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DISEÑO DE MODELOS  ESTANDARIZADOS DE HIDRÓLISIS DE  

LACTOSA  COMO SUSTRATO PARA FERMENTACIÓN LÁCTICA 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Desde el punto fisicoquímico 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 proporción esta constituida por una solución de 

lactosa, La segunda, se conforma por sales orgánicas e inorgánicas, vitaminas; 

mientras que la ultima está formada de pequeñas porciones de moléculas 

disueltas en el agua. 

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche, encontrandose en 

concentraciones próximas al 5%, presenta multipes usos en nuestro medio, entre 

ellos alimentación animal, formulación de fármacos y fermentación alimentaria. 

Pero a su vez, es la causante de varias controversias, debido que en algunos 

casos puede presentar una limitada capacidad de digestión tras su ingesta, 

hechos que pueden restringir sus aplicaciones para la industria (Finocehiaro C., 

1980). 

Como una breve reseña historica se puede mencionar que  “en  el período 

comprendido entre 1955 y 1975, después de la II Guerra Mundial, la U.S. Agency 

for International Development envió numerosas toneladas de leche en polvo a  

países necesitados, estos envíos de leche eran los causantes de varios 

episodios de diarreas y malestar gástrico intestinal en los destinatarios. En 1965, 

un equipo de investigadores del Johns Hopkins Medical School (EE.UU.) 

descubrió que muchas de las personas presentaban este cuadro clínico debido a 

que no podían digerir la lactosa.” (Piñeiro E., 2009) 



Bustamante Gavilanes 3 
 

En la actualidad, estudios realizados determinan que aproximadamente un 70% 

de la población a nivel mundial presenta problemas de intolerancia, esto se 

produce por la disminución o ausencia de lactasa en el tracto digestivo, esta es 

la enzima responsable de transformar este hidrato de carbono en azúcares más 

sencillos permitiendo su fácil absorción en el intestino. (Criado M, 2014) 

La deficiencia de lactasa puede presentarse por diferentes causas, entre ellas: 

por carácter hereditario, presentandose principalmente en adolescentes, puede 

ser adquirida, generado casi siempre cuando existe algún cuadro de 

gastroenteritis, el mismo que es ocasionando por daños en la mucosa intestinal, 

y por ultimo; congénitamente, que hace referencia a una ausencia total de 

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

Los sintomas que se presentan estarán en función de la cantidad de lactosa 

ingerida y de la tolerancia de cada individuo. La población donde se presenta 

mas altos índices, se encuentra primordialmente en países donde los lácteos no 

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

El tratamiento que se recomienda llevar a cabo en la mayoría de casos es  

seguir una dieta sin lactosa o consumir productos con un minimo contenido de 

lactosa, esto será de acuerdo al límite de tolerancia para cada individuo. La 

restricción de leche y alimentos lácteos, provocará déficits de calcio, riboflavina y 

vitamina D, presentandose especialmente en personas que requieren un mayor 

porcentaje de estos nutrientes, siendo tal el caso de niños, adolescentes y 

embarazadas.  

Todas estas razones han producido que la industria alimenticia se preocupe 

cada vez más para satisfacer las necesidades presentadas por los 

consumidores, entre ellas las más importantes son las industrias lácteas; pues 

buscan solucionar este problema mediante la elaboración de productos que 

presenten las mismas cualidades pero, a la vez hayan sido modificados 

mínimamente su composición, es decir disminuyan los niveles de concentración 

de lactosa, pero para poder disminuir estos niveles es necesario someter a 

diferentes procesos entre ellos el de hidrólisis, realizado mediante diferentes 

métodos de análisis, considerando además varios factores que influyen, entre 

ellos: concentración de lactosa, tiempo, temperatura pH, entre otros.  
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CAPITULO I 

       LACTOSA 

La leche y sus derivados son considerados como uno de los alimentos más 

importantes para el consumo humano, debido a su alto valor nutricional, por esta 

razón se debe tomar en cuenta que no pueden ser fácilmente desplazados ni 

sustituidos por otros alimentos.  

Entre los compuestos presentes de alto valor nutritivo podemos encontrar 

proteínas, minerales tales como fósforo, potasio, calcio, cobre, yodo, siendo 

básicos para la formación ósea y el desarrollo de los dientes, además se 

encuentran vitaminas, como A, B en mayor proporción y en pequeñas  

cantidades la C, D, E. Por último encontramos hidratos de carbono, el más 

importante es la lactosa, por ser responsable de estimular la absorción del calcio 

en nuestro organismo.  (Delgado H. Mejía 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 dependerá la cantidad de leche 

producida en la glándula mamaria. 

Su concentración promedio es de 45 a 50 gramos por cada litro, estos datos son 

similares en todas las razas animales y no son alterados fácilmente, Existen  

ocasiones puntuales donde se puede alterar: debido a la variación de nutrientes 

durante el consumo alimenticio del animal, en la fase de lactancia o también 

cuando se presentan enfermedades como la mastitis.  

