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RESUMEN

El suero de"queso es un subproducto agroindustrial que representa un riesgo ambiental
considerable debido a su elevada demanda quimica de oxigeno (DQO). En México, el
suero de queso” no_es tratado directamente y su manejo implica un proceso de
autofermentacion que® afecta su posterior tratamiento. En este trabajo se usaron
estrategias para valorizar el suero de queso fresco autofermentado, autofermentado-
filtrado y doblemente fermentado mediante la fermentacién oscura y la digestion
anaerobia. En la fermentacién oscura se operaron cuatro reactores continuos de tanque
agitado para analizar el efecto del tiempo de retencién hidraulico (TRH), la carga organica
volumétrica (COV) y la presencia, _de solidos sobre la produccién de metabolitos e
hidrégeno. Se alcanzaron concentraciones totales de acidos carboxilicos y etanol hasta
de 20 g/L, con una velocidad volumétrica‘de produccion de hidrogeno de 2.42 L Hz/L-d
(litros de hidrégeno por cada litro-de suero de queso agregado al dia). Se determin6 que
los solidos presentes en el suero dé_queso autofermentado influyen en la fermentacion
oscura y sus rutas metabdlicas. “Dependiendos de los objetivos del proceso de
valorizacién, es posible promover la produccion(de lactato o caproato, ajustando los
valores de TRH y COV. La digestion anaerebia del suero de queso en sus distintas
formas fue muy eficiente, alcanzando remociones de DQO superiores a 99 % y una
velocidad volumétrica de produccion de metano de 0:21 L/L-d. Estos resultados
demuestran el potencial de valorizacién del suero de queso para la produccion de acidos
carboxilicos o metano, las cuales son alternativas sostenibles para la industria quesera

en un esquema de economia circular.

PALABRAS CLAVES: digestion anaerobia; acidos carboxilicos; reactor'continuo de

tanque agitado; fermentacion oscura; metanogénesis.



ABSTRACT

Cheese whey is an agro-industrial by-product that poses a high environmental risk due
to its high chemical oxygen demand (COD). In Mexico, cheese whey is not typically
treated directly,“and its management generally involves autofermentation, which
influences the treatment process. In this study, we assessed various strategies for
valorizing different types,of cheese whey: fresh, autofermented, autofermented—filtered,
and double-fermented. [fhese were used as the substrates for dark fermentation or
anaerobic digestion. Four continuous stirred tank reactors were operated under dark
fermentation conditions to analyze how hydraulic retention time (HRT), volumetric organic
loading rate (OLR), and solidsContent affected the production of metabolites and
hydrogen. Total carboxylic acids and ethanol concentrations as high as 20 g/L, along with
a volumetric hydrogen production rate(of 2.42 L H2/L-d were obtained. The results showed
that the content of solids in the autofermented cheese whey directly influenced the dark
fermentation metabolic pathways..and global outcome. The production of lactate or
caproate can be enhanced by selecting appropriate values for HRT and OLR. The
anaerobic digestion of the cheese whey“(auto fermented, auto fermented—filtered, and
double-fermented) proved to be very efficient, achieving over 99 % COD removal in all
cases, with volumetric methane production rate of 0.21 l=L-d. These findings underscore
the potential of cheese whey to be valorized either through-the production of high-value
carboxylic acids or methane, suggesting that the cheese industry could become more

sustainable within a circular economy framework.

KEY WORDS: anaerobic digestion; carboxylic acids; continuous stirred tank reactor;

dark fermentation; methanogenesis.



INTRODUCCION

En México; larindustria quesera se constituye por grandes empresas productoras a nivel
nacional e internacional hasta medianas y pequefas queserias regionales o artesanales
(Lizarraga-Chaidez et al., 2023). En el afio 2023, la produccion de leche en México se
estimé en 13,333 ‘millones de litros de leche, entre las principales entidades que
destacaron por su gproduccion fueron Jalisco, Coahuila, Durango, Chihuahua,
Guanajuato y Veracruz (SIAP, 2023a).

La elaboracién de quesos en"México alcanzo un volumen de 617 mil 726 toneladas, entre
las variedades con mayor presencia se encuentran el queso Chihuahua, doble crema,
fresco, manchego, Oaxaca y panela;teniendo el ultimo una mayor relevancia productiva
con 125 mil 602 toneladas (SIAP,#2023b). Cabe sefalar que la transformacion lactea
hacia queso conlleva la generacion de un subproducto considerable debido a que se
estima que por cada kilogramo de‘queso se produce entre 9 y 10 litros de suero (Osorio-
Gonzalez et al., 2018).

El suero de queso es de interés, debido-a las implicaciones ambientales asociadas con
su generacion y disposiciéon. La gran cantidad preducida constituye un desafio para la
industria, aunque las empresas formalizadas) se englentran obligadas a cumplir con
regulaciones especificas para su disposicion final;*las empresas artesanales y
regionales, en la mayoria de los casos, no cumplen con dichas regulaciones. El suero es
descargado de manera directa en rios, arroyos u otros cuerpos'de agua, lo que ocasiona
impactos ambientales. Esta problematica se debe a que el suera de.queso presenta una
elevada carga organica, con valores de demanda quimica de oxigeno (DQO) que puede
alcanzar hasta 100,000 mg/L. Su composicién, se caracteriza por la presencia de lactosa
y proteinas, por lo que este subproducto se convierte en un contaminante de alto
potencial si no recibe un tratamiento adecuado (Lizarraga-Chaidez et al., 2023; Panghal
et al., 2018; Sebastian-Nicolas et al., 2020).

La elevada carga organica presente en el suero de queso, favorece la proliferacion de
procesos microbioldgicos capaces de inducir fendmenos de eutrofizacion (Cabrera et-al.,

2025). A su vez, las proteinas presentes se pueden degradar y originar compuestos

3



inorganiCos como amonio, amoniaco, nitratos y nitritos; estos ultimos son de especial
interés*debido a su elevada toxicidad para organismos humanos y animales (Lizarraga-
Chaidez et al, 2023; Salas-Vargas et al., 2021). Ante esta problematica, es prioridad el
disefio e implementacion de estrategias orientadas al aprovechamiento del suero de
queso. Dichas estrategias no solo contribuyen a mitigar los impactos ambientales, sino
que también impulsan la economia circular y se alinean con los enfoques de

sostenibilidad promovidos.a nivel nacional e internacional.

La digestién anaerobia es*una forma sostenible para el tratamiento del suero de queso,
ya que se puede obtener energia renovable a partir de la produccion de biogas. Este
proceso se basa en el metabolismo de los microorganismos anaerobios, ya que en
condiciones de ausencia de oxigé€no, estos descomponen la materia organica para
producir metano y didxido de carbano*(Hasan et al., 2024). Las etapas de la digestion
anaerobia son: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Feria et al.,
2022).

Dentro de este marco, la fermentacCién,oscura.constituye una ruta metabdlica especifica
incluida en la digestion anaerobiaycaracterizada por la ausencia de la etapa
metanogénica. Este proceso, descompone, los sustratos ricos en carbohidratos para
fermentarlos y producir acidos carboxilicos (acetato y.butirato, entre otros) e hidrégeno;

el cual es un vector energético (Davila-Vazquez et al., 2008).

El suero de queso posee un elevado nivel de compuestos organicos, por lo que, si no se
trata inmediatamente después de generarse, tiende a® autofermentarse. Dicha
autofermentacion, también conocida como fermentacidon “.natura, modifica Ila
concentracion inicial de carbohidratos fermentables, ademas de acumular metabolitos
secundarios como por ejemplo el lactato. Ademas, la autofermentacién modifica el
balance de los nutrientes y puede llegar a interferir en las rutas metabdlicas_que ocupan
el lugar de predominantes durante la fermentacion oscura. El suero debe“ser. tratado
adecuadamente para poder optimizar su funcionamiento tanto en fermentacion @scura

como en digestion anaerobia.

El objetivo de la presente investigacion es evaluar estrategias biotecnologicas orientadas

a la valorizacion del suero de queso autofermentado. En una primera etapa se analizara
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su composicién quimica y potencial como sustrato en la fermentacion oscura para la
generaeion de compuestos quimicos de interés, como acidos carboxilicos e hidréogeno.
En una segunda fase se considerara su aprovechamiento mediante digestiébn anaerobia
con el fin de~obtener metano. Para alcanzar los objetivos se llevara a cabo la
caracterizacion. "fisicoquimica del suero de queso fresco, autofermentado vy
autofermentado-filirado, se examinara la influencia de los sélidos presentes en el suero
de queso, asi como el*tiempo de retencién hidraulico (TRH), sobre la produccion de
hidrégeno y acidos carbexilicos , utilizando un reactor continuo de tanque agitado y por
ultimo se evaluara la eficiencia de la digestion anaerobia en sistemas por lote
automatizados, empleando, como sustrato tanto el suero autofermentado vy
autofermentado-filtrado como los.efluentes seleccionados de la fermentacioén oscura. Los
resultados obtenidos permitiran identificar rutas de valorizacién adecuadas para este

subproducto lacteo.



MARCO TEORICO

Digestién<anaerobia.

La digestion“anaerobia es un proceso sostenible debido a que a partir de la conversion
de residuos organicos se puede obtener energia, proporcionando una solucién para la
gestion de residues. Este proceso bioldgico aprovecha el metabolismo de los
microorganismos anaerobios para que en ausencia de oxigeno se lleve a cabo la
descomposicion de la materia organica y se obtenga como producto biogas, que se

compone de metano y dioxido de carbono (Hasan et al., 2024).

Las etapas de la digestion anaerobia son: hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis.

Hidrdlisis.

La hidrélisis es la fase inicial de\ la digestibn anaerobia, en esta etapa los
microorganismos hidroliticos llevan a cabo la descomposicion enzimatica de polimeros
complejos como lipidos, proteinas-y carbohidratos a moléculas mas simples como

aminoacidos y azucares (Ostos et al.; 2024).

Acidogénesis.

Los productos resultantes de la hidrolisis.se_consumen por bacterias acidogénicas, las
cuales convierten los azucares en acidos carboxilicosy alcoholes (Ostos et al., 2024).
Durante la acidogénesis, los compuestos como el amoniaco y el sulfuro de hidrégeno
pueden resultar inhibidores para la digestion anaerobia ya_que afectan la actividad y

metabolismo de las bacterias (Finn et al., 2023).

Los productos generados de esta etapa son principalmente acido acético y acido butirico,

en menor proporcion se puede obtener acido propionico, acido valérico y-alcoholes.

Acetogénesis.
En esta etapa los productos de la acidogénesis se convierten en acetato,.hidrogeno y

diéxido de carbono a través de bacterias acetogénicas. El acido acético en esta etapa es
un producto crucial para la produccién de metano en la siguiente etapa (Ostos et al.,
2024).



Metanogénesis.
En este«lltimo paso, las arqueas metanogénicas convierten el acetato (a través de la

metanogénesis acetoclastica) o el didéxido de carbono con el hidrégeno (a través de la
metanogénesis-hidrogenotrofica) en metano. Aproximadamente el 70% de metano se

produce por la‘'metanogénesis acetoclastica.

Las condiciones que favorecen una via metanogénica sobre otra dependen de factores
ambientales como la temperatura, el grado de degradacion de la materia organica y los
procesos metabodlicos activos en un momento dado. Estos elementos influyen en la
actividad microbiana y en,la eficiencia de las vias metabdlicas involucradas en la

produccion de metano (Bueno-de Mesquita et al., 2023).

En la Ecuacidn 1, se presenta la‘ecuacion estequiométrica para la obtencion de metano

por via acetoclastica.

La via acetoclastica, el acetato produeido se convierte en metano y diéxido de carbono
por arqueas metanogénicas de los géneros Methanosaeta spp. y Methanosarcina spp.,
presentan afinidad y velocidad de crecimiento en funcion de la concentracion de acetato
(Zhang et al., 2020). En la via hidrogenotrdficayEcuacion 2) las arqueas metanogénicas

utilizan hidrégeno y diéxido de carbono para producir metano en condiciones anaerobias.
4‘H2 + COZ - CH4 + 2H20 (EC 2)

Las arqueas hidrogenotroficas como Methanobacterium spp. y“Methanococcus spp.,
aprovechan el hidrégeno producido en la etapa de acetogénesis para descomponerio y
al combinarlo con dioxido de carbono genera metano (Ostos et al., 2024; Zhang et al.,
2020).

