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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 auto-
fermentacion 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 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 solidos sobre la produccion de metabolitos e
hidrogeno. Se alcanzaron concentraciones totales de acidos carboxilicos y etanol de
hasta 20 g/L, con una velocidad volumétrica de produccion de hidrogeno de 2.42 L/L-d.
Se determino que los sélidos presentes en el suero de queso autofermentado influyen
en la fermentacion oscura y en sus rutas metabdlicas. Dependiendo de los objetivos
del proceso de valorizacion, es posible promover la produccion de lactato o caproato,
ajustando los valores de TRH y COV. La digestion anaerobia del suero de queso en
sus distintas formas fue muy eficiente, alcanzando remociones de DQO superiores al
99 % y una velocidad volumétrica de produccion de metano de 0.21 L/L-d. Estos re-
sultados demuestran el potencial de valorizacion del suero de queso para la produccion
de acidos carboxilicos o de metano, que constituyen alternativas sostenibles para la
industria quesera en un esquema de economia circular.
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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


https://doi.org/10.20937/RICA.55674
mailto:erazo@ipicyt.edu.mx

18

A. L. Feria-Lara et al.

treated directly, and its management generally involves autofermentation, which influ-
ences the treatment process. In this study, we assessed various strategies for valoriz-
ing different types of cheese whey: fresh, auto-fermented, auto-fermented-filtered,
and double-fermented. These were used as the substrates for dark fermentation or
anaerobic digestion. Four continuous stirred tank reactors were operated under dark
fermentation conditions to determine how hydraulic retention time (HRT), volumet-
ric organic loading rate (OLR), and solids content affected metabolite and hydrogen
production. Total carboxylic acids and ethanol concentrations as high as 20 g/L, along
with a volumetric hydrogen production rate of 2.42 L/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 HRT and OLR values.
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 a 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.

INTRODUCCION

El suero de queso es un subproducto generado
durante la elaboracion del queso, como resultado de
la coagulacion de la leche. Este liquido contiene una
gran concentracion de nutrientes como carbohidratos,
proteinas, vitaminas y minerales, con un alto valor
que lo hace idéneo para su uso como sustrato en tra-
tamientos bioloégicos. Su composicion puede variar
en funcion del proceso de fabricacion del queso de
queso. Segun su acidez, se clasifica en dos tipos:
suero dulce, con pH superior a 7.0, obtenido mediante
la coagulacion enzimatica, y suero acido, con un
pH menor a 7.0, generado a partir de la coagulacion
lactica (Osorio-Gonzalez et al. 2018).

En México estan registradas aproximadamente 130
empresas lacteas formalizadas, asi como alrededor de
300 mil productores artesanales (Lizarraga-Chaidez et
al. 2023). Durante el afio 2023, la produccién nacional
de leche alcanzo los 13 mil 333 millones de L de leche
y los principales estados productores fueron Jalisco,
Coahuila, Durango, Chihuahua, Guanajuato y Vera-
cruz (SIAP 2023a). En el mismo afio, la produccion
de quesos sumo 617 mil 726 t, destacando los quesos
Chihuahua, doble crema, fresco, manchego, Oaxaca
y panela. El queso fresco fue el de mayor produccion,
con 125 mil 602 ton (SIAP 2023b). Se estima que
por cada kg de queso producido se generan entre 9
y 10 L de suero (Osorio-Gonzalez et al. 2018). Este
dato, resalta la cantidad considerable de suero de
queso producido, lo cual genera preocupacion sobre
su manejo y disposicion adecuada. Mientras que las
empresas formalizadas deben cumplir con normas

oficiales para la disposicion final del suero, los pro-
ductores artesanales no necesariamente se sujetan a
estas regulaciones, y en muchos casos, vierten el suero
directamente al ambiente, lo que representa un riesgo
(Lizarraga-Chaidez et al. 2023).

El suero de queso es altamente contaminante si se
verte en cuerpos de agua sin tratamiento previo. Esto
se debe a que puede alcanzar concentraciones de de-
manda quimica de oxigeno (DQO) de hasta 100 g/L.
Su alta carga orgénica esta compuesta principalmente
por carbohidratos como lactosa y proteinas (Panghal
et al. 2018, Sebastian-Nicolas et al. 2020, Lizarraga-
Chaidez et al. 2023). La elevada carga orgénica del
suero de queso promueve multiples procesos micro-
biologicos que pueden desencadenar la eutrofizacion.
Ademas, las proteinas presentes en el suero pueden
degradarse y transformarse en compuestos inorganicos
COmo amonio, amoniaco, nitrato y nitrito. Este ultimo,
resultado del proceso incompleto de nitrificacion, es
especialmente relevante debido a su alta toxicidad
para humanos y animales (Salas-Vargas et al. 2021,
Lizarraga-Chaidez et al. 2023). Por tal motivo, resul-
ta fundamental establecer estrategias viables para el
aprovechamiento del suero de queso y su valorizacion
mediante esquemas de economia circular alineados
con los enfoques sostenibles que actualmente se bus-
can impulsar a nivel nacional e internacional.