Ésta  es constituida por dos hidratos de carbono, la  glucosa y galactosa, las 

mismas que se encuentran en pequeñas cantidades: glucosa 14 mg  y galactosa 

12 mg por cada 100 g de leche. (Michel A, 2003.) 

 

1.1.2. Síntesis de la lactosa 

La lactosa es sintetizada únicamente por las glándulas mamarias, a partir de 

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



Bustamante Gavilanes 5 
 

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

por la absorción y transformación  de nutrientes durante el rumen del animal. 

Este proceso está regulado por un complejo enzimático denominado lactosa-

sintetasa, se produce por la interacción de dos proteínas: la proteína A o 

galactosil transferasa presente en diversos tejidos y la proteína B o alfa lacto 

albúmina que es una proteína sintetizada por las células epiteliales ubicadas en 

el tejido mamario.(Michel A., 2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Síntesis de formación de la lactosa 

Fuente: McSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. 

 

1.1.3. Estructura  

La lactosa, tiene una estructura 4-O-(β-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), es 

una hexobiosa de  fórmula condensada C12H22O11, y su peso molecular es de 

342 g/g-mol.  

Está formada por la unión de una molécula de β-galactosa y de glucosa que 

puede ser α o β. Esta orientación depende del grupo aldehídico,  en el un caso  

el primera está unido al enlace β y  el segundo está libre (en forma pseudo-

aldehídica). 
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Existen dos  formas isómeras: α y β, que se diferencian únicamente en la 

posición de un grupo –OH  en el carbono C1 de la glucosa (isomería ciclánica).  

 

 

 

Figura 2: Composición de la lactosa. 

Fuente: Michel A. Wattiaux, 2007. 

 

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

solubilidad,  cristalización, dulzura, entre otros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Propiedades físicas de lactosa 

Fuente: Alais Charles, Ciencia de la leche, 1998. 
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1.1.4.  Propiedades Físicas Y Químicas  

1.1.4.1. Propiedades Físicas  

1.1.4.1.1. Poder edulcorante 

El poder edulcorante de la lactosa es cinco veces menor que el de la sacarosa. 

Está en conjunto a las sales de la leche son los responsables de su sabor 

característico. 

1.1.4.1.2. Estabilidad  

La lactosa sometida a temperaturas alrededor de los 110ºC puede ser 

degradada, la  lactosa hidratada (α); pierde su agua y se transforma en lactosa 

anhídrido, causando la pérdida de compuestos esenciales como  aminoácidos 

por ejemplo la lisina.  

Mientras que a temperaturas superiores de 130ºC se produce la reacción de 

Maillard o más conocida como reacción de pardeamiento enzimático, se 

ocasiona por la  alteración entre el grupo carboxilo de la lactosa y los grupos 

aminos de las proteínas, originando un tono pardo no característico del color de 

la leche, influyendo a su vez el sabor del producto.. 

1.1.4.1.3 Solubilidad  

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

la Figura 5 podemos observar un resumen este comportamiento. 

 La solubilidad de una - lactosa dependerá de la - Lactosa, esto a su vez se 

relaciona con el poder edulcorante; Cuando se somete a un proceso de hidrólisis 

se aumenta aproximadamente el 80% de dulzor a comparación de la lactosa, y la 

vez este hidrolizado influirá 3 ó 4 veces sobre su solubilidad de la lactosa. 

(Bylund, 2003) 
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Figura 4: Hidrolisis de lactosa por acción enzimática y formación de ácido láctico 

Fuente: Gösta Bylund. Manual de Industrias lácteas, 2003. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Solubilidad de la lactosa en agua. 

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

 



Bustamante Gavilanes 9 
 

1.1.4.2. Propiedades Químicas  

 

1.1.4.2.1 Fermentación 

La lactosa puede ser fermentada por varias causas, la principal es por acción de 

bacterias lácticas, transformándose siempre en mayor porcentaje en ácido 

láctico. 

C12 H22 O11. H2 O  4 CH3  CH O H  COOH 

      Lactosa             Ácido láctico 

En algunas ocasiones esta transformación puede generar algunos compuestos 

deseables como aromáticos, como: l acetil - metil carbinol y diacetilo. 

El ácido láctico, posteriormente también puede ser transformado por acción 

bacteriana en ácido propiónico, ácido acético y CO2, ocasionando muchas veces 

que esta reacción sea indeseable, un claro ejemplo es la acción de bacterias 

anaerobias que lo transforman en ácido butírico. 
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Figura 6: Esquema de fermentación de la lactosa. 

Fuente: McSWEENEY. Dairy Chemistry and Biochemistry. Thomson Science 

 

1.1.4.2.1.  Propiedades Reductoras 

La lactosa, al poseer un grupo aldehído libre, es considerada un azúcar reductor. 

