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Resumen:

El suero de leche, debido a su alta carga orgdnica y su elevada produccién, representa un
desafio significativo en términos de gestibn ambiental. Sin embargo, también constituye una
oportunidad para su valorizacién gracias a su excelente composicidén quimica.

Este frabajo propone un bioproceso basado en la economia circular, que permite la valorizacién
completa del suero, mediante su conversidon en productos de alto valor anadido para el sector
agricola, especificamente un Bioestimulante/Biofertilizante (BB).

El bioproceso es de naturaleza fermentativa/enzimdtica y utiliza bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPb), en particular bacterias Idcticas (BAL), como herramienta bioldgica.

El nuevo BB, presenta una composicion quimica radicalmente diferente al suero de leche. Su
principal componente son dcidos orgdnicos (acido Idctico), seguido de hidrolizados de proteinas
(ambos presentan propiedades bioestimulantes) y por Ultimo a nivel bioldgico, la biomasa
bacteriana (BAL) con propiedades PGPb, con actividad biofertilizante.

En resumen, esta propuesta de valorizacion del suero de leche mediante un enfoque
biotecnoldgico promueve una agricultura mds sostenible y eficiente, a la vez que fomenta la
economia circular al transformar un residuo ambientalmente problemdtico en un recurso valioso.
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Circular economy of whey: bioprocess for its conversion into agronomic
biostimulants and biofertilizers
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Abstract:

Whey, due to its high organic load and significant production levels, represents a major challenge
in terms of environmental management. However, it also presents an opportunity for valorization
because of its excellent chemical composition.
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This work proposes a bioprocess based on circular economy, enabling the complete valorization
of whey by converting it into high-value-added products for the agricultural sector, specifically a
Biostimulant/Biofertilizer (BB).

The bioprocess is fermentative/enzymatic in nature and employs plant growth-promoting bacteria
(PGPb), particularly lactic acid bacteria (LAB), as a biological tool.

The new BB has a chemical composition radically different from whey. Its main components are
organic acids (lactic acid), followed by protein hydrolysates, both of which exhibit biostimulant
properties. Addifionally, at the biological level, the bacterial biomass (LAB) contributes PGPB
properties, acting as a biofertilizer.

In summary, this proposal for the valorization of whey through a biotechnological approach
promotes more sustainable and efficient agriculture while fostering a circular economy by
transforming an environmentally problematic waste into a valuable resource.

Key Words: Whey, lactic bacteria, biofetilizer, bioestimulant

1. INTRODUCCION

El suero de queseria o lactosuero que se origina tras la coagulaciéon de la leche
en la fabricacion del queso representa cerca del 85-90 % del volumen de la
leche utilizada para fabricar queso y contiene aproximadamente el 55% de sus
nutrientes. Estd compuesto principalmente por agua (93-95%), materia orgdnica
(alrededor del 50% de los nutrientes de la leche original, mayoritariomente,

proteinas y lactosa) y sales minerales.

La produccién anual de suero a nivel mundial es de aproximadamente 180
millones de toneladas (Ghasemi etal. 2017). Debido a su alto contenido
orgdnico (Gonzdlez Siso, 1996) eliminarlo como residuo plantea un gran
problema ambiental, ya que su correcto fratamiento antes de su vertido al

medio, es un requisito legal (Kalyuzhnyi et al., 1997).

En Espana, el vertido directo del lactosuero no estd permitido (Real Decreto
Legislativo 1/2001, de 20 de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Aguas) y se exige a las queserias productoras la gestion de este
subproducto, bien tratdndolo o reutilizédndolo en sus propias instalaciones o
entregando el suero a empresas gestoras para su empleo o fransformacién en

el marco de la Ley 10/1998 de Residuos.

La gestidon de los lactosueros es uno de los mayores desafios a los que se tienen

que enfrentar las queserias debido al gran volumen que se genera (hasta 9
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veces el volumen del queso elaborado) y con altisimos niveles de DQO (entre
40,000 y 60,000 mg/l) lo que requiere de fratamientos para eliminar posibles
efectos contaminantes, estos son dificiimente asumibles por las pequenas y

medianas queserias debido a su complejidad y a los altos gastos de operacion.