La digestion anaerobia es un proceso sostenible,
ya que a partir de la conversion de residuos organicos
se puede obtener energia en forma de biogés, lo que
proporciona una solucién adecuada para la gestion
del suero de queso. Este proceso bioldgico aprovecha
el metabolismo de los microorganismos anaerobios



VALORIZACION Y TRATAMIENTO DEL SUERO DE QUESO 19

para llevar a cabo la descomposicioén de la materia
organica en ausencia de oxigeno, y asi obtener biogas,
que se compone de metano y didxido de carbono
(Hasan et al. 2024). El proceso de digestion anaerobia
se divide en cuatro etapas: hidrolisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis. Asimismo, la fermen-
tacion oscura es un proceso metabodlico que forma
parte de la digestion anaerobia y puede incluir las
tres primeras etapas, en las que se elimina la etapa de
metanogénesis, para obtener subproductos como aci-
dos carboxilicos (acetato y butirato, principalmente)
e hidrogeno (Davila-Vazquez et al. 2008).

Debido a su alta carga organica, el suero de queso
es un sustrato atractivo para su valorizacién por fer-
mentacion oscura. No obstante, tiene la particularidad
de autofermentarse de manera natural, lo que reduce
su concentracion de carbohidratos e incrementa la
de lactato, alterando las rutas metabodlicas predomi-
nantes durante la fermentacion oscura (Wang et al.
2021, Helal et al. 2023). Ante esta situacion, diversas
investigaciones se han enfocado en comprender el
efecto del lactato en la fermentacion oscura, con el
fin de identificar rutas metabdlicas mas eficientes. Por
ejemplo, Garcia-Depraect et al. (2019) observaron que,
a partir de la ruta del lactato-acetato para la fermen-
tacion oscura, existe una correlacion positiva entre
las bacterias productoras de hidrégeno y las bacterias
acido-lacticas (BAL) presentes de manera natural en el
sustrato. En otros estudios se ha investigado el efecto
del lactato en las rutas metabolicas de la fermentacion
oscura partiendo de la ruta lactato-acetato (Fuentes-
Santiago et al. 2023). Se ha reportado una velocidad
volumétrica de produccion de hidrogeno (VVPH) de
123 mL/L-h en suero de queso, atribuida a las interac-
ciones microbianas de las BAL presentes en el sustrato
real, que coadyuvan a una mayor productividad, a
diferencia de los sustratos simulados, donde tales
microorganismos no estan presentes. En el sistema
en cuestion, los acidos carboxilicos predominantes
fueron 4cido lactico, acido acético y acido butirico
(Fuentes-Santiago et al. 2023).

Con el fin de ampliar los estudios mediante sustra-
tos reales en condiciones controladas de laboratorio
y lograr un mayor entendimiento de la variabilidad
en las caracteristicas y la composicion, en el presente
estudio se empled un sustrato real de suero de queso,
obtenido directamente de una empresa quesera. El
uso de un sustrato real permite evaluar con precision
el comportamiento de un proceso en condiciones
cercanas a una posible aplicacion a escala piloto o
industrial.

El objetivo de la presente investigacion fue aplicar
estrategias biotecnologicas para valorizar el suero de

queso autofermentado, evaluando en primera instan-
cia su efectividad en la fermentacién oscura para la
produccioén de acidos carboxilicos e hidrogeno y, en
segunda instancia, el proceso de digestion anaerobia
para la produccion de metano. En conjunto, los resul-
tados de la presente investigacion permitiran definir
o delimitar posibles estrategias para la valorizacion
del suero de queso o bien establecer rutas comple-
mentarias de tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Inéculo y sustrato

Como inodculo se uso lodo granular de un reactor
anaerobio de flujo ascendente a escala industrial que
trata vinazas de la produccion de tequila en Casa
Herradura, ubicada en Amatitan, Jalisco, México.
En el caso de los experimentos en reactores de di-
gestion anaerobia, se utilizo lodo granular anaerobio
fresco, el cual present6 una concentracion de sélidos
suspendidos totales (SST) de 0.06 g/g lodo humedo y
solidos suspendidos volatiles (SSV) de 0.05 g/g lodo
hiimedo. Para los reactores de fermentacion oscura,
el lodo granular anaerobio se sometio a un pretrata-
miento térmico que consistid en un secado a 105 °C
durante 24 h, siguiendo el protocolo descrito por
Montoya-Rosales et al. (2022). La concentracion de
solidos totales fue de 0.98 g/g lodo seco y de solidos
volatiles de 0.87 g/g lodo seco.