Metanogénesis y produccion de biogas.

El metano (CH4) es un componente energético del biogas y representa la etapafinal de
la conversion de la materia organica bajo condiciones anaerobias. Su generacion
depende de la actividad de las arqueas metanogénicas, las cuales utilizan principalmente

acido acético, dioxido de carbono e hidrogeno como precursores del proceso. La
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eficiencia de esta conversidon estd ligada a condiciones operacionales como la
temperatura, el pH y la carga organica volumétrica (COV) (Dominguez-Espinosa et al.,
2023; Lépez-Aguilar et al., 2021).

Estudios recientes sobre la valorizacion de residuos lacteos han demostrado que el suero
de queso es un sustrato con potencial para la produccién de metano debido a su elevada
carga organica. Per _ejemplo, Ramos-Suarez et al., (2024) reportaron que utilizando
digestores de bajo costo'con control térmico a 30°C se alcanzan producciones maximas
de 565.8 L CHa4/kg solido, suspendido volatil (SSV), mientras que sin control de
temperatura la produccion'se ve afectada siendo de 445.6 L CH4/kg SSV. Ademas, de
mejorar el rendimiento, el contrel térmico proporciona estabilidad al proceso, evitando

acumulaciones de acidos carboxilicos'y desequilibrios de pH.

Esto es una evidencia de que, la produecion de metano a partir del suero de queso es
un método sostenible para la utilizacion:deresiduos lacteos, asi como para la obtencion

de energia.

Fermentacion oscura.

La fermentacion oscura forma parte de lasdigestion anaerobia, excluyendo el paso final
de metanogénesis. Para tal efecto, se aplican pretratamientos dirigidos a eliminar o
inhibir la actividad de las arqueas metanogeénicas, ya gue son las responsables de

convertir los productos intermediarios de la fermentacion en‘metano.

La fermentacién oscura es un proceso biologico que ocurre a.partir de la degradacion de
los carbohidratos. En ausencia de oxigeno los microorganismos.levan a cabo una
fermentacion en donde no requieren luz, para producir hidrégeno(y\acidos carboxilicos
(Feria et al., 2022).

La Figura 1, presenta las rutas metabolicas implicadas en la fermentagiénsoscura, la
primera etapa del metabolismo es la degradacién de la molécula inicial hasta’piruvato, si
la molécula inicial es la glucosa, el proceso se denomina glucolisis, en esta etapa se
obtiene ATP, pero en muy bajo rendimiento. La segunda etapa es la respiracion aerobica,
la respiracion aerdbica es un proceso de degradacion total del piruvato en dondesSe

produce ATP con alto rendimiento y necesita al final una molécula de oxigeno que recibe
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electronés y protones y se convierte en agua, si la molécula final no es el oxigeno, el
proceso“de denomina respiracion anaerdbica. En ambientes anoxicos, no hay presencia
de oxigeno en el medio por lo que algunos microorganismos son capaces de realizar

respiracion anaerdbica como lo es la fermentacion (Yuan et al., 2022).

Glucosa

- NAD g (ADH oATP D C 2NADH ) + H*
\_// v PFOR
Lactato | « Piruvato
) Fdox
Piruvato o
l PFL NADH NADHP
— ° + C0: o -Formiato - NAD* NADP*
Acetil-CoA 2H*
Fd,e
CO:
ATP  ADP 2NADH 2HADy
v Etanol
(T Acetato — e 5 Acetil-CoA N A >
( CoA
2NADH | +2H*
\/ 2NAD*
ATP ADP NADH NAD*
S ptiril-CoA /1 » | Butanol
o
Ace J CoA

Figura 1. Esquema de la digestion anaerobia en la que se prioriza la fermentacion oscura
por la eliminacion de la metanogénesis., PFOR: Piruvato ferredoxina oxidorreductasa,
PFL: Piruvato formiato liasa, ACE: via acetoclastica, HIDRO% wvia hidrogenotréfica
(BioRender, 2024).

Los microrganismos fermentadores obtienen el ATP solo en la etapa del-glucolisis, pero
en esta etapa consumen NAD* y NADP*, que se convierten en NADH y NADPH. La
fermentacion tiene la funcion de regenerar NAD*y NADP* para continuar con la.glucolisis
(Sun et al., 2023).

Los productos generados a partir del metabolismo dependen de que microrganisme“lo

realicé. En la produccion de hidrogeno las bacterias mas utilizadas son del género
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Clostridium y Enterobacter, ambos metabolizan la glucosa por lo que comienza su
degradacion. Los productos de la fermentacion son el hidrégeno y el diéxido de carbono,
acido acéticosy butirico, si el pH del medio es neutro. Dentro del proceso, la degradacién
de carbohidrates conduce a la formacion de acidos carboxilicos, lo que tiende a acidificar
el medio. Para'mantener la fermentacion activa es necesario controlar el pH y evitar que
descienda, ya que;valores <4 favorecen la solventogénesis y la produccion de etanol en

lugar de acidos carboxilicos (Martinez-Mendoza et al., 2022; Ramos-Suarez et al., 2024).

La enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) es la encargada de catalizar la
conversion de piruvato en~acetil-CoA y dioxido de carbono, al mismo tiempo que
transfiere electrones hacia la‘ferredoxina. Este proceso es muy importante debido que,

a partir de este, se obtiene el hidrogeno (Wang et al., 2022).

La via del acetato tiene la capacidad de producir 4 moles de hidrégeno por cada mol de
glucosa consumido mientras que la via-del butirato produce 2 moles por cada mol de
glucosa producido. Esto nos habla de quedasvia mas rentable para la produccion de
hidrégeno por fermentacién oscura esla via del'acetato, sin embargo, todos los estudios

realizados hasta la actualidad no han<legrado obtener el rendimiento tedrico esperado.

Factores que afectan la fermentacion ascura.

La fermentacion oscura es un proceso metabélico sensible a diversas condiciones fisicas
y quimicas que pueden afectar su eficiencia y los productos.generados. Es por esto, que
se requiere de un adecuado ajuste de variables operacionales para optimizar la
produccion de acidos carboxilicos de interés e hidrogeno y garantizar la estabilidad del

proceso.

pH.
El pH es una variable critica en la fermentacién oscura debido a que afecta directamente
la actividad de las comunidades microbianas, las rutas metabdlicas predominantes y, por

ultimo, los rendimientos de hidrégeno y acidos carboxilicos.

Se busca tener el rendimiento tedrico a partir de las condiciones de operacion_de. la

produccion de hidrégeno en este caso es de mucha importancia controlar el pH entre<6.5
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-7.5, ya‘Que a medida que las bacterias fermentan produciendo acidos, el pH disminuye

y la enzima hidrogenasa se inhibe (Martinez & Garcia, 2010).

Estudios prévios, han demostrado que las variaciones en el pH inicial modifican la
velocidad volumeétrica de produccién de hidrogeno (VVPH) y el perfil de los acidos
carboxilicos, lo querconvierte al pH en una variable con selectividad para direccionar la

conversion hacia productos que interés (Taotao et al., 2022).

La actividad de las enzimas en la fermentacion oscura se ve afectado por el pH, un
ejemplo son las hidrogenasa_y enzimas implicadas en las rutas de fermentacién del
acetato y butirato y en la transferencia de los electrones. Es por esto, que utilizar valores
de pH <4 inducen la solventogeénesis, donde predominan el etanol en lugar de acidos
carboxilicos, valores de pH &acidos moderados (pH 4.5 — 5.9) suelen favorecer la
produccion de acidos carboxilicos, mientras que valores cercanos a pH 7 tienden a
favorecer procesos que conducen asproductos de mayor cadena (elongadores de
cadena) y a la estabilizacién del gonsorcio.migrobiano (Martinez-Mendoza et al., 2022;
Ramos-Suarez et al., 2024; Taotao etal., 2022).

Para la fermentacion oscura de suero acido, la ruta-metabdlica impulsada por lactato
evidencia la importancia de mantener un pH‘controlado, para reactores continuos debido
a que se favorecen las bacterias productoras’de hidrégeno y las que llevan a cabo la
fermentacion oscura. Estudios han demostrado que utilizar un pH de 5.8 favorece la
capacidad para producir hidrégeno y butirato mediante la ruta’de lactato-acetato (Aranda-
Jaramillo et al., 2023).

La seleccidon del pH debe evaluarse en conjunto con otras variables operacionales, sin
embargo, su ajuste dependera del tipo y la proporcion de subproductos gue se busque
obtener, como acidos carboxilicos (acetato, butirato, propionato, lactato; propionato,

caproato) y alcoholes (etanol).

Tiempo de retencion hidraulica.

El TRH es un parametro operacional fundamental que regula la relacion entre la

velocidad de alimentacion de los reactores continuos biologicos y la permanencia.de

11



sustrates, productos y que afecta directamente el crecimiento microbiano (Aboudi et al.,
2023).

En sistemas de fermentacion oscura en reactores continuos, los TRH entre 6 y 12 horas
la VVPH se ingrementa (2.2 L H2/L-d), mientras que con TRH entre 18 y 24 horas la
VVPH promediosereduce (0.85 L H2/L-d) (Palomo-Briones et al., 2017).

Para la produccidon«de. acidos carboxilicos, TRH entre 15 y 24 horas estabilizan la
acidogénesis y favorecen\la acumulacién de acidos y una mayor diversificaciéon de
cadenas (acético, butirico; . propidnico, entre otros). Investigaciones recientes
demuestran que el TRH mejorasla estabilidad y concentracion de acidos carboxilicos
(Martinez-Mendoza et al., 2022; Montoya-Rosales et al., 2022; Regueira-Marcos et al.,
2023).

Carga organica volumétrica.

La COV es un parametro determinante en la fermentacién oscura ya que regula la
cantidad de compuesto organico que-€entra en.el sistema por unidad de volumen y tiempo,
determinando los rendimientos de hidrggeno'y de acidos carboxilicos. Una COV ~ 3 g
DQO/L-d reduce la produccién de estos campuestosyya que no existe suficiente sustrato
para llevar a cabo los procesos metabdlicos, mientrasyque COV > 12 — 15 g DQO/L-d
conducen a una acumulacion de metabolitos‘intermediarios como, por ejemplo, acidos

lactico (Palomo-Briones et al., 2017).

En esta misma linea, experimentos recientes han confirmado 'que una alta COV (138 g
azucares totales (AT)/L-d) genera VVPH de aproximadamente\30 L/L-d (Montoya-
Rosales et al.,, 2023). Sin embargo, a valores de COV de 160/g JAT/L-d se reduce
sensiblemente la VVPH, predominando la homoacetogénesis (consumo.de hidrogeno y

diéxido de carbono para la produccién de acetato) y la fermentacion acide-lactica.

El suero de queso por su alta concentracion de lactosa y la tendencia a la
autofermentacioén, representa un caso particular, este residuo puede alcanzar valores de
100 g DQOV/L, donde el lactato constituye hasta el 80% de la carga organica (Ordofiez-

Frias et al., 2024). La fracciéon de lactato, al ser utilizada como fuente de carbono,

12



favorece rutas metabdlicas que conducen a la formacion de butirato e hidrégeno (Aranda-
Jaramilio et al., 2023).

Se ha reportado que cargas organicas moderadas (20 — 25 kg DQO/L-d) permiten
alcanzar VVPHede entre 1.5 — 1.9 L H2/L-d mientras que COV superiores provocan
inestabilidad delsistema y deficiencia en la conversion de la DQO (Ordoriez-Frias et al.,
2024).

Inéculo.

Los in6culos son la comunidad microbiana que se afiade al sustrato para iniciar el
proceso de fermentacion, por 16 cual es fundamental conocer su origen, el estado
fisiolégico, la concentracion ytque pretratamiento se le debe aplicar para mantener

condiciones Optimas del proceso qué se desea llevar a cabo.