Actualmente, los sistemas mds utilizados son, su eliminacidon por digestion
anaerobia, digestiéon aerobia, y lagunaje, donde los dos primeros sistemas de
tratamiento quedan exclusivamente reservados para las queserias de mayor
tamano, quedando para las de tamano mds pequeno como sistema mds
utilizado, el lagunagje. La principal alternativa a los tratamientos indicados, en las
pequenas queserias, son el uso directo en alimentacidn animal local y la

recogida por parte de un gestor de residuos.

En resumen, las empresas queseras de mayor capacidad cuentan con
instrumentos tecnolégicos para la gestion de estos subproductos, pero las
queserias mds pequenas deben buscar soluciones que se adapten a sus

capacidades.

1.1. Suero y fertilizacion

El suero contiene nutrientes beneficiosos para los cultivos como nitrégeno,
fosforo, potasio, calcio, magnesio y azufre y tiene potencial como fertilizante.
Asi, la aplicacion directa de suero ha sido durante mucho tiempo una prdctica

agronémica (Mawson, 1994).

La aplicacion del suero quesero al suelo agricola ha sido considerado un
método eficaz para aumentar el contenido de materia orgdnica y aumentar la
capacidad de retencion de agua (Aboukila et al., 2018), ya que las cantidades
y proporciones de estos nutrientes lo convierten en un sustituto o complemento

adecuado de los fertilizante inorgdanicos (Zibilske, 1998).

Muchos estudios se han centrado en el efecto directo del suero en las
propiedades quimicas del suelo asi como en el crecimiento y pardmetros
relacionados con la productividad de las plantas, concluyendo que el suero se
puede utilizar como estimulante de las plantas. Por otfro lado, estudios

fitoquimicos de plantas fertilizadas con suero han demostrado la capacidad de
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éste para estimular la induccidn de la biosintesis y la acumulacién de principios

activos vegetales (Grosu, 2012).

No obstante, el suero presenta una limitacion en su potencial como fertilizante,
debido a la baja biodisponibilidad de la lactosa, tanto para las plantas como
para los microorganismos ambientales. Por ello, el desarrollo de procesos que
salven este inconveniente permitird incrementar significativamente su eficacia

en aplicaciones agronémicas.

1.2. Bioestimulantes y biofertilizantes

Los bioestimulantes (BSs) son compuestos orgdnicos (como péptidos,
aminodcidos, polisacdridos, dcidos humicos, fitohormonas, etc.) que, cuando se
aplican en pequenas cantidades, mejoran los procesos fisioldgicos de las
plantas. Los bioestimulantes aumentan la eficiencia en el uso de nutrientes y
ayudan a las plantas a tolerar el estrés abidtico, lo que mejora la calidad vy el

rendimiento de los cultivos (du Jardin 2015).

Por ofro lado, los biofertilizantes (BFs) son inoculantes vivos, como bacterias
promotoras del crecimiento de plantas (PGPb), hongos micorricicos o algas
verdes que se utilizan para promover el crecimiento y la salud de las plantas, y
proporcionan nutrientes directamente a los cultivos. Los
bioestimulantes/biofertilizantes son una alternativa sostenible y respetuosa con
el medio ambiente para aumentar la productividad agricola y reducir la

dependencia de fertilizantes quimicos.

1.3. Bacterias lacticas (BAL) y biofertilzacion

Las BAL son un grupo de bacterias Gram positivas, no esporuladas, anaerdbicas
facultativas, con forma de bastédn (bacilos) o esféricas (cocos) que incluyen 6
familias y 38 géneros en el Orden de Lactobacillales (Holzapfel, Abriouel y Wood
2014). Estas producen dcido lactico (LA) como principal producto final del
metabolismo sacarolitico (SAEED y SALAM, 2013).

Es un grupo amplio y heterogéneo, compuesto principalmente por los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, vy

también en menor medida por Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
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Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus y Weisella. Las LAB son miembros
ubicuos de muchos microbiomas vegetales, plantas colonizadoras, suelos y
rizosfera. Por lo tanto, las LAB podrian aislarse de una gran variedad de

ambientes, incluido el suelo, residuos de plantas y diferentes desechos.

Las BAL presentan propiedades biofertilizantes, de entre las que se encuentran
la fijacion de nitrébgeno atmosférico, el cual se transforma a amoniaco para que
sea disponible para las plantas (Giassi et al., 2016) Se ha demostrado que las BAL
solubilizan el fosfato mediante la produccién de dcidos orgdnicos como el
dcido lactico (Giassi et al., 2016), las plantas solamente son capaces de adquirir
el fosforo en su forma inorgdnica , por lo que su disponibilidad depende de la

solubilizacion de éste (Beltrdn Pineda, 2015).

