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Evaluación de desechos de la industria quesera para 
la producción de 2-fenil etanol

RESUMEN

La industria quesera genera dos tipos de lactosuero, principalmente, dulce y ácido. Pocos 
son los estudios que han utilizado estos dos tipos de lactosuero para la producción de 
2-feniletanol (2-FE); así como el análisis resonancia magnética nuclear (RMN) para determinar 
el porcentaje de α-β lactosa en cada tipo de lactosuero. Debido a ello, en este trabajo 
se evaluó la producción de 2-FE por Kluyveromyces marxianus utilizando lactosuero dulce 
(LD) y lactosuero ácido (LA). Se realizó el ajuste de los dos tipos de lactosuero a pH 4.8 y 
se pasteurizaron a 63 ºC/30 min con un inóculo inicial de K. marxianus (1 UFC/mL × 
106 UFC/mL). La identificación y cuantificación de 2-FE se realizó por cromatografía de 
gases (CG). K. marxianus logró producir 2-FE en los dos tipos de lactosuero (LD y LA) en 
concentraciones máximas de 0.44 g/L y 0.32 g/L, respectivamente. Para LD se determinó 
un 82.35% de β-lactosa.  

ABSTRACT
The cheese industries generate two types of whey, sweet (SW) and acid (AW). Few studies 
have used both types of whey to produce 2-fenilethanol (2-FE), as well as nuclear magnetic 
resonance (NMR) to determine the percentage of α-β in each type of whey. We assessed the 
production of 2-phenyl ethanol (2-FE) by Kluyveromyces marxianus using as SW and AW as 
substrates. Both types of whey were treated at pH 4.8 and pasteurized at 63 °C for 30 min 
with an initial inoculum of K. marxianus (1 × 106  CFU/mL). The identification and quan-
tification of 2-PHE was performed by gas chromatography (GC). We then determined the 
(α-β) lactose by nuclear magnetic resonance (NMR). K. marxianus was capable of producing 
2-FE in the two types of whey in obtaining maximum concentrations of 0.44 g/L and 0.32 g/L, 
respectively. For SW, we found a concentration of β-lactose 82.35%. 
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Evaluation of waste of the cheese industry for the production of 2-phenyl ethanol
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INTRODUCCIÓN
La industria láctea genera diversos residuos resultado del proceso de manu-
factura de la leche, entre estos residuos se encuentra el lactosuero (Carlvahlo, 
Prazeres & Rivas, 2013). El lactosuero es el líquido que queda después de 
la separación de la cuajada durante el proceso de fabricación del queso y 
contiene alrededor del 50% de los nutrientes de la leche (Parra, 2009; Pru-
dêncio, Müller, Fritzen-Freire, Castanho & Cunha, 2014). La mayor producción 
de lactosuero proviene de la Unión Europea y de los Estados Unidos de 
América (aproximadamente el 70% del total del lactosuero producido a nivel 
mundial) (Mollea, Marmo & Bosco, 2013). Por otra parte, la tasa de produc-
ción de lactosuero tiene un crecimiento global del 2% anual, similar que la 
cantidad producida de leche (Smithers, 2008; Yavad et al., 2014). 

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la eli-
minación de la caseína, entre los principales se encuentran el lactosuero 
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dulce y ácido, el primero se obtiene por la acción de la 
renina en la coagulación de la caseína a pH 6.5 (Arrojo, 
Omil, Garrido & Méndez, 2003). El lactosuero ácido se 
produce cuando la coagulación es por acidificación a 
un pH alrededor de 5.6 (Parra, 2009). 

Independientemente del lactosuero que se genere, 
parte de la producción es destinada al consumo ani-
mal (20%), aplicaciones alimentarias (20%) y el resto es 
vertido sin tratamiento al ambiente (60%) (Valencia & 
Ramírez, 2009; Yavad et al., 2014). Su vertido crea pro-
blemas ambientales y de salud significativos debidos 
a los altos volúmenes generados; así como a la elevada 
carga orgánica. La elevada carga orgánica es atribui-
da al contenido de lactosa (40 g/L – 60 g/L) y grasa 
(0.08 g/L – 10.6 g/L), convirtiéndolo en un residual 
altamente contaminante cuando es vertido sin trata-
miento al ambiente (Carvalho et al., 2013; Prazeres, 
Carvalho & Rivas, 2012). Este presenta valores de la 
Demanda Bioquímica de Oxígeno (30 g/L – 50 g/L) 
y Demanda Química de Oxígeno (60 g/L – 80 g/L) que 
se encuentran por encima de las normas establecidas 
(Spalatelu, 2012). 