La concentracion del inéculo en un reactor continuo se determina como la capacidad del
consumo del sustrato o la velocidad de erecimiento de la comunidad microbiana activa.
Estudios han demostrado que existe'una concentracion optima en la que la produccion
de hidrégeno y de ciertos acidos alcanza su maximo, por debajo o por encima de este
punto de productividad del proceso disminuye gpor- limitaciones en la dinamica de
crecimiento o, inhibicion por productos generados. Un estudio reciente evalu6 diferentes
concentraciones de inéculo de 0.5 a 3 g/L, resultando que)utilizar 1.5 g/L fue la condicion
optima dentro de su proceso para maximizar la produccion:de hidrégeno a 111.38 mL
H2/g SSV y acido butirico utilizando una cepa pura de C. pasteurianum DSM 525 con

suero de queso en polvo (Karakaya & Ozmihgi, 2025).

La utilizacién de cepas puras (una sola especie microbiana) es muy eficiente para los
procesos de fermentacion oscura, debido a que permite estudiar de manera controlada
las rutas metabdlicas implicadas en el proceso. Sin embargo, conSiderando las
limitaciones que pueden tener la utilizacion de cepas puras en cuanto a condiciones
estériles, son altamente sensibles a contaminaciones y no siempre logran adaptarse a

sustratos complejos como los residuos agroindustriales (Albuquerque et al., 2024).

Los cultivos mixtos (diferentes especies microbianas) comunmente se obtienen.de

plantas de tratamiento de aguas residuales de tipo anaerobia. Se ha demostrado que
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utilizarslodos anaerobios presenta mayores ventajas al ser un inoculo practico y
economico. Los lodos anaerobios poseen diversidad metabdlica, lo que les otorga una
capacidad’mas eficiente para degradar sustratos heterogéneos como el suero de queso
y una mayoresiliencia frente a condiciones ambientales (Aranda-Jaramillo et al., 2023;
Leroy-Freitas et.al.; 2024). Sin embargo, los cultivos mixtos presentan un desafio debido
a que al ser una comunidad microbiana hay multiples rutas metabdlicas que se pueden
llevar a cabo de manera_simultanea. ;Qué factores determinan la preferencia de los
microorganismos por ciertas rutas metabolicas? Esto es precisamente, las condiciones

a las que se operan los reactores.

Estudios han demostrado que“la*aplicacion de pretratamientos al inéculo para eliminar
microorganismos consumidores @&y hidrégeno es fundamental para la fermentacion

oscura y sus productos.

Los principales microorganismos consumidores de hidrégeno en medios anaerobios son
los hidrogenotréficos metandgenos, sulfaterreductores y homoacetégenos. Estas
comunidades compiten por el hidréogeno para”desviar el flujo de electrones hacia el
metano o acetato en lugar de hidrogene'libre, es gue el principal objetivo de este proceso
(Harirchi et al., 2022).

En particular, el choque térmico se ha identificado €omo uno de los métodos mas
efectivos para enriquecer bacterias productoras de hidrégeno e inhibir microorganismos

competidores como los metanégenos (Al-Haddad et al., 2023).

Cisneros-Pérez et al., (2015), evidenciaron la influencia del pretratamiento del in6culo en
la produccién de hidrogeno. Se evalud el choque térmico sobre” el lodo metanogénico
granular dispersado, sometiéndolo a ebullicién durante 45 minutos con»el objetivo de
eliminar arqueas metanogénicas. El reactor se operd en modo continuo durante 96 dias,
COV de 36 g AT/L-d y un TRH de 10 horas, alcanzando una VVPH de 4.23"L H2/L-d.

En conclusion, el pretratamiento previo a la utilizacion del inéculo en la fermentacion
oscura favorece la eficiencia del proceso debido a que hay una mayor conversion del

sustrato y se inhibe la actividad de las bacterias consumidoras de hidrégeno.
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Suero.de queso como sustrato para la digestion anaerobia.

El suero_de . queso es un subproducto liquido que se produce durante la coagulacién de
la leche ensla industria quesera. Su alta carga organica, conformada por lactosa,
proteinas solubles, grasas y minerales hacen que sea un sustrato eficiente en procesos

biotecnolégicos (Dominguez-Espinosa et al., 2023).

Sin embargo, su dispesicion inadecuada puede provocar serios problemas ambientales,

tales como contaminagién.de cuerpos de agua (Prazeres et al., 2012).

En los ultimos afios, el (aprovechamiento del suero de queso mediante digestion
anaerobia ha cobrado relevancia como alternativa sostenible, ya que permite reducir el
impacto ambiental y al mismo_tiempo producir biogas. Su composicion faciimente
biodegradable favorece las altas tasas.de conversién, lo que ha motivado la investigacion
de estrategias para reutilizarlo (Dominguez-Espinosa et al., 2023; Lopez-Aguilar et al.,
2021). Por ello, resulta fundamental conocer la composicion del suero de queso para

utilizarlo como sustrato en procesos-biotecnologicos.

Composicion y caracteristicas del.suero de.queso.

El suero de queso es la fraccion liquida gue permanece tras la coagulacion y retirada de
la cuajada, llega a retener hasta el 55% de-es nutrientes de la leche y representa el 95%
del volumen procesado en queseria, por lo que es unafuente abundante y con alto valor

de aprovechamiento (Delgado-Macuil et al., 2025).

Existen dos tipos principales: suero dulce (producido por cuajo/renina) y suero acido
(producido por acidificacion lactica). Su composicion y pH difieren por el método de
elaboracion. El suero dulce tiene un pH de 6 - 7, mientras que el suero acido entre 5 — 6
y contiene mas acido lactico y minerales (Deshmukh et al., 2024; Fancello et al., 2024;

Figueroa-Pires et al., 2021).

Estudios recientes reportan para el suero de queso rangos tipicos de lactosa 46 % 52 g/L,
proteinas 6 — 10 g/L, grasas de 5 — 6 g/L y minerales 2.5 — 4 g/L, asi ‘como
concentraciones de DQO de hasta 100 g/L. Su rapida fermentacion, ademas..de
promover la acumulacién de acidos, resulta un reto para los procesos biotecnologicos

(Figueroa-Pires et al., 2021).
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Las altas concentraciones de lactosa, implica que hay disponibilidad del sustrato
fermentable debido a que es un azucar, sin embargo, es una limitante debido a que de
manera natural el suero de queso se fermenta por la presencia de microorganismos
autoctonos tales como las bacterias acido-lacticas (BAL) presentes de manera

autoctona, quetransforma la lactosa en acido lactico, ver la Figura 2.

Glucdlisis

CH,0OH

o 2ADP# 2Pi 2ATP 0
OH Hs;C
P | \HJ\O'
OH OHOH N i 0
0
OH G
OH < ’

. " Fermentanciodn lactica
Acido lactico

Figura 2. Fermentacién natural del suero de queso con BAL presentes en el medio
(BioRender, 2024).

La primera etapa consiste en la captacion y catalisis de la lactosa por_enzimas como la
B-galactosidasa que hidroliza la lactosa hacia glucosa y galactosa.La’ glucosa se
metaboliza tipicamente por la via de Embden-Mayerhof-Parnas (EMP), canduciendo a
piruvato, el cual se reduce a lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH), regenerando
NAD* necesario para mantener el flujo glucolitico (Wang et al., 2021). La galactosa se
incorpora mediante la via de Leloir para ser finalmente convertida en glucosa-6-fostato'y
entrar también al ciclo de EMP (Wang et al., 2021).
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Las conCentraciones de proteinas solubles presentes en el suero de queso aportan
nitrogeno_y péptidos que son utiles para el crecimiento microbiano, en este caso las
proteinas #B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y la inmunoglobulina pueden afectar la
formacion de-biomasa y la demanda de carbono/nitrégeno del proceso. En la digestion
anaerobia estas. proteinas pueden hidrolizarse y liberar aminoacidos que participan en la
formacion de acidos carboxilicos (Rejdlova et al., 2025). El alto contenido mineral como
calcio, potasio, sodio y fosforo, influye de manera eficiente en el proceso debido a que
mejora las condiciones @de)las rutas metabdlicas del proceso ademas de coadyuvar al

crecimiento microbiano.

Para entender su potencial como sustrato, es fundamental conocer la composicion del
suero de queso, debido a que .determina la estabilidad del sistema y la dinamica

microbiana.
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ANTECEDENTES

El suero de.queso es uno de los productos mas abundantes en la industria lactea, debido
a la alta produccion de quesos, se genera en grandes cantidades. Se considera que este
residuo es un‘problema ambiental debido a su alta carga organica y su elevado contenido
de lactosa, proteinas y minerales (Lizarraga-Chaidez et al., 2023; Panghal et al., 2018).
Sin embargo, estas ‘mismas caracteristicas lo hacen un sustrato atractivo para la
biotecnologia, al poder valorizarlo en procesos como fermentacion oscura y digestion

anaerobia.

Fermentacion oscura en la valorizacion del suero de queso.

En la fermentacion oscura, se hanrealizado diversos estudios con el objetivo de mejorar
las condiciones de operacion delireactor para obtener una mayor eficiencia en los

procesos metabdlicos y maximizar lossproductos de la fermentacion.

Antonopoulou et al., (2008) estudiaron el suero de queso feta en la fermentacién oscura,
sin adiciones de enzimas e indeulos externos, utilizaron un reactor CSTR, con un
volumen de trabajo 1 L, el suero de‘queso tenia una composicion de SST 6.77 g/L, SSV
6.27 g/L, DQO 61.0 g/L, AT 38.0 g/L, carbohidratos-solubles 36.0 g/L y acido lactico de
0.62 g/L. El pH se controlé a 6.0, temperatura 35°C,.€QV de 0.041 m3/kg DQO afadido,
agitacion constante y un TRH de 24 h. Qbtuvieron gina VVPH de 2.51 L H2/L-d, y
concentraciones de acido acético 9.39 g/L, acido butirico’7.19 g/L, acido lactico 7.54 g/L
y etanol 0.30 g/L.

Venetsaneas et al., (2009) publicaron un articulo en donde utilizaron un reactor CSTR
con un volumen de trabajo de 0.5 L, suero de queso obtenido de“una fabrica local en
Grecia con SST 8.69 g/L, SSV 8.09 g/L, DQO 52.1 g/L, AT 43.8 g/L,como in6culo
utilizaron la propia comunidad nativa del suero de queso, pH 5.6, 35°C,.TRH de 24 h,
carga organica de 30 g DQO/L-d. Lo que hicieron fue monitorear la productividad de
hidrégeno en un reactor con adicion de bicarbonato de sodio obtuvieron una V\WPH 2.9
L Hz/L-d y otro con control de pH automatico entre 5 a 6 una VVPH de 1.9 L Ho/L-d..Para
el reactor de mayor productividad con la adicién de bicarbonato de sodio, se reportaren
concentraciones de acidos carboxilicos en estado estable, acido acético 9.20 g/L, acido
butirico 14.50 g/L, acido lactico 1.20 g/L y etanol 0.25 g/L.
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Azbar etal., (2009) reportaron una VVPH a 2.5 L Hz/L-d, utilizando un reactor CSTR con
un volumen de trabajo de 2 L, la composicion del suero de queso obtenido en |zmir,
Turquia tenia una DQO de 86.3 g/L, AT de 42.6 g/L, SST 6.9 g/L y nitrdgeno total 0.2
g/L, al suerode-queso le realizaron un pretratamiento térmico para eliminar las bacterias
lacticas (105°Cy.5_min). Las condiciones a las cuales se operaron los reactores fueron a
55°C, agitacion a 200 rpm, TRH variado en 1, 2 y 3.5 dias, COV variada entre 21y 47 g
DQO/L-d. Lo que buscaban era ver la influencia de la carga organicay TRH en el proceso
de fermentacion, reportaron fue el reactor que obtuvo una mayor eficiencia del proceso
fue con un TRH de 3.5 dias yuna COV de 21 g DQO/L-d. Los metabolitos producidos
fueron: acido acético 51.9 g/L; etanol 26.5 g/L, acido propidnico 7.9 g/L, acido butirico 52

g/L, isobutirico 4.8 g/L, isocaproico 0.7 g/L, lactato 165 g/L y formiato 109 g/L.