Las BAL producen fitohormonas (Kumar et al. 2022), como la giberelina (GA) y
auxinas como el dcido indol-3-acético (AlA), los cuales desempenan diversas
funciones en la promocién del crecimiento de las plantas (Lamont et al. 2017),
estas producen un aumento de la actividad metabdlica que ayuda a la
defensa, el normal funcionamiento celular y el manejo del estrés abidtico (Khan
et al. 2020). Por ofra parte, las fitohormonas influyen en el crecimiento de las
plantas mejorando la longitud y la superficie radicular, lo que incrementa la

calidad de su nutricién y la absorcion de agua.

2. METODO/DESARROLLO DE LA EXPERIENCIA DE INNOVACION

2.1 Aislamiento de bacterias lacticas

El suero de leche objeto de estudio procedia de la empresa Vega e Hijos
(Sevilla), cuyas bacterias Iacticas fueron aisladas mediante su cultivo en medios
especificos sélidos (MRS-glucosa) con adicién de lactosa, en funcion de las
diferentes morfologias de las colonias. La identificacion fue realizada mediante
secuenciacién génica de la regién 16S del ARNr. Esta se alined con las
secuencias de las cepas tipo mds relacionadas utilizando el servicio Ez-Taxon-e
(www.ezbiocloud.net/eztaxon)(Yoon  etal. 2017). Posteriormente, se

determinaron las similitudes por pares (Meier-Kolthoff 2013).
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2.2 Propiedades biofertilizantes

La caracterizacion de las diferentes propiedades biofertilizantes de las diferentes
BAL se realizd con los siguientes ensayos a) producciéon de dcido indolacético
(IAA) (Gordon y Weber 1950) b) Solubilizacion de fosfato (Nautiyal 1999) c)
fijacion de nitrogeno, las bacterias se cultivaron en un medio minimo libre de
nitrdgeno (Nautiyal 1999) durante 72 h a 28 °C. d) La produccién de siderdforos
se evalud en placas de agar CAS (Chrome Azurol S) (Schwyn y Neilands 1987).
La formacién de biofiims se evalud siguiendo el método previamente descrito
(Del Castillo et al. 2012).

2.3 Andlisis tamaio molecular proteico/peptidico

El andlisis de tamano molecular de las proteinas y péptidos de los sueros y los
fermentados se realizd por cromatografia de exclusidn molecular, utilizando un
HPLC JASCO LC-4000 con una columna de exclusion por tamano Superdex
Peptide™ 10/300 GL, que tiene un rango de separacion 6ptimo de 0,1 a 7 kilo
daltons (kDa). La deteccion de las moléculas se llevd a cabo a longitud de onda
de 280 nm, utilizando un médulo detector UV/Vis JASCO UV-4075.

2.4 Bioproceso

El esquema general de proceso de valorizacion (Figura 1) se divide en una
etapa inicial de fermentacién, seguida por un proceso de estabilizacion
mediante separacién de la biomasa (Lactobacillus rhamnosus), constituyendo
ésta la fraccion biofertilizante, seguida por una etapa de concentracion de la
fraccion bioestimulante (suero fermentado sin bacterias) compuesta por los
metabolitos bioestimulantes, como son el dcido ldctico y las proteinas

hidrolizadas, en forma de péptidos como se muestra en la Figura 2.

El bioproceso fermentativo a escala de laboratorio se realizé en un fermentador
convencional con una capacidad total de 5L, confrol de pH, agitacion y
temperatura  (Sartorius  Biostat A, Germany). Se readlizaron distintas
fermentaciones con el objetivo de optimizar los pardmetros pH, temperatura y
aireaciéon. En cada una de las fermentaciones realizadas Unicamente se
modificaba un pardmetro a estudiar, manteniendo los valores del resto de

pardmetros en: pH 5.5, temperatura 40°C, agitacion 300 rom y aireacion 1.5
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v.v.m. La concentracién de dcido ldctico fue elegida como indicador de la

productividad de la fermentacion.

Pardmetros estudiados:

e Temperatura (°C): 38, 40, 42
e pH5,55,6,65,7,75,8
e Aireacion (v.v.m.) 0,0.5,1,1.5,2,2.5

El suero fermentado fue posteriormente procesado para su estabilizacion

mediante tecnologia de membranas a través de utrafiltracion y dsmosis inversa.