Su continua descarga representa un considerable 
riesgo de eutrofización en cuerpos de agua (Prazeres et 
al., 2012). Adicionalmente a ello, ocasiona un rápido 
consumo de oxígeno, grasas de flotación, formación 
de espuma, salinización, acidificación, generación de 
olores desagradables, entre otros (Prazeres, Carvalho 
& Rivas, 2013). 

Sin embargo, la bioconversión del lactosuero, im-
portante por su contenido en lactosa y considerado 
como un sustrato económico, es de gran interés para 
producir compuestos de valor agregado (Aggelopoulos 
et al., 2014; Hadiyanto, Ariyanti, Aini & Pinundi, 2014; 
Páez, Pérez, Araujo, Mármol & Rincón, 2012). Dentro 
de estos compuestos se podría producir el 2-feniletanol 
(2-FE) (C8H10O), el cual es un alcohol con aroma a ro-
sas (Mihal, Krištofíková & Marcŏs, 2013). El 2-FE es 
ampliamente utilizado en la industria alimentaria para 
la modificación de las composiciones organolépticas del 
sabor (olor, sabor, textura, color) de fórmulas frutales, 
helados, dulces, bebidas sin alcohol, gelatinas, pudi-
nes, goma de mascar, entre otros (Garavaglia, Hick-
mann, Mara, Carmo & Záchia, 2007). En la industria 
farmacéutica tiene aplicación como anestésico local y 
antiséptico (Lomascolo et al., 2001). El 2-FE es utili-
zado también en la elaboración de perfumes y cosmé-
ticos (Etschmann, Bluemke, Sell & Schrader, 2002). 

La demanda de 2-FE obtenido por procesos bioquí-
micos es cada vez mayor (Achmon, Zelas & Fishman, 
2013; Wittmann, Hans & Bluemke, 2002). El 2-FE 

puede ser sintetizado por ciertas levaduras a través 
de dos rutas independientes teniendo como precursor 
la L-fenilalanina (Celinska, Kubiak, Bialas, Dziadas  & 
Grajek, 2013). Se ha reportado que Kluyveromyces 
marxianus tiene la capacidad de producir altas concen-
traciones de 2-FE y de utilizar la lactosa como fuente 
de carbono (Gupte & Nair, 2010; Zhou, Xu, Chi, Liu & 
Chi, 2013). 

La producción de 2-FE utilizando K. marxianus, se 
ha realizado empleando diversos sustratos, en su ma-
yoría sintéticos (base nitrogenada con extracto de le-
vadura, base glucosa-peptona-extracto de levadura, 
etc.) (Dragone, Mussatto, Oliviera & Teixeira, 2009; 
Etschmann et al., 2002; Etschmann & Schrader, 
2006; Etschmann, Sell & Schrader, 2004; Fabre, Blanc 
& Goma, 1998). El objetivo fue evaluar los dos tipos 
de lactosuero (LD y LA) obtenidos de la industria que-
sera para la producción de 2-FE, como la búsqueda 
de una alternativa económica y viable para reducir el 
impacto ambiental de éste residual. 

MÉTODOS

Preparación de los dos tipos de lactosuero
Se utilizó lactosuero dulce (LD) y ácido (LA) proporcio-
nado por la industria quesera PROUNILAC del estado 
de Hidalgo (Hidalgo, México). El suero se tomó direc-
tamente de la línea de producción del queso, este se 
colocó en contenedores de polietileno de 4 L, hasta el 
laboratorio y se almacenó a 4 °C, hasta su uso. Se ajus-
tó el pH de los dos tipos del lactosuero (LD y LA) a 4.8 
con H2SO4 1N y se pasteurizó a 63 °C/30 min.  Se pre-
pararon lotes con 100 mL de cada tipo de lactosuero. 

Material biológico
El microorganismo utilizado fue la cepa de K. marxia-
nus ITD00262, que fue aislada e identificada por Páez, 
Arias, Rutiaga, Barrio & Soto (2013). Esta fue conser-
vada en placas con medio AME [Agar para métodos 
estándar (Bioxon, México) a 4 °C, hasta su uso. 