Ordofiez-Frias et al., (2024) realizé un estudio para conocer el efecto de utilizar suero de
queso fermentado naturalmente sobre”el proceso de fermentacion oscura, utilizdé un
reactor lodos granulares expandidos (EGSB) con un volumen de trabajo de 2.2 litros, el
in6culo utilizado fue lodo metanogénico granular. Las condiciones a las que se opero el
reactor fueron pH 5, temperatura 35°C, TRH de#4.5 h, carga organica de 91 g DQO/L-d,
resultando en una VVPH de 3.2 L H2/L«d y produccion de acidos carboxilicos: acido

butirico 3.43 g/L y acido caproico 1.87 g/L.

Aranda-Jaramillo et al., (2025) reportaron una productividad de hidrégeno de 3.2 L Ha2/L-
d en estado estable, utilizando un reactor EGSB, volumen de trabajo 1 L, el suero de
queso que utilizaron fue fermentado naturalmente con una composicion final de 9 g ATI/L,
17 g lactato/L, 6.7 g acetato/L, 2.1 g butirato/L. El reactor se opéeror.a 35°C, pH 5.9, 150
rom, TRH 18 h y una carga organica de 138.5 g DQO/L-d, utilizando como in6culo un
cultivo puro PTA-124,566 procedente de la coleccion americana de cultives tipo ATCC,
compuesto principalmente por bacterias acido-lacticas y bacterias productoras de

hidrégeno.

Digestion anaerobia en la valorizaciéon del suero de queso.

En cuanto a la produccion de metano con suero de queso, en la literatura se reportan
diversos trabajos. Mainardis et al., (2019) alcanzé una productividad de 437.3 mL CH4/g
SV afiadido, mediante una prueba de potencial metanogénico (BMP), lo que se evalud
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fue el pretratamiento ultrasénico aplicado al suero de queso de 251.4-1387.5 Wh/kg SV,
las condiciones de operacion de 35°C, las pruebas duraron 10 dias, la mayor
productividads de metano fue con el pretratamiento realizado a 251.4 Wh/kg SV, no se

especificod el&-de remocion de DQO.

Lembo et al., (2022) llevaron a cabo un sistema en dos etapas, en la primera etapas de
analizé la produccién.de hidrogeno y el efluente se utilizé en la produccion de metano,
se diluy6 en una proporcién 1:10, se uso6 un digestor con un volumen de 51 L, operando
a condiciones mesofilicas,’La produccion de metano fue de 19.8 L biogas/d con un 58.7%
de metano a diferencia desla produccion en una sola etapa donde todo el sustrato se
llevo a produccion de metano-resultando en 17.1 L biogas/d con un 56.3% de metano,

no reportaron los porcentajes de remocion de DQO.

Casallas-Ojeda et al., (2024) reportaronuna productividad de metano de 436 mL CH4/g
SV anadido, mediante el proceso de digestion anaerobia, buscaban evaluar el efecto de
la temperatura y cargas organicas. durantezla digestion en el suero de queso y
encontraron la mayor productividad,"de metano a temperatura 35°C, indice de
Sustrato/inoculo = 4, la duracion del proceso fuesde 27 dias y obtuvieron una remocion
de DQO del 90%.

En conjunto, los estudios demuestran que el.suero de gueso, pese a las limitaciones en
cuanto a la autofermentacion, disminucién de azucares”presentes en el sustrato y la
presencia de bacterias acido-lacticas, puede ser valorizado, mediante fermentacion
oscura y digestién anaerobia para la obtencion de hidrégeno y, acidos carboxilicos o
metano, respectivamente. La diversidad de resultados reportados-evidencia la necesidad
de profundizar en estrategias de control y condiciones operativas para mejorar las
productividades en la fermentacion oscura y en la digestién anaerobia estableciendo

procesos mas sostenibles y adaptados al suero de queso fresco.
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JUSTIFICACION

En México;-la produccién de queso fue de 617 mil 726 toneladas de queso (SIAP, 2023),
se estima“’que,por cada kilogramo de queso producido se generan entre 9y 10 litros de
suero de queso, (Osorio-Gonzalez et al.,, 2018). Este subproducto, es altamente
contaminante debido a su elevada carga organica y representa un problema ambiental
La disposicion de ‘suero de queso no tratado contribuye a procesos de contaminacion,
eutrofizacion y formacion.de compuestos toxicos como nitritos, contaminando el agua,
los ecosistemas acuati€os'y afectando la salud publica (Cabrera et al., 2025; Salas-
Vargas et al., 2021).

En este sentido, es necesario establecer alternativas para valorizar el suero de queso y
transformarlo en productos de walor agregado, enfocandose en la sostenibilidad y
economia circular del pais. La digestion.anaerobia y fermentacion oscura, forman parte
de procesos biotecnoldgicos que ofreCen ventajas para reducir el impacto ambiental de
este subproducto, generando bioenergia y_acidos carboxilicos de interés industrial
(Hasan et al., 2024).

La presente investigacion se enfoca enlavalorizacion del suero de queso al proponer un
esquema experimental con potencial para replicar-en«estudios posteriores al adaptarse
a las condiciones reales del sustrato y ofrecer una solucién viable para la gestion de este

residuo agroindustrial.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Como influye la autofermentacion del suero de queso acido en su valorizacién mediante
fermentacion‘escura y digestion anaerobia?, ¢ cuales son las condiciones operacionales
mas favorables."para maximizar la produccion de acidos carboxilicos, hidrogeno y

metano?

HIPOTESIS

El suero de queso acido autofermentado puede ser valorizado mediante fermentacion
oscura y digestidon anaerobia, proceses en los cuales la presencia de los solidos del suero
y el tiempo de retencion hidraulico influyen"de manera significativa en la productividad de
ambos procesos, los cuales representan-una, estrategia viable para reducir el impacto

ambiental del suero de queso y transformarlo en productos de valor agregado.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las interacciones microbianas para la valorizacion del suero de queso acido
autofermentado, evaluando su potencial en la produccién de acidos carboxilicos, e

hidrégeno por fermentacion oscura y metano mediante digestion anaerobia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el suero de quese.acido fresco, autofermentado y autofermentado-

filtrado con el fin de determinar sus condiciones iniciales.

2. Evaluar el efecto de los—so6lidos ‘presentes en el suero de queso acido
autofermentado y del tiempo desetencién hidraulico sobre la produccion de acidos

carboxilicos e hidrogeno mediante fermentacion oscura en reactores CSTR.

3. Analizar la eficiencia de la digestién anaerobia ep'reactores en lote automatizados
para produccion de metano, utilizando como sustrato suero autofermentado,
suero autofermentado-filtrado y efluentes seleccionados de la fermentacion

oscura.
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METODOLOGIA

Caracterizacion del suero de queso acido: fresco, autofermentado y

autofermentado-filtrado.

El suero de queso-acido (pH = 3) fresco se colectd de la empresa “Queseria Carol”
ubicada en el Margués, Querétaro, México (20°34°00” N, 100°14’57” W). Se dejo
fermentar de manera(natural a temperatura ambiente (= 22°C) y se detuvo cuando el
consumo de azucares totales se mantuvo estable (Mazorra-Manzano et al., 2020). Este
proceso se implementd con.el fin de reproducir la fermentacion natural que ocurre en el

suero de queso.

Con el propdsito de evaluar la influencia de los sélidos presentes en el suero de queso
autofermentado, una fraccién del volumen se centrifugd a 6,000 rpm durante 20 minutos

y se filtro tres veces con tela de algodon.

La caracterizacion del suero de queso acido fresco, autofermentado y autofermentado-
filtrado se llevd a cabo mediante la‘determinacion de AT, DQO, solidos suspendidos
totales (SST), SSV, pH y perfil de acidos carboxilicos.,.posteriormente, se refrigeré a 4°C

hasta su uso.

Fermentacion oscura: efecto de los sélidos y del tiempo_de retencién hidraulico.

Se utilizé como inéculo lodo anaerobio granular proveniente de un UASB a escala
industrial que trata vinazas de tequila en “Casa Herradura”, ubicada’en Tequila, Jalisco,
México (20°53’04” N, 103°50'22” W), se caracterizd con el fin de cenocer los

parametros fisicoquimicos, ver Anexo 1.

En los experimentos de fermentacion oscura, se sometié el inéculo a un pretratamiento
térmico, con el fin de eliminar las arqueas metanogénicas, el pretratamiento gonsistié en
secado a 105°C durante 24 horas, siguiendo el protocolo descrito por Montoya-Rosales
et al., (2022). El lodo se trituré en un molino de bolas durante 20 minutos a una frecuencia

de 30 Hz (ciclos por segundo) reduciendo su tamano a una textura similar a polvo
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equivalente a malla #20, 850 um. Finalmente se almacend a temperatura ambiente hasta

su utilizacion.

Se operaron cuatro reactores (F1 — F4) CSTR, marca Applikon Biotechnology (EE. UU.),
con sello hidraulico, volumen total de 1.3 L y un volumen de trabajo de 1 L, en la Figura
3, se presenta la”estrategia experimental de los reactores de fermentacion oscura y

digestidén anaerobia.

Fermentacion Digestion Fermentacion
TRH10M anaerobia TRH10h
u <@ @
F1 M1
1 d X
& 0 Dgesten
| anaerobia
............. > PrAPPPPITRLY sssssssunsnns
A |
Suero de queso Suero autofermentado Suero autofermentado-filtrado
fresco . .

Digestién Fermentacion Fermentacion Digestion
: TRH 18h .

anaerobia
M3 ' F4

Figura 3. Esquema de tratamientos para la valorizacion del suero de queso

autofermentado; F1: suero de queso autofermentado, TRH 10 “h; F2: suero
autofermentado-filtrado, TRH 10 h; F3: suero autofermentado, TRH 18 h;_F4: suero
autofermentado-filtrado, TRH 18 h.

Para favorecer la fermentacion oscura y satisfacer los requerimientos nutricionales™de

las bacterias, se utilizdé medio mineral compuesto por (g/L): MgCl2-6H20, 12.5;
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FeCl2-4H20, 10; CoCl2-6H20, 0.25; MnCl2-4H20, 0.25; KIl, 0.25; NiCl2:6H20, 0.05; ZnClz,
0.05; NH4CI, 210 (Fuentes-Santiago et al., 2023).

La puesta en marcha de cada reactor se realizé operandolo en modo discontinuo durante
24 horas con 4:5~g SSV/L de lodo anaerobio pretratado, una concentracion de suero de
queso de 10 g DQOsowvie/L y pH ajustado a 6.0 (Montoya-Rosales et al., 2022; Palomo-
Briones et al., 2047)» Posteriormente, los reactores fueron purgados con nitrégeno

durante 5 minutos para establecer una atmosfera anaerobia.

Después de las 24 horas, s€\operaron en modo continuo a una temperatura controlada
de 37°C, agitacion constante de 300 rpm y pH controlado a 6.0 mediante la adicion
automatizada de NaOH 5 M a través del controlador Applikon Biotechnology My-Control
Bioreactor Controller (EE. UU). Enila Figura 4, se presenta el esquema de los cuatro

reactores operados para produccion de*hidrogeno y acidos carboxilicos.

& «

oo
i
i

Medidor del
volumen de gas

|

—— / Bomba B
ﬁ peristaltica :

Cloruro de Medio

.
"
|
'L“‘ —‘l‘u__‘" B
¥
|

UL m’l J
g F P ._ Cromatografo de gases
e g —
¥ lz F; -
— o
- —> p—=
<2289 =
~ \Lq/
v
Controlador
Suero de queso Efluente Muestra fresca

autofermentado Reactor CSTR
(agitacién constante)

Figura 4. Esquema de reactores CSTR F1 — F4, empleados para la fermentacion ascura
(BioRender, 2024).

Los reactores F1y F2 se operaron con un TRH de 10 horas y una COV de 16.6 g DQO/L-
d, mientras que los reactores F3 y F4 se mantuvieron con un TRH de 18 horas y una
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COV de 9.25 g DQO/L-d. Se determin6é que 20 ciclos de TRH eran suficientes para
alcanzar'el estado estable en los cuatro reactores, el caudal de entrada y de salida se
ajusto a 146 ZsmL/min para F1 — F2 y 0.92 mL/min para F3 — F4.