El escalado se realizd en las instalaciones de planta piloto pertenecientes al
grupo AGR-212 situada en Mataderos del Sur (Salteras, Espana) empleando un
fermentador con una capacidad total de 100L y, seguidamente, en dos
fermentadores con una capacidad total de 3 y 8 m3, acoplados a sistemas de

ultrafilfraciéon y dsmosis inversa.

3. RESULTADOS

3.1 Composicion quimica del suero

Tabla 1. Composicién quimica del suero de leche y del suero fermentado. Fuente: Elaboracién propia. *En
forma de péptidos

Suero de leche Suero fermentado

(9/1) (9/1)
Biomasa BAL 0.05+0.01 3.2+0.7
Proteinas 98+2 9.16 £1.8*
Acido Lactico 50+0.5 42.0+0.2
Lactosa 51.0+3.1 1.7+£0.2
Minerales 22+0.3 24+02

El suero de leche utilizado como materia prima en este trabajo presenta una
composicidon quimica tipica (Tabla 1), compuesta principalmente por
carbohidratos, principalmente lactosa (50 £ 3,9 g/L), y proteinas solubles (10 £ 2
g/l). El suero también contiene menores cantidades de dcido lactico (52 0,6
g/L), un producto de la fermentacion microbiana espontdnea de la lactosa

durante el almacenamiento [34].
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3.2 Aislamiento de bacterias lacticas

Se identificaron cuatro especies cultivables principales a partir de un aislamiento
microbiano realizado dentro del consorcio presente en el suero de leche, cuyos
resultados son mostrados en la Tabla 2. Todas las LAB aisladas corresponden al
género Lactobacillus, siendo de especial relevancia Lactobacillus rhamnosus,
bacteria que ofrece importantes ventajas para la salud animal/humana por ser
un probidtico de interés y como bacteria con capacidad biocontroladora de

patdgenos en plantas (Akhtar et al. 2023; Braos et al. 2020).

Tabla 2. Identificacion de las bacterias Idcticas aisladas del ARNr del 16S, mostrando la especie mds cercana
segun la base de datos de EzBioCloud y NCBI. Fuente: Elaboracién propia

Cepa Especie % ID

1 Lactobacillus rhamnosus 100%
2 Lactobacillus fermentum 100%
3 Lactobacillus hilgardii 100%
4 Lactobacillus helveticus 99.78%

4

k|

3.3 Identificacién de sus propiedades como BIOFERTILIZANTES

Una vez identificadas, se realizd una seleccion de la cepa de lactobacteria con
mayor actividad biofertilizante. Se procedié a evaluacion de las actividades
PGPb, y se observa que todas las bacterias fueron capaces de crear biofilms,
propiedad que permite a las bacterias fijarse y colonizar distintas superficies
como las raices (Tabla 3). A su vez, todas las bacterias identificadas fueron
capaces de solubilizar fosfatos, siendo el mayor solubilizador la cepa de
Lactobacillus rhamnosus, con un halo de 2,3 cm de didmetro (Tabla 3). La
mayoria fueron capaces de producir auxinas (IAA), destacando Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus helveticus por mostrar altos valores de AlA (8,667 y
9,273 mgL! respectivamente). La fijacion de nitrbgeno y producciéon de
sideréforos fue sélo positiva para Lactobacillus rhamnosus; el resto de las cepas

resultaron negativas Tabla 3).
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Tabla 3. Propiedades PGP presentes en las bacterias aisladas. Fuente: Elaboracion propia

Cepa Solubilizacién de  Sideréforos  IAA Fijacion de Biofilm
fosfato (mm) (mm) (mg/l) nitrégeno

Lactobacillus 2.3 0.8 8.667 + +

rhamnosus

Lactobacillus 2.1 - - - +

fermentum

Lactobacillus * - + - +

hilgardii

Lactobacillus + - 9.237 - +

helveticus

En conclusién, las bacterias aisladas de los sueros de leche pueden ser utilizadas
para la obtencidn de productos con capacidad biofertiizantes vy
bioestimulantes. Por otra parte, son BAL adaptadas localmente al crecimiento
en el suero de leche; esto representa una ventaja para la produccion industrial,
en comparacion con la ufilizacion de una BAL obtenida de una coleccion

microbiana.