Producción de 2-FE 
La cepa de K. marxianus se sembró en placa de pe-
tri con medio AME y se incubó a 30 °C/24 h (Arsa, 
México). Una asada del cultivo fue transferida a un 
matraz Erlenmeyer conteniendo 100 mL de caldo 
LPY [Lactosa-Peptona-Extracto de Levadura (Bioxon, 
México)] a pH de 4.8. El matraz se incubó en agitación 
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(180 rpm, Shaker Thermo Scientific) durante 12 h a 
30 °C. Posteriormente, se realizaron diluciones deci-
males con diluyente de peptona (Bioxón, México) para 
tener un inoculo inicial de 1 × 106 UFC/mL; este ino-
culo fue adicionado al lote de matraces para cada tipo 
de lactosuero (LD y LA) previamente preparado (pH de 
4.8), los matraces se incubaron en agitación (180 rpm) 
a 30 °C por 72 h. Cada 24 h se tomaron alícuotas de 
1 ml de cada matraz, se colocaron en tubos estériles 
de plástico (Eppendorf, México) y se almacenaron 
a 4 °C hasta su análisis por cromatografía de gases 
para detectar la producción de 2-FE. El procedimiento 
antes mencionado, se realizó por triplicado.

Conteo de levaduras
Periódicamente, a partir de cada matraz, se efectuó el 
recuento de las levaduras mediante la técnica de con-
teo directo al microscopio utilizando la cámara de 
Neubauer (Marienfeld, Germany), usando volúmenes 
de 20 μL para el conteo en cada muestra. Las célu-
las teñidas con azul de metileno fueron consideradas 
como viables.

Cuantificación de 2-FE
Para la detección y cuantificación de 2-FE en las mues-
tras de los dos tipos de lactosuero fermentado, los tubos 
estériles de plástico (Eppendorf, México) que contenían 
1 mL de las muestras de lactosuero fueron centrifuga-
dos a 6000 rpm/3 min. Se retiró el sobre nadante y este 
se filtró con membranas de celulosa con un diámetro 
de poro de 0.5 µm; el filtrado se analizó directamente 
por cromatografía de gases. Se utilizó un cromatógra-
fo de gases Perkin Elmer N931-6403 (Norwalk,USA), 
equipado con un detector FID, provisto de una co-
lumna DB WAX J&W Scientifics (Virgin Islands, USA) 
(60 m × 0.25 mm × 0.25 µm). Las temperaturas del 
inyector y del detector fueron de 250 °C y 300 °C, res-
pectivamente. Se utilizó nitrógeno como gas portador 
a un flujo de 1 mL/min para todas las muestras. El 
extracto inyectado fue de 2 µL; los compuestos (2-feni-
letanol y etanol) se identificaron y se cuantificaron por 
comparación con patrones. La inyección de las mues-
tras se realizó por duplicado.

Resonancia magnética nuclear (RMN 
de lactosa para lactosuero dulce (LD) y 
lactosuero ácido (LA) 
Las muestras de los dos tipos de lactosuero conteni-
das en tubos estériles de plástico (Eppendorf, México) 

fueron centrifugadas a 6000 rpm/6 min. Posterior-
mente, fueron calentadas a 60 °C/30 min hasta evapo-
rar el exceso de humedad. Las muestras se solubilizaron 
en 1 mL de D2O (agua deuterada). Los espectros de 
RMN se obtuvieron utilizando un espectrómetro de re-
sonancia magnética nuclear (Varian NMR, 400 MHz). 
Con la finalidad de determinar la conformación de lac-
tosa para cada tipo de lactosuero y su efecto sobre 
la producción de 2-FE producido por Kluyveromyces 
marxianus. Los espectros de RMN se procesaron y ana-
lizaron utilizando el programa Chemistry.

Modelos matemáticos

Se utilizaron las ecuaciones del modelo de Monod 
para calcular la tasa de formación de producto (rp), 
el rendimiento de biomasa (Yx(biomasa)/s(lactosa)) y la tasa 
de consumo de sustrato (-rs); así como la ecuación 
para determinar la inhibición por producto (rg). Los 
datos experimentales obtenidos por cromatografía de 
gases se ajustaron de manera independiente en las 
ecuaciones matemáticas de Gompertz, Logístico y Ri-
chards, por regresión no lineal de acuerdo a Zwiete-
ring, Jongenburger, Rombouts & Van`t, (1990), con el 
algoritmo de Marquardt. La obtención de los valores 
de las constantes a, xc y k, se realizó con ayuda del 
programa OriginPro versión 8.1, usando el método 
de mínimos cuadrados con un intervalo de confianza de 
95%; a, xc y k son parámetros que describen el com-
portamiento sigmoidal y sirven para determinar la fase 
de latencia (λ) y la velocidad máxima específica de cre-
cimiento (μm). Una vez calculados los valores de a, xc y 
k, como solución al modelo aplicado, se obtuvieron los 
valores de μm y λ, mediante la ecuación correspondien-
te con su solución (Zwietering et al., 1990). El tiempo 
de generación (tg), se calculó de acuerdo a Dalgaard, 
Kamperman, Neumeyer & McMeekin (1994).

