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DISENO DE MODELOS ESTANDARIZADOS DE HIDROLISIS DE
LACTOSA COMO SUSTRATO PARA FERMENTACION LACTICA

RESUMEN

Mediante estudios realizados a nivel mundial existe aproximadamente un 70% de
personas no logran tolerar la lactosa, para ello es necesario disefiar estandares que
controlen el proceso de hidrolisis y a su vez permitan cuantificar las concentraciones
de glucosa, galactosa, lactosa generadas; En el presente estudio se realizd una
hidrolisis enzimatica de la leche mediante B-galactosidasa a diferentes temperaturas,
seleccionando la muestra con mejores resultados para proceder a la elaboracion de
yogurt. Simultdneamente se analizé microbiolégicamente para determinar la inocuidad
y viabilidad de crecimiento de las cepas utilizadas en medios de cultivo especificos,
obteniéndose resultados favorables. El producto estandarizado cumple con la
normativa vigente para leches fermentadas siendo considerado como un funcional y a
su vez probictico, pudiendo ser consumido por personas que presentan intolerancia a

la lactosa y necesitan productos alternativos para su nutricién.

Palabras clave: lactosa, hidrolisis enzimatica, g-galactosidasa, glucosa, galactosa
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ABSTRACT

"DESIGN OF STANDARDIZED LACTOSE HYDROLYSIS MODELS AS
SUBSTRATE TO LACTIC FERMENTATION"
Through worldwide studies it is known that about 70% of people are lactose intolerant.
For this reason, it is required to design standards in order to control the hydrolysis
process, and in turn quantify the concentrations of glucose, galactose, and lactose
produced. In the present study, a milk enzymatic hydrolysis by B - galactosidase was
performed at different temperatures, selecting the sample with the best results to proceed
with yogurt production. Simultaneously, we performed a microbiologically analysis to
determine the safety and feasibility of strains growth used in specific culture media,
yielding favorable results. The standardized product complies with current regulations
for fermented milks, being considered as functional and at the same time as probiotic,
and which could be consumed by people with lactose intolerance that need alternatives

for nourishment.

Keywords: Lactose, Enzymatic Hydrolysis, B — Galactosidase,
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DISENO DE MODELOS ESTANDARIZADOS DE HIDROLISIS DE
LACTOSA COMO SUSTRATO PARA FERMENTACION LACTICA

INTRODUCCION

Desde el punto fisicoquimico la leche es considerada como un fluido muy
complejo debido a sus componentes, los mismos que son producidos en tres
fases. La primera y en mayor proporcién esta constituida por una soluciéon de
lactosa, La segunda, se conforma por sales organicas e inorganicas, vitaminas;
mientras que la ultima estd formada de pequefias porciones de moléculas

disueltas en el agua.

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche, encontrandose en
concentraciones proximas al 5%, presenta multipes usos en nuestro medio, entre
ellos alimentacion animal, formulacion de farmacos y fermentacion alimentaria.
Pero a su vez, es la causante de varias controversias, debido que en algunos
casos puede presentar una limitada capacidad de digestién tras su ingesta,
hechos que pueden restringir sus aplicaciones para la industria (Finocehiaro C.,
1980).

Como una breve resena historica se puede mencionar que “en el periodo
comprendido entre 1955 y 1975, después de la || Guerra Mundial, la U.S. Agency
for International Development envié numerosas toneladas de leche en polvo a
paises necesitados, estos envios de leche eran los causantes de varios
episodios de diarreas y malestar gastrico intestinal en los destinatarios. En 1965,
un equipo de investigadores del Johns Hopkins Medical School (EE.UU.)
descubrié que muchas de las personas presentaban este cuadro clinico debido a

qgue no podian digerir la lactosa.” (Pifieiro E., 2009)
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En la actualidad, estudios realizados determinan que aproximadamente un 70%
de la poblacion a nivel mundial presenta problemas de intolerancia, esto se
produce por la disminucién o ausencia de lactasa en el tracto digestivo, esta es
la enzima responsable de transformar este hidrato de carbono en azicares mas

sencillos permitiendo su fécil absorcién en el intestino. (Criado M, 2014)

La deficiencia de lactasa puede presentarse por diferentes causas, entre ellas:
por caracter hereditario, presentandose principalmente en adolescentes, puede
ser adquirida, generado casi siempre cuando existe algun cuadro de
gastroenteritis, el mismo que es ocasionando por dafios en la mucosa intestinal,
y por ultimo; congénitamente, que hace referencia a una ausencia total de

lactasa durante las primeras horas del nacimiento. (Zufiiga G., 2005)

Los sintomas que se presentan estaran en funcién de la cantidad de lactosa
ingerida y de la tolerancia de cada individuo. La poblacién donde se presenta
mas altos indices, se encuentra primordialmente en paises donde los lacteos no

han sido una fuente importante en la alimentacién. (Pessela Ch.,2002)

El tratamiento que se recomienda llevar a cabo en la mayoria de casos es
seguir una dieta sin lactosa o consumir productos con un minimo contenido de
lactosa, esto serd de acuerdo al limite de tolerancia para cada individuo. La
restriccion de leche y alimentos lacteos, provocara déficits de calcio, riboflavina y
vitamina D, presentandose especialmente en personas que requieren un mayor
porcentaje de estos nutrientes, siendo tal el caso de niflos, adolescentes y

embarazadas.

Todas estas razones han producido que la industria alimenticia se preocupe
cada vez mas para satisfacer las necesidades presentadas por los
consumidores, entre ellas las mas importantes son las industrias lacteas; pues
buscan solucionar este problema mediante la elaboracién de productos que
presenten las mismas cualidades pero, a la vez hayan sido modificados
minimamente su composicion, es decir disminuyan los niveles de concentracion
de lactosa, pero para poder disminuir estos niveles es necesario someter a
diferentes procesos entre ellos el de hidrdlisis, realizado mediante diferentes
métodos de analisis, considerando ademas varios factores que influyen, entre

ellos: concentracion de lactosa, tiempo, temperatura pH, entre otros.
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CAPITULO |

LACTOSA

La leche y sus derivados son considerados como uno de los alimentos mas
importantes para el consumo humano, debido a su alto valor nutricional, por esta
razén se debe tomar en cuenta que no pueden ser facilmente desplazados ni

sustituidos por otros alimentos.

Entre los compuestos presentes de alto valor nutritivo podemos encontrar
proteinas, minerales tales como fosforo, potasio, calcio, cobre, yodo, siendo
basicos para la formacion 6sea y el desarrollo de los dientes, ademas se
encuentran vitaminas, como A, B en mayor proporcion y en pequefias
cantidades la C, D, E. Por ultimo encontramos hidratos de carbono, el mas
importante es la lactosa, por ser responsable de estimular la absorcién del calcio

en nuestro organismo. (Delgado H. Mejia L., 2001)

1.1.1 Generalidades

La lactosa, el carbohidrato de la leche, es el principal responsable de regular el
volumen de leche segregado; es decir, de el dependera la cantidad de leche

producida en la glandula mamaria.

Su concentracion promedio es de 45 a 50 gramos por cada litro, estos datos son
similares en todas las razas animales y no son alterados facilmente, Existen
ocasiones puntuales donde se puede alterar: debido a la variacién de nutrientes
durante el consumo alimenticio del animal, en la fase de lactancia o también

cuando se presentan enfermedades como la mastitis.

Esta es constituida por dos hidratos de carbono, la glucosa y galactosa, las
mismas que se encuentran en pequefias cantidades: glucosa 14 mg y galactosa
12 mg por cada 100 g de leche. (Michel A, 2003.)

1.1.2. Sintesis de la lactosa

La lactosa es sintetizada Unicamente por las glandulas mamarias, a partir de

varios metabolitos que son segregados por la glucosa y sus derivados. Estos



Bustamante Gavilanes 5

metabolitos estan presentes en la sangre del animal, pero su fuente original es

por la absorcion y transformacion de nutrientes durante el rumen del animal.

Este proceso estd regulado por un complejo enzimatico denominado lactosa-
sintetasa, se produce por la interaccion de dos proteinas: la proteina A o
galactosil transferasa presente en diversos tejidos y la proteina B o alfa lacto
albumina que es una proteina sintetizada por las células epiteliales ubicadas en
el tejido mamario.(Michel A., 2003)

hexokinase

GLUCOSE /\ » Glucose-6-phosphate
ATP ADP
Phosphoglucomutase
P-P
UDP glucose

UDP-glucosce Glucose-1-phosphate
| pyrophosphorylase <

UDP glucose-4-epimerase U‘TP C aal

UppP “ATP

/
UDP-galactose

galactosylrransferase J
—> LACTOSE

a-lactalbumin

-

e (GlUCOSE

Figura 1: Sintesis de formacioén de la lactosa

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry.

1.1.3. Estructura

La lactosa, tiene una estructura 4-O-(3-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), es
una hexobiosa de formula condensada Ci,H,,04: Yy Su peso molecular es de
342 g/g-mol.

Esta formada por la unién de una molécula de (-galactosa y de glucosa que
puede ser a o B. Esta orientaciéon depende del grupo aldehidico, en el un caso

el primera esta unido al enlace B y el segundo esta libre (en forma pseudo-
aldehidica).
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Existen dos formas isomeras: a y B, que se diferencian Unicamente en la

posicion de un grupo —OH en el carbono C1 de la glucosa (isomeria ciclanica).

CHz0H GH:UHD CH:z0H CHz0H
9 oH OH Q
HO A HO 4 H A H
H * =
OH H 5 OH H OH H OoH H OH
H OH H OH H OH H OH
3alactosa Glucosa Lactosa

Figura 2: Composicién de la lactosa.

Fuente: Michel A. Wattiaux, 2007.

Las dos formas pueden ser diferenciadas por las propiedades fisicas; y son la

solubilidad, cristalizacion, dulzura, entre otros.

Isomeros de la lactosa
a B

Poder rotatono +39 +35
Temperatura de fusion 202°C 252°C
Conceniracion de equilibrio a 15°C 38% 62%
Cristalizacion de las  soluciones
saturadas:
- Porencima de 84°C g -anhidra

- Por debajo de 34°C a-hidratada

Figura 3: Propiedades fisicas de lactosa

Fuente: Alais Charles, Ciencia de la leche, 1998.
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1.1.4. Propiedades Fisicas Y Quimicas

1.1.4.1. Propiedades Fisicas

1.1.4.1.1. Poder edulcorante

El poder edulcorante de la lactosa es cinco veces menor que el de la sacarosa.
Esta en conjunto a las sales de la leche son los responsables de su sabor

caracteristico.

1.1.4.1.2. Estabilidad

La lactosa sometida a temperaturas alrededor de los 110°C puede ser
degradada, la lactosa hidratada (a); pierde su agua y se transforma en lactosa
anhidrido, causando la pérdida de compuestos esenciales como aminoacidos
por ejemplo la lisina.

Mientras que a temperaturas superiores de 130°C se produce la reaccion de
Maillard o méas conocida como reaccibn de pardeamiento enzimatico, se
ocasiona por la alteracion entre el grupo carboxilo de la lactosa y los grupos
aminos de las proteinas, originando un tono pardo no caracteristico del color de
la leche, influyendo a su vez el sabor del producto..

1.1.4.1.3 Solubilidad

La solubilidad de la lactosa esté directamente relacionada con la temperatura, en

la Figura 5 podemos observar un resumen este comportamiento.

La solubilidad de una a- lactosa dependera de la B- Lactosa, esto a su vez se
relaciona con el poder edulcorante; Cuando se somete a un proceso de hidrolisis
se aumenta aproximadamente el 80% de dulzor a comparacion de la lactosa, y la
vez este hidrolizado influira 3 6 4 veces sobre su solubilidad de la lactosa.
(Bylund, 2003)
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yrzima
e

g0 lactic
>

Glucosa Galactosa

L
D
Lactosa

Enzimas bacterianas

Glucosa
Galactosa

Figura 4: Hidrolisis de lactosa por accion enzimatica y formacion de acido lactico

Fuente: Gosta Bylund. Manual de Industrias lacteas, 2003.