Como sustrato se uso suero de queso acido fresco,
recolectado de la empresa Queseria Carol ubicada
en El Marqués, Querétaro, México, el cual se dejo
fermentar naturalmente a temperatura ambiente
(22 °C) durante 15 dias (Mazorra-Manzano et al.
2020). La autofermentacion se detuvo una vez que
el consumo de aztcares totales (AT) se mantuvo
estable. El suero de queso fresco y autofermentado
se caracterizaron mediante la determinacion de SST,
SSV, DQO, AT y perfil de acidos carboxilicos.

Con el objetivo de evaluar la influencia de la comu-
nidad microbiana de las BAL autoctonas del suero de
queso sobre la eficiencia del proceso de fermentacion
oscura, una fraccion del volumen recolectado del suero
autofermentado se centrifugé a 6000 rpm durante 20
min y posteriormente se filtré tres veces mediante una
tela de algodon. El suero de queso autofermentado-
filtrado se caracteriz6 mediante la determinacion de
SST, SSV, DQO, AT y petfil de acidos carboxilicos.

Fermentacion oscura
La figura 1 presenta la estrategia experimental
utilizada, asi como el esquema de los reactores ope-
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rados en este estudio, especificando en cada fase la
naturaleza del suero utilizado como sustrato tanto
para la fermentacion oscura como para la digestion
anaerobia. El medio mineral utilizado en la evalua-
cion de los reactores de fermentacion oscura fue el
reportado por Fuentes-Santiago et al. (2023).

Para la fermentacion oscura se operaron cuatro
reactores de tanque agitado continuo (CSTR) de la
marca Applikon Biotechnologies (Paises Bajos), cada
uno con un volumen total de 1.3 L y un volumen de
trabajo de 1 L. Los reactores F1-F4 (Fig. 1) se ino-
cularon con lodo anaerobio pretratado térmicamente
a una concentracion de 4.5 g SSV/L y se operaron
en modo lote durante 24 h, alimentados con suero de
queso (autofermentado y autofermentado-filtrado) a
una concentracion de 10 g DQOsolubie/L.

Después de su inoculacion, los reactores fueron
purgados con nitrégeno (5 min) para establecer una at-
mosfera anaerobia y se operaron en lote durante 24 h.
Posteriormente, se operaron en modo continuo, a una

temperatura de 37 °C, agitacion continua de 300 rpm y
pH controlado de 6.0 mediante adicién de NaOH 5 M.
Los reactores F1 y F3 se alimentaron con suero de
queso autofermentado, mientras que en los reactores
F2 y F4 se us6 suero de queso autofermentado-
filtrado. Los reactores F1 y F2 se operaron aun TRH
de 10 h y una carga orgénica volumétrica (COV) de
16.6 g DQO/L-d, mientras que en los reactores F3 y
F4 el TRH fuede 18 hylaCOV de 9.25 g DQO/L-d.
Los cuatro reactores se operaron al menos por 20
ciclos de TRH, considerando el tiempo efectivo para
alcanzar el estado estable (Montoya-Rosales et al.
2022). Una vez que los reactores alcanzaron el estado
estable, se recolectaron tres muestras de efluente de
cada reactor en intervalos de 24 h.

La determinacion del perfil de acidos carboxilicos
y alcoholes se realiz6 por triplicado. En el caso de
la produccién de hidrégeno, el volumen producido
se midi6 con un contador de gas por desplazamiento
de agua (Prendo MVG-10, Puebla, México). Para el
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Fig. 1. Esquema de tratamientos para la valorizacion del suero de queso autofermentado. F1: suero de queso autofermentado
con un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de 10 h; F2: suero autofermentado-filtrado con TRH de 10 h; F3:
suero autofermentado con TRH de 18 h; y F4: suero autofermentado-filtrado con de TRH 18 h. Los experimentos
F1 a F4 consistieron en fermentacion oscura en tanque agitado continuo, mientras que los experimentos M1 a M4

fueron de digestion anaerobia en lote.
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analisis de las VVPH se consideraron tnicamente
los datos correspondientes al estado estable de los
reactores.