Esta reacción se cumple por el fundamento del el método de Fehling reducido 

por el licor cupro-alcalino.  
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1.1.5. Hidrólisis   

 

Los disacáridos y polisacáridos deben ser hidrolizados a monosacáridos para ser 

fácilmente absorbidos en la pared intestinal, y de esta manera llegar al torrente 

sanguíneo y ser distribuido para cumplir con su actividad metabólica normal.  

En la hidrolisis de la lactosa el hidrógeno del agua se une al oxígeno externo de 

las moléculas de azúcar, el OH se une al carbono libre del otro residuo de 

azúcar, obteniendo como resultado un monosacárido.  

           
           

 
                       (     ) 

                              

La leche cuando es hidrolizada se digiere rápidamente en el tracto digestivo, 

existe  también una ligera variación en su sabor tornándose más dulce debido a 

la presencia de glucosa libre.  

La  hidrolisis puede  realizarse mediante diferentes métodos, los más utilizados 

son: por ácidos fuertes o por enzimas, siendo este último método el que asegura 

un proceso de hidrólisis sin alterar el valor nutricional de  la leche. (Mogrovejo, K. 

Úrgiles, G. 2009) 

 

1.1.5.1. Hidrólisis Química 

Se realiza en medio  ácido y a altas temperaturas, utilizando ácidos orgánicos 

como el sulfúrico o el clorhídrico a concentraciones elevadas.  

 

1.1.5.2. Hidrólisis Enzimática 

La enzima utilizada para dicha hidrólisis se denomina β-Galactosidasa o más 

comúnmente lactasa.  

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

β-1,4-glicosídico, liberando la glucosa y galactosa. 
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Figura 7 : Producción de oligosacáridos durante la hidrolisis de lactosa por                        
β -galactosidasa. 

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

 

1.1. 5.3  Uso de las lactasas  

 

Las lactasas son utilizadas en diferentes campos:   

 Leches deslactosadas para personas con requerimientos especiales, 

principalmente de niños.   

 Elaboración de edulcorantes y jarabes. 

 Productos concentrados. 

 Helados con mínimo contenido lactosa. ( Juca C, A. Pérez , 2010) 
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1.1.6 Métodos de determinación de lactosa  

1.1.6.1 Punto crioscópico 

 

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

se fundamenta en la disminución del punto de congelación.  

El momento de  hidrolizar una muestra de leche la lactosa tiende a desdoblarse 

formándose  glucosa y galactosa incrementando el contenido solutos en la 

solución. 

1.1.6.2 Titulación Volumétrica  

 

Los azúcares reductores reducen en medio alcalino los iones cúpricos del 

Reactivo de Fehling a iones cuproso, los cuales pueden ser determinados por 

gravimetría o titulación con permanganato de potasio o yodo y tiosulfato de 

sodio. 

 

Se usa como referencia el procedimiento descrito en la NORMA MEXICANA  

NMX-F-219-1972. Determinación de lactosa en leche. (Ver Anexos) 

 

1.1.7 Usos  

 

La lactosa juega un papel importante en la elaboración de productos lácteos, 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 fermentación láctica y 

alcohólica, tiene  una gran importancia en la industria láctea, favorece la 

maduración del queso y se utiliza en la preparación de leches ácidas. 

Finalmente, puede ser usado como: producto dietético para mejorar las texturas, 

estabilizador de  proteínas, sustituto de la sacarosa, medio de cultivo en la 

producción de antibióticos, en bollería para que se produzca la reacción de 
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pardeamiento y de un color característico tostado, en la industria cárnica como 

agentes aglutinantes, de extensión y modificación de textura.  

 

1.1.8 Glucosa y Galactosa  
 

La glucosa y galactosa son azúcares simples o monosacáridos formados por 

seis átomos de carbono,  el momento de ser ingerido convierte en glucosa en el 

hígado como aporte energético, su principal fuente proviene de la ingesta de 

lactosa de la leche. 

Sus fórmulas moleculares son iguales: C6H12O6, la galactosa difiere de la 

glucosa por ser un epímero de esta en el Carbono número 4, es decir, que el 

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

 

1.1.8.3 Ruta metabólica 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 vía 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 epimerización de la galactosa-1-fosfato a glucosa1-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 síntesis de glucógeno.  

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 reacción reversible la glucosa puede  convertirse en 

galactosa, para la síntesis de lactosa (en glándula mamaria), proteoglicanos, 

glicolípidos y glicoproteínas.( Stephanopoulos G ,  Aristidou A ,  Nielsen J. 1998)  

 

 

 

Figura 8: Representación de la ruta metabólica de síntesis 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 típico 

patrón de actividad a lo largo de la vida de los mamíferos, la actividad enzimática 

se detecta en el intestino fetal a partir de la octava semana de gestación, 

aumentando gradualmente hasta alcanzar su máxima 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 asimilación de lactasa se puede clasificar en tres tipos, de 

acuerdo a su origen:  

 Deficiencia congénita 

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

nacimiento y permanecerá a lo largo de toda la vida.  