160) =

4

140) 4

4

120 4

10X) <

1
80 4

Solubility, g anhydrous lactose / 100 g water
2

Final solubility at equilibrium
x

: y Inigal solubility of :
Usual range ol P 4 y of Hactose
supersaturation

Initial solubility of a-lactose
0 20 40 60 R0 100
Temperature, (°C)

Figura 5: Solubilidad de la lactosa en agua.

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science.
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1.1.4.2. Propiedades Quimicas

1.1.4.2.1 Fermentacion

La lactosa puede ser fermentada por varias causas, la principal es por accién de
bacterias lacticas, transformandose siempre en mayor porcentaje en acido

lactico.
C12 H22 O]_]_. H2 04 CH3— CHOH—COOH
Lactosa Acido lactico

En algunas ocasiones esta transformacién puede generar algunos compuestos

deseables como aromaticos, como: | acetil - metil carbinol y diacetilo.

El acido lactico, posteriormente también puede ser transformado por accién
bacteriana en acido propidnico, acido acético y CO,, ocasionando muchas veces
gue esta reaccion sea indeseable, un claro ejemplo es la accidon de bacterias

anaerobias que lo transforman en acido butirico.
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LACTOSE

Yeusr or focnic wcid bacteria

0
I 'o
HC—C—C_
OH
Pyruvic acid
Lo tic acid bacteria Yeaw
Co;
H H
Mo |
PP S 4 WG e C— OH
Y \|- \ 1 |
N OM H H
Ethanol
Lactic acid b §
i edid (potable or industrial)
NH, Acetobacte
2CH,CH,COOH + CH,COO0N
propionic acid acctic acid
+ CO; « H0 OH H
Sl i i ¢
HyC==C=C H—C—cC_
L Tomw, VI
Ammonium lactate Acelic acid
(animal feed) (vinegar)

Figura 6: Esquema de fermentacion de la lactosa.

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science

1.1.4.2.1. Propiedades Reductoras

La lactosa, al poseer un grupo aldehido libre, es considerada un azucar reductor.
Esta reaccion se cumple por el fundamento del el método de Fehling reducido

por el licor cupro-alcalino.
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1.1.5. Hidrdélisis

Los disacéridos y polisacaridos deben ser hidrolizados a monosacéridos para ser
facilmente absorbidos en la pared intestinal, y de esta manera llegar al torrente

sanguineo y ser distribuido para cumplir con su actividad metabdlica normal.

En la hidrolisis de la lactosa el hidrogeno del agua se une al oxigeno externo de
las moléculas de azucar, el OH se une al carbono libre del otro residuo de

azucar, obteniendo como resultado un monosacarido.

Lactosa + H,0 latiasa glucosa + D galactosa (f1—4)

C12H22091 + H;0 » CH;,06 + CgHy206

La leche cuando es hidrolizada se digiere rapidamente en el tracto digestivo,
existe también una ligera variacion en su sabor tornandose mas dulce debido a

la presencia de glucosa libre.

La hidrolisis puede realizarse mediante diferentes métodos, los mas utilizados
son: por 4cidos fuertes o por enzimas, siendo este Ultimo método el que asegura
un proceso de hidrdlisis sin alterar el valor nutricional de la leche. (Mogrovejo, K.
Urgiles, G. 2009)

1.1.5.1. Hidrdlisis Quimica

Se realiza en medio A&cido y a altas temperaturas, utilizando acidos organicos

como el sulfdrico o el clorhidrico a concentraciones elevadas.

1.1.5.2. Hidrdlisis Enzimética

La enzima utilizada para dicha hidrdlisis se denomina B-Galactosidasa 0 mas

comiunmente lactasa.

Dicha enzima estd compuesta por una oxidasa, encargada de romper el enlace

B-1,4-glicosidico, liberando la glucosa y galactosa.
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Percentage of total sugars

Time (hours)

Figure 2.17 Production of oligosaccharides during the hydrolysis of lactose by fi-galactosidase;
@, lactose: B, monosaccharides: O, glucose: A, oligosaccharides; [, galactose (modified from
Mahoney, 1997).

Figura 7 : Produccion de oligosacaridos durante la hidrolisis de lactosa por
B -galactosidasa.

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science.

1.1. 5.3 Uso de las lactasas

Las lactasas son utilizadas en diferentes campos:

e Leches deslactosadas para personas con requerimientos especiales,

principalmente de nifios.

e Elaboracién de edulcorantes y jarabes.
e Productos concentrados.

e Helados con minimo contenido lactosa. ( Juca C, A. Pérez , 2010)
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1.1.6 Métodos de determinacion de lactosa

1.1.6.1 Punto crioscopico

Para esté método se utiliza un crioscépico, cuya mecanismo de funcionamiento

se fundamenta en la disminucion del punto de congelacion.

El momento de hidrolizar una muestra de leche la lactosa tiende a desdoblarse
formandose glucosa y galactosa incrementando el contenido solutos en la

solucion.

1.1.6.2 Titulacién Volumétrica

Los azlcares reductores reducen en medio alcalino los iones cupricos del
Reactivo de Fehling a iones cuproso, los cuales pueden ser determinados por
gravimetria o titulacion con permanganato de potasio o yodo y tiosulfato de

sodio.

CyzH:044 +H,0 —* 4 CH;- CHOH - COOH
Lactosa hidratada a lactico

Se usa como referencia el procedimiento descrito en la NORMA MEXICANA
NMX-F-219-1972. Determinacion de lactosa en leche. (Ver Anexos)

1.1.7 Usos

La lactosa juega un papel importante en la elaboraciéon de productos lacteos, a
todo se le atribuye las cualidades en las que influye, entre éstas se encuentra la

textura de ciertos productos, sabor, etc.

La lactosa al momento de pasar por un proceso de fermentacion lactica y
alcohdlica, tiene una gran importancia en la industria lactea, favorece la

maduracion del queso y se utiliza en la preparacion de leches acidas.

Finalmente, puede ser usado como: producto dietético para mejorar las texturas,
estabilizador de proteinas, sustituto de la sacarosa, medio de cultivo en la

produccion de antibioticos, en bolleria para que se produzca la reaccion de
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pardeamiento y de un color caracteristico tostado, en la industria carnica como

agentes aglutinantes, de extensién y modificacion de textura.

1.1.8 Glucosa y Galactosa

La glucosa y galactosa son azucares simples o monosacaridos formados por
seis atomos de carbono, el momento de ser ingerido convierte en glucosa en el
higado como aporte energético, su principal fuente proviene de la ingesta de
lactosa de la leche.

Sus férmulas moleculares son iguales: C¢H;,06, la galactosa difiere de la
glucosa por ser un epimero de esta en el Carbono ndmero 4, es decir, que el

grupo de alcohol de este carbono esta dirigido hacia la izquierda.

1.1.8.3 Ruta metabdlica de la glucosa y galactosa

Después de la ingesta de leche, las enzimas propias del organismo sintetizan la
lactosa absorbida y la transforman en glucosa y galactosa.

La galactosa sigue una via que epimeriza el C4 de la glucosa. Este proceso

ocurre a través de una serie de pasos:

Primero la galactosa es fosforilada por la galactoquinasa para formar galactosa-
1-fosfato. La epimerizacion de la galactosa-1-fosfato a glucosal-fosfato requiere
la transferencia de UDP desde la uridinafosfoglucosa (UDP-glucosa) catalizada
por la galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, esto genera UDP-galactosa y

glucosa-1-fosfato.

La UDP-galactosa es epimerizada a UDP-glucosa por la UDP-galactosa4

Epimerasa y el resultado es aumento de la sintesis de glucégeno.

En ayunas la UDP-glucosa formada se utiliza para metabolizar a la galactosa
dando glucosa-1-fosfato, que entonces es convertida a glucosa6-fosfato por la

fosfoglucomutasa.


http://es.wikipedia.org/wiki/Monosac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado
http://es.wikipedia.org/wiki/Ep%C3%ADmero
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
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La epimerasa cataliza una reaccion reversible la glucosa puede convertirse en
galactosa, para la sintesis de lactosa (en glandula mamaria), proteoglicanos,
glicolipidos y glicoproteinas.( Stephanopoulos G, Aristidou A, Nielsen J. 1998)

LELOIR PATHWAY
Galactose =———> Gal-1-P UDPgal

DIRECT PATHWAY
Glucose &——2 Glu-6P €—=Glu-1-P «—= UDPglu —> Glycogen

H2

Fru-6-P >
(Fru-l,&P
A
[ |

Glyceraldehyde-3-P €———= DHAP
HS5

Pyruvate Glycerol
INDIRECT PATHWAY T T

Endogenous sources

Figura 8: Representacion de la ruta metabdlica de sintesis de glucosa y galactosa

Fuente: Stephanopoulos G, Aristidou A, Nielsen J, 1998.

1.1.9 Intolerancia a la Lactosa

La enzima responsable de desdoblar la lactosa es la lactasa, presenta un tipico
patron de actividad a lo largo de la vida de los mamiferos, la actividad enzimatica
se detecta en el intestino fetal a partir de la octava semana de gestacion,
aumentando gradualmente hasta alcanzar su maxima actividad el momento del

nacimiento.


http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22George+Stephanopoulos%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Aristos+A.+Aristidou%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jens+Nielsen%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22George+Stephanopoulos%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Aristos+A.+Aristidou%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
http://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jens+Nielsen%22&source=gbs_metadata_r&cad=8
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La dificultad de asimilaciébn de lactasa se puede clasificar en tres tipos, de

acuerdo a su origen:
e Deficiencia congénita

Se caracterizada por la ausencia total o la disminucion de la enzima desde el

nacimiento y permanecera a lo largo de toda la vida.
o Deficiencia primaria

Llamada también no persistencia de lactasa, es la mas comun y aparece a los

pocos afios del nacimiento, por lo que se la denomina la hipolactasia del adulto.
e Deficiencia secundaria

Puede aparecer en diferentes situaciones, afectando la mucosa intestinal en

individuos cuya actividad enziméatica ha sido normalmente activa.

Se puede presentar en personas que han ingerido proteinas, consumido ciertos
farmacos o que presentan un cuadro patolégico que podrian causar dafios en la

mucosa desde niveles minimos hasta, graves..

Estas situaciones muchas veces son de caracter reversible, es decir una vez
resuelta la malabsorcién, ésta desaparece, mientras que en otros el dafio podria

ser de caracter permanente. (Labayen I.; Martinez J. 2003)
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CAPITULO I

ENZIMOLOGIA

Las enzimas cumplen funciones como catalizadores biolégicos y son de
naturaleza proteica, en varias ocasiones tienen la capacidad de producir
reacciones quimicas, influyendo en ciertas ocasiones sobre la calidad de la

leche.

En la leche de vaca se encuentras un sin nUmero de enzimas, pudiendo ser
algunas propias u otras que se pueden ser generar por bacterias denominadas

enzimas bacterianas.

2.1.1. Generalidades

A las enzimas las encontramos como proteinas simples o como complejos
lipoprotéicos, y estan repartidas sobre la superficie del glébulo graso, asociado

a las micelas de la caseina y en forma simple en suspension coloidal.

En la leche de vaca se han determinado aproximadamente 60 enzimas

diferentes de distinto origen.

Es de mucha importancia el estudio de dichas enzimas, por las siguientes

razones:
e Sensibilidad al calor.

e Indicadores de contaminacion microbiana.

e Pueden trabajar como bactericida para inhibir patégenos.

e Su funcién biolégica. (Ramirez G., 2008)

2.1.2. Mecanismo de accién

La accion de las enzimas es especifica y es influenciada por el pH y

temperatura.



