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RESUMEN

El suero es el subproducto principal de la industria quesera que retiene parte de los compuestos de la leche tales como
lactosa, proteinas y minerales; esta carga organica representa un problema ambiental cuando es vertido en agua y
suelo. Las aplicaciones actuales para el uso de este residuo se limitan a la escala industrial, por lo que el suero
proveniente de pequefias y medianas empresas generalmente se desecha sin ningin tratamiento. En este trabajo se
evalu6 el uso del suero de queso “ranchero” para la preparacion de una bebida fermentada utilizando granos de kéfir,
estudiando el efecto de la temperatura, tiempo y cantidad de indculo en la fermentacion. El contenido de lactosa, 4cido
lactico, acido propionico y péptidos se determind por medio de la técnica de cromatografia liquida (HPLC). La
capacidad antioxidante del producto final se evaluo por medio de los métodos ABTS y DPPH. Con base en los
resultados hay una mayor produccion de 4acidos organicos, péptidos y actividad antioxidante fermentando durante 72 h,

a 35 °C, con una concentracion de inoculo de 1.5g/100 ml. Finalmente, se considera que tales condiciones pueden ser
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implementadas facilmente por productores locales para obtener una bebida con propiedades nutricionales y

antioxidantes a partir del suero.

Palabras clave: suero, granos de kéfir, fermentacion, 4cido lactico, péptidos, actividad antioxidante

ABSTRACT

Whey is the main by-product of cheese production that retains some milk compounds such as lactose, proteins, and
minerals. Whey discarded in water and soil represents an environmental issue due to the organic load. Current
applications for cheese whey treatment are mainly at an industrial scale, where the whey from local production
generally is not treated. In this work, beverage production using “ranchero” cheese whey and kefir grains was
evaluated, studying the effect of temperature, time, and inoculum concentration on fermentation. Lactose, lactic acid,
propionic acid, and peptides were quantified using high-performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant
activity of the final product was evaluated by the ABTS and DPPH methods. Based on the results, higher organic acid
production, peptides, and antioxidant activity are obtained by fermenting for 72 h, at 35 °C, using an inoculum
concentration of 1.5 g/100 ml. Finally, it is considered that local producers can easily apply such conditions to obtain a

nutritional and antioxidant drink from whey.

Keywords: whey, kefir grains, fermentation, lactate, peptides, antioxidant activity
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INTRODUCCION

El queso es el segundo producto lacteo maés
consumido en el mundo (OECD/FAO, 2020). En
Meéxico, se producen mas de 40 tipos de queso, donde el
“ranchero” es uno de los mdas populares (Cervantes-
Escoto et al., 2019). Durante su elaboracion, se generan
alrededor de 9 litros de suero por kilogramo de queso
procesado. Este liquido contiene hasta el 55% de los
solidos de la leche (lactosa, proteinas y minerales),
siendo contaminante por su alta demanda quimica y
bioquimica de oxigeno (Osorio-Gonzalez et al., 2018;
Rama et al., 2019). Las aplicaciones actuales del suero
se limitan a la escala industrial, donde se aprovecha
cerca de 50% del volumen (Caballero et al., 2021). Sin
embargo, el suero derivado de pequefias empresas
usualmente se desecha sin ningin tratamiento o
aplicacion (Osorio-Gonzalez et al., 2018).

Considerando las caracteristicas nutricionales
del suero, este puede ser utilizado para obtener un
producto similar al Kéfir, una bebida a base de leche
que se fermenta con un consorcio microbiano
compuesto por bacterias acido lacticas, acido acéticas,

propionicas y levaduras, dando origen a los granos de

kéfir (Dertli & Con, 2017). Durante la fermentacion, se
producen principalmente acidos organicos y péptidos,
que se asocian con actividades antihipertensivas,
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. Por
su parte, algunas especies de los granos de kéfir son
considerados aptos para el consumo humano (Dertli &
Con, 2017; Nejati et al., 2020). Estudios previos
indican que las condiciones de crecimiento y
fermentacion influyen en gran medida en la produccion
de metabolitos, afectando directamente la calidad del
producto final (Azi et al., 2020; Gorek & Peéar, 2016;
Sabokbar & Khodaiyan, 2016; Settanni et al., 2020).
Con base en lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el suero de queseria como sustrato
para la preparacion de una bebida usando granos de
kéfir como cultivo iniciador y establecer las
condiciones mds adecuadas para la produccion de

acidos organicos, péptidos y actividad antioxidante.
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METODOLOGIA

1. Obtencion de muestras

1.1 Granos de kéfir

Los granos de kéfir se obtuvieron en el municipio de
Landa de Matamoros, Querétaro, México a partir de un

cultivo preexistente mantenido en leche.