Durante la operacién de los reactores de fermentacion oscura, se realizé un seguimiento
de los parametres de control del proceso para evaluar su evolucion y eficiencia. Se
recolectaron muestras de efluente de cada reactor a intervalos de 24 horas, estas
muestras se utilizaron/para determinar SST, SSV, AT, DQO y perfil de acidos
carboxilicos. La produccién de hidrogeno y didxido de carbono se cuantifico mediante un
medidor de volumen de gas’por desplazamiento de agua y la composicion del gas se

analiz6 mediante cromatografia.de gases.

Para el analisis de la productividad de la fermentacion en funcion de la VVPH vy
produccion de los acidos carboxilicos serecolectaron tres muestras de efluentes de cada

reactor a intervalos de 24 horas, una vez-alcanzado el estado estable.

Digestion anaerobia en reactores en lote”automatizados para produccion de

metano.

Con el fin de evaluar el potencial de produeCidon de metano a partir del suero de queso,
los experimentos se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Angelidaki & Sanders,
(2004).

La configuracion de los reactores incluy6 los tratamientos M1 — M4, ver Figura 3. Los
reactores se alimentaron con los siguientes sustratos: M1“eon suero de queso
autofermentado; M2 suero de queso autofermentado-filtrado; M3-con.el efluente del
reactor de fermentacién F3 y M4 con el efluente del reactor F4. Los“efluentes de los
reactores F3 y F4 se recolectaron en estado estable, en tres muestras'freseas de 800
mL a intervalos de 24 horas, las cuales fueron homogenizadas y centrifugadas,a 3,000
rom durante 10 minutos antes de su uso en los reactores de digestion, con el objetivo de
evaluar las diferencias entre los sueros de quesos filtrado y sin filtrar y los sustratos

doblemente fermentados.
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Los experimentos se realizaron en un equipo automatico de potencial de metano
(AMPTS” ll, Automatic Methane Potential Test System, Bioprocess Control, Lund,
Suecia), en la Figura 5 se presenta un esquema de los reactores del AMPTS II. El
volumen de cada reactor de vidrio fue de 600 mL, con un volumen de trabajo de 360 mL

y espacio cabeza de 240 mL.

Motor de agitacion
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o purgar gas
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NaOH + CO,
Frasco reactor § Na,CO; + H,0
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-~ ~ P &
=

= [ co, Computadora (servidor)
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~

0

Baiio de agua (37°C) Ca;tador de Unidad‘de celda de flujo

Volumen de trabajo

Figura 5. Esquema de reactores del AMPTS Il“del M1 — M4 empleados para la

produccion de metano (BioRender, 2024).

Se adiciond a todos los frascos como inéculo lodo anaerobio.granular sin pretratamiento
térmico a una concentracion de 1 g SSV/100 mL de medio,-alcanzando una relacién
sustrato/inoculo (S/l) de 2 g SSV/g DQO, considerando una coneentracion inicial de
sustrato de 5 g DQOJ/L (Holliger et al., 2016). Se ajusté la alcalinidad/de la mezclaa 3 g
CaCOs/L mediante adicion de bicarbonato de sodio y el pH inicial se establecio6 entre 6.8
y 7.5 (sin controlar el pH durante la digestidon anaerobia) mediante soluCiones de HCI 5
N o NaOH 5 N. Antes de la operacién en lote, los reactores fueron purgados con

nitrégeno durante 5 minutos para establecer una atmosfera anaerobia.

El medio mineral utilizado estuvo compuesto por: NH4Cl, 41.6 g/L; MES (2-(N-morfolino)
etanosulfénico), 19.52 g/L; MgCl2-6H20, 2 g/L; FeS04-7H20, 1.6 g/L; CoCl2-6H20;740
mg/L; MnCl2-4H20, 40 mg/L; Kl, 40 mg/L; NiCl2-6H20, 8 mg/L; ZnCl2, 8 mg/L (Angelidaki
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& Sanders, 2004; Carrillo-Reyes et al., 2020). Se adicionaron 2 mL de una solucién de
fosfato=monopotésico al 500x para completar los nutrientes del medio y favorecer la

actividad microbiana.

El sistema autematizado constdé de un bafo térmico controlado a 37°C, en donde se
contenian los reactores en lote, una unidad fijadora de diéxido de carbono de una
solucion de NaOH'3My timolftaleina al 0.4% y finalmente la unidad medidora de flujo. El

tiempo de agitacién fue intermitente, 1 minuto a 120 rpm seguido de 3 minutos de pausa.

De cada tratamiento de la produccion de metano se incluyeron triplicados, se integré un
control enddgeno (sin sustrato) ysun control positivo de glucosa. Para el control positivo,
la glucosa se sec6 a 105°C durante 2 horas y posteriormente se utilizé para preparar una

solucion con una concentracion de 5 g DQO/L.

La produccion de metano se cuantificd .mediante las celdas de flujo del AMPTS I,
registrando los datos en tiempo real a través del software del equipo. Una vez alcanzada
la estabilidad en la produccion de-metano, se/recolectaron muestras de 40 mL de cada

reactor para determinar el perfil de acidos carboxilicos y DQO.

Los datos de produccién acumulada deJnetano se analizé mediante el modelo cinético
de Gompertz modificado, donde Hmax representa la produccién acumulativa de metano
(NmL), Rmax la tasa de produccion de metanq, A la duracion de la fase de retardo y t el
tiempo de incubacién en dias (Regueira-Marcos et al., 2023):

H = H .y * €Xp (— exp (% *(A—1t) + 1)) (Ec. 3)

max

Métodos analiticos.

Para controlar el proceso de fermentacidn oscura en la produccién de hidrégeno, se
tomaron muestras frescas del efluente de cada reactor en intervalos de 24 horas. Para
los reactores de produccion de metano, solo se determinaron los puntos iniciales y

finales, debido a que la operacion fue en modo discontinuo.
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Las determinaciones de los SST y SSV se realizaron de acuerdo con el método estandar
APHA2540 (American Public Health Association 2540 G., 1997). La DQO se determiné
siguiendo<el.método estandar APHA 5220 (American Public Health Association 5220,
1998) y la &noerma NMX-AA-03/1-SCFI-2012 (Secretaria de Economia, 2012). La
determinacién de’AT se llevo a cabo mediante el método acido sulfurico-fenol (Dubois et
al., 1956). Para laimedicion de DQO y AT, se utilizé un espectrofotometro UV-Vis Orion
Aquamate 8000 (Thermo _Scientific). Las condiciones de analisis para la cuantificacion
de las concentraciones~de DQO y AT fueron absorbancia de 600 nm y 490 nm,

respectivamente.

El volumen de gas hidrogeno”y”dioxido de carbono producido, se determind con un
medidor de gas por desplazamiento de agua (Prendo, México, modelo MVG-10, Volts
127, 30 W). El andlisis de la composicion del gas (Hz y COz2) para los reactores de
fermentacion oscura, se midié con una jeringa cromatografica de muestras gaseosas
marca VICI (Valco Instruments, Houston, Texas, EE. UU.) de 1 mL, comparando una
muestra de 500 pL del espacio_de cabeza de los reactores de fermentacion con
estandares de alta pureza (Alltech, Deerfield, [lin6is, EE. UU.) utilizando un cromatégrafo
de gases Agilent Technologies modelo® 6890N" Network GC System (Waldbronn,
Alemania), equipado con un detector de ‘conductividad térmica (TCD) con temperatura
de horno 60°C, temperatura del puerto de inyeccion' (entrada frontal) de 250°C,
temperatura del detector (detonador delantero) de 250°C, presion de entrada trasera de
12.96 psi, temperatura de entrada trasera de 34°C, temperatura,de detonacion posterior
de 49°C. La columna utilizada fue una Hayesep D (Alltech, Deerfield, IL, EE. UU.) con
las siguientes dimensiones: 10’ de longitud de la columna x 1/8” de«iametro exterior de
la columna x 0.085” de diametro interno de la columna, la fase estacionaria fue de
polimero estireno-divinilbenceno con un tamafo de particula del empacade.60/80 mallas
con una temperatura maxima de operacion de 290°C. Se utilizé nitrégenocomo gas
portador con un caudal de 12 mL/min (Carrillo-Reyes et al., 2012; Davila-Vazquez et al.,
2009).

Los acidos carboxilicos (acetato, propionato, lactato y butirato) se cuantificaron por
comparacion con estandares de alta pureza mediante electroforesis capilar (Agilent
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1600A,Waldbronn, Alemania) usando un buffer basico de aniones (Agilent, pH=12.1)y
una columna capilar de silice fundida (Agilent, diametro interno de 50 um, longitud de
80.50 cmlargo efectivo de 72 cm), la temperatura y voltaje aplicado fue de 20°C y -30

kV, respectivamente (Davila-Vazquez et al., 2008; Paz Mireles et al., 2016).

Dado que durante’los analisis de cuantificacidn de los acidos carboxilicos se observaron
picos no identificadossdentro de los estandares utilizados, se decidi6é aplicar métodos
analiticos complementarios con el fin de obtener un panorama mas amplio de la
produccion de estos compuestos. No obstante, los analisis adicionales se realizaron

unicamente en los puntos iniCiales y finales de cada reactor de fermentacidn oscura.

Los compuestos organicos (etanol; acetato, propionato, lactato, butirato y caproato), se
determinaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) equipada con
un detector de indice de refraccién (RID),y una columna polar Aminex HPX-87H (modelo
1260 Infinity, Agilent Technologies, GA+EE. UU.) con fase estacionaria de resina
sulfonada de poliestireno-divinilbenceno..Lazfase movil era una solucién de &acido
sulfurico 5 mM a un caudal de 0.6"mL/min, la_témperatura de la columna y del detector
fue de 55°C (Montoya-Rosales et al.,-2022; Ordofiez-Frias et al., 2024).

Las concentraciones de los acidos carboxilicos y aleoholes se transformaron a gramos
de DQO por medio de los siguientes factores de conyersion: acetato (1.07 g DQO/qg),
propionato (1.51 g DQO/g), butirato (1.82 g DQO/qg), lactato (1.07 g DQO/qg), etanol (2.04
g DQO/qg) y caproato (2.04 g DQO/g) (Rittman & McCarty, 2020).

Métodos estadisticos.

Utilizando el programa IBM SPSS Statistics 21, se llevd a cabo un anélisis de varianza
(ANOVA) de una via con un nivel de significancia del 5% y una comparacién multiple
utilizando el método Tukey (p-valor < 0.05). Se analizaron las diferencias significativas:
en la VVPH entre los reactores de fermentacion oscura F1 — F4; en las concentraciones
de acidos carboxilicos producidos de los 3 puntos finales de los reactores F1 ~ F4
determinados por HPLC en la fermentacion oscura en estado estable y en la produceion

de metano entre los reactores M1 — M4.
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Antes .de aplicar la prueba ANOVA, se comprobd la normalidad de los datos y la
homogeneidad de las varianzas para los tres procesos, asegurando que se cumplieran

los requisitoss€stadisticos para llevar a cabo las pruebas.
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RESULTADOS

Composicion'del suero de queso acido en suero fresco, autofermentado y

autofermentado-filtrado.

El suero de queso se caracterizdé fresco, después de la fermentacion natural o
autofermentacion y_después de la eliminacion de solidos (autofermentado-filtrado). En la

Tabla 1, se muestra la caracterizacion.

Tabla 1. Caracterizaciéndelsuero de queso fresco, autofermentado y autofermentado-
filtrado.

Parametros Fresco Autofermentado Autofermentado-
filtrado
pH 5.8 3.6 3.8
DQO (g/L) 51.10+£ 0.14 51.60 £ 0.07 50.23 £ 0.05
AT (g/L) 28.6 +0.19 6.35+0.10 6.46 £ 0.30
SST (g/L) 1.42 £ 0.01 1.58 ¥ 0.36 1.16 £ 0.49
SSV (g/L) 0.94 £ 0.01 115 1+ 0:40 0.79+0.34
Acetato (g/L) 1.1+ 0.01 ND ND
Lactato (g/L) 5.1+0.01 16.47 + 0.02 17.50 + 0.01

DQO: demanda quimica de oxigeno; AT: azlcares totales; SST: sélidos suspendidos totales; SSV:

soélidos suspendidos volatiles y ND: no detectado.

