarbonoInorgánicoTotal (CIl?) (mg/L), CarbonoOrgánicoTotal (COT) (%)
y Demanda QuímicadeOxígeno(DQO).

- ST inicial del permeado:46 g/L.
- CJTinicial dei pernieado:70 mg/L.

El crecimientoen 48 h de las cepasNCYC 744y 151 a lo largode la incubaciónen

fermentadorconaireaciónforzadafue 3 vecessuperioral mostradoenmatraz(Tablas40 y

44). Por el contrario, la cepaAT-7 creció demanerasimilar. Otrosautoreshan observado

mejoresrendimientosde biomasaal cultivar diversascepasdeK marxianus y C. kefrr en

suerosdesproteinizadoso en mediosqueconteníanlactosaal aumentarmás o menosla

aireación.Así, conunosincrementosde aireaciónmínimos(de O a 0,15 v.v.m.), Ghalyy

EI-Taweel(1995a)multiplicaron por 1,3 susrecuentoscelularesde C. kefyr. Del mismo

modo,Barberisy Segovia(1998)aumentaronun 56% la biomasafmal de K. marxianus al

aportara un cultivo no aireadounaaireacióndel 30%de saturación.Vananuvaty Kinsella

(1975) incrementaronen un 175% el rendimientoen biomasa, utilizando 1 v.v.m., tras

aumentar la agitaciónde 300 a 700 rpm. Podemosconsiderar, en conjunto, que el

rendimientoen biomasade las 3 cepasestudiadascultivadasen permeadocon aireación

forzadafue al menosaceptable(5,1 — 7 g/L), puesaunquesehandescritorendimientosde

entre4 y 11,4 gIL al cultivar diferentescepasde K. marxianus en este mismo medio con

niveles de aireacióninferiores a los nuestros(1 v.v.m.) (Vananuvaty Kinsella, 1975;

Mahmoudy Kosikowski, 1982),otros autoreshanpublicadocifras de 5,3 g/L cultivando
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esta especie en suero desproteinizado por calentamiento, que es más rico en nutrientes

(Harden, 1996).

Comoya sehabía observadoanteriormenteen matraces,la máximareducciónde la

DQO de los cultivos en fermentadorno se alcanzóhasta24 h despuésde agotarsela

lactosa,coincidiendocon unarecuperacióndel pH (Figura 40). La aireaciónaumentada

mejoróen un 34%el descensode la DQO con la cepaAT-7, y enmásde un 50% con las

cepasNCYC 744 y 151 (Tablas43 y 44). En algunos trabajos (Oholson y Gough, 1980;

Ghaly y Singh, 1989) se describencultivos de K marxianusen sueros (pasterizados o

esterilizados),queregistranen 24 h porcentajesde reducciónde la DQO del 67 y del 42%

respectivamente,cifras similaresa las obtenidaspor nosotroscon las cepasNCYC 744,

NCYC 151 y AT-7, en tiemposcomparablesy partiendode inóculosmenosconcentrados.

Otrosautoressin embargohanobtenidoporcentajesde reducciónde la DQO próximosal

90%trascultivar determinadascepasdeK marxianus en sueroso suerosdesproteinizados

(no permeados)suplementadoscon algunafuentede nitrógenoy/o de fósforo (Moresi y

col., 1980b;De Felicey Scioli, 1994; Harden,1996). Pesea que estosautorestrabajaron

connivelesde aireacióninferioresa los nuestros(flujos de airedeentre0,5 y 1,2 v.v.m),

obtuvieronesosresultadoscon tiemposde incubaciónmás cortos que los nuestros, debido

presumiblemente a la mayor riqueza del medio, o al mayor tamaño del inóculo.

Es probable que, a pesar de mejorar la aireación, no consiguiéramosevitar la

producciónde etanoly otros metabolítos,ya quecuandoseagotóla lactosa,el valor de la

DQO todavíaeramásdel 50% del inicial, en las 3 cepasestudiadas(Figura40 D}. El pH

por otra parte mostraba aunvaloresbajos(Figura40 B) y sepodíandetectarsensorialmente

fUertes aromasafrutados.Dado quesepartede un permeadoconun contenidoen Sólidos

Totales(ST) de 46 g/L, y de eso, 43 gIL son de lactosa, el nivel final de SólidosTotales

