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APLICACION DE DISENO EXPERIMENTAL DE RESPUESTA DE
SUPERFICIE BOX BEHNKEN PARA EL DESARROLLO DE UNA LECHE
PROBIOTICA HIDROLIZADA.

RESUMEN

Se desarroll6 una leche fermentada con acidez estandarizada y larga vida a partir
de leche con hidroélisis controlada de lactosa por via enzimatica, empleando cultivos
probidticos. Se partié del disefio experimental de respuesta de superficie box
Behnken, se obtuvo la mejor hidrolisis de 99.5% con (38.09°C, 1.93ml lactasa y 0.5
horas), valor que se encuentra dentro de la norma para leches deslactosa 701:2009.
Mediante un disefio de mezclas Simplex Lattice, se obtuvo la mejor mezcla de
bacterias probiéticas para fermentar la leche hidrolizada, de Bifidumbacterium
breve (66.66%), Lactobacillus acidophilus (16.66%), Lactobacillus rhamnosus
(16.66%,). Una vez hidrolizada y fermentada la leche se obtuvo un yogurt que fue
analizado su tiempo de vida util, reologia, pruebas microbioldgicas y su costo de

produccion.

Palabras claves: hidrélisis, lactasa, box Behnken, probiéticos, Reologia.
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APPLICATION OF BOX-BEHNKEN RESPONSE SURFACE EXPERIMENTAL
DESIGN FOR THE DEVELOPMENT OF HYDROLYZED PROBIOTIC MILK
ABSTRACT

Fermented milk with standardized acidity and long life was developed from milk with
controlled enzymatic lactose hydrolysis, using probiotic cultures. We started from the box-
Behnken response surface experimental design, obtaining the best hydrolysis of 99.5% with
(38.09 ° C, 1.93ml lactase and 0.5 hours); a value that is within the norm for Lactose-free
701: 2009 milk. Through a Simplex Lattice mixtures design, the best mixture of probiotic
bacteria of Bifidobacterium breve (66.66%), Lactobacillus acidophilus  (16.66%),
Lactobacillus rhamnosus (16.66%) was obtained to ferment hydrolyzed milk. Once the
milk was hydrolyzed and fermented, we obtained yogurt that was analyzed for its useful

life, rheology, microbiological testing and production cost.

obias Parra Parra
School Director

R fpultup
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Author
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“APLICACION DE DISENO EXPERIMENTAL DE RESPUESTA
DE SUPERFICIE BOX BEHNKEN PARA EL DESARROLLO DE
UNA LECHE PROBIOTICA HIDROLIZADA”

INTRODUCCION

La leche es el alimento completo y cercano a lo ideal en cuanto a términos nutricionales
puesto que posee todo tipo de nutrientes en diferentes proporciones. Es debido a esto
que la leche es un producto muy susceptible a la contaminacién y degradacion por
microorganismos asi como por las enzimas que estos producen, obligando a la

industria lactea a utilizar diferentes procesos para conservar sus cualidades nutritivas.

La lactosa es un disacérido que no puede asimilarse en su forma natural, es necesario
hidrolizarla para poder asimilar los monémeros que se generan: glucosa y galactosa.
La capacidad de producir la -galactosidasa, enzima responsable de la hidrolisis en el
intestino delgado, disminuye a medida que el individuo crece, y cuando llega a la edad
adulta es probable que haya perdido parcial o totalmente la actividad de hidro6lisis en
su intestino. Esto provocard que cuando consuma lactosa, ya sea en leche o sus
derivados, se presente un cuadro de flatulencia, dolor abdominal y/o diarrea,

denominado “intolerancia a la lactosa” (Lopez y col., 1996).

Debido a su importancia tecnoldgica, la hidrolisis enzimatica de la lactosa para la
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elaboracion de productos deslactosados o bajos en lactosa ha sido extensamente
estudiada desde diversos puntos de vista. Se han estudiado las caracteristicas que
presentan las diferentes enzimas (pH y temperatura éptimos, efecto de algunos
componentes de la leche sobre su actividad, etc.), sus usos y las fuentes de donde
pueden ser obtenidas (Fonseca y col; 2003; Fogler 2001). Desde entonces, se han

Ilevado a cabo relativamente pocas investigaciones para explicar este fenémeno.

Los microorganismos aerobios ocasionan una serie de cambios quimicos en la leche
en donde los tres componentes mas afectados son lactosa, proteinas y grasa. Los
carbohidratos son el primer nutriente que metabolizan los microorganismos para
obtener su energia, seguido de proteinas y finalmente lipidos. Los carbohidratos se
oxidan con el fin de proporcionar energia, la glucosa es el monosacérido més frecuente
en la naturaleza como azucar libre, para obtener glucosa en la leche el disacarido
lactosa es hidrolizado en dos monosacaridos glucosa y galactosa en presencia de la

enzima p-galactosidasa.

Se han realizado diversas investigaciones con relacion a la hidrolisis enzimatica de la
lactosa, incluyendo las caracteristicas que presentan las diferentes enzimas (pH y
temperatura 6ptimas, efecto de algunos parametros, etc.), su utilizacién, y las
diferentes fuentes de donde se pueden obtener, que son: hongos como Aspergillus

oryzae (Park y col, 1987) o Aspergillus niger (Jakubowski y col., 1985).