Digestion anaerobia

Con el fin de determinar el potencial de produc-
cion de metano, se utilizo el protocolo previamente
establecido por Angelidaki y Sanders (2004). La
configuracion experimental incluyd los tratamien-
tos M1-M4 (Fig. 1). Los reactores se alimentaron
con los siguientes sustratos: M1 con suero de queso
autofermentado; M2 con suero de queso autofer-
mentado-filtrado; M3 con el efluente del reactor de
fermentacion F3; y M4 con el efluente del reactor
de fermentacion F4. La alimentacion de estos dos
ultimos tuvo la finalidad de evaluar posibles di-
ferencias en la produccion de metano al emplear
sustratos doblemente fermentados. Para tal efecto se
recolectaron tres muestras frescas de 800 mL de los
efluentes de los reactores de fermentacion F3 y F4 en
estado estable, a intervalos de 24 h. Posteriormente,
las muestras fueron homogeneizadas y centrifugadas
23000 rpm durante 10 min para su uso como sustrato
en los reactores de digestion anaerobia.

Los experimentos se realizaron en un equipo au-
tomatico de potencial de metano (AMPTS II, Biopro-
cess Control, Lund, Suecia). El volumen total de los
reactores fue de 600 mL con un volumen de operacion
de 360 mL, utilizando el medio mineral reportado por
Angelidaki y Sanders (2004). Todos los reactores se
inocularon con lodo granular anaerobio, sin pretrata-
miento térmico, a una relacion sustrato/inoculo (S/1)
de 2 g SSV/g DQO considerando una concentracion
de sustrato de 5 g DQO/L. Se ajust6 la alcalinidad
de cada reactor a 3 g CaCOs/L y el pH inicial se
ajust6 a 7.5, con soluciones de HC1 5 N o NaOH 5
N. Antes de la operacion en lote, los reactores fueron
purgados con nitrogeno (5 min) para establecer una
atmosfera anaerobia. Posteriormente se incubaron a
37 °C y 120 rpm con agitacion intermitente, 1 min
de agitacion con 3 min de pausa. Se incluyeron dos
tratamientos adicionales como control: uno endoge-
no, con lodo granular anaerobio sin sustrato, y otro
con glucosa como sustrato a una concentracion de
5 g DQO/L. El tratamiento endogeno se realizd en
un solo reactor, el control positivo con glucosa por
duplicado, y los tratamientos M1, M2, M3 y M4 se
realizaron por triplicado.

La produccién de metano se cuantifico auto-
maticamente por medio de las celdas de flujo y se
registrd en tiempo real en el software del equipo.
Una vez que la produccion de metano se estabilizo,
se detuvo el sistema y se recolectaron muestras de

40 mL de cada reactor para determinar el perfil de
acidos carboxilicos y DQO.

Los datos sobre la produccion acumulada de
metano se trataron a partir del modelo cinético de
Gompertz modificado, de acuerdo con la ecuacion 1,
donde Hpux es la produccion acumulativa de metano
(NmL), Ruax es la tasa maxima de produccion de
metano, A es la duracidn de la fase de retardo y ¢ es el
tiempo de incubacion para la produccion de metano
en dias (Regueira-Marcos et al. 2023).

Rmax*e
H:Hmax*exp[_exp<H—*(/1—l)+1)] (1)

max

Métodos analiticos

Las concentraciones de SSTy SSV se cuantificaron
segun el método estandar de la APHA (1997). La DQO
se cuantifico de acuerdo con el método estandar de la
APHA (1998). Las concentraciones de AT se determi-
naron mediante el método acido sulfirico-fenol (Dubois
etal. 1956). La composicion de hidrégeno y didxido de
carbono se cuantificd por cromatografia de gases (Agi-
lent Technologies 6890 N, Waldbronn, Alemania) con
detector de conductividad térmica, en las condiciones
descritas anteriormente (Montoya-Rosales et al. 2022).

Los acidos carboxilicos y alcoholes se cuantifi-
caron a partir de muestras filtradas mediante HPLC
equipado con un detector de indice de refraccion
(1260 Infinity, Agilent Technologies) en las condi-
ciones de operacion descritas por Ordonez-Frias et al.
(2024). Las concentraciones de los acidos carboxili-
cos y alcoholes se transformaron a gramos de DQO
por medio de los siguientes factores de conversion:
acetato (1.07 g DQO/g), propionato (1.51 g DQO/g),
butirato (1.82 g DQO/g), lactato (1.07 g DQO/g),
etanol (2.04 g DQO/g) y caproato (2.04 g DQO/g).

Analisis estadisticos

Se determinaron las diferencias significativas
entre los distintos tratamientos en relaciéon con la
productividad de hidrégeno, acidos carboxilicos y
metano mediante un analisis de varianza (ANDEVA).
Posteriormente, se realiz6 una comparacion por pares
utilizando el método de diferencia significativa de
Tukey, utilizando los programas Origin Pro-2024 e
IBM SPSS Statistics 21.