Análisis estadístico

Los datos fueron analizados con un análisis de varian-
za de una sola vía (ANOVA), por comparación de me-
dias por LSD (desviación de mínimos cuadrados) con 
un nivel de confianza del 95%, utilizando el software 
STATISTICA versión 8.0. 

RESULTADOS

Se observó que K. marxianus fue capaz de producir 2-FE 
en los dos tipos de lactosuero (tabla 1). Las máximas 
concentraciones de 2-FE obtenidas fueron de 0.44 (LD) 
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y 0.32 (LA) g/L a las 24 h para cada tipo de lactosuero, 
respectivamente. La velocidad de formación de produc-
to (rp) fue ligeramente mayor para el LD (0.34 g L–1h–1) 
en comparación LA (tabla 1). Estos resultados ajusta-
dos con el modelo de Monod (R2 0.98) indican que la 
formación de 2-FE se encuentra asociada con el cre-
cimiento exponencial a lo largo de las fermentaciones. 
Este comportamiento ya ha sido descrito por algunos 
autores (Etschmann et al., 2004; Garavaglia et al., 
2007; Stark, Münch, Sonnleitner, Marison & Stockar, 
2003). Sin embargo, la concentración formada de eta-
nol en LD (24 g L–1) y LA (19 g L–1), indican que este no 
fue utilizado como fuente de carbono por la vía que 
envuelve el glioxilato en el caso del LA, favoreciendo 
la producción de 2-FE como se ha reportado previa-
mente (Wittmann et  al., 2002). Para LA, los resultados 
de la ecuación de Monod muestran una inhibición por 
producto (rg) para etanol de 1.37 g L–1 h–1 con un Kobs = 
0.28; n = 0.5 y un coeficiente de correlación (R2) de 
0.99 (figura 1).

Respecto al crecimiento, se observó un incremen-
to máximo en la concentración de K. marxianus de 
2.7 × 109 y 2.1 × 109 UFC/mL para LD y LA, respec-
tivamente. Estos resultados, del recuento celular son 
superiores a lo reportado por Yadav et al. (2014) quie-
nes reportaron un máximo alcanzado de 5.10 × 108 
UFC/mL en lactosuero diluido. La velocidad máxima 
específica (μm) de crecimiento de K. marxianus utili-
zando el ajuste de los modelos Gompertz, Richards y 
Logístico fueron similares con valores que fluctuaron 
de 0.15 h–1 a 0.21 h–1 con un coeficiente de correla-
ción (R2) de 0.98 (figura 2). Las velocidades específicas 
de crecimiento (µm) para ambos lactosueros son meno-
res que las reportadas por Araujo et al. (2007), quienes 
obtuvieron una μm de 0.29 h–1. 

Por otro lado, los tiempos de generación obtenidos 
en cada tipo de lactosuero concuerdan con lo reportado 
para K. marxianus en medios nutritivos (Banat, Nigam, 
Singh, Marchant & McHale, 1998; Singh, Nigam, Banat, 
Marchant & McHale, 1998) (tabla 1). Sin embargo, el 
crecimiento obtenido, determinado por el tiempo de 
generación (tg) para LD (1.47) y LA (1.52 h), es más 
rápido que el reportado por Mendoza, Rivas, Empe-
ratriz, Delahaye y Bertsch (2006), quienes obtuvieron 
un tg de 1.65 h en lactosueros desproteinizado. Lo 
que refleja la afinidad de la cepa utilizada bajo los 
sustratos empleados.

En nuestro caso, se obtuvo un rendimiento de bio-
masa (Yx/s, en base a lactosa) de 0.28 g/g para LA, 
seguido del LD (0.44 g/g) (tabla 1). Los resultados 
para LD son superiores a lo reportado por Paez et al. 
(2012), quienes obtuvieron un rendimiento de 0.20 g/g 
en lactosuero.