(Tabla 44), aproximadamenteun 25% del inicial, parece corresponder a la porción no

volátil de los productosfinales de la fermentación.En este sentido,Barberisy Segovia

(1998) han descrito que el mantenimiento del oxígeno disuelto al 30% reduce la

producciónde etanol en un 76% (no sobrepasandolos 0,94 gIL) al cultivar K. marxianus

en un medio con 42,6 gIL de lactosa. Sin embargo, otros autores han señalado
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anteriormenteque inclusoen condicionesde máximaaireación,Kluyveromyces, debidoa

su metabolismorespirofermentativo,sigue produciendociertas cantidadesde etanol

(Moulin y col., 1981; Castrilloy Ugalde,1993; Inehaurrondoy col., 1994; GonzálezSisoy

col., 1996; Kiers y col., 1998). Esta fermentaciónde Kluyveromyces ¡narxianus en

condiciones aerobiasha sido atribuida a desequilibriosentre el incremento del flujo

glucolítico (consecuenciade la altaconcentraciónde lactosa)y su capacidadrespiratoria

quees limitante (Castrillo y Ugalde,1993). Debidoa estedesequilibrio,seacumulagran

cantidadde pirúvico, quesedesvíahaciala formaciónde etanoly otroscompuestos.No

obstante,la evoluciónde la DQO posterioral agotamientode la lactosapareceindicar que

casi todos los metabolitosproducidosdurantela fermentación,responsablesde la DQO

fmal, o sonutilizadospor las levadurasunavez agotadala lactosa(crecimientodiáuxico)o

ven favorecidasu volatilización graciasal efectopurgantequeproporcionael sistemade

aireación.

Se puede plantearpuesel interrogantede cómoafectaa lascélulasel mantenimiento

de un nivel tan elevado de oxigenación (el 60% de la saturación del aire corresponde

aproximadamentea 690 gM 021). A este respecto,varios autores han resaltadola

importancia de la concentración del oxígeno sobre la regulación del metabolismo

energéticoy la síntesisdelasproteinasy otroscompuestosquecombatenel estrésoxidativo

(Poytony Burke, 1992; Bunny Poyton,1996; Burkey col., 1997).Burkey col. (1997)han

observadoque los genesque codifican las subunidadesde la citocromo oxidasac (la

principal consumidora de oxígeno) alcanzan su mayor nivel de expresión cuando la

concentración de oxígeno es de 200 gM 02 (aproximadamenteel 100% de saturacióndel

aire); a medidaquedesciendeestaconcentración,desciendela expresiónde estaenzimay

por tanto, la energíaquesegeneradurantela fosforilación oxidativa. Se conocetambién

que varios de los genes quecodifican enzimasquepuedenatenuarel estrésoxidativo en

levaduras (catalasas A y T), son inducidaspor el oxigeno(Hórtuery col., 1982; Bunn y

Poyton, 1996).
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2. 4. 2. Suplementacióncon nitrógenoyfósforo
U’

El cultivo aerobio de levaduraspara la producciónde proteínaunicelular (SCP — e,

Single Celí Protein-)suele tenergeneralmentea la depuracióncomounode susobjetivos e’
e

(Ghaly y Singh, 1989; Ghalyy EI-Taweel, 1995b). Varios autores señalan que cuando la e’

e

finalidad del cultivo es la producciónde biomasa,caso en que la formaciónde etanoly u,

otroscompuestosorgánicosesindeseable,los requerimientosnutritivosde las levadurasse e
e

debenincrementar,siendoinsuficienteslos sustratosnaturalmentepresentesen el suero e

(Castillo, 1990; Kilara y Patel, 1992).Dado quevariosautoreshanconseguidodescensos u,

U’

de la DQO del 90% en periodosde tiempo máscodosa los nuestros,suplementandolos e.

emedios (suerosy suerosdesproteinizados)con fuentes de nitrógeno y/o de fósforo y e

mejorandola aireación(Moresi y col., 1980b; De Felicey Scioli, 1994; Izlarden, 1996), e’

e
intentamosemular estos rendimientosadicionandoconjuntamenteal permeadosulfato e

amónicoy difosfatopotásico,ambosal 0,5%(p/v). e’
U’

Con la suplementaciónse obtuvo un mayor crecimientode la cepaNCYC 744 (un e’

e’

16%másde biomasa)pero la evolucióndel pHy la velocidadde consumode lactosade las u,

cepas NCYC 744 y 151 fUeron similares a las observadasen los cultivos sin U’

e

suplementación(Figuras 41 A versus40 A, Tablas45 vs. 44). A pesar de la mayor u,
e’

produccióndcbiomasaen el cultivo suplementadode la cepaNCYC 744,la reducciónde
U’

la DQO y de los Sólidos Totalesfueinferior a la obtenidaen el control (Figuras 41 D VS. 40 e
e.