RESULTADOS

Caracterizacion del suero de queso
El suero de queso se caracterizo fresco, después de
la fermentacion natural o autofermentacion y después
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de la eliminacion de solidos (autofermentado-filtra-
do). En el cuadro I se muestra la caracterizacion.
Como se esperaba, la concentraciéon de DQO en el
suero de queso fresco fue de 51 g/L, lo que confirma
que es un efluente altamente contaminante. En gene-
ral, los tinicos parametros que mostraron cambios im-
portantes después de la autofermentacion y filtracion
del suero de queso fresco fueron el pH, las concentra-
ciones de AT, acetato y lactato. En el suero de queso
fresco, la concentracion de acetato fue cercana a
1 g/Lyladelactato de 5 g/L. En cambio, no se detecto
acetato después de la autofermentacion y la concen-
tracion de lactato se incremento6 a 17 g/L en el suero
de queso autofermentado y autofermentado-filtrado.
Esta diferencia se atribuye a la actividad homolactica
durante la autofermentacion. Como resultado, se
observd una disminucion de la concentracion de AT
debido a su consumo durante la autofermentacion.

Fermentacion oscura del suero de queso autofer-
mentado

El suero de queso autofermentado y autofermen-
tado-filtrado se someti6 a un proceso de fermentacion
oscura en reactores CSTR (Fig. 1, F1-F4) durante al
menos 20 TRH para alcanzar una operacion estable.
La figura 2 muestra las concentraciones de acidos
carboxilicos y alcoholes cuantificadas al final del
periodo de operacion.

Las concentraciones mds altas de metabolitos se
obtuvieron en el reactor F1, operado con suero de
queso autofermentado y un TRH de 10 h, alcanzando
14.29 g DQOY/L de lactato y 6.46 g DQO/L de butira-
to, ademas de caproato, etanol, acetato y propionato,
en menores concentraciones (< 2 g DQO/L). En
contraste, el reactor F2, operado con suero de queso
autofermentado-filtrado con el mismo TRH, produjo
7.99 g DQO/L de lactato y 4.04 g DQO/L de butirato,
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Fig. 2. Concentracion de los acidos carboxilicos y del etanol
producidos en reactores continuos de fermentacion
oscura bajo diferentes condiciones del suero de queso
autofermentado.

ademas de concentraciones menores de etanol, aceta-
to y propionato (< 1.2 g DQO/L), sin caproato. Esta
diferencia en la distribucion de los metabolitos indica
una seleccion de la comunidad microbiana en cada
reactor en funcion de las condiciones operacionales,
lo que demuestra que las BAL autoctonas del suero
de queso y otros sélidos presentes de forma natural
influyen en los productos de la fermentacion.

El reactor F3, operado con suero de queso auto-
fermentado y un TRH de 18 h, alcanz6 concentra-
ciones de 11.92 g DQOY/L de lactato, 6.25 g DQO/L
de caproato, 2.85 g DQO/L de butirato y en menores
concentraciones (< 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/L
de acetato, 2.05 g DQOY/L de caproato y en menores
concentraciones (< 1 g DQO/L) propionato y etanol.

CUADRO 1.

CARACTERIZACION FISICA 'Y QUIMICA DEL SUERO DE
QUESO FRESCO, AUTOFERMENTADO Y AUTOFERMEN-
TADO-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 1.15+0.40 0.79 +£0.34
Acetato (g/L) 1.1+£0.01 0 0

Lactato (g/L) 5.1+0.01 16.47 £ 0.02 17.50 £ 0.01

DQO: demanda quimica de oxigeno; AT: azlicares totales; SST: sélidos sus-
pendidos totales; SSV: solidos suspendidos volatiles.
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En general, los resultados evidencian que los sé-
lidos 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 operacion 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 h (F3 y F4) produjeron mayores concentracio-
nes de caproato que los reactores (F1 y F2) operados
con un TRH menor (10 h). Lo anterior sugiere que
TRH mas prolongados favorecen la elongacion de la
cadena de los acidos carboxilicos, promoviendo la
generacion de metabolitos de mayor valor agregado,
como el caproato.

El cuadro II muestra las concentraciones de los
metabolitos determinados en los reactores de fermen-
tacidon oscura, asi como las VVPH. 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
observo una disminucion de la VVPH. Este compor-
tamiento se atribuye tanto al efecto de la COV como
al del TRH, ya que los reactores F3 y F4 se operaron
con una COV menor (9.25 g DQO/L-d) y un TRH
mayor (18 h). Aunque el reactor F2 operd con un TRH
de 10 hyuna 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, evi-
denciando que los solidos (BAL autdctonas del suero
de queso) también contribuyen a la produccion de
hidrogeno mediante el metabolismo lactato-acetato.