 Deficiencia primaria 

Llamada  también no persistencia de lactasa, es la más común y aparece a los 

pocos años del nacimiento, por lo que se la denomina la hipolactasia del adulto.  

 Deficiencia secundaria 

Puede aparecer en diferentes situaciones, afectando la mucosa intestinal en 

individuos cuya actividad enzimática ha sido normalmente activa.  

Se puede presentar en personas que han ingerido proteínas, consumido ciertos 

fármacos o que presentan un cuadro patológico que podrían causar daños en la 

mucosa desde niveles mínimos hasta, graves.. 

Estas  situaciones muchas veces son de carácter reversible, es decir  una vez 

resuelta la malabsorción, ésta desaparece, mientras que en otros el daño podría 

ser de carácter permanente. (Labayen I.; Martínez J. 2003) 
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CAPITULO II 

 

ENZIMOLOGÍA 

 

Las enzimas cumplen funciones como catalizadores biológicos y son de 

naturaleza proteica, en varias ocasiones tienen la capacidad de producir 

reacciones químicas, influyendo en ciertas ocasiones sobre la calidad de la 

leche.  

En  la leche de vaca se encuentras un sin número 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 proteínas simples o como complejos 

lipoprotéicos,  y están repartidas sobre la superficie del  glóbulo graso, asociado 

a las micelas de la caseína y en forma simple en suspensión 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: 

 Sensibilidad al calor. 

 Indicadores de contaminación microbiana. 

 Pueden trabajar como bactericida para inhibir patógenos. 

 Su función biológica. (Ramírez G., 2008) 

 

2.1.2. Mecanismo de acción  

 

La acción de las enzimas es específica y es influenciada por el pH y 

temperatura.  
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Su actividad óptima es entre 25 y 50°C, debido a que en temperaturas 

superiores a 120°C son desnaturalizadas, considerando que podrían variar entre 

algunas enzimas. 

En cuanto al pH, la mayoría 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, fosfátasa, proteasas  amilasas, 

lisozima es otra muy importante puesto que facilita la precipitación de la caseína 

cumpliendo con propiedades bacteriostáticas. (Celis M., Juárez D., 2009) 

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

deficiente pasteurización, Lipasa, Proteasa y Xantinaoxidasa 

 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 - Galactosidasa 

 

Son más 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 elaboración de productos y subproductos lácteos, su función 

dependerá del origen de la enzima. 

Al momento de ser  hidrolizada en los azúcares 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 óptimos varían 

según el origen.  

2.1.4.1 Características de la enzima  β-galactosidasas 

 

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

“neutras”.  

Las primeras presentan una actividad óptima 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 35 y 40 °C.  

Las  enzimas neutras son obtenidas por levaduras mientras que la otra 

clasificación, a partir de hongos. 

La principal levadura utilizada para la obtención de lactasa es la Kluyveromyces 

lactis, Mientras que los hongos son Aspergillus oryzae y  A. niger. 

(McSWEENEY.1998) 
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Figura 10: Propiedades de diferentes -galactosidasas. 

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

 

2.1.4.2  Actividad Enzimática  

 

La hidrólisis se realiza manteniendo la configuración del C-1 de la galactosa, 

carbono donde se une la glucosa.  

El centro activo es un lugar específico para la unión de estos azúcares. Los 

aminoácidos que unen en esta zona tienen mayor afinidad de ligandos 

hidrofóbicos por la glucosa, está la afinidad aumenta drásticamente cuando se 

produce el complejo galactosil-enzima.  
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Figura 11: Proceso de Hidrólisis de lactosa. 

Fuente: GÖSTA BYLUND, Manual de industrias lácteas, 2003. 

 

2.1.4.2. Propiedades del producto  hidrolizado con -galactosidasa 

El producto hidrolizado, siempre aumentará su poder edulcorante casi 

duplicando al dulzor producido por la sacarosa.  

En la mayoría de ocasiones está hidrólisis genera una mezcla equimolar de 

glucosa y galactosa,  pero esto dependerá de las condiciones en que se 

encuentre, ya que en algunas ocasiones la galactosa puede polimerizar o unirse 

a la lactosa para formar oligosacáridos. 

Los monosacáridos que se obtienen de este proceso no presentan problemas 

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

 

TAXONOMÍA DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS (BAL) 

 

Las bacterias acido lácticas son un grupo de bacterias Gram-positivas, que no 

forman esporas y requieren una serie de nutrientes para continuar con su 

crecimiento entre ellos aminoácidos, proteínas, 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 digestión puesto que permite la 

asimilación de lactosa en ciertos pacientes, produce sustancias para evitar el 

desarrollo de  bacterias patógenas, etc.  