Bustamante Gavilanes 18

Su actividad 6ptima es entre 25 y 50°C, debido a que en temperaturas
superiores a 120°C son desnaturalizadas, considerando que podrian variar entre

algunas enzimas.

En cuanto al pH, la mayoria funcionan mejor en soluciones acidas y otras en

medios alcalinos.

2.1.3. Enzimas importantes presentes en la leche

Las principales enzimas que se encuentran en la leche son: lactoperoxidasa,
reductasualdolasa, catalasa, lipasas siendo estas importantes debido a que son
responsables de producir la rancidez de la leche, fosfatasa, proteasas amilasas,
lisozima es otra muy importante puesto que facilita la precipitacién de la caseina
cumpliendo con propiedades bacteriostaticas. (Celis M., Juarez D., 2009)

Las mas importantes son: Fosfatasa alcalina que sirve como indicador de la

deficiente pasteurizacion, Lipasa, Proteasa y Xantinaoxidasa

Niribee Chdipa | DHetribucitn  |pH/temperaticsa|  Peso Subsiraia Cormzima
"BL" Sptimor | maleculsr
1. Oxidoreductas
Peroxiden 101.0,7 | Lactojuers 6520° | E1000 Hy0y 4  |Hematisa {Fe)
acepiot
Xarting-oxidas | 233 | Membenns glab, T AT | 175 000 m.ﬁﬂ._m, Flavina, Mo, Fe
Catalena LI116 | Caeina y T |M0000(n| B0y Hemo (Fe)
miemn brans ghob.,
Superbxldo dissrutesa| 1,15.1.1.1] Laciewaene 0y Cufin
Sulfhidsiboxidas 1841 | Lactomaemo &0 oo -5H -
IL Trazaferim
Lactois ginteiass 14122 | Lactosoero 12a7 2000 | UDPgal + glus,
Ribomuckasn 117,08 | Laciodaee 1507 il Acidog =
Tibofucleiceg
III. Hidrolasss
Lipana 3113 | Leche descrem. § 1t 50 000 Glictridos
Foslatas alcalina 3131 | Membram glob, BEaT" 170000 Esteres I+ Mg
Tafirie
Proteasa (plesmira) | 34217 | Cisedna g 4% (00 Prote nas
Prateass deids X Casiina 4 {1t 16 000 Praiginas =
Amilasy 3000 | Lactosuero TAN Almidha, ete, fa
Lisorima 32017 | Lastosnuero g AT 15000 Fartdes
microbianis

Figura 9: Principales enzimas presentes en la leche y sus caracteristicas.

Fuente: Charles Alais. Ciencia de la leche.
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2.1.4 Enzima B- Galactosidasa

Son méas conocidas como lactasas o formalmente como 3-D-galactosido
galactohidrolasas, su sustrato es la lactosa, y son capaces de separarla en los

dos azucares que la componen.

Se aplica para la elaboracion de productos y subproductos lacteos, su funcién

dependera del origen de la enzima.

Al momento de ser hidrolizada en los azucares que la componen que son

glucosa y galactosa, los productos poseen mayor dulzor.

Los factores que influyen son la temperatura y el pH, sus rangos 6ptimos varian

segun el origen.

2.1.4.1 Caracteristicas de la enzima B-galactosidasas

Las enzimas de uso comercial se encuentran dentro de dos grupos: “acidas” y

“neutras”.

Las primeras presentan una actividad Optima en un pH entre 3 a 5 y una
temperatura entre 46 y 55 °C, mientras que las otras tienen rango de pH de 6,5
a 7,3 y temperaturas entre 35y 40 °C.

Las enzimas neutras son obtenidas por levaduras mientras que la otra

clasificacion, a partir de hongos.

La principal levadura utilizada para la obtencion de lactasa es la Kluyveromyces
lactis, Mientras que los hongos son Aspergillus oryzae y  A. niger.
(McSWEENEY.1998)
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Fuente pHéptimo | T(°C) | P.Molecular | Activadores
t A. niger _3:.0-4.0 55-60 124 KD Mg
A. oryzae 50 50-55 90 Mg*
K. fragilis 6.6 37 201 Mn™', Mg", K’
K. lactis 69-73 35 135 Mn®', Na’
E. coli 7.2 40 540 Na’, K" Mg™
L.thermophilus 6,2-7,1 55-57 530 l -
S thermophilus 7.5 55 500-600 .

Figura 10: Propiedades de diferentes 3-galactosidasas.

Fuente: McCSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science, 1998.

2.1.4.2 Actividad Enzimatica

La hidrdlisis se realiza manteniendo la configuracién del C-1 de la galactosa,
carbono donde se une la glucosa.

El centro activo es un lugar especifico para la union de estos azucares. Los
aminoacidos que unen en esta zona tienen mayor afinidad de ligandos
hidrofébicos por la glucosa, esta la afinidad aumenta drasticamente cuando se
produce el complejo galactosil-enzima.
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14 OH

H OH 'CH,OH

: 4 ‘ B- Galactosidasa
HA H HA4 H CHOH CH.O
< H\u‘{. I " \ | ‘ A“'I‘)H 9
SN | H / oH H A M
oH\Y / \?‘ Wow ; / .
(pr—— R — NOH H A NOH H A
| | \ H \ )
fCH,OH H M H ; ) HO — OH
H OH H OH

: 08 -D-- Glucosa
p-D-Galactosa @D~ Glu p-D-Galactosa  @-D- Glucosa

Figura 11: Proceso de Hidrdlisis de lactosa.

Fuente: GOSTA BYLUND, Manual de industrias lacteas, 2003.

2.1.4.2. Propiedades del producto hidrolizado con B-galactosidasa

El producto hidrolizado, siempre aumentara su poder edulcorante casi

duplicando al dulzor producido por la sacarosa.

En la mayoria de ocasiones esta hidrélisis genera una mezcla equimolar de
glucosa y galactosa, pero esto dependera de las condiciones en que se
encuentre, ya que en algunas ocasiones la galactosa puede polimerizar o unirse

a la lactosa para formar oligosacaridos.

Los monosacéaridos que se obtienen de este proceso no presentan problemas

para ser asimilados en el intestino de los animales y humanos.



Bustamante Gavilanes 22

CAPITULO Il

TAXONOMIA DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Las bacterias acido lacticas son un grupo de bacterias Gram-positivas, que no
forman esporas y requieren una serie de nutrientes para continuar con su

crecimiento entre ellos amino&cidos, proteinas, vitaminas, etc.

Estas bacterias se caracterizan por que regulan las poblaciones bacterianas que
constituyen la “microbiota” intestinal, esto permite prevenir enfermedades,
potenciar el sistema inmune, estimulan la digestibn puesto que permite la
asimilacién de lactosa en ciertos pacientes, produce sustancias para evitar el

desarrollo de bacterias patégenas, etc.

Todas estas funciones hacen que se les atribuya el nombre de “probiéticos”, los
mMisSmosS que Nno SoN mMas que organismos Vvivos que se ingieren en una dosis
adecuada para cada individuo con el fin de tener efecto beneficioso para la
salud. (Mozzi Fernanda, Raya Raul R. Vignolo Graciela M. 2010)

3.1.1.1 Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

Todas las bacterias lacticas poseen una caracteristica comin que es la
produccién de acido lactico a partir de la fermentacion de azlcares, obteniendo

de ello en la mayoria de casos acido lactico.

n 7

Las BAL fermentan las hexosas mediante dos formas; La primera la "via
homofermentativa”, en donde el Unico producto final es acido lactico, o la "via
heterofermentativa” en la que, ademas de produccién de &cido lactico, puede

formarse etanol (acido acético) y CO2.

La obtencién de los diferentes compuestos esta en funcion de las enzimas que
intervienen en la transformacion, siendo la fructosa-1,6-bifosfato-aldolasa en el

primer caso, y una fosfocetolasa, en el segundo.

A estos compuestos se les atribuye las caracteristicas especificas que presentan

cada producto para ser considerado como unicos, entre ellas aroma, sabor,
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textura, cambios en las propiedades reologicas y accion especifica contra

microorganismos patdgenos. (Reginensi S., 2011)

A continuacion se detalla la influencia de las BAL en algunos productos:

a) Influyen en la textura de ciertos productos lacteos.

b) Debido a la variacion de acidez que se ocasiona durante la fermentacion de

la lactosa, permite la coagulacion proceso que es indispensable para la

elaboracion de yogurt y quesos.

¢) Aumenta la viscosidad de la leche y cambia su textura esto es el caso para la

elaboracion de crema y mantequilla.

Género Principales especies y aplicaciones

Streptacoccus 5. lactis, 5. cremoris. Mantequilla, queso, yogurt
5. thermophilus. Yogurt, queso.

Pediococcus P. cerevisioe. Cerveza, carne procesada.
P. halophilus. Salsa de soya

Leuconostoc L. mesenteroides. L. citrovorum. Alimentos fermentados, produccion de
dextran.

Lactobacillus L. bulgaricus. Yogurt, bebidas fermentadas a base de leche.
L. helveticus. Queso, yogurt, bebidas a base de leche fermentada.
L. acidophilus. Yogurt, bebidas a base de leche fermentada, preparacion de
Lactobacillus.
L. cosei Quesos, leche refinads, bebidas a base de leche fermentada,
preparacion de Lactobacillus.
L. plantarum. Diversos alimentos fermentadaos, ensilajes.
L. fermenti, L. brevis. Productos fermentados.

Bifidobacterium B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. odolescents. Leche fermentada,
preparacion de bacterias [acticas. El intestino de infantes y adultos.
B. thermophilum, B. Pseudolongum. El intestino de animales

Figura 12: Utilizacion de las principales bacterias lacticas.

Fuente: Torres, 2002.

3.1.1.2 Clasificacion de Bacterias Acido Lacticas

Las bacterias lacticas pertenecen a 19 géneros distribuidos en 6 familias dentro

del orden Lactobacteriaceae y su rango de pH 6ptimo para su crecimiento es de

4 a45.
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Las bacterias homofermentivas pertenecen al género Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus y varias especies de Lactobacillus, mientras que las
heterofermentativas provienen del género Leuconostoc y Lactobacillus.

3.1.2. Probiéticos

Son considerados como: “Microorganismos vivos que ejercen una accion
benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades

adecuadas”.

La concentracion de probiéticos viables que se estima que debe llegar al
intestino para obtener un efecto clinico es > 10° UFC/g en el intestino delgado y
>10® UFC/g en el colon. Sin embargo una ingesta de 10° UFC/g ha sido sugerida

como la minima para proveer efectos terapéutico (Roy, 2005).

Los microorganismos comunmente empleados como probibticos se encuentran
disponibles comercialmente a través de laboratorios o industrias alimenticias a

nivel internacional asi como en colecciones de cultivos.

3.1.2.1 Mecanismo de Accidén

El momento de ingerir estos organismos, ellos interaccionan con las bacterias de
la microflora estomacal, colonizando el intestino grueso lo que permite

estabilizarla y a su vez impide el desarrollo de patdgenos.

Las BAL aportan ademas con propiedades que estimulan la producciéon de

anticuerpos y refuerzan el sistema inmune.

3.1.2.1 Caracteristicas de los probiéticos

Un alimento para ser considerado como probiotico debe aportar con las

siguientes caracteristicas:

¢ No deben ser precedentes de enfermedades.

o ElI momento de ser ingeridas deben ser toleradas por el sistema inmunitario.



Bustamante Gavilanes 25

o Tienen que presentar resistencia a los acidos gastricos y las sales biliares,

e Capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de colonizar
el segmento gastrointestinal.

e Sinergia con la microflora intestinal.

e Deben producir sustancias nutritivas favorables para la asimilacion de

alimentos en la mucosa intestinal.