Como se esperaba, la concentracion de DQO del suero de queso fresco resulto de 51.10
g/L, lo que confirma que se trata de un efluente altamente contaminante #/En general, los
unicos parametros que mostraron cambios importantes, después de la autefermentacion
y filtracion del suero de queso fresco, fueron el pH, las concentraciones de AT, acetato y
lactato. En el suero de queso fresco la concentracion de acetato fue cercana a 1g/ky la
de lactato de 5 g/L. En cambio, no se detectd acetato después de la autofermentacionyy

la concentracion de lactato incrementd a 17 g/L en el suero de queso autofermentado y
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autofermentado-filtrado. Esta diferencia se atribuye a la actividad homolactica durante la
autofermentacion, como resultado, se observd una disminucion en la concentracion de

AT, debido"assu consumo durante la autofermentacion.

Produccién de acidos carboxilicos e hidrégeno: Influencia de los sélidos y

tiempo de retencion hidraulico.

Los cuatro reactores defermentacion oscura (F1 — F4) operaron 20 ciclos de TRH hasta
alcanzar el estado estable, 'se siguié la productividad del hidrégeno en los cuatro

reactores y la produccién de acidos carboxilicos, ver Anexo 2.

La Figura 6 muestra las concentraciones de acidos carboxilicos y alcoholes

cuantificadas al final del periodo de.operacion.

16
i I Etanol
14 | Acetato
B Propionato
B Lactato
12 - Butirato
4 .| Caproato

Acidos carboxilicos (g DQOI/L)

ré

F1 F2 F3 F4

Figura 6. Concentraciones de los acidos carboxilicos y alcoholes producidos ‘en-los

reactores F1 — F4 de fermentacion oscura en estado estable.
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Las conCentraciones mas altas de metabolitos se obtuvieron en el reactor F1, operado
con suero.de queso autofermentado y un TRH de 10 horas, alcanzando 14.29 g DQO/L
de lactatowy 6:46 g DQO/L de butirato, ademas de caproato, etanol, acetato y propionato,
en menores oncentraciones (< 2 g DQO/L). En contraste, el reactor F2 operado con
suero de queso. autofermentado-filtrado bajo el mismo TRH, produjo 7.99 g DQO/L de
lactato y 4.04 g DQO/L de butirato, ademas de concentraciones menores de etanol,
acetato y propionato (<™1.2 g DQO/L), sin caproato. Esta diferencia en la distribucion de
los metabolitos indica una,seleccidon de la comunidad microbiana en cada reactor a partir
de las condiciones operacionales, lo que demuestra que las BAL autéctonas del suero
de queso y otros solidos presentes de forma natural influyen en los productos de la

fermentacion.

El reactor F3, operado con suero de"queso autofermentado y un TRH de 18 h, alcanzé
concentraciones de 11.92 g DQO/L de-lactato, 6.25 g DQO/L de caproato, 2.85 g DQO/L
butirato y en menores concentraeiones (< 2 g DQO/L) acetato, etanol y propionato. En
comparacion, en el reactor F4, se“obtuvieron_concentraciones de 7.81 g DQO/L de
butirato, 6.42 g DQO/L de lactato, 2:28 g DQO/lks'de acetato, 2.05 g DQO/L de caproato

y en menores concentraciones (< 1 g DQO/L) propionato y etanol.

En general, los resultados evidencian quedos solidos’presentes en el suero de queso
autofermentado influyen en la fermentacion ‘oscura, en”la. seleccion de la comunidad
microbiana y en las rutas metabdlicas, al igual que el TRH de operacién de los reactores.
Los resultados indicaron que la variacion en el TRH. afecta directamente las
concentraciones de los acidos carboxilicos, ya que los reactores operados con TRH de
18 horas (F3 y F4) produjeron mayores concentraciones de caproate, que los reactores
(F1y F2) operados un TRH menor (10 h). Lo anterior sugiere que TRH mas prolongados
favorecen la elongacion de cadena de los acidos carboxilicos, premoviendo la

generacion de metabolitos de mayor valor agregado como el caproato.

En la Tabla 2, se muestra las concentraciones de los metabolitos determinados en los
reactores de fermentacion oscura, asi como las velocidades de produccién de hidrogeno.
Se observa que la mayor VVPH se obtuvo en el reactor F1, mientras que al modificar’el

tipo de sustrato y/o el TRH se observé una disminucion en la VVPH.
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Tabla 27 Produccién de hidrégeno y acidos carboxilicos mediante la fermentacion

oscura“en.Jos reactores F1 — F4.

Reactor TRH cov VVPH Metabolitos (g/L)
(h) (9 (L Ha/L-
paof/L-d) d)

Ace Prop Lac But Cap EtOH

0.76 0.10 1336  3.55 0.74 0.80

F1 10 16.6 242 N . + N N +
+ 0:12 . - > o . S
0.10*  0.07* 0.72* 0.48 0.14* 0.20°
0.89 031 747 222 0.55
F2 10 16.6 +1(-)9;13 N N N s 0.0° N
~ 0.10°.0.12°  0.51°  0.24° 0.27°
0.75 005 1114 142 235 0.78
F3 18 9.25 1.72 - ’ + + N N
07043, 0.03% . 0.24° 0.51° 049 0.05°
213" 014 (602 429 077 038
F4 18 9.25 0.30 N . y N + +
+0.06

0.26® 0.07° 0.24°), 0.26® 0.33¢@ 0.09°

Los superindices en las concentraciones finales de cada compuesto corresponden a los grupos
determinados por la prueba de Tukey. La comparacion de letras se realiza Unicamente entre los reactores
evaluados para el mismo compuesto: valores que comparten la misma letra no presentan diferencias
significativas entre si (p > 0.05), mientras que aquellos con letras distintas indican diferencias significativas

(p < 0.05). Las letras no deben compararse entre compuestos diferentes.

TRH: tiempo de retencion hidraulico; COV: carga organica volumétrica; VVPH: velocidad velumétrica de
produccion de hidrégeno; DQO: demanda quimica de oxigeno; Ace: acetato; Prop: propionato; Lac:lactato;

But: butirato; Cap: caproato; EtOH: etanol.

Este comportamiento se atribuye tanto al efecto de la COV como del TRH, debido a‘que

los reactores F3 y F4 se operaron con menor COV (9.25 g DQO/L-d) y un mayor TRH
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(18 h)..Aunque el reactor F2 oper6 con un TRH de 10 horas y una COV de 16.6 g DQO/L-
d al igual que el reactor F1, la VVPH fue inferior, lo que se atribuye al uso del suero de
queso autofermentado-filtrado, evidenciando que los sdlidos (BAL autéctonas del suero
de queso) también contribuyen a la produccion de hidrégeno mediante el metabolismo

lactato-acetato:

Se realiz6 un ANOVAspara evaluar las diferencias en la produccién de hidrégeno entre
los cuatro reactores (F4“— F4), ver Anexo 3. Los resultados indicaron que existen
diferencias significativas-entre los tratamientos con un p-valor de 0.00260, lo cual sugiere
gue al menos uno de los reactores presentd un comportamiento distinto a los demas. La
prueba de Tukey reveld que’los reactores F1, F2 y F3 no son significativamente
diferentes entre si, agrupandose tedos en el mismo grupo estadistico (a). En contraste,
el reactor F4, se ubicé en un grupo diferente (b), mostrando diferencias significativas
respecto a los otros reactores. Estos resultados sugieren que el tratamiento aplicado en
el reactor F4 fue menos eficiente.para la produccion de hidrogeno, en comparacion con

el resto de los reactores.

Produccién de metano a partir de suero autofermentado, filtrado y efluentes de

reactores de fermentacion oscura.

El suero de queso autofermentado y autofermentado-filtrado, asi como los efluentes de
los procesos de fermentacion oscura a un TRH de 18shoras, con y sin solidos, se
sujetaron a un proceso de digestion anaerobia en el sistema_automatizado AMPTS I,
con sus respectivos controles enddgeno y positivo usando glucosa. Los resultados se
muestran en la Figura 7, donde se presenta la produccién acumulativa de metano para

los reactores M1 a M4, en conjunto con los controles.

Se utilizé suero de queso autofermentado en el reactor M1 y mostrd una mayor
produccion de metano en comparacion con el reactor M2, en el cual se utilizo suero de
queso autofermentado-filtrado, por lo tanto, la diferencia puede atribuirse a la.ausencia
de los sdlidos en el reactor M2. Por otro lado, en los reactores M3 y M4 que utilizaron el
efluente de los reactores de fermentacién oscura a un TRH de 18 horas, se evidencio-un
comportamiento diauxico en la produccion de metano, lo que indica la degradacion

secuencial de sustratos presentes en el reactor.

37



Previsiblemente, en la primera fase los microorganismos degradaron el acetato presente

en el efldente, y en una segunda fase, utilizaron compuestos asociados a procesos de

hidrélisis y”acétogénesis. No obstante, las dinamicas observadas en la produccion de

metano, en los-reactores M3 y M4 se alcanzaron producciones acumuladas de metano

ligeramente mayores a las obtenidas en los reactores M1y M2.

Volumen acumulado CH, (L CH,/L)

Volumen acumulado CH, (L CH,/L)
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Figura 7. Produccion acumulada de metano bajo diferentes tratamientes.normalizados

al control endogeno. A) M1, B) M2, C) M3 y D) M4. Los datos corresponden a los

reactores M1 — M4 (rojo), control positivo (azul) y control endégeno (verde).La linea

continua representa el ajuste del modelo de Gompertz modificado para cada caso:

La Tabla 3, presenta los parametros cinéticos obtenidos de los datos experimentales

para la produccion de metano de los reactores M1 — M4 utilizando el modelo de Gompertz
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modificado. Los reactores M3 y M4 presentan las mayores velocidades volumétricas de
produceion de metano (VVPM), mientras que disminuyen en los reactores M1y M2. No
obstante, 4a_produccién maxima de metano (Hmax) fue similar en los reactores M1, M3

y M4, siendolelreactor M2, el unico que mostrd una produccion menor.

Tabla 3. Parametros cinéticos a partir de los datos experimentales del modelo de

Gompertz modificado.en la produccién de metano.

Consumo Hmax Rmax VVPM
Reactor A (d) R?
DQO (%) (L»CH4/L) (L CH4/d) (L CH4/L-d)
M1 99.27 1¢03+ 0.03 0.90 0.31+0.01 0.98 0.11 £0.02
M2 99.38 0.83"+.0:02 1.18 042+0.01 0.99 0.15+ 0.01
M3 99.24 1.15 + 0°04 6.74 0.86+0.02 1.00 0.21+0.08
M4 99.02 1.19+0.54 7.59 0.58+0.19 1.00 0.21 +0.01

Hmax: producciéon acumulativa de metano, A fase de retardo, Rmax: tasa maxima de produccion de

metano, VVPM: velocidad volumétrica de produccion de'metano.

En cuanto al tipo de sustrato utilizado, ya‘sea suero de queso autofermentado (M1) o el
efluente proveniente de la fermentacién escura (M3);~no se observaron diferencias
apreciables en la produccion de metano. Esto indica gue, utilizar el suero de queso
autofermentado o doble fermentado (autofermentacion seguida de fermentacion oscura)
genera resultados comparables. Ademas, la remocion de DQO fue mayor a 99 % en
todos los reactores, evidenciando una alta eficiencia del proceso.de metanogénesis. En
todos los casos, la correlacion (R?) de los datos experimentales “con el modelo de

Gompertz fue entre 0.98 y 1, tal como se aprecia en la Figura 7.