Se realiz6 un analisis ANDEVA para evaluar las
diferencias en la produccion de hidrogeno entre los
cuatro reactores (F1-F4). Los resultados indicaron

diferencias significativas entre los tratamientos
(p = 0.00260), lo que sugiere que al menos uno de
los reactores presentd un comportamiento distinto
al de los demas. La prueba de Tukey reveld que los
reactores F1, F2 y F3 no difieren significativamente
entre si, y todos se agrupan en el mismo grupo esta-
distico (a). En contraste, el reactor F4 se ubicd en un
grupo distinto (b), mostrando diferencias significati-
vas respecto a los demas reactores. Estos resultados
sugieren que el tratamiento aplicado en el reactor F4
fue menos eficiente para la produccion de hidrogeno
que el resto de los reactores.

Produccion de metano

El suero de queso autofermentado y el autofer-
mentado-filtrado, asi como los efluentes de los proce-
sos de fermentacion oscura a un TRH de 18 h, cony
sin solidos, se sometieron a un proceso de digestion
anaerobia en el sistema automatizado AMPTS 11, con
sus respectivos controles enddgeno y positivo con
glucosa. Los resultados se muestran en la figura 3,
donde se presenta la produccion acumulada de meta-
no de los reactores M1 a M4, junto con los controles.

Se utiliz6 suero de queso autofermentado en el
reactor M1, que mostré 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 solidos en el reactor M2. Por otro lado, en los
reactores M3 y M4, que utilizaron el efluente de los
reactores de fermentacion oscura a un TRH de 18 h,
se evidencio un comportamiento diduxico en la
produccién de metano, lo que indica la degradacion
secuencial de los sustratos presentes en los reactores.

CUADRO II. CONCENTRACIONES FINALES DE METABOLITOS, CONDICIONES DE OPERACION Y VELOCIDADES
VOLUMETRICAS DE PRODUCCION DE HIDROGENO EN REACTORES CSTR DE FERMENTACION OSCURA

(F1-F4).

Reactor TRH cov VVPH Metabolitos (g/L)

h)  (gpeo/L-d L Hy/L-d

®) 8pa ) ) Ace Prop Lac But Cap EtOH
Fl1 10 16.6 242+0.12 0.76=£0.100 0.10+£0.07* 13.36 £0.722 3.55+0.48 0.74+0.142 0.80 +0.20?
F2 10 16.6 1.94+£043 0.89+£0.100 031+£0.12> 7.47+£0.51°¢ 2.22+0.24b 02 0.55+0.272
F3 18 9.25 1.72+0.44 0.75+0.042 0.05+0.032 11.14+£0.24> 1.42+0.51> 2.35+£0.49®> 0.78 +0.052
F4 18 9.25 0.30+0.06 2.13+£0.26" 0.14+0.07° 6.02+0.24° 429+0.26* 0.77+0.332 0.38 £0.09

Nota: 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 inicamente 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.

CSTR: reactores de tanque agitado continuo; TRH: tiempo de retencion hidraulico; COV: carga organica volumétrica; VVPH: veloci-
dad volumétrica de produccion de hidrégeno; DQO: demanda quimica de oxigeno; Ace: acetato; Prop: propionato; Lac: lactato; But:
butirato; Cap: caproato; EtOH: etanol.
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Fig. 3. Produccion acumulada de metano en las diferentes condiciones de operacion, normalizada al control enddgeno.
(a) M1, (b) M2, (c) M3 y (d) M4. Los datos corresponden a los reactores M1-M4 (rojo), control de glucosa (azul)
y control endogeno (verde). La linea continua representa el ajuste del modelo de Gompertz modificado para cada

Caso.

Previsiblemente, en la primera fase los microorganis-
mos degradaron el acetato presente en el efluente y, en
una segunda fase, utilizaron compuestos asociados a
procesos de hidrolisis y acetogénesis. No obstante, en
las dinamicas observadas en la produccion de metano
en los reactores M3 y M4 se alcanzaron producciones
acumuladas de metano ligeramente mayores que las
obtenidas en los reactores M1 y M2.

El cuadro III presenta los parametros cinéticos ob-
tenidos a partir de los datos experimentales de la pro-
duccion de metano en los reactores M1-M4 mediante
el modelo de Gompertz modificado. Los reactores M3
y M4 presentan las mayores velocidades volumétricas
de produccion de metano (VVPM), mientras que en
los reactores M1 y M2 disminuyen. No obstante, la
produccion maxima de metano (Hyqx) fue similar en
los reactores M1, M3 y M4, siendo el reactor M2 el
unico que mostrd una producciéon menor.

En cuanto al tipo de sustrato utilizado, ya sea
suero de queso autofermentado (M1) o el efluente de
la fermentacion oscura (M3), no se observaron dife-
rencias apreciables en la produccion de metano. Esto
indica que el uso del suero de queso autofermentado
o doble fermentado (autofermentacion seguida de fer-
mentacion oscura) produce resultados comparables.
Ademas, la remocion de DQO fue mayor al 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 de 0.98 a 1, tal como se
aprecia en la figura 3.