D y Tablas44 y 45). El descensodel COT observadoen los cultivos suplementadosde

NCYC 744 y 151 coincidió con el de susrespectivasDQOs,y el CII fue ligeramente e.
e

inferioral de los correspondientescultivoscontrol(Tabla45 vs. 44). u,

u,

El ligero aumentode biomasaen los cultivos suplementadosde NCYC 744, fue u,

similar al observado por Harden (1996) al suplementar suerodesproteinizadocon un 2% de e’
e’

nitrógenoparael cultivo de K marxianus (no se especifica el grado de aireación). Sin e’

e’
embargo,otros autores que han estudiadoel efecto de la suplementacióncon sulfato

U’

amónicoal 1%, no hanobservadoningún efecto aparenteen el crecimientode diversas e’

e
cepasde Kluyveromycesmarxianus,al cultivarlas en permeadocon unaaireaciónde 1

v.v.m.(Mabmoudy Kosikwski, 1982). e’

e’

e’
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Tabla 45. Característicasde los cultivosen permeadode las cepas(7. kefrr NCYC 744 y

K mandanus NCYC 151, tras 48 h de incubacióncon una PO2 constante del
60% y suplementaciónde SO4(NI-14»y K2HPO4al 0,5%(p/v).

Cepa ST

(gIL)

Biomasa

(gIL)

Recuentos

(ufc./mL)

CIT

(mgIL)

COT DQO

(mg/L) (%) (nig/L) (%)

Inicial 46 - i0~ 70 21.045 - 48.262 -

NCYC 744 19,3 8,1 8,2 x lOs 49 7.575 64 19.287 59

NCYC 151 22,1 6,0 5,1 x io~ 67 5.400 74 12.355 75

- Sólidos totales (ST) del sobrenadantelibre de células(g/L), biomasaproteica (g/L), recuentosde
levaduras(ufc/mL), CarbonoInorgánicoTotal (CIT) (mg/L), CarbonoOrgánicoTotal (COT) (mg/L y
% dereducción)y DemandaQuímicadeOxígeno(DQO) (mgl y % dereducción)

En conjuntolos descensosde la DQO obtenidosfueroninferioresa los obtenidossin

suplementación(Figuras 36, 40 y 41). Tanto en permeado como en permeado

suplementado,la cepaNCYC 151 fue la que mostró mejoresresultadosen cuantoa

disminuciónde la DQO, lo quepodríaatribuirseasumenorcapacidadfermentativa.

2. 4.3.Suplementacióncon hierro

El contenidoen hierro del permeadoesbastantepobre(4,1-16gM) (Zalí, 1992). Este

metal es necesariosobre todo para la síntesis de enzimasimplicadas en los procesos

respiratoriosde las levaduras.Considerandoque el mantenimientode las célulascon una

aireaciónequivalenteal 6O~/o de saturación,podríaprovocar un desequilibrio metabólico

debidoa la escasezde estenutriente,adicionamoscloruroférrico aunaconcentraciónde2

mMa los cultivos de la cepa que había mostrado una mejor aptitud parareducir la DQO

(K marxianusNCYC 151).

Paradójicamente,comoresultadode esteenriquecimiento,el crecimientoal inicio de

la incubacióntite ligeramenteinferior queel mostradopor el control(Figuras42 A vs. 40
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A). Al fmalizar el cultivo no se registrarondiferenciasdestacadasen cuantoa númeroy

pesocelular(sólo un 3% superiorqueel control) (Tablas44 y 46). La adiciónde hierro no

modificó significativamenteni la evolucióndelconsumode lactosani el pH (Figuras40 B

y C vs. 42 A y B), ni tampocoel descensode la DQO, quetan sólo fue un 1,5%superioral

del control (Figuras 40 D y 42 B). La reduccióndel COT coincidiónuevamentecon la de

la DQO(Tabla 46). Finalmente, comprobamos que los sólidos totales se redujeron tan sólo

un 0,6%respectoal controlsin suplementar(Tablas44 y46).