Los probidticos naturales se encuentran en la alimentacion cotidiana en lacteos
fermentados como yogures, leche y quesos, vegetales fermentados, productos
carnicos, etc. (Saez Pérez, 2007)

3.1.2.2. Clasificacion de probiéticos

Entre los microorganismos probioticos se encuentran numerosas bacterias y

algunas especies de hongos, como los siguientes:

e Bacterias Lacticas de los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Propionibacterium.
e Actinomycetaceas: Bifidobacterium.

e Hongos y Levaduras: Saccharomyces.
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Género Lactobacillus Género Streptococcus
o Lactebacilli acidophilus o Lactococcus lactis cremoris
s Lactobacilli bulgaricus s Esteptococcus salivaris therm
o Lactebacilli casei v Enterococcus faecium
o Lactebacilli reuteri » Esteptococcus diacetyllactis
o Lactebacilli bravis o Esteptococcus intermedius
o Lactebacilli cellobiosus » Estreptococcus thermophillus

o Lactobacilli curvatus

- Géneros Bifidobacterium
o Lactebacilli fermentum

o Lactobacilli helveticus +  Bifidobacteria bifidum
» Lactobacilli plantarum + Bifidobacteria adolescentis

s Bifidobacteria animalis
Geénero Saccharomyces
» Bifidobacteria infantis

s Saccharemyces boulardi s Bifidobacteria longum

+ Bifidobacteria thermaphilum

Figura 13: Bacterias consideradas como probioticos.

Fuente: Marteau Y Gabonau-Rothian, 2000.

3.1.3. Prebiéticos

Estos compuestos se consideran sustancias no digeribles, pero a su vez aportan
beneficio a sus consumidores, como es la estimulacién de crecimiento de

organismos introducidos en el intestino como son los probiéticos.

“Estos compuestos se caracterizan por ser moléculas de gran tamafo que no
pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal alto,
alcanzando el intestino grueso donde no son degradados por la microflora
bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias y Lactobacilos, generando de
esta manera una biomasa bacteriana saludable y un pH 6ptimo.”(Olagnero G.,
Abad A., Bendersky A., Genevois C., Granzella L, Montonati M., 2007)

Un claro ejemplo son los géneros Bifidobacteria y Lactobacilli microorganismos

gue requieren de prebidticos para su desarrollo y son los responsables de inhibir
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el crecimiento de bacterias putrefactivas (Clostridium perfringens) y patogénicas

(E. coli, Salmonella, Listeria y Shigella).

3.1.3.1 Clasificacion de prebidticos

Los Unicos elementos que no son digeribles son los Fructo-Oligosacaridos,
estos cumplen los pardmetros para ser denominados como prebidticos y facilitan

el desarrollo de Bifidobacterias y Lactobacillus en el organismo.

e Galacto-oligosacaridos (GOS): estan presentes en la leche humana. Son
cadenas cortas de oligosacaridos fermentados por la flora intestinal en la
parte superior del colon.

e Fructo-oligosacéaridos (FOS): estan presentes en frutas y verduras, y son

fermentados principalmente en la parte inferior del colon.

3.1.3. 2 Funciones de los prebidticos

Para seleccionar un ingrediente alimenticio con caracteristicas prebioticas, se

debe considerar lo siguiente:

o Ser fermentables por la microflora intestinal.
e Estimular el crecimiento y/o actividad de las bacterias intestinales.
e Producir &cidos grasos de cadena corta.

e Propiedades protectoras frente a cancer colorectal.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Materia prima

Las diferentes muestras de leche fueron recolectadas en una hacienda ganadera

ubicada en la parroquia Victoria del Portete del Canton Cuenca.

En las mismas se realizaron andlisis de control ( acidez, punto crioscopico) , los
mismos fuereon realizados en el laboratorio de lacteos de la Universidad del
Azuay.

41.1.1 Tratamiento Térmico de la Materia Prima

Una vez realizado los analisis de control en la leche cruda, las muestras fueron

sometidas a diferentes tratamientos térmicos.

Para cada analisis se recolectaron tres muestras, de las cuales cada una de

ellas se sometieron a diferentes tratamientos térmicos de pasteurizacion.

72°C por 15 seg. 85°C por 30min. 90°C por 5min.

Estos tratamientos realizados a cada una de las muestras, permitio evaluar el
comportamiento sobre las muestras tratadas posteriormente, es decir que
transformaciones deseables y no deseables se produjeron sobre cada una de

ellas.

4.1.2 Inoculacion

Una vez sometidas a los diferentes tratamientos térmicos fueron almacenadas
en refrigeracion a una temperatura de 4°C, posteriormente se inocularon cada
una de las muestras con la enzima comercial p— galactosidasa a diferente

tiempos y temperaturas como se muestra en el siguiente cuadro.
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Temperatura Tiempo de Inoculacion
4°C 12 horas
32°C 2 horas
50°C 0,5 hora

La cantidad de enzima estuvo en funcién del volumen de leche utilizado en cada

muestra, para ello nos basamos en una tabla de dosis estimada de lactasa que

se muestra a continuacion:

DOSIS DE TIEMPO DE TEMPERATURA HGlgggang
HA-LACTASE R'%ﬁci(;()m DE RI%;O(\:C)JCION
(mi/ly )
05-08 4 30 -

4.1.3 Analisis de muestras hidrolizadas

4.1.3.1 Determinacion del Porcentaje de Hidrélisis

El grado de hidrélisis se determiné mediante el analisis de descenso en el punto

crioscopico.

Este método se fundamenta en la disminucion del punto de congelacién, el

momento que ocurre la hidrélisis de la lactosa, se forman, glucosa y galactosa

incrementando el contenido solutos en la solucion.
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Para este método se utilizd6 un crioscopio previamente calibrado, donde para
cada una de las muestras resultantes del proceso de hidrolisis fueron leidas por
duplicado para minimizar el porcentaje de error en el resultado de cada una de
ellas.

Para determinar el porcentaje de hidrolisis se calculé con la siguiente férmula:

(Crioscopia Inicial)

% Hidrolisis Alcanzada = 350,77 * (Crioscopia Final) — 0.00285

4.1.3.2 Cuantificacién del Contenido de Lactosa

Para cuantificar el contenido de lactosa se tom6é como referencia la Norma

Mexicana, NMX-F-219-1972. Esta norma se basa en el siguiente procedimiento:

1. Se pesan exactamente en el vaso de precipitado 12.5 g (P) de la leche y se
pasan cuantitativamente, lavando con agua, a un matraz aforado de 500 ml; se
afladen cerca de 200 ml de agua y se mezcla muy bien mediante agitacién
cuidadosa del matraz, evitando la formacién de espuma. Para defecar se afiaden
15 ml de solucion de Fehling | y se agita; después 10 ml de hidréxido de sodio
0.25 N y se agita. Se ajusta a la temperatura de 20°C y se afora el volumen con

agua a 20°C. Se mezclay se filtra.

En el vaso de precipitado de 600 ml se colocan:
* 25 ml de Fehling I.
» 25 ml de Fehling II.
* 50 ml de agua.

2. Se cubre con el vidrio de reloj y se hierve. Se toman con pipeta 50 ml de la
solucion defecada - filtrada, se vierte en la mezcla Fehling hirviente, continuando

la ebullicion durante 6 minutos exactos, sin quitar el vidrio de reloj.

3. Se retira el vaso del fuego y se lava con agua la parte convexa del vidrio de
reloj, y su contenido se filtra por el embudo de Allihn conectado al sistema de
vacio, enjuagando el vaso con agua caliente para eliminar las trazas de cobre

adheridas al vaso y los lavados se pasan al embudo de Allihn.
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4. Se coloca el embudo de Allihn en el matraz Erlenmeyer de 300 ml; se agregan
5 ml de &cido nitrico 1:1 a un matraz Erlenmeyer de 100 ml, y se calienta. La
mitad del &cido se vierte con precaucion en el embudo de Allihn, y el resto en el
vaso para disolver las trazas de Oxido de cobre; después de la disolucion
completa se filtra al vacio, se lava tres veces el embudo con pequefas porciones

de agua, recibiendo los liquidos en el Erlenmeyer.

5. Se calienta la solucion de nitrato de cobre (volumen total 50 - 70 ml) hasta
ebullicion, se afiaden con cuidado cerca de 1.5 g de urea y se continda la
ebullicion durante un minuto. Se deja enfriar, se adicionan 10 ml de yoduro de
potasio al 30 % y se titula inmediatamente el yodo liberado con tiosulfato de
sodio N/10, afiadiendo al final de la titulacion 10 ml de la solucién de almiddn

como indicador.

Ver Anexos.

Para calcular el porcentaje de lactosa se utilizaron las siguientes formulas:
Mg de Cu,O= V. titulante x 0,1N x 63,54

M X 10 X 100
P

Og Lactosa =

M= mg de Cu,0 calculados

P= peso de la muestra

Equivalencias

1 mol lactosa 4 moles de acido lactico
340,649 de lactosa 360,49 de acido lactico
69,5 mg de lactosa 50mg de glucosa

7,0 mg. de galactosa
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4.1.4. Crecmiento de Cepas LAB

Para poder cumplir con el objetivo planteado que hace referencia sobre la
utilizacion de muestras como sustrato para fermentacién lactica, fue necesario

verificar el crecimiento y la viabilidad.

Para poder verificar la viabilidad fue necesario elaborar un producto fermentado
en este caso un yogurt, la base principal para la elaboracion fueron las diferentes
muestras de leche ya hidrolizadas.

Una vez obtenidas estas muestras se selecciond la muestra que presento6 los
mejores resultados en cuanto al % de hidrolisis obtenido, resultando como mejor
la muestra pasteurizada a 72°C por 15 segundos y con una temperatura de

inoculacién a 32°C por un tiempo de dos horas.

Posteriormente de obtener la muestra hidrolizada se sometié a un nuevo proceso
de pasteurizacion de 85°C por un tiempo de 30 min, este paso es necesario para
inhibir la enzima, luego de haber realizado este proceso a la muestra se
disminuiy6 su temperatura a 40°C para elaborar el producto fermentado que

consistia en la siguiente formulacion:

Ingrediente Cantidad
Inulina 39/l
Carragenato 159/
Citrato de Potasio 30/l
Tari k7 0,2 g/l

El fermento utilizado fue ABY- 3(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium,
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.),
este fue inoculado a una temperatura de 40°C por un tiempo aproximado de tres

horas, para comprobar su inoculacion se utilizé un potenciometro que permitié
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controlar la disminucién de pH hasta llegar a un valor aproximado entre 5,2 a 5.

En la ficha técnica se pueden encontrar mas especificaciones de este fermento.

Ver Anexos.

4.1.4.1 Control Microbiologico de Crecmiento de Cepas LAB

La muestra utilizada para control microbiologico debe ser previamente envasada

en un frasco completamente esteril.

Se realizaron dos controles el primero para comprobar el crecimiento de cepas
LAB (probioticas), para ello se prepar6é agua peptonada para realizar dilusiones
de 10! hasta 10® , el medio de cultivo para sembrar las muestras fue el agar
MRS, el mismo es un agar especifico para el crecimiento de este tipo de

microorganismos.

El segundo control se realizé para llevar a cabo para determinar la presencia de
microorganismos patégenos que permitan asegurar la inocuidad del producto,
este control se realiz6 de manera mas estricta con las muestras que fueron

utilizadas para la catacion.

En los dos controles se tomo como referencia la norma ecuatoriana para leche
fermentadas(NTE INEN 2395:2011 ), es decir se elabord y control6 el proceso de
elaboracion del producto de tal manera que este se encuentre bajo los

requisitos establecidos por dicha norma.
Ver Anexos.