Todas estas funciones hacen que se les atribuya el nombre de  “probióticos”, los 

mismos que no son más que organismos vivos  que se ingieren en una dosis 

adecuada para cada individuo con el fin de tener  efecto beneficioso para la 

salud. (Mozzi Fernanda, Raya Raúl R.  Vignolo Graciela M. 2010) 

 

3.1.1.1 Características  de las bacterias ácido lácticas  

Todas las bacterias lácticas poseen una característica común que es la 

producción de ácido láctico a partir de la fermentación de azúcares, obteniendo 

de ello en la mayoría de casos ácido láctico.  

Las BAL fermentan las  hexosas mediante dos formas; La primera la  "vía 

homofermentativa", en donde el único producto final es ácido láctico, o la "vía 

heterofermentativa" en la que, además de producción de ácido láctico, puede 

formarse etanol (ácido acético) y CO2.  

La obtención de los diferentes compuestos está en función de las enzimas que 

intervienen en la transformación, siendo la fructosa-1,6-bifosfato-aldolasa en el 

primer caso, y una fosfocetolasa, en el segundo. 

A estos compuestos se les atribuye las características específicas que presentan 

cada producto para ser considerado como únicos, entre ellas aroma, sabor, 
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textura, cambios en las propiedades reologicas y acción específica contra 

microorganismos patógenos. (Reginensi S., 2011)  

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

a) Influyen en la textura de ciertos  productos lácteos. 

b) Debido a la variación de acidez que se ocasiona durante la fermentación de 

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

elaboración  de yogurt y quesos.  

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

elaboración de crema y mantequilla.  

 

Figura 12: Utilización de las principales bacterias lácticas. 

 Fuente: Torres, 2002.   

 

3.1.1.2 Clasificación de Bacterias Ácido Lácticas  

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

del orden Lactobacteriaceae y su rango de pH óptimo para su crecimiento  es de 

4  a 4,5. 



Bustamante Gavilanes 24 
 

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. Probióticos  

 

Son considerados como: “Microorganismos vivos que ejercen una acción 

benéfica sobre la salud  del huésped al ser administrados en cantidades 

adecuadas”.  

La concentración de probióticos viables que se estima que debe llegar al 

intestino para obtener un efecto clínico es > 106 UFC/g en el intestino delgado y 

>108 UFC/g en el colon. Sin embargo una ingesta de 105 UFC/g ha sido sugerida  

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

Los microorganismos comúnmente empleados como probióticos se encuentran 

disponibles comercialmente a través de laboratorios o industrias alimenticias a 

nivel internacional así como en  colecciones de cultivos.  

 

3.1.2.1 Mecanismo de Acción  

 

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 patógenos.  

Las BAL  aportan además con propiedades que estimulan la producción de 

anticuerpos y refuerzan el sistema inmune.  

 

3.1.2.1 Características de los probióticos 

 

Un alimento para ser  considerado como probiotico debe aportar con las 

siguientes características:  

 No deben ser precedentes de enfermedades. 

 El momento de ser ingeridas deben ser toleradas por el sistema inmunitario.   
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 Tienen que presentar resistencia a los ácidos gástricos y las sales biliares,     

 Capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de colonizar 

el segmento gastrointestinal.   

 Sinergia con la microflora intestinal.   

 Deben producir sustancias nutritivas favorables para la asimilación de 

alimentos en la mucosa intestinal.   

Los probióticos naturales se encuentran en la alimentación cotidiana en lácteos 

fermentados como yogures, leche y quesos, vegetales fermentados, productos 

cárnicos, etc. (Sáez Pérez, 2007)   

 

3.1.2.2. Clasificación de probióticos  

 

Entre los microorganismos probióticos se encuentran numerosas bacterias y 

algunas especies de hongos, como los siguientes:  

 Bacterias Lácticas de los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, 

Enterococcus, Propionibacterium.  

  Actinomycetaceas: Bifidobacterium.  

 Hongos y Levaduras: Saccharomyces. 
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Figura 13: Bacterias consideradas como probióticos. 

Fuente: Marteau Y Gabonau-Rothian, 2000. 

 

3.1.3. Prebióticos 

 

Estos compuestos se consideran sustancias no digeribles, pero a su vez aportan  

beneficio a sus consumidores, como es la estimulación de crecimiento de 

organismos introducidos en el intestino como son los probióticos.  

 “Estos compuestos se caracterizan por ser moléculas de gran tamaño 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 óptimo.”(Olagnero G., 

Abad A., Bendersky A., Genevois C., Granzella L, Montonati M., 2007) 

Un claro ejemplo son los géneros Bifidobacteria y Lactobacilli microorganismos 

que requieren de prebióticos 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 Clasificación de prebióticos  

Los únicos elementos que no son  digeribles son los Fructo-Oligosacáridos, 

estos cumplen los parámetros para ser denominados como prebióticos y facilitan 

el desarrollo de  Bifidobacterias y Lactobacillus en el organismo. 

 Galacto-oligosacaridos (GOS): están presentes en la leche humana. Son 

cadenas cortas de oligosacáridos fermentados por la flora intestinal en la 

parte superior del colon. 