De Felice y Scioli (1992) sugierenque concentracionesde cloruro fénico 3 mM

mejoranla producciónde biomasadeK marx¡anusen un 13%. Sin embargo,estacepase

cultivó enun sueroya suplementadocon nitrógeno,fósforoy extractode levadura,por lo

que, esa mayor producción podría deberse al aporte de mayor cantidadde nutrientes

distintos del hierro.

La escasa mejora sobre la reducción de la DQO, parece sugerir que la

suplementación con hierro es inoperante para nuestrosfines, y/o en nuestrascondiciones.O

porque no sea éste el nutriente limitante, o porque contribuya, junto con el abundante

oxígeno,al estrásoxidativo de las células.

Tabla 46. Característicasde los cultivos en permeadode K ‘narxianusNCYC 151 tras
48 h de incubaciónconuna~O2constantedel60%y suplementaciónde cloruro
férrico 2 mM.

Cepa

ST

(g/L)

Biomasa

(g/L)

Recuentos

(ufc/mL)

CIT

(mg/L)

COT

(% reducción)

DQO

(% reducción)

NCYC 151 14,4 6,8 4,! x i08 93,8 90 91,4

- Sólidos totales(ST) del sobrenadantelibre de células(g/L), biomasaproteica (g/L), recuentosde
levaduras(ufc/mL), Carbono Inorgánico Total (CIT) (mg/L), CarbonoOrgánicoTotal (COT) (%) y
DemandaQuímicadeOxígeno(DQO).

- ST inicial del permeado: 46 g/L.
- CI’)’ inicial del permeado: 70 mg/L.
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Conclusiones

1. Paracomprobarsuaptitudparacreceren el líquido ultrafilttado &enneado)del suerode

quesería,seseleccionaron11 cepasde levadurade las coleccionesespañolay británica,

capacesde utilizar lactosay pertenecientesa los génerosKluyveromyces, Candida y

Debaryomyces.Las cepasde esteúltimo génerocrecíanmuy lentamenteenestemedio;

el resto lo hacíancon tiempos de duplicación de 70 a 100 horas. La velocidadde

utilización de lactosade cadacepano secorrelacionócon su actividadlactásica.En la

mayoría de las cepas se observaron dos máximosde actividad lactásicaa lo largo del

crecimientoen permeado.El máximo de actividad registrada¡he de 250 nmoles de

ONP/min/107ufc, paraunaCandida kefyr.En nuestrascondicionesde cultivo, 4 de las

cepas(dos Kluyveromycesrnarxianusy dos Candida kefyr) consumíantoda la lactosa

del permeadoen menosde 48 horas.

2. Con el objeto de compararsus característicasmedíoambientalesy para usarloscomo

fuenteparaaislar nuevascepasde levaduras,seanalizaron3 efluentesde queseríasde

las Comunidadesde Madrid y Castilla-LaMancha. El diluente de la queseríamás

pequeñaresultó,congrandiferencia,el másconcentradoenmateriaorgánica,debidoa

un mayorcontenidode sueroy al menorgastodeaguaempleadoen los procedimientos

de limpiezamanual.En esamismaquesería,aproximadamentela cuartapartede los

microorganismospresentes,eran mohosy levaduras. En contra de lo esperado,las

bacteriascoliformesfueronen los treseflentesmásabundantesquelas lácticas.

3. A partir de esosefluentes,seaislaronun total de 59 cepasde levaduras,13 de ellaspor

aislamientodirecto y e! resto trasadaptaciónal crecimientoen permeado.5 de las 59

cepas(2 de aislamientodirecto y 3 adaptadas)resultaroncapacesde consumir, en

nuestrascondiciones,todala lactosadel penneadoen menosde 48 horas;unade ellas,

en menosde 24 horas.Tampocoen esteconjuntodecepasla velocidadde utilizaciónde

lactosa se correlacionócon la actividad lactásica. El máximo de actividad lactásica

registradalite de 375 nniolesde ONP/minilO7ufc, paraunaKluyverornycesmarxianus.
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e

e

De estas5 cepas,4 fueronidentificadascomoKluyveromycesmarxianusy la otra, como e.