De todas ellas la bacteria aislada del suero de leche, elegida como herramienta
bioldgica para realizar la optimizacién del bioproceso por presentar mejores

propiedades biofertilizantes es Lactobacillus rhamnosus.
3.3 Optimizacién del bioproceso

El bioproceso de valorizacibn de suero para la obtencidn de
bioestimulantes/biofertilizantes., fue optimizado a escala de laboratorio, en un
fermentador con control de pH y temperatura. Se evalué a través de la
evaluacioén de la productividad de la generacién de dcido lactico, hallando los

valores 6ptimos de los pardmetros estudiados, que se muestran a continuacion.

1. pH. El pH 6ptimo de pH 7 es el que mayor productividad presentd (1.16
mg ml' h'1), cuyo rendimiento de conversidon de lactosa en acido lactico fue
del 100 %.

Se observd que a partir de un valor de pH 7.5 la productividad de dcido

I&ctico disminuyd significativamente, siendo minima a pH 8. El rango de
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valores de pH con mayor produccién fue de 6 a 7, mientras que las
fermentaciones con menos produccién de dcido Iactico fueron las de pH 5
y 8 Se observd también una correlacion entre la cantidad de biomasa y el

pH, siendo mayor cuando el pH fue mds bdsico.

2. Temperatura. La temperatura éptima fue de 42°C, con una produccién
de dcido lactico muy superior, asi como la cinética de la fermentacion. Las
fermentaciones de las otras tres temperaturas evaluadas mostraron una
cinética y unos valores de produccioén inferiores. Respecto a la produccién

en biomasa no se observaron diferencias.

3. Aireacién. Los resultados mostraron que, en ausencia de aireacion, hubo
una mayor produccidon de dcido ldctico. También se observd una
disminucion del rendimiento y la productividad con el aumento de la
aireacion. La cantidad de biomasa recogida no parece seguir un patrén

definido en relacién con la aireacion.

Como conclusiédn de la optimizacion del bioproceso fermentativo de conversion
del suero de leche en un nuevo biofertilizante/biocestimulante se eligieron los

parametros Optimos: pH 7, temperatura 42°C y ausencia de aireacion.

El proceso fermentativo se reprodujo en planta piloto hasta una escala de 6.000
litros, en las condiciones operacionales 6ptimas y se obtuvo una total

reproducibilidad.

4. CONCLUSION

El suero de leche tiene un gran potencial como fuente de crecimiento para
bacterias lacticas y la produccidon de compuestos bioestimulantes, en este
trabajo se presenta el diseno y escalado de un bioproceso de economia circular
(Figura 1), el cual conduce a la conversion de un residuo alimentario en un

nuevo producto con actividad bioestimulante/biofertilizante (Tabla 1, Figura 2).
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Figura 2. Perfil tamafo molecular proteico (Andlisis HPLC de exclusién molecular) de una muestra de suero
incial y otra de suero fermentado. La tabla derecha relaciona el volumen de elucion con el peso molecular
de los eluyentes

En este nuevo producto destaca la aparicion de compuestos orgdnicos con
actividad bioestimulante, entre los que se encuentran:

1. Hidrolizados de proteinas y aminodcido libres. Son los compuestos
bioestimulantes mdas importantes en cuanto a su uso y potencia (du Jardin
2015). Durante el bioproceso son producidos por la hidrdlisis de las proteinas
de alto peso molecular en péptidos y aminodcidos libres, debida a procesos
catabdlicos de las BAL.
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2. Acido lactico, obtenido por la conversiéon de la lactosa, es un compuesto
bioestimulante, fuertemente implicado en la solubilizacién y adqguisicion de
nutrientes esenciales como el fosforo. Este efecto prebidtico conduce a la

induccion de bacterias PGPb rizosféricas (Macias-Benitez et al. 2020).

Y por Ultimo actividad biofertilizante, por parte de Lactobacillus rhamnosus,
presenta actividad fijadora de nitrogeno y solubilizadora de fostato asi como

productor de fitohormonas y siderdforos.

En el futuro nuevos estudios del suero fermentado, respecto ala caracterizacion
de potencia agrondmica, asi como en la formulacion de productos finales,
serdn necesarios para satisfacer la creciente demanda agricola de insumos

sostenibles entre los que se encuentran los bioestimulantes y biofertilizantes.
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Agua y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucia, de la convocatoria de Grupos Operativos
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