4.1.5. Andlisis Sensorial

Una vez obtenido el producto se realizé la catacion para determinar la
aceptaciéon que podria tener el producto elaborado. Previo a ello se elabor6 la
ficha de cata que consitio en tres puntos principales: el primero un analisis visual,

segundo olfativo y de sabor.
Ver Anexos.

Ademas se selecciond el grupo a catar quienes debian ser personas que

conozcan cuales son las caracteristicas requeridas en este producto.
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La catacion se realizd en los laboratorios de la Universidad del Azuay

cumpliendo con todos los requisitos para catacion de un nuevo producto.

Finalmente se desarrollaron tablas que muestran los resultados obtenidos

despues de la valoracién del mismo.



CAPITULO V

RESULTADOS

5.1.1. Hidrolisis de muestras

MUESTRA 1
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Esta muestra fue previamente analizada, después fue pasteurizada a una

temperatura de 72°C por 15 segundos. Finalmente se realizaron las pruebas de

hidrélisis a temperaturas de 4, 32 y 50

obteniéndose de esta manera los siguientes resultados:

°C por determinados tiempos,

Tiempo en Punto Punto

Horas . L. . L. °H Y %Hidrolisis
o Crioscopico | Crioscopico

(4°C)
0 -0,543 0,543 0,523 523,00 -5,11
2 -0,603 0,603 0,581 580,73 15,96
4 -0,642 0,642 0,618 618,26 29,66
6 -0,697 0,697 0,671 671,19 48,98
8 -0,712 0,712 0,686 685,63 54,24
10 -0,722 0,722 0,695 695,25 57,76
12 -0,784 0,784 0,755 754,91 79,53

Tabla 1: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas.
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Temperatura 4°C Y s

90,00

80,00

70,00 /

60,00
2 50,00 — —
;g 40,00 /
T
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10,00 /

0,00 " Tiempo énhoras ' ' ' '
110,00 2 4 8 10 12 14
Figura 14: Curva del porcentaje hidrélisis a 4°C por 12 horas.
Tiempo _Punto _Punto °H % %
(32°C) min Crioscopico Crioscopico Hidrolisis

0 -0,543 0,543 0,523 523,00 -5,11
20 -0,619 0,619 0,596 596,13 21,58
40 -0,729 0,729 0,702 701,99 60,21
60 -0,774 0,774 0,745 745,29 76,02
80 -0,791 0,791 0,762 761,65 81,99
100 -0,806 0,806 0,776 776,08 87,26
120 -0,826 0,826 0,795 795,33 94,28

Tabla 2: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.
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% Hidrolisis

Temperatura 32°C

y =0,8059x + 11,107
R?=0,8689

120,00
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/
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40,00

20,00

0,00 (
-20,00

20

40 60

80

100

120 140

Tiempo en min.

Figura 15: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.

Tiempo
_Punto _Punto °H Y | %Hidrolisis
(50°C) min Crioscopico Crioscopico
0 -0,543 0,543 0,523 523,00 -5,11
5 -0,609 0,609 0,587 586,51 18,07
10 -0,715 0,715 0,689 688,51 55,30
15 -0,761 0,761 0,733 732,78 71,45
20 -0,799 0,799 0,769 769,35 84,80
25 -0,803 0,803 0,773 773,20 86,20
30 -0,825 0,825 0,794 794,37 93,93

Tabla 3:

Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos.
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y = 3,3064x + 8,2098

Temperatura 50°C !
R*=0,8929

120,00

80,00 /

K%}
(%]
5 60,00
z
I 40,00
xX
20,00
0,00 T T T T T T 1
( 5 10 15 20 25 30 35
-20,00

Tiempo en min.

Figura 16: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos.

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE LA PRIMERA MUESTRA

Tiempo Temperatura ml de %Hidrolisis
galactosidasa alcanzada
12h 4°C 0,37 81,29
2h 32°C 0,2 95,47
0,5h 50°C 2,05 95,13

Tabla 4: Resumen de tiempo, temperatura, cantidad de enzima utilizada y resultados del
% de hidrolisis en la primera muestra.
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Tiempo | Temperatura L mg. v A}ci_do mg. Glucosa mg. de
actosa | Lactosa| lactico Galactosa

0 18°C 5240,769| 5,2408 5,52 3770,34 1470,43
12 4°C 2386,755| 2,3868 2,51 1717,09 669,67

2 32°C 3297,511| 3,2975 3,47 2372,31 925,20
0,5 50°C 1626,806 | 1,6268 1,71 1170,36 456,44

Tabla 5: Contenido de lactosa inicial; Acido lactico, lactosa y glucosa producida después

del proceso de hidrolisis.
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Figura 17: Contenido de lactosa, glucosa y galactosa en funcion del tiempo.

Interpretaciéon: Una vez obtenidos los resultados se determind que la muestra

que alcanz6 un mayor porcentaje de hidrdlisis fue la que se realizé un

tratamiento térmico de 32°C por un lapso de 2 horas.
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MUESTRA 2

Para esta muestra se realizaron los mismos tratamientos de temperaturas para

la hidrolisis, mientras que la temperatura de pasteurizacién previa fue a 85°C por

30 minutos.
Tiempo Punto Punto °H Y %Hidrolisis
horas Crioscopico | Crioscoépico
0 -0,541 0,541 0,520 520,15 -6,15
2 -0,617 0,617 0,593 593,29 20,54
4 -0,650 0,650 0,625 625,04 32,13
6 -0,717 0,717 0,690 689,52 55,66
8 -0,752 0,752 0,723 723,20 67,96
10 -0,818 0,818 0,787 786,71 91,14
12 -0,8271 0,8271 0,795 795,47 94,33

Tabla 6: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas.

Temperatura 4°C y = 8,5438x - 0,4613
R?2=0,9794
120,00
100,00
e
80,00
2
£ 60,00
2
z
I 40,00
X
20,00
0,00 T T T T T T 1
( 2 4 6 8 10 12 14
-20,00
Tiempo en horas
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Figura 18: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas.

Tiempo
Punto Punto °H v %
(32°C) Crioscopico Crioscopico Hidrolisis
min
0 -0,541 0,541 0,520 520,15 -6,15
20 -0,618 0,618 0,594 594,25 20,89
40 -0,683 0,683 0,657 656,80 43,72
60 -0,714 0,714 0,687 686,63 54,61
80 -0,753 0,753 0,724 724,16 68,31
100 -0,775 0,775 0,745 745,33 76,03
120 -0,781 0,781 0,751 751,10 78,14
Tabla 7: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.
Temperatura 32°C y = 0,6924x + 6,3935
R?=0,9201
100,00
80,00 —
60,00 //
£ 40,00
2
x
20,00
0,00 T T T T T 1
( 20 40 60 80 100 120 140
-20,00

Tiempo en min.

Figura 19: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.
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Tiempo
Punto Punto o oLt -
(50°C) Crioscopico Crioscopico H Y voHidrolisis
min
0 -0,541 0,541 0,520 520,15 -6,15
5 -0,713 0,713 0,686 685,67 54,26
10 -0,774 0,774 0,744 744,37 75,68
15 -0,797 0,797 0,767 766,50 83,76
20 -0,812 0,812 0,781 780,94 89,03
25 -0,825 0,825 0,793 793,45 93,59
30 -0,836 0,836 0,804 804,03 97,46
Tabla 8: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos.
Temperatura 50°C y=2,8774x + 26,5
R?=0,7299
120,00
80,00 /,"/—k
ﬁ 60,00
(=]
S
I 40,00
% 4/
20,00 /
0,00 T T T T T 1
( 10 15 20 25 30 35
-20,00
Tiempo en min.

Figura 20: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos.
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Figura 21: Resultado de la muestra dos del contenido de lactosa, glucosa y galactosa en

funcion del tiempo.

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE LA SEGUNDA MUESTRA

Tiempo Temperatura ml de %Hidrolisis
galactosidasa alcanzada
12h 4°C 0,37 96,52
2h 32°C 0,2 80,96
0,5h 50°C 2,05 99,52

Tabla 9: Resumen de tiempo, temperatura, cantidad de enzima utilizada y resultados del

% de hidrolisis en la segunda muestra.
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. mg de % Acido mg. De mg. de
Tiempo | Temperatura g
lactosa Lactosa | lactico glucosa galactosa
0 18°C 6656,809 6,6568 7,01 4789,0709 | 1867,738
12 4°C 3247,273 3,2473 3,42 2336,1676 911,105
2 32°C 2205,380 2,2054 2,32 1586,6042 618,776
0,5 50°C 1266,363 1,2664 1,33 911,0523 355,310

Tabla 10: Contenido de lactosa inicial; Acido lactico, lactosa y glucosa producida

después del proceso de hidrolisis, en la segunda muestra.

Interpretaciéon: La muestra con mayor porcentaje de hidrolisis se representa en

la muestra donde el tratamiento térmico fue de 50°C por un lapso de media hora.

MUESTRA 3

Esta muestra fue sometida a un temperatura de pasteurizacion de 90°C por 5

min, posteriormente se realizaron las diferentes pruebas de hidrolisis a las

temperaturas determinadas.

tiempo(4°C) | Punto _Punto °H Y %Hidrolisis
horas Crioscopico | Crioscopico
0 -0,535 0,535 0,514 514,38 -8,26
2 -0,626 0,626 0,602 601,95 23,70
4 -0,707 0,707 0,680 679,89 52,15
6 -0,712 0,712 0,685 684,71 53,91
8 -0,732 0,732 0,704 703,95 60,93
10 -0,758 0,758 0,729 728,97 70,06
12 -0,761 0,761 0,732 731,86 71,12

Tablall: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas.
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Figura 22: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas.
Tiempo(32°C) Punto Punto °H Y %

min Crioscoépico | Crioscoépico Hidrolisis

0 -0,535 0,535 0,514 514,38 -8,26
20 -0,624 0,624 0,600 600,02 23,00
40 -0,676 0,676 0,650 650,06 41,26
60 -0,719 0,719 0,691 691,44 56,37
80 -0,756 0,756 0,727 727,05 69,36
100 -0,765 0,765 0,736 735,71 72,52
120 -0,803 0,803 0,772 772,28 85,87

Tablal2: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.
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Temperatura 32°C  y=0,7313x+4,7128
R2=0,9367
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Figura 23: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.
Tiempo(50°C) Punto Punto °H Y %Hidrolisis
min Crioscoépico | Crioscépico
0 -0,535 0,535 0,514 514,38 -8,26
5 -0,690 0,69 0,664 663,53 46,18
10 -0,708 0,708 0,681 680,86 52,50
15 -0,711 0,711 0,684 683,74 53,56
20 -0,720 0,72 0,692 692,40 56,72
25 -0,829 0,829 0,797 797,30 95,00
30 -0,835 0,835 0,803 803,07 97,11

Tablal3: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 min.
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y =2,9853x + 11,336
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Figura 24: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 min.

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE LA TERCERA MUESTRA

Tiempo Temperatura ml de %Hidrolisis
galactosidasa alcanzada
12h 4°C 0,28 76,23
2h 32°C 0,56 90,41
0,5h 50°C 3,075 83,99

Tabla 14: Resumen de tiempo, temperatura, cantidad de enzima utilizada y resultados

del % de hidrolisis en la tercera muestra.
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Tiempo(H)  Temperatura Ig]cg':odsea Lacff)osa Ig\c(::'iidc% grrl]l?éol)sz gg?gét((j)ia
0 18°C 6555,178 | 6,5552 6,90 |4715,9553 | 1839,223

12 4°C 3500,966 | 3,5010 3,69 |2518,6807 | 982,285

2 32°C 2355,747 | 2,3557 2,48 |1694,7817 | 660,965

0,5 50°C 1418,326 | 1,4183 1,49 ]1020,3786| 397,948

Tabla 15: Contenido de lactosa inicial; Acido lactico, lactosa y glucosa producida

después del proceso de hidrolisis, en la tercera muestra.
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Figura 25: Contenido de azucares en la tercera muestra.