Candida intermedia.
e’

e,
u,

4. Las levaduras,de colección o aisladasde efluentes, en las que se observó mayor
velocidad en la utilización de lactosa, no mostraron aptitud para la floculación u,

u,
espontánea,aunhabiendoalcanzadola faseestacionaria.Sin embargo,tras5 horas de

reposo,al menosdos terceraspartesde las células,decantabanen la mitad inferior del u,

e
volumendel cultivo; en los cultivos de unade las K marxianus, sedimentanasí el 96% u,

U’

de lascélulas.Estopuedeabaratarloscostesderecuperación. U’

e’

e

5. La reducción de la DQO del líquido libre de células, a las 72 horas de cultivo en e

permeado(matraces)de las cepasseleccionadas,tanto de coleccióncomode efluentes, e’
e’

¡tedel 25 al 50 %, debidopresumiblementeaun metabolismoparcialmenteanaerobio,
u,por aireacióninsuficiente. Las cepascon menor actividad lactásica fueron las que
u,

proporcionaronmayordescensode la DQO. U’

e’

e’

6. Paramejorardicha reducciónde la DQO, seprobó a suplementarlos permeadoscon U’

e’
nitrógenoy fosfato, sin obtenersediferenciassignificativas. Sin embargo,al bombear

oxígenoen los cultivos (en fermentador),sellegó a unareducciónde la DQO del 89 %, e’
e’

con una de las K. marxianus,con un rendimiento de 6,6 g de levadura por litro de u,

e’penneado.El mayorgastoen aireación,podría puesverse compensado por una mayor
e

reducciónde la DQO en el líquido de cultivo y por la recuperaciónde célulasutilizables U’

e’

comofuentede proteínay lactasa. —

u,

e

7. Lascepasquehabíandadomejor resultado,en cuantoa reducciónde la DQO, al crecer
enpermeado,dieronresultadosmuy inferioresal sercultivadasen suerodulce, debido U’

U’

presumiblementeal antagonismoejercidopor la microbiotadel suero. e’

U’

u

e’

u,

e’

e
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8. Paraestudiarlos efectosde la hidrólisis de la lactosaen la depuraciónde efluentes,se

hidrolizó la lactosa del permeadocon una lactasa comercial. A tiempos codos de

incubación, hay indicios de formación de galacto-oligosacáridos,por efecto de la

actividadtransgalactosidásieade la enzima.Prolongolandola incubación,sin embargo,

tambiénlos oligosacáridossonhidrolizados.

9. Comparandocultivos (en matraz) de 3 días, inoculadoscon microflora de aguas

residualesurbanas,en permeadointacto(control) y conla lactosahidrolizada,seobservó

quela hidrólisis no hacíaaumentarla concentraciónde microorganismostotales,ni la

proporción (mayoritaria) de bacteriascoliformes. Mientras que en el control solo se

consumióaproximadamentela mitadde la lactosaal cabode los 3 días,en el cultivo con

lactosahidrolizada,la glucosaseconsumióel primerdíay la galactosaentreel segundo

y el tercero.Esto sólo supusounamejorade la reducciónde la DQO, por efectode la

hidrólisis de lactosa, de un 27 a un 53 %, segúnel tipo deaguaresidual.Estemoderado

impactosobrela DQO, pudieradebersea la acumulaciónen el mediode productosdel

metabolismo parcialmenteanaerobioy al aporte que hacen las hecesa las aguas

residualesde una gran proporción de bacterias anaerobiasobligadas, que en las

condicionesdel ensayo,seestánlisandoy contribuyendoa la DQO y a la nutrición del

restode los microorganismospresentes.

10. En los cultivos con la lactosahidrolizada comentadosen la conclusiónanterior, se

observaron,sin embargo,diferenciasnotablesen cuantoaalgunoscompuestosderivados

del metabolismomicrobiano. Las más marcadasfueron un aumentodel 55 % en la

concentraciónen el mediode ácido acético,un 1.800 % en la de etanoly un 28.000%

en la de glicerol. La hidrólisis del permeado con lactasa aislada y el metabolismo

parcialmente anaerobio que la aprovecha,podríanreemplazara gran parte de la fase

hidrolítica (microbiana) de los tratamientos convencionalesde depuraciónanaerobia,

acelerando el conjunto del proceso.
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NORMATIVA
MEDIOAMBIENTAL CITADA





Normativamedioambientalcitada

Ley 29/1985, de 2 de agosto,de Aguas. (BOE n0 189, 8/8/1985;correcciónde erroresen
BOE n0 243, 10/10/1985).