Respecto a la tasa de consumo de sustrato (-rs) 
para LD y LA fermentados las concentraciones fueron 
similares con 1.27 g L–1 h–1 y 1.34 g L–1 h–1 (tabla 1), 
respectivamente. Estos resultados se ven reflejados 
en la producción de 2-FE. Adicionalmente a ello, la 
conformación de lactosa presente en cada lactosuero 
observada en los espectros de RMN de 1H correspon-
dientes al LD (figura 3) presentó entre sus señales 
más significativas, dos señales dobles (J = 7.9 Hz) en 
δ 4.49 y 4.28 ppm, características de protones anomé-
ricos, asignados para H–1 y H–1', correspondientes a 
la β-lactosa. Entre δ3.8 y 3.0 ppm, se observó el resto 
de las señales presentes en la estructura. Adicional-
mente, en δ 5.06 ppm, se observó una señal doble (J = 
3.5 Hz), que podría corresponder al protón anomérico 
de la β-lactosa. 

Parámetros LD LA

2-FE( g L–1) 0.44 ± 0.085 0.32 ± 0.037

Etanol (g L–1) 24 ± 1.28 19 ± 2.83

rp (g L–1h–1) 0.34 ± 0.045 0.24 ± 0.860

-rs (g L–1h–1) 1.27 ± 0.081 1.34 ± 0.060

μm (h–1) 0.21 ± 1.28 0.19 ± 1.06

tg(h) 1.47 ± 0.069 1.52 ± 0.069

Yx/s (g/g) 0.44 ± 0.037 0.28 ± 0.024

Recuento de 
levaduras (UFC/mL) 2.7 × 109 ± 2.0 × 108 2.1 × 109 ± 3.0 × 108

Tabla 1. 
Resultados de las cinéticas de LD y LA a pH 4.8 30 º C/180 rpm. 

tg: tiempo de generación; Yx/s: rendimiento de biomasa; rp: velocidad de formación 
de producto; -rs: velocidad de consumo de sustrato.
Fuente: Elaboración propia.

Figura 1. Ajuste del modelo de Monod para la velocidad de formación del pro-
ducto de las fermentaciones de LA a pH 4.8, 30 °C/180 rpm.

Fuente: Elaboración propia.
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Figura 2. Ajuste del modelo Gompertz, Richards y Logístico para las fermentaciones de lactosuero ácido a pH 4.8, 30 °C/180 rpm, donde a, xc y k son parámetros 
matemáticos que describen la curva sigmoidal.

Fuente: Elaboración propia.

Figura 3. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en D2O de la lactosa del lactosuero dulce.
Fuente: Elaboración propia.
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Sin embargo, para el LA, el espectro de RMN de 1H 
(figura 4) presentó entre sus señales más significativas, 
dos señales dobles (J = 8.1 Hz) en δ 4.36 y 4.15 ppm, 
características de protones anoméricos, asignados para 
H-1 y H-1', correspondientes a la β-lactosa. Entre δ3.7 
y 2.9 ppm, se observaron el resto de las señales pre-
sentes en la estructura. 

Con los resultados previamente descritos, determi-
namos para el LD el contenido de β-lactosa que fue 
del 82.35%, mientras que para el LA el contenido de 
β-lactosa fue de 72.51%. Estas diferencias podrían ha-
ber influido sobre la producción de 2-FE por K. marxia-
nus en LD, el contenido de β-lactosa, tiene un mayor 
contenido de azúcar y la solubilidad es mayor. Ade-
más de lo antes mencionado, otros nutrientes como 
el nitrógeno fácilmente asimilable (NFA) pudieron haber 
influido en la formación de 2-FE; ya que se ha reportado 

que es necesaria una fuente de nitrógeno adecuada para 
la producción del 2-FE (Äyräpää, 1965; Etschmann et 
al., 2002). Por otro lado, el LA presentó una inhibición 
por producto para etanol.

CONCLUSIONES
K. marxianus fue capaz de producir 2-FE a partir de 
los desechos de la industria quesera, presentados 
como LD y LA. Sin embargo, el LD es un sustrato 
potencial para la producción de 2-FE, que se debe a 
la conformación de lactosa en este tipo de lactosuero. 
Sin embargo, el LA no puede descartarse debido a su 
potencial en la producción de biomasa y etanol. Por 
otro lado, este estudio podría representar un uso alter-
nativo para este tipo de desecho y disminuir con ello su 
impacto ambiental cuando es vertido sin tratamiento.

Figura 4. Espectro de RMN de 1H a 400 MHz en D2O de la lactosa del lactosuero ácido.
Fuente: Elaboración propia.
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