Interpretacion: Como se puede observar la muestra que presenta mejor

hidrolisis es la muestra que fue sometida a 32°C por el tiempo de dos horas.
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5.1.2. Inoculacién de muestras

MUESTRAS UFC
M1 4*10°
M2 3*10°
M3 5%10°
M4 6*10°

Tabla 16: Recuento de cepas LAB en agar MRS.

Interpretacion: Despues de haber sembrado las muestras en el agar MRS, se
realizé el conteo de microorganismo especificos (género: Lactobacillos), y se
obtuvieron resultados favorables que indican la viabilidad para que este producto
sea considerado como probiotico, puesto que cumple con la norvativa

ecuatoriana para leches fermentadas.

5.1.3. Curva de Acidificacion

Tiempo Acidez (°D)
0 horas 17
1,5 horas 60
3 horas 90
24 horas 90
48 horas 90
72 horas 90
Semana 2 90
Semana 3 90
Semana 4 90

Tabla 17: Control de Acidez
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Figura 26: Curva de Acidificacion en funcion del tiempo de almacenamiento.

Interpretacion: Se realizo el control de acidez desde el inicio de la elaboracion
del producto, durante el proceso de fermentacion y final del mismo, se obtuvo

resultados favorables como se puede observar en el grafico después de varias

semanas la acidez del producto no varia y permanece estable.

5.1.4. Andlisis Sensorial

Muy Bueno Bueno Regular Malo
Homogéneo 80 10 0 0
Fluido 0 20 0 0
80 10 0 0

Presenta Sinéresis

Tabla 18: Resultados obtenidos de la ficha de catacién en relacién al aspecto visual.
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Figura 27: Estadisticas resultantes del aspecto visual obtenidos en la ficha de catacion.

Muy Bueno Bueno Regular Malo
Agradable 80 10 0 0
Propio 90 0 0 0
Frutal 60 30 0 0
Acido 70 20 0 0

Tabla 19: Resultados obtenidos de la ficha de catacion en relacién al sentido del olfato.
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Olfativo
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Bueno
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Figura 28: Estadisticas resultantes obtenidos en la ficha de catacion para el sentido del

olfato.
Muy Bueno Bueno Regular Malo
Dulce 80 10 0 0
Acido 80 0 10 0
Amargo 90 0 0 0
Salado 80 10 0 0
Picante 90 0 0 0

Tabla 20: Resultados obtenidos de la ficha de catacion en relacién al sabor



Bustamante Gavilanes 53
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Figura 29: Estadisticas resultantes de la ficha de catacion para el sabor.

Interpretaciéon: Los resultados obtenidos en esta ficha de catacion permiten
evaluar la aceptacion del producto, es necesario mencionar que el producto tuvo

una aceptacion de un 93,3 % de las personas a las que se realiz6 la evaluacion
sensorial.
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CONCLUSIONES

Una vez obtenidos los resultados se determiné que la muestra con mayor
porcentaje de hidrolisis fue la muestra sometida una temperatura de 32°C por un
lapso de dos horas (Temperatura de pasteurizacion previa de 72°C por 15
segundos) , se realizaron diferentes repeticiones y se hizo un promedio para
disminuir el error en los resultados obtenidos; Ademés se cuantificé el contenido
de lactosa glucosa y galactosa generado durante esta etapa, hay que recalcar
que en nuestro pais no existen técnicas ni normativas que regulen estos
procesos en las industrias, razén por la que se tomé como referencia la norma

Mexicana para determinacion de lactosa.

A partir de esta muestra se elaboraron diferentes pruebas de formulaciéon de
yogur, simultaneamente a estas se realiz6 un control microbiologico tanto para
control y de viabilidad de crecimiento de cepas, de lo cual se obtuvieron
resultados favorables en los dos tipos de andlisis, el mas importante de
crecimiento de microorganismos probioticos cumplié con la normativa INEN para

leches fermentadas en nuestro pais.

También se llevo un control para evaluar la calidad del producto, se hizo un
seguimiento de la de acidez que presentaba el mismo, estos resultados se
pueden observar en el grafico de la curva de acidificacion, aqui podemos
observar que el producto al cumplir con su proceso de fermentacioén llega a una
acidez maxima y no existe una variacion de acidez al transcurrir del tiempo,
tecnologicamente estos puntos permitiran prolongar la vida util del producto;
Estos resultados se complementaron con la evaluacion sensorial a personas
entendidas en el tema, de lo cual se obtuvo una aceptacion muy positiva del

producto.

Para concluir, este producto al tener un proceso de elaboracion estadarizado y
contener cepas probioticas viables puede ser considerado como un producto
funcional, debido al gran aporte nutricional que brinda a su consumidor, esta
razén puede hacer al mismo objeto de una investigacion mas completa, basado
en otras condiciones mas controladas como podrian ser temperatura de
almacenamiento, tipo de envases y otros parametros que puedan influir sobre la
calidad del mismo, incluso se podria realizar estudios de intervencién en

personas que presenten cualquier tipo de intolerancia a la lactosa.
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ANEXO 1: NORMA  MEXICANA  (NMX-F-219-1972) PARA
DETERMINACION DE LACTOSA

EECOFILAT FOR-
FL. FROGEAAMA TNIVERSITARTD DE ALVEFNTOS

NMXF-219-1972. METODO DE PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE
LACTOSA EN LECHE TEST METHOD FOP. DETERMINATION OF LACTOSE IN
MILE NOBMAS MEXTCANAS DIRECCION GENERATL DE NORMAS

1L AT CANCE

11 Estza Normms tiene por objeto establecer el método de prushs para 1a determimacion de
Iz laciosa (meiodo de Fehlng) en la leche fiesca miusinabizads =sm adicon de
amcares reductores.

2 APARATOS Y EQUIPO

Balanzz analitica con sensibilidad de 020001 g
Siztemna de filtracion al vacio.

Vazos de precpitado de 100 v de 600 ml
Matraz aforado de 500 ml

Vidno de Beloy.

Pipetas volomeinicas de 20 v 50 ml

Matrar Erlenmeyer de 300 ml con tapon de Imle bihoradado.
Embudo de Allibn (ver 8.1 3).

Burets de 30 ml (2l (.1 mi).

Temometro.

Contador de mimmios.

@ @& & ® ® ¥ W & & &4 4 & @

MATERTAIES ¥ REACTIVOS

[FF]

Los reactives que 2 contimacion 3 mencionan deben ser prado analitico 2 menos
que =2 Indique olra coza. Cuando se hable de aona. e debe entender que ze trata de
amu= destilada

Fehlins [.- Dizolver 70 g de sulfsio de cotwe (CuS0. SH.O) en agus cabemie; =
eniTia ¥ con amna s complets el volomen hasta wn ire.

Fehling IT - Se disnelve 350 g de 53l de Seigneite (tartrato de sodio v potasio con 4
nﬂmimdeaem}*. 100 g de hidroxido de sodio en agua, calentsr =i e necesano.
Se enfiia v mnmmqﬂﬂndu:ﬂlm]:ﬂﬂmlﬂrﬂ

Solocidn de drixido de sodio 025 M.
Acido clorhidrnico 1 N

Acido mitnico 1:1.

Urea cnstalizada
Yoduro de potazio al 30 %6
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» Solncion titnlads de Tiosulfato de sodio N10 (ver 8.12)
» Solocion de almidon al 1%, estabilizada v recientemente preparada

4 TOMA DE LA MUESTEA

Se toma una mmesira representativa del lote de prucba, de acoerdo con 1z Nomma
Mexicana de Mpestreo.- NAX-Z-12 en visor.

5. PROCEDIMIENTO

51 Se pesan exactsmente en el vaso de precipitado 125 g (F) de la leche v 3= pasan
cuantitstivaments. lavando con 2gua. 2 wn matraz aforado de 500 ml; se afaden cerca
de 200 ml de asus v seme:.'ﬂam bien medisnte agitacion cmdadoss del matraz
erﬂmﬂ:lafomnd&upmha:ﬂixzmamknl]mlnhmhnmde
Fehlme [ v se amia; despues 10 ml de lndromdo de sodio 025 N v ze agita. Se austa
2 la temperatora de 20°C v se afra el volumen con asua a 20°C. Se mezcla y se
filtra

En el vazo de pecipitado de 600 ml e colocan:

*+ mldeFehims1
« 25mldeFehlmg IT
» 50 ml de asuz

52 Se cubre con e vidoo de relo) v 2 liave. Se toman con prpetz 30 ml de la solucion
defecada - filirada, se vierie en la meerla Fehlme hoviente, contmmendo 1a ebullicon
durante 6 mimtos exactos, sn quitar el vidno de reloj.

53 Sereira el vaso del fiego v =2 lava con aoua la parie convexa del vidnio de relog, v s
contemdo se filtra por el embudo de Alhbn conectado al =:stema de vacio,
el vaso con azua caliente para eliminar las frazas de cobre adhenidas al

vaso v los lavados se pasan al embudo de Allin.

54 Se coloca el embudo de Allhn en el matraz Erlenmever de 300 ml: se asregan 5 ml
de acido mitrico 1:1 a un mairaz Exlenmever de 100 ml, v se calients La mitad del
icido se vierte con precancién en &l embudo de Allin, v &l resto en el vaso para
disobver las trazes de dxido de cobre (T): :hq]mdfhdlﬂﬂlnmtmqﬂdﬂmﬁlhna]
vacio, s2 lava tres veces el embudo con pequefias porciones de asua, recibiendo los
higmdos en el Erlemmeyer.

LAy
'qu

Se cabenis s solnmion de mivato de cobre (volmen totzl 30 - 70 mi) hasis ebolhoon,
ge aiiaden con cmdado cerca de 1.3 g de wea v se coniimia la ebullicion durante
mmirmiio. Se deja enfiar, ma:lluumnlﬂmldemﬁmdepdmnal:ﬂ Yo v 2 fiinla
mmedatzmente &l vodo hberado con tiozulfsto de sodio N0, afiadiendo 2l final de
Iz titulacicn 10 ml de la zolncion de almidon como indicador.
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CALCULOS Y RESULTADOS
Se comvierten loz ml de 1z sclocion de ticsulfato de zodioc N10 empleados en la
timlanion a mg de omdo de cobwe, mmitiphcando por el factor de la solucion de
tiosulfato.

En la tabla ze busca la cantidad de lidrato de lactosa comespondients a loz mo de
oxido de cobre.

Mx10x 100
%delednm =000 0000O0OO0OOODODO
P

En donde:

W =Pe20 en gramos de 1a lacfoza

P =Peso en gramos de 1z muestra

10 = Parte alicoota.
FEPRODUCCION DE LA PRUEBA

La determmacion de 1z lactosa se realiza por duplicado. partiendo de 1z solucion
aforada a 500 ml (ver 5.1}, ¥ los resultados no deben diferir en mas de 03 %o

APENDICE

Ohbservarionss

8.1.1 Esta determinacion debe ser prelimimer a 12 de la sacarosa en productos lacteos que

8.12 Para la timlacion de la solucion de tosulfsto de sodio de puede usar el metodo

yodometrico con cobre ectrolitico.

813 El embudo de Allibm debe ser de placa porosa de vidno Jena 135, 2 G4-20 mm de

dismetro aprosrmedsments
BIBLIOGRAFIA
Official Methods of Analysis Asricoltural Chemists

Eleventh Edition Procedure 16030 p. 250.
(Mame] Smsze des Demrées Alimentzires, 4 eme edition, 1939, pass. 451 2 456).

México, DF., Marzo 24, 1972
Fecha de aprobacion y publicacién: Abrl 8, 1972,
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ANEXO 2: FICHA TECNICA DE FERMENTO ABY-3

FD-DV5 ABY-3

Product Information

Thermophilic Lactic Culbure.