El analisis estadistico de los resultados de los
reactores para la produccion de metano (M1-M4)
mostro diferencias entre los tratamientos (p < 0.05).
Los valores de H,,4x de los reactores fluctuaron entre
0.83 y 1.19 L CH4/L (Cuadro III). La prueba de
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CUADRO III. PARAMETROS CINETICOS A PARTIR DE LOS DATOS EXPERIMENTALES
DEL MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO PARA LA PRODUCCION DE

METANO.
Reactor ~ Consumo DQO Hopax A (d) Runax R2 VVPM
(%) (L CH4/L) (L CH4/d) (L CH4/L-d)
Ml 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 0.42 +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

DQO: demanda quimica de oxigeno; Hux: produccion acumulativa de metano; A: fase de retardo;
Ryax: tasa maxima de produccion de metano; VVPM: velocidad volumétrica de produccion de metano.

Tukey demostré que los cuatro reactores se ubicaron
en grupos completamente distintos (a, b, ¢ y d, res-
pectivamente), lo que indica que cada uno presentd
un comportamiento significativamente distinto.

DISCUSION

La industria de derivados lacteos en México
es muy importante y, para hacerla mas sostenible,
se deben tratar de manera adecuada los residuos
liquidos y solidos que genera. En este estudio se
encontro 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 kg de queso producido se generan has-
ta 10 L de suero (Osorio-Gonzalez et al. 2018), 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 pueden reducir de manera eficiente las altas
cargas organicas tipicas de la industria de lacteos,
produciendo metano. Tal como se demostro en este
estudio, en los reactores en lote de digestion anaero-
bia, alimentados con suero de queso autofermentado,
se alcanzd una remocion del 99 % de la DQO. No
obstante, el contenido de azucares, principalmente del
suero de queso, se podria explotar aun mas mediante
la produccién de compuestos de alto valor agregado.
Una forma de aprovechar al maximo este tipo de
efluentes es mediante la fermentacion oscura, en la
cual la materia organica es transformada en productos
de valor agregado tales como acidos carboxilicos,
alcoholes e hidrogeno. Estos compuestos presentan
un mayor valor comercial en comparacion con el
metano. Por ejemplo, el acido lactico industrial al-
canza un precio aproximado de 4 USD/kg (Garrido
etal. 2023); el acido caproico sin refinar se cotiza en

alrededor de 1.18 USD/kg, lo que representa un valor
cinco veces mayor que el del metano (0.24 USD/kg)
y casi el doble del etanol, estimado en 0.61 USD/kg
(Villegas-Rodriguez et al. 2025).

Valorizacion del suero de queso mediante la pro-
duccion de acidos carboxilicos e hidrogeno

La fermentacion oscura del suero de queso au-
tofermentado y autofermentado-filtrado, en las con-
diciones evaluadas, fue adecuada, ya que en todos
los casos se produjo una amplia variedad de acidos
carboxilicos y etanol en diferentes proporciones,
dependiendo de las condiciones. Adicionalmente se
produjo hidrégeno. La produccion de acidos carboxi-
licos presentd variaciones en sus concentraciones.
Estos resultados reflejan el efecto de la COV, la TRH
y la presencia de solidos en el suero de queso auto-
fermentado sobre la selectividad de las comunidades
microbianas durante la fermentacion.

Dependiendo de las condiciones operacionales
aplicadas, en cada reactor se enriquecieron distintas
comunidades microbianas, lo que definid la via para
la produccion de hidrogeno y acidos carboxilicos. La
mayor concentracion de acido lactico que presentd
el reactor F1 se debe precisamente al TRH corto y
a la presencia de so6lidos (BAL autdctonas del suero
de queso) en el suero de queso autofermentado. Uti-
lizar TRH mas prolongados, como en el caso de los
reactores F3 y F4, facilit6 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, que representd
el 95 % del total de acidos carboxilicos generados.
Aunque en el estudio previo y el nuestro, la via
metabolica predominante fue la del lactato-acetato
(consumo de acetato y lactato para la produccion de
butirato e hidroégeno), es importante destacar que los
autores mencionados emplearon residuos organicos
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sintéticos como sustrato. Los resultados de ambos
estudios refuerzan la idea de que tanto la composi-
cion del sustrato como las condiciones de operacion
influyen de manera directa en la distribucion y con-
centracion de los productos fermentativos.