El andlisis estadistico de los resultados de los reactores para la produccion“de metano
(M1 — M4), mostraron diferencias entre los tratamientos (p < 0.05), ver Anexo 3. Las
valores de Hmax de los reactores oscilaron entre 0.83 y 1.19 L CH4/L (Tabla 3) La prueba
de Tukey demostré que los cuatro reactores se ubicaron en grupos completamente
distintos (a, b, ¢ y d, respectivamente), lo que indica que cada uno presentd un

comportamiento significativamente diferente.
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DISCUSION

La industria_de derivados lacteos en México es muy importante y para hacerla mas
sustentable se~deben tratar de manera adecuada los residuos liquidos y solidos que
genera. En este estudio, se encontrd que el suero de queso fresco de la Queseria Carol
(El' Marqués, Querétaro, México) tiene una concentracion de DQO de 51 g/L.
Considerando que por“cada kilo de queso producido se generan hasta 10 L de suero
(Osorio-Gonzalez et al. #20118), se puede tener una idea de lo contaminante que resulta
este efluente sin un tratamiento adecuado. Entre las opciones disponibles para su
tratamiento, destaca la digestion anaerobia ya que, usando reactores de alta tasa se
puede reducir de manera eficient€ las altas cargas organicas tipicas de la industria de
lacteos produciendo metano. Tal come se demostrd en este estudio, en los reactores en
lote de digestion anaerobia, alimentad0Os con suero de queso autofermentado, se alcanzé
99 % remocion de la DQO. No obstante, el contenido de azucares, principalmente, del
suero de queso se podria explotar-aun mas mediante la produccion de compuestos de
alto valor agregado. Una forma de‘aprovechar, al maximo este tipo de efluentes es
mediante la fermentacion oscura, en la“cual, |a materia organica es transformada a
productos de valor agregado tales comg acidos “earboxilicos, alcoholes e hidrégeno.
Estos compuestos presentan un mayor valor comercialren comparacion con el metano.
Por ejemplo, el acido lactico industrial alcanza un precio, aproximado de 4 USD/kg
(Garrido et al., 2023); el acido caproico sin refinar se cotiza alfededor de 1.18 USD/kg, lo
que representa un valor cinco veces mayor que del metano (0:24 USD/kg) y casi el doble
del etanol, estimado en 0.61 USD/kg (Villegas-Rodriguez et al, 2024).

Valorizacion del suero de queso mediante la produccion de acidos carboxilicos e

hidrégeno.

La fermentacién oscura del suero de queso autofermentado y autofermentado-filtrado, a
las condiciones evaluadas fue adecuada ya que, en todos los casos, se produjoe-una
amplia variedad de acidos carboxilicos y etanol, en diferentes proporciones, dependiendo

de las condiciones. Adicionalmente se produjo hidrogeno. La produccion de acidos
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carboxilicos presentd variaciones en cuanto a las concentraciones. Estos resultados
reflejan-€l.efecto de la COV, TRH y la presencia de sélidos en el suero de queso
autofermentado sobre la selectividad de las comunidades microbianas durante la

fermentacion.

Dependiendo de” las condiciones operacionales aplicadas, en cada reactor se
enriquecieron distintasscomunidades microbianas, lo que definid la via para la produccion
de hidrégeno y acidos carboxilicos. En el caso del reactor F1, que presento la mayor
concentracion de acido ‘lactico se debe precisamente al TRH corto y a la presencia de
sélidos (BAL autoctonas del suero de queso) en el suero de queso autofermentado.
Utilizar TRH mas prolongados,«como en el caso de los reactores F3 y F4, facilitd la
elongacion de cadena para la produccion de butirato y caproato. Estos resultados son
consistentes con los reportados por”Regueira-Marcos et al., (2024), quienes obtuvieron
una produccion de lactato de 11.4 'g/L,\representando el 95 % del total de acidos
carboxilicos generados. Aunque~en el ‘estudio previo y el nuestro, la via metabdlica
predominante fue la del lactato-acetato (consumo de acetato y lactato para la produccion
de butirato e hidrogeno), es importante destacar.que los autores mencionados emplearon
residuos organicos sintéticos como sustrato. Los resultados de ambos estudios refuerzan
la idea de que tanto la composicion del‘sustrato, ¢omo las condiciones de operacion
influyen de manera directa en la distribucion y c¢oncentracién de los productos

fermentativos.

La maxima VVPH (2.42 L H2/L-d) observada en el presente_estudio en el reactor F1,
resultd 3 veces mas baja que la reportada en estudios previos utilizando suero de leche
en polvo, a una COV de 60 g AT/L-d y un TRH de 6 h (Montoya-Resales et al., 2022).
Esto puede explicarse principalmente por la limitada disponibilidad de carbohidratos en
el suero de queso autofermentado, asi como por la alta concentracién de lactato,
producto de la autofermentacién. Diversos estudios han reportado que, aunque el suero
de queso puede ser utilizado para la produccion de hidrégeno mediante fermentacion
oscura, los rendimientos suelen ser bajos debido a la competencia entre las bacterias
productoras de hidrogeno y las BAL, presentes de manera natural en el sustrato. Palomo-
Briones et al., (2017), utilizaron suero de queso en polvo para evaluar el efecto del TRH
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sobre la"produccion de hidrégeno a una concentracion fija de lactosa en la alimentacion
de 20'g/L. Sus resultados demostraron que con TRH entre 6 y 12 horas la VVPH
promedioincrementa (2.2 L H2/L-d), mientras que con TRH entre 18 y 24 horas la VVPH
promedio sefreduce (0.85 L H2/L-d). En el presente estudio se alcanzé una VVPH de
2.42 L H2/L-d, lacual puede considerarse adecuada para las condiciones operacionales
aplicadas y a las caracteristicas intrinsecas del suero de queso autofermentado, tales
como baja concentraeidon.de carbohidratos y presencia de lactato. En la Tabla 4, se
presenta una comparacion de algunos procesos usando suero de queso autofermentado

en reactores continuos.

Tabla 4. Comparacién de la producciéon de hidrogeno y acidos carboxilicos a partir del

suero de queso fermentado.

(Ordoiez-Frias et = ‘(Aranda-Jaramillo et

Sustrato

Composicion

Tipo de reactor

Condiciones de
operacion

Inéculo

Produccion H:
(L H2/L-d) en
estado estable

al., 2024)

Suero de que_so acido
fermentado

16 g AT/L,129¢g
lactato/Ly 1.32 g
acetato/L

EGSB

Volumen de trabajo
2.2L,35°C, pH5,
TRH4.5h,COV 91g
DQO/L-d

Lodo anaerobio
granular

3.2

al., 2025)

/ Suero de queso
fermentado

9gAT/L,17g
lactato/Ly, 6.7 g
acetato/L y-21 g
butirato/L.

EGSB

Volumen de trabajo' 1
L, 35°C, pH 5.8, TRH
18 h, COV 138.5 ¢
DQO/L-d

Indculo especializado
denominado PTA-
124,566

3.2

Este estudio

Suero de queso
acido fermentado

6.35 g AT/L, 16.47 g
lactato/L

CSTR

Volumen de trabajo 1
L7 37°C, pH 6.0, TRH
10 h, COV 16.6 g
DQO/L-d

Lodo anaerobio
granular,

242
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Acidos Butirato 3.43 y Acetato 16.7, butirato Acetato 0.76,
carboxilicos (g/L) caproato 1.87 5.6, lactato 37.5. propionato 0.10,
lactato 13.36, butirato
3.55, caproato 0.74 y
etanol 0.80.

COV: carga organica volumétrica; CSTR: reactor de tanque agitado continuo; DQO: demanda quimica de
oxigeno; EGSB: reactorde lecho de lodo granular expandido; TRH: tiempo de retencién hidraulico; VVPH:

velocidad volumétrica de preduccion de hidrégeno.

Metanizacion del suero de queso autofermentado y doblemente fermentado.

La digestion anaerobia del suero de queso autofermentado, autofermentado-filtrado o
doble fermentado (autofermentacion_seguida de fermentacion oscura) fue exitosa en
todos los casos, ya que la eficiencia.de remocion de DQO fue superior a 99 % con

producciones maximas de metano (Hmax) similares (~ 1 L CH4/L).

Considerando lo anterior, y debido/a que la fase de retardo (A\) mas corta se obtuvo en el
reactor M1, la estrategia mas factible para Ia metanogénesis del suero de queso es el
uso directo del suero de queso autofermentadossin filtrar. No obstante, la completa
acidificacion del suero de queso autofermientado puede tener ventajas operacionales si
se considera un proceso de dos etapas (doble fermentado seguida de metanogénesis),
principalmente relacionado con aspectos de estabilidad operacional en la segunda etapa
(metanogénesis) ya que el pH idoneo para que ocurra eficientemente es entre 6.5y 7.5
(Toledo-Cervantes et al, 2018). En resumen, si la industria productora de queso opta por
la digestiébn anaerobia como estrategia de tratamiento de sus efluentes liquidos, aun
después de pasar por un proceso de autofermentacion, con certeza‘tendra un proceso

metanogénico estable, y producira un vector energético como el metano.

En la Tabla 5, se muestra una comparacion entre los resultados reportados,por Lombardi
et al., (2024) y los obtenidos en el presente estudio, destacando tanto.el tipo de
tratamiento como las condiciones operacionales en relacion con la produccionespecifica

de metano.

Tabla 5. Comparacion de la produccion especifica de metano y condiciones operativas

en digestion anaerobia.
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(Lombardi et. al., 2024)

Este estudio

Etapas Fermentacién Digestion Fermentacién Digestion
oscura + digestiéon anaerobia oscura + digestion anaerobia
anaerobia
Sustrato Suero de queso Suero de Suero de queso Suero de queso
queso acido fermentado acido
fermentado
Tipo de Fermentacion AMPTS lI Fermentacién AMPTS lI
reactor CSTR CSTR
Digestion Digestion
anaerobia AMPTS anaerobia AMPTS
Il Il
Condiciones Fermentacion: relacion 1/S 3, Fermentacion: relacién S/l 3,
de operacion Volumen de volumen de Volumen de trabajo volumen de
trabajo 0.5 L, 500 trabajo 400 1L, 300 rpm, trabajo 360 mL,
rpm, 38°C, pH 6.9 mbk, 37°C, 37°C,pH 6.0 37°C
Digestion Digestion
anaerobia: anaerobia: relacion
relacion S/l 3, S/I 3, volumen de
volumen de trabajo 360 mL,
trabajo 400 mL, 37°C
37°C,
Inéculo Microbiota nativa Lodo anaerobio Lodo anaerobio
del suero de grandlar + granular +
queso microbiota’nativa microbiota
nativa
Produccién 725 492 896 521
especifica
CH4 (NmL/g
SV)

AMPTS II: Sistema automatico de prueba de potencial de metano; CSTR: Reactor continuolde tanque

agitado. Los procesos sefialados de fermentacion oscura mas digestién anaerobia, no se trataron de un

proceso secuencial, sino los efluentes obtenidos de la fermentacion oscura se utilizaron como sustratosen

la digestion anaerobia.
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Lo reportado por Lombardi et al., (2024) respecto a la fermentacion oscura previa a la
digestiéon anaerobia, demuestra que la fermentacién oscura puede enriquecer el sustrato
en compuestos facilmente degradables para la digestién anaerobia, concordando con el
presente estudio en donde se llevdé un comportamiento similar, mejorando la produccion

de metano en les sustratos doblemente fermentados.

Adicionalmente se‘aprecia que el inodculo influye considerablemente en la produccién de
metano, ya que la presencia de la microbiota nativa combinada con el lodo anaerobio

granular, favorece la produccion especifica de metano.
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CONCLUSIONES

Usar suerosde queso como sustrato para procesos biotecnoldgicos es una alternativa
eficiente para valorizarlo y obtener productos de valor agregado. En este sentido, la
fermentacion oscura del suero de queso autofermentado es un proceso viable y factible
para su aprovechamiento ya que se encontraron resultados satisfactorios en cuanto a la
produccion de acidos Carboxilicos y etanol, alcanzando concentraciones totales de hasta
20 g/L. Dependiendo de\los objetivos del proceso, se puede dirigir la fermentacion hacia
la elongacidon de cadenaspara la produccion de caproato o bien hacia altas
concentraciones de lactato, bajo.condiciones operacionales seleccionadas como COV y
TRH.