 Fructo-oligosacáridos (FOS): están presentes en frutas y verduras, y son 

fermentados principalmente en la parte inferior del colon.  

  

3.1.3. 2 Funciones de los prebióticos  

Para seleccionar un ingrediente alimenticio con características prebióticas, se 

debe considerar lo siguiente:   

 Ser fermentables por la microflora intestinal.  

 Estimular el crecimiento y/o actividad de las bacterias intestinales.  

 Producir ácidos grasos de cadena corta.  

 Propiedades protectoras frente a cáncer colorectal.  
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CAPITULO IV 

MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1.1 Materia prima   

 

Las diferentes muestras de leche fueron recolectadas en una hacienda ganadera 

ubicada en la parroquia Victoria del Portete del Cantón Cuenca.  

En las mismas se realizaron análisis de control ( acidez, punto crioscopico) , los 

mismos fuereon realizados en el laboratorio de lácteos de la Universidad del 

Azuay. 

 

4.1.1.1 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 pasteurización. 

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 Inoculación  

Una vez sometidas a los diferentes tratamientos térmicos fueron almacenadas 

en refrigeración a  una temperatura de 4°C, posteriormente se inocularon cada 

una de las muestras con la enzima comercial  galactosidasa a diferente 

tiempos y temperaturas como se muestra en el siguiente cuadro.  
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La cantidad de enzima estuvo en función del volumen de leche utilizado en cada 

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

se muestra a continuación: 

DOSIS DE 

HA-LACTASE 
(ml/l) 

TIEMPO DE 
REACCIÓN 

(Horas) 

TEMPERATURA 
DE REACCIÓN 

(°C) 

GRADO DE 
HIDROLISIS 

(%) 

0,3 – 0,5 10 5 20 

0,5 - 0,8 4 30 50 

2,9 – 4,4 1 40 80 

 

4.1.3 Análisis de muestras hidrolizadas  

 

4.1.3.1 Determinación del Porcentaje de Hidrólisis  

 

El grado de hidrólisis se determinó mediante el análisis de descenso en el  punto 

crioscópico. 

Este método se fundamenta en la disminución del punto de congelación, el 

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

incrementando el contenido solutos en la solución. 

Temperatura Tiempo de Inoculación 

4°C 12 horas 

32°C 2  horas 

50°C 0,5 hora 
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Para este método se utilizó 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 calculó con la siguiente fórmula: 

                              (                )  
(                  )

       
 

 

4.1.3.2 Cuantificación del Contenido de Lactosa   

 

Para cuantificar el contenido de lactosa se tomó 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 

añaden cerca de 200 ml de agua y se mezcla muy bien mediante agitación 

cuidadosa del matraz, evitando la formación de espuma. Para defecar se añaden 

15 ml de solución de Fehling I y se agita; después 10 ml de hidróxido 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 mezcla y 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 

solución defecada - filtrada, se vierte en la mezcla Fehling hirviente, continuando 

la ebullición 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 

vacío, 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 ácido nítrico 1:1 a un matraz Erlenmeyer de 100 ml, y se calienta. La 

mitad del ácido se vierte con precaución en el embudo de Allihn, y el resto en el 

vaso para disolver las trazas de óxido de cobre; después de la disolución 

completa se filtra al vacío, se lava tres veces el embudo con pequeñas porciones 

de agua, recibiendo los líquidos en el Erlenmeyer.   

5. Se calienta la solución de nitrato de cobre (volumen total 50 - 70 ml) hasta 

ebullición, se añaden con cuidado cerca de 1.5 g de urea y se continúa la 

ebullición 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, añadiendo al final de la titulación 10 ml de la solución de almidón 

como indicador. 

Ver Anexos. 

Para calcular el porcentaje de lactosa se utilizaron las siguientes formulas:  

Mg de Cu2O= V. titulante x 0,1N x 63,54   

 

 M= mg de Cu2O calculados  

P= peso de la muestra  

 

Equivalencias 

1 mol lactosa 4 moles de ácido láctico 

340,64g de lactosa 360,4g de ácido láctico 

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 

utilización de muestras como sustrato para fermentación láctica, 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 elaboración fueron las diferentes 

muestras de leche ya hidrolizadas.  

Una vez obtenidas estas muestras se seleccionó la muestra que presentó 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 

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

Posteriormente de obtener la muestra hidrolizada se sometió a un nuevo proceso 

de pasteurización 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  

disminuiyó su temperatura a 40°C para elaborar el producto fermentado que 

consistia en la siguiente formulación:  

 

 

 

 

 

 

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 inoculación se utilizó un potenciometro que permitió 

Ingrediente Cantidad 

Inulina 3g/l 

Carragenato 1,5 g/ l 

Citrato de Potasio 3g/l 

Tari k7 0,2 g/l 
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controlar  la disminución 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 preparó agua peptonada para realizar dilusiones 

de 101 hasta 108 , 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 realizó para llevar a cabo para determinar la presencia de 

microorganismos patógenos que permitan asegurar la inocuidad del producto,  

este control se realizó de manera mas estricta con las muestras que fueron 

utilizadas para la catación.  