La maxima VVPH (2.42 L Hy/L-d) observada en
el presente estudio en el reactor F1 resulto tres veces
mas baja que la reportada en estudios previos en los
que se utilizo suero de leche en polvo a una COV de
60 g AT/L-d y un TRH de 6 h (Montoya-Rosales et
al. 2022). Esto puede explicarse principalmente por la
limitada disponibilidad de carbohidratos en el suero de
queso autofermentado, asi como por la alta concentra-
cion de lactato, producto de la autofermentacion. Di-
versos estudios han reportado que, aunque el suero de
queso puede ser utilizado para la produccion de hidro-
geno mediante fermentacion oscura, los rendimientos
suelen ser bajos debido a la competencia entre las bac-
terias 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 sobre la produccion de hidrogeno
auna concentracion fija de lactosa en la alimentacion
de 20 g/L. Sus resultados demostraron que con TRH
de 6 a 12 h, la VVPH promedio se incrementa (2.2 L
Hy/L-d), mientras que con TRH de 18 a24 h,la VVPH
promedio se reduce (0.85 L Ho/L-d). En el presente
estudio se alcanzé una VVPH de 2.42 L Hy/L-d, la

cual puede considerarse adecuada para las condiciones
operacionales aplicadas y las caracteristicas intrinsecas
del suero de queso autofermentado, tales como baja
concentracion de carbohidratos y presencia de lacta-
to. En el cuadro IV se presenta una comparacion de
algunos procesos en los que se emplea suero de queso
autofermentado en reactores continuos.

Metanizacion del suero de queso autofermentado
y doblemente fermentado

La digestion anaerobia del suero de queso autofer-
mentado, 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 al 99 % con
producciones maximas de metano (Hqax) 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 la metanogénesis del
suero de queso es el uso directo del suero de queso
autofermentado sin filtrar. No obstante, la completa
acidificacion del suero de queso autofermentado
puede tener ventajas operacionales si se considera un
proceso de dos etapas (doble fermentado seguido de
metanogénesis), principalmente relacionado con as-
pectos de estabilidad operacional en la segunda etapa
(metanogénesis), ya que el pH idoneo para que ocurra

CUADRO IV. COMPARACION DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO Y ACIDOS CARBOXILICOS A PARTIR DE SUERO

DE QUESO FERMENTADO.

Ordoiiez-Frias et al. (2024)

Aranda-Jaramillo et al. (2025)

Este estudio

Sustrato Suero de queso acido fermentado

Suero de queso fermentado

Suero de queso acido fermentado

Composicion 16 g AT/L, 12.9 g lactato/L,

1.32 g acetato/L

9 g AT/L, 17 g lactato/L, 6.7 g
acetato/L, 21 g butirato/L.

6.35 g AT/L, 16.47 g lactato/L

Tipo de reactor EGSB

EGSB

CSTR

Condiciones de operacion Volumen de trabajo 2.2 L, 35°C,
pH 5, TRH 4.5 h, COV 91 ¢

DQO/L-d

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

Volumen de trabajo 1 L, 37°C,
pH 6, TRH 10 h, COV 16.6 g
DQO/L-d

Inéculo Lodo anaerobio granular

Inéculo especializado (ATCC)
PTA-124,566

Lodo anaerobio granular

VVPH (L Ho/L-d) en estado 3.2
estable

32

242

Acidos carboxilicos (g/L) Butirato 3.43, caproato 1.87

Acetato 16.7, butirato 5.6,
lactato 37.5.

Acetato 0.76, propionato 0.10,
lactato 13.36, butirato 3.55, ca-
proato 0.74, etanol 0.8

COV: carga organica volumétrica; CSTR: reactor de tanque agitado continuo; DQO: demanda quimica de oxigeno; EGSB: reactor de
lecho de lodo granular expandido; TRH: tiempo de retencion hidraulico; VVPH: velocidad volumétrica de produccion de hidrogeno.
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eficientemente es de 6.5 a 7.5 (Toledo-Cervantes et
al. 2018). En resumen, si la industria productora de
queso opta por la digestion 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.

CONCLUSIONES

Usar suero de queso como sustrato para procesos
biotecnologicos es una alternativa eficiente para valo-
rizarlo 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 obtuvieron resultados
satisfactorios en 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 elongacion de
cadena para la produccion de caproato o bien hacia
altas concentraciones de lactato, en condiciones ope-
racionales seleccionadas como COV y TRH.

Por otro lado, la digestion anaerobia del suero
de queso, ya sea directamente después de la auto-
fermentacion o después de haber pasado por un
proceso de fermentacion oscura previo, resultdo en
remociones de DQO superiores al 99 % y una pro-
duccidn estable de metano (~1 LCH4/L). Esto indica
que es una alternativa sostenible para aprovechar
y valorizar al maximo este residuo de la industria
quesera mediante la obtencion de productos de valor
agregado y biogas.
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