Real Decreto849/1986, de 11 de abril, por el que se apruebael Reglamentodel Dominio
Público Hidráulico que desarrollalos títulos Preliminar, 1, IV, V, VI y VII de la Ley

29/1985, de Aguas (BOE n0 103, 30/4/1986; correcciónde errores en BOE n0 157,
2/7/1986).

Real Decreto 1315/1992, de 30 de octubre, por el que se modifica parcialmenteel

Reglamentodel Dominio PúblicoHidráulico quedesarrollalos títulos Preliminar,1, IV, Y,

VI y VI de la Ley 29/1985,de 2 de agosto,de Aguas,aprobadopor el RealDecreto

849/1986(BOE n0 288, 1/12/1992).

Real Decreto 927/1988, de 29 de julio, por el que se aprueba el Reglamentode la
AdministraciónPública del Agua y de la PlanificaciónHidrológica, en desarrollode los

títulos II y III de la Leyde Aguas(BOE n0 209, 3 1/8/1988).

Ley 22/1988,de 28 deJulio,de Costas(BOE n0 181, 29/7/1988).

Real Decreto 1471/1989, de 1 de diciembre, aprobandoe] ReglamentoGeneral para

desarrollo y ejecuciónde la Ley 22/1988, de 28 de Julio, de Costas (BOE n0 297;

12/12/1989).

Directiva 91/271/CEE,del Consejode 21 de mayo de 199] sobreel Tratamientode Aguas
ResidualesUrbanas(DOCE n0 L 135/40,30/5/91).

Real Decreto-Ley 11/1995, de 28 de diciembre, por el que se establecenlas Normas
aplicablesal Tratamientode lasAguasResidualesUrbanas(BOEn0 312,30/12/1995).

RealDecreto509/1996,de 15 de marzo,de desarrollodel RealDecreto-Ley11/1995,de 28
de diciembre,porel queseestablecenlas Normas aplicablesal Tratamientode las Aguas
ResidualesUrbanas(BOE no 77, 29/3/1996).

RealDecreto2116/1998,de 2 de octubre,por elque semodificael RealDecreto509/1996,

de 15 demarzo,de desarrollodel RealDecreto-Ley11/1995,de 28 de Diciembre,porel

quese establecenlas Normasaplicablesal Tratamientode las AguasResidualesUrbanas
(BOE n0 251,20/10/1998;correcciónde erratasBOE n0 286, 30/11/1998).

Resolución de 28 de abril de 1995, dc la secretariade Estadode Medio Ambiente y

Vivienda,por la quese disponela publicacióndel Acuerdodel Consejode Ministrosde 17
de febrerode 1995, porel que seapruebael PlanNacionalde Saneamientoy Depuración
de AguasResiduales(130En0 113, 12/5/1995).

Ley 10/1993,de 26 de octubre, sobrelos VenidosLíquidos Industrialesa] SistemaIntegral
de Saneamiento(BOCAM n0269, 12/11/1993).
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Directiva 96/61/CE,de 24 de septiembre,relativaal Control y PrevenciónIntegradosde la

Contaminación(IPPC)(DOCE u0 L 257, I0/10/1996).

Directiva 91/156/CEE,del Consejode 18 de marzo de 1991, por la que se modifica la
Directiva75/442/CEErelativaa los Residuos(DOCEn0 L 078; 26/3/1991).

Directiva 75/442/CEE,del Consejode 15 dejulio de 1975, relativaa los Residuos(DOCE
n0 L 194; 25/7/1975).

Ley 11/1997,de 24 de abril, de Envasesy ResiduosdeEnvases(BOE n0 99, 25/4/1997).

Real Decreto 782/1998, de 30 de abril, por el que se apruebael Reglamentopara el
desarrolloy ejecuciónde la ley 11/1997,de 24 de abril, de Envasesy Residuosde Envases

(BOE n0 104; 1/5/19989.

Ley 10/1998,de 21 deabril, de Residuos(BOE n0 96; 22/4/98).

Real Decreto 2224/1993,de 17 de diciembre, sobreNormas Sanitariasde Eliminación y
Transformaciónde AnimalesMuertos y Desperdiciosde Origen Animal y Protección

frenteaAgentesPatógenosenPiensosdeOrigenAnimal (BOE u0 16; 19/1/1994).