1.2 Suero

El suero de queseria fue proporcionado por un productor
local de queso ranchero (Nopala, Hidalgo, México), el
cual se recolectd después de la cuajada. El suero se
calenté a 94 °C por 10 min antes de la fermentacion

para inactivar la carga microbiana.

2. Disefio experimental

Se realizé un experimento factorial completo con tres
factores: temperatura (25 °C, 35 °C), concentracion de
indculo (C1: 1 g/100 ml, C2: 1.5 g/100 ml) y tiempo de
fermentacion (24, 48 y 72 h), incluyendo 12

tratamientos y tres réplicas.

3. Fermentacion

Se inocularon 200 ml de suero con la concentracion

correspondiente de indculo de acuerdo con el

tratamiento. La incubacion se realizd en condiciones
estaticas en camaras de clima constante (Memmert,
HPP750, Alemania). Después de la fermentacion, se
prepararon alicuotas y fueron almacenadas a -10 °C

hasta su analisis.

4. Determinacion de biomasa

El peso hiimedo de los granos de kéfir fue registrado
antes y después de la fermentacion. El incremento de
biomasa se calculo por la diferencia en peso usando una

balanza analitica (OHAUS, Pioneer).

5. Determinacion de pH

El pH se midio6 directamente al final de la fermentacion
usando un potencidmetro (Oakton, pH 510 series,

México).

6. Determinacion de acidos organicos y lactosa

El 4cido lactico y propionico se identificaron y
cuantificaron por HPLC (Leclercq-Perlat et al., 1999)
con algunas modificaciones. Se agregaron 5 ml de
acido tricloroacético (240 g/1, Sigma-Aldrich, EUA) y 5
ml de agua destilada a 5 ml de muestra. La mezcla se
homogeneizd y después fue incubada a 25 °C por 1 h. 2
ml de la mezcla se filtraron directamente en viales con
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un filtro PTFE de 45 pum (Agilent Technologies,

Alemania).

Para el analisis, se utilizé un equipo de HPLC Agilent
Technologies 1200 series (Palo Alto, EUA) equipado
con un detector de arreglo de diodos (DAD). Se
prepararon curvas de calibracion para acido lactico (0-
10 g/1, Sigma-Aldrich, Alemania), 4cido propiénico (0-
10 g/l, Sigma-Aldrich), acido acético (0-5 g/l, Karal,
Meéxico) y 4acido butirico (0-5 g/l, Sigma-Aldrich,

EUA).

Siguiendo el mismo método, para la deteccion de
lactosa se agregaron 2.5 ml de solucion de Carrez I (150
g/l, Sigma-Aldrich, Alemania), 2.5 ml de solucién de
Carrez I1 (240 g/, Sigma-Aldrich) y 0.5 ml de hidréxido
de sodio 1 M (Karal, México) a 2 ml de muestra. 2 ml
de la mezcla se filtraron en viales. Se prepard una curva
de calibracion de D(+)-lactosa monohidratada (0-100

g/l, Sigma-Aldrich, Paises Bajos) para el analisis.

7. Determinacion de péptidos

5 ml de muestra fueron incubados a 40 °C por 14 dias
hasta eliminar la humedad. Los so6lidos se suspendieron
en 2 ml de agua destilada y el volumen total se filtr6 en

viales.

Los péptidos se determinaron por el método de HPLC
(Hernandez-Galan et al., 2017). El 4rea bajo la curva se
utiliz6 como medida de la concentracion. Se detectaron
tres péptidos en todas las muestras analizadas, con los
tiempos de retencion 1.556 (péptido 1), 2.342 (péptido

2)y 2.674 (péptido 3) min.

8. Evaluacion de actividad antioxidante

Previo al andlisis, se descongelaron muestras de suero
en bafio de agua caliente (60 °C) y se centrifugaron a
5000 r/min por 15 min. Se midi6 la capacidad
antioxidante por medio de los métodos ABTS y DPPH
(Parra-Ocampo et al., 2020) con algunas
modificaciones. En el primer caso, se prepard una
solucion 2.45 mM del radical ABTS (Sigma-Aldrich),
usando una solucion de persulfato de potasio 2.45 mM
(Sigma-Aldrich, EUA). Todas las muestras se
analizaron por triplicado usando un espectrofotoémetro
de absorbancia de microplacas xMark™ (Bio-Rad

Laboratories, Inc., Japon). Los resultados se reportaron

como % de decoloracion.

9. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software Statistica

14.0.015 (TIBCO Software, Inc.). Se aplicaron los
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analisis de varianza (ANOVA), el coeficiente de
correlacion de Pearson y se realizd6 un analisis
discriminante (GDA) para estudiar el efecto de los

factores sobre las diferentes variables de respuesta.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Analisis de varianza (ANOVA)

De acuerdo con los resultados del analisis, la
temperatura tuvo un efecto significativo sobre la
biomasa (p = 0.000), el pH (p = 0.000), la capacidad
antioxidante (DPPH) (p = 0.000) y la concentracién de
acido lactico (p = 0.000), lactosa (p = 0.000) y de
péptido 1 (p = 0.037). La produccién de acido lactico,
péptido 1 y capacidad antioxidante fueron mayores a 35
°C, con 5.75 g/l, 42,181.8 mAU's y 39.8%,
respectivamente. Esto se relaciond6 a una posible
desintegracion de la matriz de polisacdrido que rodea
los granos de kéfir (kefiran), lo que produjo granulos de
interaccion

menor tamafio y aumenté la

microorganismo-sustrato (Gorek & Pecar, 2016).

Por otro lado, los factores de tiempo y concentracion de
indculo aumentaron significativamente la biomasa (p <
0.001), la concentracion de acido lactico (p < 0.01),

péptido 1 (p < 0.05) y la capacidad antioxidante

(DPPH) (p < 0.01), con valores maximos a las 72 h de
fermentacion y 1.5 g de granos de kéfir/100 ml de
suero. No se observaron diferencias significativas en el
contenido de lactosa, por lo que se asume que otros
compuestos fueron utilizados como fuente de carbono
durante la fermentacion, tal es el caso del
glicomacropéptido de caseina o el kefirdn (Magalhaes-

Guedes et al., 2011; Nejati et al., 2020).

La actividad antioxidante por ABTS presentod
diferencias significativas para las interacciones
temperatura-tiempo (p = 0.001) y concentracion de
indculo-tiempo (p = 0.035), obteniendo un porcentaje
maximo de decoloracion de 37.85% y 35.27%,
respectivamente. Estos valores fueron ligeramente
diferentes a los obtenidos en el suero sin fermentar
(36.78 %), lo que se atribuy6 a un efecto amortiguador
de las proteinas del suero, manteniendo una estructura

estable en medio acido (M’hir et al., 2019).

En este estudio no se encontraron diferencias
significativas para la concentracion de acido propidnico
y los péptidos 2 y 3, por lo que su concentracion se
mantuvo sin cambios considerables durante el proceso

de fermentacion.
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2. Correlacion

El valor de pH correlacioné significativamente (p <
0.001) con la concentracion de acido lactico (-0.917),
péptido 1 (-0.620) y la actividad antioxidante por DPPH
(-0.866). Los coeficientes negativos indican que estas
variables incrementaron conforme el pH del medio
disminuyd. A su vez, el contenido de acido lactico tuvo
una correlacion positiva (p < 0.01) con el é&cido
propidnico (0.451), el péptido 1 (0.644) y la actividad
antioxidante (0.732). De forma similar, Sanlidere
Aloglu y Oner, (2011) observaron un incremento
significativo (p < 0.001) de la actividad antioxidante y
proteolitica con la disminucién del pH. Una mayor
actividad proteolitica produciria péptidos de bajo peso
molecular, los cuales suelen exhibir actividad

antioxidante (Hernandez-Galén et al., 2017).

Por su parte, los péptidos 2 y 3 establecieron una
correlacion positiva (P < 0.01), donde su concentracion
aumenta o disminuye de manera simultdnea, sugiriendo

que proceden de la misma fuente (proteina).

Finalmente, se encontrd una correlacion negativa (p <
0.5) entre la actividad antioxidante por los métodos de

DPPH y ABTS (-0.348), lo que podria relacionarse con

la degradacién de proteinas en el suero (exhibiendo
capacidad antioxidante por ABTS), formando péptidos

con actividad captadora del radical DPPH (péptido 1).

3. Analisis discriminante

Las variables que permitieron discriminar o diferenciar
las muestras por grupos se seleccionaron por medio del
andlisis  discriminante (GDA). Se logr6 una
clasificacion del 100% de las muestras en dos grupos
(25 y 35 °C) con las variables pH y biomasa para la
temperatura. Mientras la concentracion de acido lactico,
acido propiodnico, la biomasa y la actividad antioxidante
(DPPH), clasificaron correctamente el 91.66% de los
casos de acuerdo con el tiempo de fermentacion en tres
grupos (24, 48 y 72 h), la clasificacion incorrecta
(8.34%) indica que algunas muestras son similares. Por
ultimo, el 97.22% de las muestras se agruparon por las
variables biomasa, pH, péptido 1 vy actividad
antioxidante, mostrando diferencias para los doce

tratamientos.

CONCLUSIONES

La temperatura, el tamano de indculo y el tiempo
afectan significativamente las caracteristicas del

producto final. La fermentacion del suero a 35 °C por
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72 h con una concentracion de indculo de 1.5 g de
granos de kéfir/100 ml de suero producen una mayor
cantidad de 4cido lactico, péptidos y actividad
antioxidante. El suero es un sustrato potencial para la
produccion de bebidas con propiedades nutricionales y

antioxidantes.
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