En los dos controles se tomo como referencia la norma ecuatoriana para leche 

fermentadas(NTE INEN 2395:2011 ), es decir se elaboró y controló el proceso de 

elaboración del  producto de tal manera que este se encuentre bajo los 

requisitos establecidos por dicha norma.  

Ver Anexos.  

4.1.5. Análisis Sensorial 

 

Una vez obtenido el producto se realizó la catación para determinar la 

aceptación que podría tener el producto elaborado. Previo a ello se elaboró la 

ficha de cata que consitió en tres puntos principales: el primero un analisis visual, 

segundo olfativo y de sabor.   

Ver Anexos.  

Además se selecciónó el grupo a catar quienes debian ser personas que 

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

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

Finalmente se desarrollaron tablas que muestran los resultados obtenidos 

despues de la valoración del mismo. 
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CAPITULO V 

 RESULTADOS 

5.1.1.  Hidrólisis de muestras  

 

MUESTRA 1 

Esta muestra fue previamente analizada, después fue pasteurizada a una 

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

hidrólisis a temperaturas de 4, 32 y 50  °C por determinados tiempos, 

obteniéndose de esta manera los siguientes resultados: 

 

 

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

 

 

 

 

 

Tiempo en 
Horas 
(4°C) 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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 
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y = 6,466x + 1,3486 
R² = 0,9594 
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Figura 14: Curva del porcentaje hidrólisis a 4°C por 12 horas. 

 

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

 

 

Tiempo 

(32°C) min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y 
% 

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 
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y = 0,8059x + 11,107 
R² = 0,8689 
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Figura 15: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas. 

Tiempo 

(50°C) min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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

 

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE LA PRIMERA MUESTRA 

Tabla 4: Resumen de tiempo, temperatura, cantidad de enzima utilizada y resultados del 

% de hidrolisis  en la primera muestra. 

y = 3,3064x + 8,2098 
R² = 0,8929 
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Tiempo en min. 

Temperatura 50°C 

Tiempo Temperatura ml de 
galactosidasa 

%Hidrolisis 
alcanzada 

12h 4°C 0,37 81,29 

2h 32°C 0,2 95,47 

0,5h 50°C 2,05 95,13 
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Tabla 5: Contenido de lactosa inicial; Ácido láctico, lactosa y glucosa producida después 

del proceso de hidrolisis. 

 

 

Figura 17: Contenido de lactosa, glucosa y galactosa en función del tiempo. 

 

Interpretación: Una vez obtenidos los resultados se determinó que la muestra 

que alcanzó un mayor porcentaje de hidrólisis fue la que se realizó un 

tratamiento térmico de 32°C por un lapso de 2 horas. 
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Tiempo Temperatura 
mg. 

Lactosa 
% 

Lactosa 
Ácido 
láctico 

mg. Glucosa 
mg. de 

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 
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MUESTRA 2 

 Para esta muestra se realizaron los mismos tratamientos de temperaturas para 

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

30 minutos. 

 

Tiempo 
horas 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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.  

 

y = 8,5438x - 0,4613 
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Figura 18: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 4°C por 12 horas. 

 

Tiempo 

(32°C) 
min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y 
% 

Hidrolisis 

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. 

 

 

Figura 19: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas. 

 

y = 0,6924x + 6,3935 
R² = 0,9201 
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Tabla 8: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos. 

 

 

 Figura 20: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 minutos. 

 

y = 2,8774x + 26,5 
R² = 0,7299 
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Tiempo 

(50°C) 
min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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 
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Figura 21: Resultado de la muestra dos del contenido de lactosa, glucosa y galactosa en 

función del tiempo. 

 

RESUMEN DE DATOS OBTENIDOS DE LA SEGUNDA MUESTRA 

 

Tiempo Temperatura ml de 
galactosidasa 

%Hidrolisis 
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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Tiempo Temperatura 
mg de 
lactosa 

% 
Lactosa 

Ácido 
láctico 

mg. De 
glucosa 

mg. de 
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; Ácido láctico, lactosa y glucosa producida 

después del proceso de hidrolisis, en la segunda muestra. 

 

Interpretación: La muestra con mayor porcentaje de hidrólisis 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 pasteurización de 90°C por 5 

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

temperaturas determinadas.  

tiempo(4°C) 
horas 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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 

 Tabla11: 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) 
min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y % 
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 

 Tabla12: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas. 
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Figura 23: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas. 

 

Tiempo(50°C) 
min 

Punto 
Crioscópico 

Punto 
Crioscópico 

°H Y %Hidrolisis 

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 

 Tabla13: Hidrolisis de lactosa a temperatura de 50°C por 30 min.   
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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 
galactosidasa 

%Hidrolisis 
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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R² = 0,8368 

-20,00

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

0 5 10 15 20 25 30 35

%
H

id
ro

lis
is

 

Tiempo en min. 