Resoluciónde4 de julio de 1996, de la direcciónGeneralde SaludPública,por la quese

adoptan Medidas Urgentes de Supresión Cautelar de la Entrada de Determinados
Productosde AnimalesBovinos procedentesde Francia,Irlanda,Portugaly Suiza(BOE

n0 178; 24/7/1996).

Ley 20/1986, de 14 de mayo, Básica de ResiduosTóxicos y Peligrosos(BOE n0 120,

20/5/1986).

RealDecreto833/1988,de 20 de julio, queseapruebael Reglamentoparala ejecuciónde la
Ley 20/1986,BásicadeResiduosTóxicos y Peligrosos(BOE n0 182, 30/7/1988).

Orden de 13 de octubrede 1989, por la quesedeterminan]os Métodosde Caracterización

de los ResiduosTóxicosy Peligrosos(BOJEn0270, 10/11/1989).

Real Decreto 952/1997, de 20 de junio, por el que se modifica el Reglamentopara la
ejecuciónde la Ley 20/1986,de 14 de mayo, Básicade ResiduosTóxicosy Peligrosos,
aprobadomedianteRealDecreto833/1988,de 20 dejulio (BOE n0 160, 5/7/1997).

Ley 38/1972,de 22 de diciembre, de Proteccióndel Ambiente Atmosférico (BOE u0 309;
26/12/1972).

Decreto833/1975, de 6 de febrero,por el que se desarrollala Ley 38/1972, de 22 de

diciembre,deprotecciondelAmbienteAtmosférico(BOJE u0 96; 22/4/1975>.
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Orden de 10 de agosto de 1976, por la que se establecenla NormasTécnicaspara el

Análisis y Valoración de los Contaminantesde NaturalezaQuímica presentesen la
Atmósfera(BOE n0 266; 5/11/1976).

RealDecreto1088/1992,de 11 deseptiembre,por el queseestablecennuevasNormassobre
la Limitación de Emisiones a la Atmósfera de determinadosAgentes Contaminates

procedentesde Instalacionesde Incineraciónde ResiduosMunicipales (BOE n0 235;
30/9/1992).

Directiva 86/278/CEE,de 12 dejunio, de proteccióndelmedioambientey, en particular,de
los suelos,en la Utilización delos Lodosde Depuradoraen Agricultura (DOCEn0 L 181,
4/7/1986).

RealDecreto1310/1990,de29 de octubrede 1990,por el queseregulala Utilizaciónde los
Lodosde Depuradora(BOJEn0262, 1/10/1990).

Orden 26 de octubrede 1993, sobre Utilización de Lodos de Depuraciónen el sector
agrario(BOE n0 265, 5/11/1993).25,29/1/1968).

317


	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	DESARROLLO DE PROCEDIMIENTOS PARA EL TRATAMIENTO DE EFLUENTES DE QUESERÍA
	ÍNDICE
	Abreviaturas
	I. INTRODUCCIÓN
	1. Aspectos medioambientales de la actividad industrial
	2. Subproductos alimentarios y sus formas de aprovechamiento
	3. Residuos alimentarios
	4. Tratamiento de residuos alimentarios
	5. Levaduras en medios lácteos
	6. Características y aplicaciones industriales de lactasa

	II. OBJETIVOS
	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	1. Levaduras
	2. Otros microorganismos
	3. Suero dulce y su permeado
	4. Efluentes lácteos
	5. Aguas residuales urbanas
	6. Material general de laboratorio
	7. Reactivos
	8. Cultivos
	9. Obtención de flora microbiana de aguas residuales urbanas
	10. Aislamiento e identificación de levaduras
	11. Análisis post-cultivo de sueros y permeados
	12. Determinación de la actividad lactásica intra- y extracelular
	13. Determinación de la capacidad floculante de las levaduras
	14. Determinación de la capacidad de sedimentación de las levaduras

	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	1. Tratamiento aerobio de permeado de suero lacto-hidrolizado con flora de aguas residuales urbanas
	2. Utilización de levaduras como pretratamiento en la depuración de suero y de su permeado

	V. CONCLUSIONES
	VI. BIBLIOGRAFÍA
	NORMATIVA MEDIOAMBIENTAL CITADA

	RRR: 