Defined mixed strain culture containing La-8™ Lactobacillus acidophiles, BE-12™
Bifidobacterium, Streptococous thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. The probiotic strains in this culture have a long history of safe use.
ABY-3 is supplied in & convenient freeze-dried form.

The culturs will produce a fermented milk with high body and medium/mild flavor and
3 low post-acidification. ABY-3 is id=al for the manufacturing of the following types of
fermented rmilk products:

= Cup5et

= CStirred

= [Drinking

Packing size Item number
10 x 50U H4a9852

25 X Dau Ba5092

20 X B0OU Ba6071

The following AEY products are available a= both/or frozen and freeze-dried DVs:
ABY-1, AEY-2 and ABY-3.

Freeze-dried cultures should be stored at -18%C (0°F) or below. If the cultures are

stored at -158°C (0°F) or below, the shelf life is at least 24 months. &L 45°C (41°F) the
shelf life is at least & weeks.

Remove the cultures from the freszer just prior to use. DO HOT THAW THESE
CULTURES. Sanitize the top of the pouch with chlarine. Open the pouch and pour the
freseze-dried granules directly into the pastewrized product wsing slow agitation.
Agitate the mixturs for 10-15 minutes to distribute the culture evenly.

recormmended dosage of FO-DVE ABY-3:

Ovs tnoculation
lewel Amount of milk to be incculated

1,0000 [ 50000 [ 500 gallons | 1000 gallons
SO0U/7 2500 | i i) 10000 -400U 750U
500U/660 gallons
500U/5000 | 100U 500U -700U —4000)
EDOU 1320 gallons

The full benefit of 0.02% inocwlation, on acidification speed, is obtained at a
fermentation temperature of 43°C (10%°F). To obtain cell counts of B6-12 and LA-5 as
stated in the "Mutrizh technical brochure®, an inoocwlation rate of minimum 0.02% must
be applisd.

FO-DY5-AHY-3 Pl EM wsd March 2004, doc fMar 20047122
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Kosher status AEY-3 i Kasher appraved (Circle K 0 for year-round use, excluding Passover.
Technical information

Figure 1. The effect of temperature on acidification

FD-DVS ABY-3

7.0
6,3 1

60

e |\ —37°CRSF

3, AL — 40CHOSF
e NN — 43°CHOSF

4,0

35 L I I D D D DR D R |
0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20

Time (h)

Fermentation conditions:
Whole milk +2% skimmed milk powder (85°C {185"F)/30 min
500U/2500 | Inoculation

ME: Mote that the acouracy of these curves is relative and subject to experimental error.

Technical chr. Hansen's worldwide facilities and the perzannel of our Application and
Service Technology Center are at your dispasal with assistance and instructions.

References References and analytical methods are available upon request.
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ANEXO 3: FICHA TECNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA
LECHES FERMENTADAS

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - BEcuador

NTE INEN 2395:2011

NORMA TECNICA ECUATORIANA
Segunda revision

LECHES FERMENTADAS. REQUISITOS.

Primera Edicion

FEAMENTE MILEE. REDUIREMENTE.

First EdEon

JESCRIPFTORES: Tacrologla de ks allmentos, kche y productos |2ciecs procesacos, kohes fermamadas, epulsios.
AL 3014
SO EET145

Gl 8ii2
S &7 1000
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— INEN S
IC=: BT 1000 BL 0E01-442

) NTE INEN
”‘E’:::tlﬁ'::a“ LECHES FERMENTADAS. 23052011
. REQUISITOS Sagunda revision
Voluntaria 201107

1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos gue deben cumplr lzs leches fermentadas, destnadas al
consumo dirscto.

2 ALCANCE

21 Esta norme se aplica a las leches farmentades naturales: yogur, kéfr, kumis, leche culivada o
acidficadz; lsches fermantadas con ingredientes y baches fermantadas tratadas tdrmicamenis.

2.2 Mo 55 aplicen & las bebidas de leches farmentadas

3. DEFIMICIONES
31 Para efectos de asta norma s adoptan les siguiantss definiciones:

311 Lochs Farmentada naturai. Es el producte Bcteo obtenido por madio de la fermentacisn ds la
lechs, sleborado a parir de |2 leche por medio de la accion de microorganismos adecuados y isnesndo
coma resultedo la reduccidn dal pH con o sin coagulacién (precipitecitn isoslécinica). Estos cultivos de
microorganismas serén visbles, actives v abundantes an &l products hasta la fecha de vencimiento. Sial
producio as tratedo témnicamenis luego de le feementacidn, no se aplica &l requisio de microorganismos
wisbles. Comprende todos los productos netreles, inclida la leche fermentada lliguids, la leche
acidficadz v a leche cullivada v al yogur neturel, sin eromas ni colorantas.

312 Procucto natwrsl. Es el producto que no asté aromatizedo, no contiens frutas, horelizas u ofos
ingredisntes qua no 58an l4cieos, ni estE mezclado con ofros ingradientas qus no 58an Acieos.

31.3 vogur. Es &l producto coagulado obtenido por fermentacidn lactica de la leche o mezcla de esta
con derivedos MHctsos, madiante la accidn de becteries lacticas Lscfobsciivs debrusckl subsp.
buigaricus y Srepfococcus saivans subsp. termophiius,  pediendo ester acompefiedss de otras
bactsnas benéficas que por su actividad |e confisren las caracteristicas al producto terminedo; sstas
bactsnas deben sar viables y activas desde su inicio v durente toda la wida 06l del producto. Puseds
sar adicionado o no ds los ingredientas v aditvos indicados en esta nonma.

314 wafr. Es una lechs fermentada con cultivos dcido lécticos elaborados con granos de kéfir,
Lactotacillus kafir, especies de géneros Leuconostoc, Lactoroccus v Acetobacter con produccion de
Acido Mctico, etanol v difxido de carbono.  Los grenos de kéfir estén constituidos por levaduras
farmentadoras de lectosa [Kuyveromycss mandanus) v levedures no fermentadorzs de lactosa
|Seccharomyces ommsporus, Saccharmmyces cerswisas ¥ Saccharomyces exiguus), Laciobsciius
cazal, Bifftobactanum sp y Sirepiococsus saivanus subs. Thammophiius, por ceeles deben sar viablss
W activos durante ka vida (il del producto.

315 Kumiz. Es una leche fermentada con Lactococcus Lactis subsp cremoris y Lacfococous Lachs
subsp lsctis, los cuales deben ser viablas v &ctivos an el producta haste ol final de su vide Ot con
produccidn de alcohol y Acido lactico.

318 Leche cultivads, o acioficads. Es une leche fermentada por la accion de Lactobsaciius
acidopiius (leche acidificada) o Bfdoksctsrium 5., U otros culives Beticos inbcuos apropiados, os
cuales deben ser viables y 2ctvos durenta la vida Ofil dsl producio.

31T Leche farmeniads tratads rmicaments. Es el producto definido an el numeral 3.1.1 vy 318, qua

ha sido sometido & fratemianto trmico, daspuéds de la fermentacion. Los cultvos da microorganismos
na 5273n viablas ni ctivos en el products final.

{Confinia)

CESCRIPTOREE: Taonologla de los almentos, leche v producios laseos procesaccs, leches fermantadas, reguishos

-1- 201355
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318 Lsche fermeniads con ingredisniss. Son productos lacieos compuesins, Que contiensn un
m&xma del 30 % (m'm) de ingredisntes no |&cieos (teles como asdulcoramss, frutas v werdures ssi
COMO jUQDs, purds, pastas, preperedos y consenventes denvedos de los mismos, cersales, misl,
chocolate, frutes sscos, cald, especias y owos alimsnios aromatzentss neturales & inocwos) Wo
sabores. Los ingredisntes no lActecs pusdsn sar afadidos antes o luego de la farmentacian.

318 Lsche fermenisds concentraga. Es una lechs fermentada cuys proteina ha sido eumentada
anies o luego de la fermentaczién & un minimo del 5,8%. Las leches fermentadas concentradas
incluyen productos radicionales tales como Stragisto (yogur eolado), Labnsh, Ymer & Yietie.

3110 Leche fermentada sdicionads con microgrganismos probidnicos. Es e producto definido en el
numeral 3.1.1 al cuel s8 le han adicionedo becteriz vives bandficas, gus &l ser ingeridas favorecen la
microflora intastinal.
3111 Aderoorganismo probidfico. Microorgenismo vivo, Que summnistrado en la dista & ingsndo an
cantidad suficiante sjsrce un efecto bandfico sobrs la salud, més ellé de los efectos nuiricionales.

4. CLASIFICACION
41 De =cusrdo a sus carscteristicas las leches fermentadas, se clasfican da la siguisnte mansra:
411 Segun of contemiao OE Jresa en;
a) Entarz.
b Semidescremada parcialmenie descremada).

c) Descremads.

4.1.2 Ds scusrdo 2 ios Ingredisntss an:

a) Matural,
b) Gon ingradientas,

41.3 De scusrdo af procese o5 SEDorackin e

a) Bafido,
bl Coegulado o aflenado,
¢l Tratado témmicamenis
d] Concentrado,
2] Deslzctosado.
414 D scusrdo ai comsnido o stanol, & Kiflr 58 ciasiics an:
a) suave
b) fuens
5 DISPOSICIOMES ESPECIFICAS
31 La leche que se utlics pars |a slaboraciin de lechas fermantadas debs cumplr con la NTE INEN 08,
¥ posterirmants ser pasteurzada [ver NTE INEN 100 o esteriizada (wer NTE INEN T01) v dsbe

manipularss en condiciones sanitanas sagin el Reglamento de Busnas Précticas de Manufeciura del
Ministerio de Szlud Plblics.
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32 Se permite &l uso de otres leches diferentes & las de vaca, sismpre gue sn |2 stigusta s declare de
qua mamifers proceds.

533 Las lschas fermentadas, deben pressniar aspecio hormogéneo, sl sabor y olor deben ser
caracieristicos del producto fresco, sin matsnas extrafias, de color blanco cremoso u otro progio,
rasultante del codor de |z fruta o coloramts natural afiadido, de consistenciz pesiosa; tedtura ise y
uniforme.

54 A las leches formentadas pueden agregarse, duranie sl proceso de fabncacidn, crema
praviamenis pasteunzada, lechs en pobeo, leche evaporada, grasa lctsa anhidra v proteinas [Acteas.

3.3 Los residuos de madicamentos weiennanios y sus metzbolitos no debsn supsrar ks Emitss
astablecidos por el Codex Almentanio CACGLMA 2 an su dtirma adicitin.

58 Los residuns de plaguicidas, pesticidas y sus metabolitos, no daben superer los limites astablecidos
por &l Codex Alimentane CACLMA 1 an su Glime sdicidn.

3.7 5Se permite sl uso de vitaminas, minsrales y ofros nutrientes espechficos, de acusrdo con o
astablecido en la NTE INEM 1334-2.

4. REQUISITOS
3.1 Reguisitos ezpscificos
8.1.1 A las lsches fermentadas podrén afadirse: azlcarss o sdulcorantss permitidos, frutas frescas
anierss o en trozos, pulpa de frutes, frutes sscas v otros preparados 2 base ds frutas. El contenido de
fruta edicionada no dsbs sar infenor al 5% (m/m) en el producto final.
8.1.2 Se permite lz adicidn de otros ingradisntes coma: honalizas, miel, chocolats, caceo, coco, café,
cerezles, sspecias w otros ngredisnies naturalss. Cuando se uliliza café el contsnido maximo de
cafeina serd de 200 mg'kg, en ol producto finel. El peso total de las sustencias no l&cieas agregadas &
las laches fermentzdas no seré superior &l 30%: del peso total dsl producio.

8.1.3 L2 leche fermentads con frutas u hortalizas, al realizar el anilisis histolbgico deben pressntar
las caracteristicas propias de la fruta v horaliza adcionada.