Temperatura 50°C 



Bustamante Gavilanes 48 
 

 

 

Tiempo(H) Temperatura 
mg de 
lactosa 

% 
Lactosa 

Ácido 
láctico 

mg. De 
glucosa 

mg. de 
galactosa 

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; Ácido láctico, lactosa y glucosa producida 

después del proceso de hidrolisis, en la tercera muestra. 

 

 

 

Figura 25: Contenido de azúcares en la tercera muestra.  

 

Interpretación: 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.  Inoculación de muestras 

 

MUESTRAS 
 

UFC 

M1 4*106 

M2 3*106 

M3 5*106 

M4 6*106 

Tabla 16: Recuento de cepas LAB  en agar MRS. 

Interpretación: Despues de haber sembrado las muestras en el agar MRS, se 

realizó 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 Acidificación 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 17: Control de Acidez 

 

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 
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Figura 26:  Curva de Acidificación en función del tiempo de almacenamiento. 

 

Interpretación: Se realizó el control de acidez desde el inicio de la elaboración 

del producto, durante el  proceso de fermentación y final del mismo, se obtuvo 

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

semanas la acidez del producto no varía  y permanece estable.  

 

5.1.4. Análisis Sensorial 

 

 

Muy Bueno Bueno Regular Malo 

Homogéneo 80 10 0 0 

Fluido 70 20 0 0 

Presenta Sinéresis 80 10 0 0 

Tabla 18: Resultados obtenidos de la ficha de catación en relación al aspecto visual. 
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Figura 27: Estadisticas resultantes del aspecto visual obtenidos en la ficha de cataciòn.  

 

Tabla 19: Resultados obtenidos de la ficha de catación en relación al sentido del olfato. 
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Muy Bueno Bueno Regular Malo 

Agradable 80 10 0 0 

Propio 90 0 0 0 

Frutal 60 30 0 0 

Ácido 70 20 0 0 
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Figura 28: Estadisticas resultantes obtenidos en la ficha de cataciòn para el sentido del 

olfato.  

 

 

Muy Bueno Bueno Regular Malo 

Dulce 80 10 0 0 

Ácido 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 catación en relación al sabor 
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Figura 29: Estadísticas resultantes de la ficha de catación para el sabor. 

 

Interpretación: Los resultados obtenidos en esta ficha de cataciòn permiten 

evaluar la aceptación del producto, es necesario mencionar que el producto tuvo 

una aceptación de un 93,3 % de las personas a las que se realizó la evaluación 

sensorial.  
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CONCLUSIONES 

Una vez obtenidos los resultados se determinó 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 pasteurización previa de 72°C por 15 

segundos) ,  se realizaron diferentes repeticiones y se hizo un promedio  para 

disminuir el error en los resultados obtenidos; Además se cuantificó 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, razón por la que se tomó como referencia la norma 

Mexicana para determinación de lactosa.  

A partir de esta muestra se elaboraron diferentes pruebas de formulación de  

yogur, simultaneamente  a estas se realizó 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 análisis, el más importante de 

crecimiento de microorganismos probioticos cumplió  con la normativa INEN para 

leches fermentadas en nuestro pais.  

También se llevó 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 gráfico de la curva de acidificación, aquí podemos 

observar que el producto al cumplir con su proceso de fermentación llega a una 

acidez máxima y no existe una variación de acidez al transcurrir del tiempo, 

tecnologicamente estos puntos permitiran prolongar la vida útil del producto; 

Estos resultados se complementaron con la evaluacion sensorial a personas 

entendidas en el tema, de lo cual se obtuvo una aceptación muy positiva del 

producto. 

 Para concluir, este producto al tener un proceso de elaboración estadarizado y  

contener cepas probioticas viables puede ser considerado como un producto 

funcional, debido al gran aporte nutricional que brinda a su consumidor, esta 

razón puede hacer al mismo objeto de una investigación mas completa, basado 

en otras condiciones más controladas como podrian ser  temperatura de 

almacenamiento, tipo de envases y otros parámetros que puedan influir sobre la 

calidad del mismo, incluso se podria realizar estudios de intervención en 

personas que presenten cualquier tipo de  intolerancia a  la lactosa.  
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ANEXO 1: NORMA MEXICANA (NMX-F-219-1972) PARA 
DETERMINACIÓN DE LACTOSA 
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ANEXO 2: FICHA TÉCNICA DE FERMENTO ABY-3 
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ANEXO 3: FICHA TÉCNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA 
LECHES FERMENTADAS 
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ANEXO 4: FICHA TÉCNICA DE AGAR MRS 
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ANEXO 5: FICHA DE CATACIÓN 
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ANEXO 6: IMÁGENES 

 

Enzima Lactasa 
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Potenciómetro 
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COLONIAS DE BÁCTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS EN AGAR MRS 
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