Por otro lado, la digestion anaerobia del suero de queso ya sea directamente después
de la autofermentacion o después de haber pasado por un proceso de fermentacion
obscura previo, resultdé en remociones de_DQO superiores a 99 % y una produccion
estable de metano (~1 L CH4/L). Eoceual indica que es una alternativa sostenible para
aprovechar y valorizar al maximo este. residuode la industria quesera al obtener

productos de valor agregado y biogas.
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RECOMENDACIONES

A partir de ylos resultados del presente estudio, se proponen las siguientes
recomendaciones para fortalecer y ampliar la investigacion en torno a la valorizacion del

suero de queso médiante la fermentacién oscura y digestién anaerobia:

Se recomienda realizar un estudio metagenémico basado en la secuenciacion del gen
16s rRNA con el fin de”identificar la composicién taxondmica de las comunidades de
microorganismos presentes~en los reactores de fermentacién oscura. Este analisis
permitira conocer las especies microbianas involucradas en la produccion de hidrogeno
y acidos carboxilicos, asi como,su dinamica en sistemas continuos, conocer las
comunidades microbianas es esengial para optimizar las condiciones de operacion y
proponer estrategias de control quecfavorezcan rutas metabdlicas enfocadas a los

objetivos.

Es recomendable efectuar un Mbalance “de /electrones a partir de los metabolitos
identificados en los reactores de este proyeCto, Este analisis permitiria cuantificar la
distribucion de electrones entre los diferentes. .productos de la fermentacion,
proporcionando una vision del flujo de electronesdentro del sistema. Con esto, seria
posible comprender mejor la eficiencia de.la conversién de sustrato a productos de

interés.

Finalmente, se sugiere llevar a cabo una evaluacidén tecnoecondmica que permita
determinar la viabilidad de escalar la produccién de metano a=nivel industrial. Este
analisis abarcaria aspectos como costos de operacion, requerimieéntos energéticos e
infraestructura necesaria. De esta manera, se podria establecer el potencial de la
valorizacién del suero de queso, contribuyendo a la sostenibilidad energética como a la

reduccién de impactos ambientales.
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ANEXOS
ANEXO: Caracterizacion del lodo anaerobio granular fresco y pretratado.

Se presentar la caracterizacion realizada al lodo anaerobio granular con y sin
pretratamiento-(105°C, 24 h).

Parametros Lodo anaerobio Lodo anaerobio
fisicoquimicos fresco pretratado
SST (g/g lodo) 0.06 £ 0.01 0.98 £ 0.01
SSV (g/g lodo) 0.05 £ 0.01 0.87 £ 0.01

Se muestra una fotografia del lode"anaerobio granular fresco y pretratado, utilizado como

indculo en los reactores de digestion anaerobia y fermentacién oscura.

Figura A1.1. Fotografia del lodo anaerobio granular fresco A), pretratade’térmicamente

y molido B).
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ANE 2: Perfiles de produccion de hidrégeno y acidos carboxilicos en los

react e fermentacioén oscura.

A\
El anexo ( stra los perfiles de produccion de hidrégeno y acidos carboxilicos que se

evaluaron dur. la operacion continua de los reactores de fermentacion oscura.
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Se presenta las cinéticas de la produccion de los acidos carboxilicos intermediarios del

proceso“de fermentacioén oscura del suero de queso acido autofermentado.
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Se muestra el balance de masas de los reactores de fermentacién oscura operados. En

el balance:.de masas de los reactores de fermentacién se observd la distribuciéon de la

demanda quimica de oxigeno (DQO) a lo largo del proceso.
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Figura A2.3. Balance de masas de los estados estables de cada reactor de fermentacién
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ANEXO3: Resultados del ANOVA y Tukey para VVPH, acidos carboxilicos y VVPM.

Para llevara cabo el analisis ANOVA de 1) las velocidades volumétricas de produccion
de hidrégeno,/2) la produccion de acidos carboxilicos y 3) las velocidades volumétricas
de produccion de,metano, se llevé a cabo un analisis estadistico y posteriormente, con
la finalidad de cumplir con los supuestos del ANOVA, se aplicé la prueba de normalidad

de los datos seguido de una prueba de homogeneidad de varianzas.
Analisis estadistico de las velocidades volumétricas de produccion de hidrégeno

Seguido se realizé una prueba de normalidad de datos a partir de la prueba de Shapiro-

Wilk debido a que el tamafo muestral de cada uno de los reactores era de 3.

Reactor Shapiro-Wilk
Estadistico gl Significancia
VVPH F1 .995 3 .868
(L H2/L-d) F2 .997 3 .901
F3 .883 3 .332
F 4 .866 3 .285

Se presenta la tabla de la prueba de Levene con’respecto a la homogeneidad de

varianzas.
Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
2.927 3 8 100

Se demuestra a partir del p-valor de 0.100 que los datos para todos los\reactores de
fermentacion oscura en comparacién con la VVPH son homogéneos, por{o.gue se puede

continuar al analisis de varianzas multiples ANOVA.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 7.527 3 2.509 25.316 .000195
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Intrasgrupos .793 8 .099

Total 8.320 11

La prueba ANOVA-confirma que los reactores F1 — F4 no son iguales, sin embargo, se
necesita de una prueba‘post hoc de Tukey para identificar que reactores si son iguales y

cuales son diferentes!

Subconjunto para alfa = 0.05

Reactor N
a b
F4 3 .29500
F3 3 1.72433
F2 3 1.93967
F1 3 2.42167
Sig. 1,000 .100

Analisis estadistico de las producciones de acidos carboxilicos y alcohol en

estado estable

Se presenta la prueba de normalidad de los datos de produccion de los acidos

carboxilicos a partir de Shapiro-Wilk.

Reactor Shapiro-Wilk
Sig.
Reactor 1 .896
Reactor 2 274
Etanol Concentracion (g/L)
Reactor 3 A11
Reactor 4 .987
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Reactor 1 .609

Reactor 2 419
Acetata.Concentracion (g/L)
Reactor 3 .670
Reactor 4 .957
Reactor 1 1.000
Reactor 2 477
Propionato Concentracion (g/L)
Reactor 3 446
Reactor 4 .606
Reactor 1 .876
Reactor 2 775
Lactato Concentracion (g/L)
Reactor 3 911
Reactor 4 .801
Reactor 1 915
Reactor2 .049
Butirato Concentracion (g/L)
Reactor 3 .251
Reactor 4 .341
Reactor 1 .200
Caproato Concentracion (g/L) Reactor 3 251
Reactor 4 .846

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene en las concentraciones de los

acidos carboxilicos y alcohol.

Estadistico de

Levene gl1 gl2 Sig.

Etanol

Concentracion (g/L) 2.862 3 8 104



Acetato

Concentracion (g/L) 1.755 3 8
Propionato
Concentnacion (g/L) 1754 3 8
Lactato
Concentracion (g/L) 1.538 3 8
Butirato
Concentracion (g/L) 2.666 3 8
Caproato 4.940 3 8

Concentracion (g/L)

233

.233

278

119

.032

El analisis ANOVA de los acidos €arboxilicos y alcohol en los reactores F1 — F4, se

presenta en la siguiente tabla.

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica Sig-
I:uteg-s 355 3 118 3.894 .055
Etanol P
Concentracion Intra- 243 8 .030
(g/L) grupos
Total 598 11
':‘Je;'s 4.001 3 1334 6347  .000
Acetato b
Concentracion Intra- 174 8 022
(g/L) grupos
Total 4.175 11
Inter- 114 3 038 6.251 017
grupos
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Propionato Intra- 049 8 .006
Concentracion ~ 9rupos

(9/L) Total 162 11
Inter- 101.421 3 33.807 53.366  .000
Lactato grupos
Concentracion Intra- 5068 8 633
(g/L) grupes
Total 106.489 11
':Jeg's 15.040 3 5013 21191  .000
Butirato grup
Concentracion Intra- 1803 8 237
(g/L) grupos
Total 16.932 11
':‘Je;'s 8797 3 2932 31861  .000
Caproato arup
Concentracioén Intra-
.736 3 .092
(g/L) grupos
Total 9.533 11

Y por ultimo la prueba post hoc de Tukey para todos los agidas carboxilicos y alcohol.

Etanol Concentracion (g/L)

Reactor N Subconjunto para alfa =
0.05
a b

Reactor 4 3 .38467

Reactor 2 3 .55200
HSD de Reactor 3 3 77667
Tukey

Reactor 1 3 .80467

Sig. .071
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Acetato Concentracion (g/L)

Reactor N Subconjunto para alfa = 0.05
a b
Reactor 3 3 .74533
ReactorA 3 .76000
HSD de Reactor.2 3 .89467
Tukey
Reactor 4 3 2.12667
Sig. .622 1.000
Propionato Concentracioén (g/L)
Reactor N Subconjunto para alfa = 0.05
a b
Reactor 3 3 .05400
Reactor 1 3 .10400
HSD de
Tukey Reactor 4 3 13667
Reactor 2 3 31267
Sig. .588 .093
Lactato Concentracion (g/L)
Reactor N Subconjunto para alfa = 0.05
a b C
Reactor 4 3 6.01933
HSD de Reactor 2 3 7.47067
Tukey
Reactor 3 3 11.14000

62



Reactor 1 3 13.35800
Sig. 194 1.000 1.000

Butirato Concentracion (g/L)

Reactor N Subconjunto para alfa = 0.05
a b
Reactor 3 3 1.41800
Reactor 2 3 2.21800
:'jf;;e Reactor 1 3 3.54933
Reactor 4 3 4.29067
Sig. .259 313
Caproato Concentracion (g/L)
Reactor N Subconjunto para alfa = 0.05
a b c
Reactor 2 3 .00000
Reactor 1 3 .73933
:'sz;e Reactor 4 3 77133
Reactor 3 3 2.34800
Sig. .057 1.000

Analisis estadistico de las velocidades volumétricas de producciéon de metano

La prueba de normalidad de los datos de VVPM a partir de Shapiro-Wilk

Reactor Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig,

VVPM M 1 992 3 825
(L CH4/L-d) M2 980 3 726



M3 .964 3 .637
M 4 1.000 3 1.000

La prueba de homogeneidad de varianzas de Levene en las VVPM.

Estadistico de gl1 gl2 Sig.
Levene
2.099 3 8 A79

El analisis ANOVA de las velocidades volumétricas de producciéon de metano en los

reactores M1 — M4.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos .001 3 .000 2.885 103
Intra-grupos .001 3 {000
Total .002 11

La prueba post hoc de Tukey para las VVPM.

Reactor N Subconjunto para alfa,= 0.05
a b C d
M3 3 .00000
M2 3 .73933
ASDde 4 3 77133
Tukey
M 1 3 2.34800
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
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Resumen de la

Tesis:

El suero de queso es un subproducto agroindustrial que representa
un riesgo ambiental eonsiderable debido a su elevada demanda
quimica de oxigeno*(DQO). En México, el suero de queso no es
tratado directamente yy su manejo implica un proceso de
autofermentacion Yque afecta, su posterior tratamiento. En este
trabajo se usaron estrategias‘paravalorizar el suero de queso fresco
autofermentado, autofermentadefiltrado y doblemente fermentado
mediante la fermentacion oscura y la digestion anaerobia. En la
fermentacion oscura se operaron cuatro reactores continuos de
tanque agitado para analizar el efecto.del tiempo de retencion
hidraulico (TRH), la carga organica volumétrica (COV) y la
presencia de sodlidos sobre la produccion .de metabolitos e
hidrégeno. Se alcanzaron concentraciones totales de acidos
carboxilicos y etanol hasta de 20 g/L, con una velocidad volumétrica
de produccion de hidrégeno de 2.42 L H2/L-d (litros de<hidrégeno
por cada litro de suero de queso agregado al dia). Se determiné que
los solidos presentes en el suero de queso autofermentadotinfluyen
en la fermentacion oscura y sus rutas metabdlicas. Dependiendo.de

los objetivos del proceso de valorizacion, es posible promover-la
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produccion de lactato o caproato, ajustando los valores de TRH y
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formas fue muy eficiente, alcanzando remociones de DQO
superiores a 99 % y una velocidad volumétrica de produccion de
metano de 0.21 L/L-d. Estos resultados demuestran el potencial de
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