3.1.4 Las leches fermentadas, snsayadas de acusrdo con las normas ecustorianas comsspondientss
daban cumplir con ke establecido an la tabla 1.

TABLA 1. Ezpacificaciones de las leches farmentadss

ENTERA SEMIDESCREMADA DESCREMADA
METODO DE
REQUISITOS EMEAYTD
Min Max Min Max % Min Max %
) g S *a
ICamtenido de grasa 25 - 1.0 2 B -— <10 NTE INEM 12
Prosaina, % mdm
En  yogur, k&,
foumis, lechz 27 - 27 - 2,7 - HTE INEM 16
Gultivada
lalcohol sfilico.
B miw
En kifir suave 0.5 1.5 0.5 1.5 05 1.5 NTE INEN 279
En kidir fuarz - 2.0 - 3,0 - 3,0
Humis 0.5 - 0,% — 0,5 —
Frasancia de Megathes Megativo Megatheo NTE BNEN 1500
herarses"

rasa Vagetal Magathes Megativo Megatheo NTE INEN 1500

uaro de Leche Megatieo Megativo Megativz KTE IHEN 2201
[ Exprasado como Sckdo lactico
1] Adutiaramias: Harina v slmicones ¢ ks almiciones medficadas) soleckres salimas, susns os kecha grasas vepsislan.

= 2011355
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8.1.3 Las leches fermentadas deben cumplir con los requisitos del contsnido minimeo del cultvo del
microorganismo espacifico (Lactobaciius delbruskl subsp. bulgancus v Sepdococcus saivans subsp.
termopnius; Lactobaciius acidoohius, E8g0n se& el caso), v de bactsnias prebidticas, hasta la fecha
dia vancimiento, de acuerdo con b indicede an la tebla 2.

TABLAZ  Ceantided do microorgeniemos especificos an lache fermentada ain tratamiento
termico poatsrior & la fermentacidn

Yogur, kumis, kéfir, leche

PRODUCTOD cultiveda, lechesa fermantadas con k&fir v kumie
ingredisntas v leche fearmantsda Minimo
concentrada
Kinirmo
Surna de microorganismos gus .
comprandsn el cultive dafinido 10" UFRChg
para cada producio
Bacterias probidticas 10° UFGig
Lavaduras 10° UFCig

G.1.3 Raquigitos microbioldgicoa

8.1.8.1 Al anéksis microbiokigico correspondients las leches fermentadas deben dear ausencia de
microorgenismos patdgenos, de sus metabalitos v todnas.

8.1.82 Las leches fermentadas, ensayadas de scuerdo con  las normas  scustonanss
cormespondsnias deben cumplr con los raguisitos microbiolbgcos establacidos en la tabla 3.

TABLA 3. Raguizitoe microbicldgicos an lachs farmantads sin tratamisnto
térmico poatsrior & la fermentacidn

Requigito n m M c Mstodo de ensavo
Colifermas iotalas, UFGCig 5 i0 100 2 MNTE IMEM 1528-7
Fecuento de E. coi, UFGig 5 =1 - a MTE IMEM 1528-8
Racuento de mohos v =
evaduras, UFCig ] 200 500 2 NTE INEM 1528-10

donde:

gl

n = MNdmaro de muestras a examinar.

m = ndice maximo parmisible para identificar nivel de buena calided.

M = indice méximo permisible pera identificer nivel aceptable de calided.
c =Mimero da musstras permisibles con resultados entre m oy M.

8.1.8.3 Cuando se anzalicen muastras individualss se tomaran como valores maomos los axpresados
an la columna m.

8.1.8.4 Las lechas fermentadas traladas témicamente y envesadas asépticemsnie deban demostrar
astedlidad comercizl de acuardo & NTE INEM 2335

8.1.7 Agifivos. Se permite &l uso de los aditivos establecidos en 2 NTE INEM 2074 pera estos
productos

8.1.8 Conteminantss. El Imite maximo ds contaminentss no dsben supsrer los [imites establecidos
par gl Codex Stan 183-1005

8.2 Requisitoe complemsntarice

821 Las lechas farmantadas, sismpre que no 58 hayan somstido &l proceso de esterilizacitn, deben
rmiarntsnsrse en refrigeracidn durants toda su vida il

{Contnga)
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8.2.2 Las unidades de comercializacion de aste products dsbs cumplr con lo dispuesto en la Ley
2007-78 del Sisterna Ecuatonano de la Caldad.
7. INSPECCION
7.1 Musetreo. El musstreo dabe reclzarse de scusrdo con lo establscido an |z MTE INEMN 04
72 Aceptecion o rechazo. Se scepiz el lofe si cumpls con los requisios sstablscidos an esta
MOFTTIE; 250 CONTrario se rechaza
8. EMNVASADO Y EMBALADO

8.1 Las leches farmentadas deben expendsrse en envases aséplicos, y hermaticaments cerrados,
qua asaguren la adacuada consenvacidn y calidad del producto.

8.2 Las leches fermentzdes deben acondicionarse en envases cuwo meterial, en contacto con el
praducto, sea resistants a 5u &ccibn ¥ no fers las caracteristicas organoldpticas dal mismao.

8.3 El ambalaje dsba hacerse en condiciones gue meantsnga las cerecteristices dsl producto v
aseguren su inocuidad durante sl almacenamients, transpone v axpendio.

8. ROTULADD

8.1 El Rotulade debe curnplr con los requisios establecidos en al ATE INEM 022

{Confiniis)

=5- 201 1-855
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ANEXO 4: FICHA TECNICA DE AGAR MRS

LACTOBACILLI MRS BROTH (7406)

Intended Use

Lactobacilli MRS Broth is used for the cultvalion of lsciobecili

Product and

Lacicbacli MRS Broth & based on the formulations of deMan, Rogosa and Sharpe (MRS)." This medium
supporis hooriant growth of lecipbaclll from oml, fecal, dery. and ofher sources.

Principles of the Procedurs

Enzymatic Digest of Animal Tiesue, Beef Exfract and Yeast Exiract are the carbon, nilrogen, and vitsamin
spurces used to salisfy general growth requirements in Leciobacilli MRS Brofh. Dexirose s the fermentshis
carbohydreie Sodiem Acetsie is an mmﬁﬂmﬁmwm&ﬂeac:mm

sgents 25 well 2= energy sources. Potsssium

Phosphaite s fhe buffering agent. Magnesium Sulfsie and

kiznganess Sulfste provide cations used in metsholism Polysorbate 30 & & surfectant. facilisiing uptshe of

nuirients by laciobaclli

Formula / Liter

E'l:ynﬂic[hg&tcf.ﬂu‘mﬂ'l’lssue ......................................... i0g
BesfExdract . -i0g
esst Exdrect e 5g
Eui:i:nﬁnehl& S 5g
Polysorbete 80 g
Potessiom Phosphete 2g
Ammonen Cérele 2g
hegnecium Suifats -01g
Manganess Suifste 0osg

Fmnal pH: 6.5+ 0.2 a2t 25°C

Fommuis may be adusied andior supplemented 25 requied io mest perfonmance speciicaions.

Erecautions
1. For Leborstory Use.

Dirscions
1. Dissohe 55 g of the medium in one Ber of punfed waier.

2 M thomouwghly.
3 Awtocieve st 121°C for 15 minutes.

Quality C | Specificat
Dehydrated Appearance: Powder is homopensous with soft lumps and yellow-isn

Prepared Appearance: Prepared medium is cesar to slighly hazy with none to ight precipitsis and dark
amber to red-amber.

Expecied Culiural Response: Culhrsl responss in Laciobacillus MRS Broth =t 35 £ 2°C and examined for

groweh afier 18 - 48 howrs incubation.

Microorganism Approx_ Inocculum Expected Results
(CFU)
Lscfiohacillus cassd ATCCES 303 10 - 300 Growth
| scfobacilius fermentum ATCCE B338 10 - 300 Growth
| scfohacilius plsnizrum ATCCE 8014 10 - 300 Growih

The organicme ISt 2 e MiNkTUEn St Shouid be Used 1o quaily cone cing.

P 7406, Rew 05, Now. 2010
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Jest Procedure

1. Samples can be inoculsied direclly inio Laciohacilius MRS Broth.

2 Incubsts broth tubes st 35°C for 3 deys. or st 30°C for § days in an seohic simosphars.
3. Subculhre growth in broth fubes o sppropsie soid media

Results

Growth of Lacinbaciius spp. appesr hbid. Growith can be suboulred onfo spproprisie medis for use n
sddiional procedures. Refer o sppropriste references for recommendsiion on the ideniification of
Laciobaciliuz spp.™*

siprages
Siore sesied boiffie conisining the dehydreied medium =t 2 - 8°C. Once opened snd recapped. place
conteiner in a8 low humidily emaronment st the same siorege fempershre. Prolect from moisture and Bght by

Expirat
Refer o expirsfion date stemped on the contsiner. The dehydreied medium should be discarded § not free
fiowing. or if sppesrance has changed from the oniginal color. Expiry applies fo medium in is intsct conksiner
when siored as directed

Limitations of the Procedure
1. Dwe fo vanying nuitiionsl requirements, some sirsins may be encountered that grow poorly or f=i fo grow
on this medium.
2 Owgamisms other than laciobeclil may grow n this medium. Isolsfes must be confirmed &5 lsciohacll by
stk biochermical o<t

Eackaging

Lactobacilli MRS Eroth Code Mo. TADEA 500 g
T40EE 2kg
TADEC 10 kg

deMan, J. C., M. Rogosa, and M. E. Sharpe. 1550 A medum for e cullhvaion of Boiobaclll J. Sacenol 23130
MacFaddin, J. F. 1535 Meda for he EoElon-culvalion-ideniicalon-TanEnance o medcal [eceis. vol 1 Willams &
Willidns, Ealimore. WD\

Venderzant, C. and 0. F. Spliftsinesser (ads.) Compendum of mehods for e micmibickogical examinsion of fods. 3™ ed
American Pubic Healih Associalion. DL

MRy, P. R E.J. Baron, ML A Pfaller, F. C. Tenover, and R H. Yolken [sda ). 1955 Manusi of cinical microbiciogy, 57 ed
American Society for Micmbiniogy, Washingion, D.C-

o

Technical inf "
Contact Acumedis Manschrers, Inc. for Technical Sendce or queslions Imohing dehydrsied culwe meds preparslion o
perfonmance 3 (517)372-0200 or £ us 3t (517)372-2006.
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ANEXO 5: FICHA DE CATACION

UNNMERSIDAD DEL AZLAY
FACULTAD DE CIENCIA Y TECHOLOG [
INGEMIER[S EN ALIMENTOS

Estimado conswmidor:

la present= &5 wna ficha de catacion dingida para ks avaluacion sensornial de un nuewa
praducto, razdn por la que sus respusstas seran de gran utilidad.

iConsume habitualments pogur?

= [ ve ]

Senale con una X I calificacion de scwerdo = su Los valores s considerar son los siguisntes:
4: Muy Bueno  3: Bueno  2: Regulsr  1: Malo

VISUAL

Calificacion

Lempecto

Homogeneo
Fluido
Pressnta Sinsresis

Ortro: [espeecifique]:

OLFATID

Calificscidn
DOlor 4 3 2 1

| Agradable

Propic

Frutal

BAcido

Ortro: [espeecifique]:

SABDR

Calificacion

Sabor

Dulce
Acido
Amargo
Salado
Picante
Otro [espemcifique |

Oibs=rvsciones:




ANEXO 6: IMAGENES
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Enzima Lactasa

Crioscopio

Incubadora

Potenciémetro
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COLONIAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN AGAR MRS
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Determinacién de Lactosa Muestras Hidrolizadas

Inoculacion y Fermentacion Preparacién de disoluciones
B