Las caracteristicas y propiedades de las lactasas varian dependiendo de la fuente, por
ejemplo, las de origen fingico presentan mayor termo-estabilidad que las de levadura
y bacterias, y su pH oOptimo de actividad cae dentro del rango acido (4,5-6,5) y
temperatura Optima entre 35 y 55°C (Garcia Garibay y Gomez Ruiz, 1996; Jackson y
Jelen, 1989; Park y col, 1979). Las lactasas de levadura y bacterias son en general mas
termolabiles, y su pH déptimo de actividad es cercano al neutro, por lo que se les
denomina lactasas neutras. Estas lactasas tienen una temperatura 6ptima alrededor de

37°C, y muestran una pérdida considerable de actividad a pH 5,3, al elevar la
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temperatura a 55°C, o bien la pierden completamente a pH 4,5 (Jackson y Jelen, 1989).

Desde hace varios afios se reportd que al precalentar la leche (pasteurizarla) para el
destino fermentacion se podia aumentar la velocidad de hidrolisis de la lactosa con la
B-galactosidasa. Sin embargo, con los experimentos realizados no era posible
determinar si la variacion se debia a las proteinas del suero, a la caseina, interacciones
proteina-proteina, a la presencia de algun inhibidor termolabil o a alguna otra

alteracion del sistema.

En 1973, Kosikowski y Wiezbicki, hicieron pruebas para comparar actividad de
lactasa en leche cruda y leche pasteurizada, demostrando que después de 24 horas de
reaccion a una temperatura de 4°C y utilizando una concentracion de enzima de
25mg/L se obtenian entre el 75 y 80% de lactosa hidrolizada en leche cruda y
pasteurizada respectivamente, y al utilizar 100 mg/L en las mismas condiciones de
reaccion, 95 y 90 % de lactosa hidrolizada en la leche pasteurizada y cruda

respectivamente.

Maés adelante, Greenberg y Mahoney (1984) obtuvieron aumentos de 6 y 8% al
comparar la actividad que se obtiene en leche cruda con la obtenida en leches tratadas
térmicamente a 85 °C durante 30 minutos (tratamiento térmico basico en leche
destinada a yogurt). Este no es un aumento tan notable como el reportado por Wendorff

y col. en 1970, pero sugiere que si existe un cambio en la actividad enzimatica.

En lo referente a las LAB las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las mas
comunmente reconocidas como probidticos. Las (LAB) bacterias de &cido lactico,
dentro de esta clasificacidn se encuentran las especies de Lactobacillus, Lactococcus
y Streptococcus thermophilus no se incluyen al género Bifidobacterium ya que no

produce la fermentacion de alimentos y es taxonomicamente diferente. Se trata de una
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clase de bacterias unidas por una gran variedad de caracteristicas morfologicas,

metabolicas y fisiologicas: fermentadoras no patdgenas, no toxigénicas.

En el presente trabajo se determind la cinética de la fermentacion, postfermentacion y
la vida de estante maxima de una leche fermentada con un cultivo probiotico,
constituido de las mezclas de las cepas L. acidophillus, L. rhamnosus y

Bifidobacterium breve, partiendo de una leche con hidrdlisis controlada de lactosa.

Objetivo general:
e Desarrollar una leche fermentada con acidez estandarizada y larga vida a partir
de leche con hidrdlisis controlada de lactosa por via enzimatica, empleando
cultivos probidticos L. acidophillus L. rhamnosus y Bifidobacterium breve.

Objetivos especificos:
a) Evaluar diferentes condiciones de hidrélisis de lactosa con lactasa marca
comercial Ha-Lactasa 5200.

b) Determinar la cinética de la fermentacion bajo los diferentes grados de
hidrolisis de lactosa empleando los cultivos probidticos L. acidophilus,

L. rhamnosus y Bifidobacterium breve.

c) Evaluar lainfluencia de los productos de hidrolisis de la lactosa en la formacion

de &cido lactico durante la fermentacién y postfermentacion.

d) Determinar los indicadores fisico-quimicos, microbiolégicos y los atributos

sensoriales de las formulaciones desarrolladas.

e) Seleccionar las mejores formulaciones para su evaluacion en la produccion a

escala piloto.

f) Evaluar la vida de estante para la variable seleccionada.
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g) Evaluar el costo beneficio del uso de leche deslactosada en la elaboracion del

producto.
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CAPITULO 1

REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1 Lactasa.

La lactasa o B-galactosidasa (EC3.2.1.23), es una enzima que ha despertado gran
interés biotecnologico por razones basicamente nutricionales e industriales. La enzima
causa la hidrolisis del enlace g-1,4 de la lactosa hasta sus monomeros glucosa y
galactosa, originando un producto con mayor poder edulcorante. Los jarabes obtenidos
de esta hidrdlisis sirven como sustituto del jarabe de maiz o sacarosa en las industrias
de heladerias, reposterias y panaderias; ademas su adicién a productos lacteos como
leche, yogurt, crema agria y mantequilla mejora el sabor sin que ocurra un incremento
calorico, beneficiando el consumo en individuos con intolerancia a la lactosa (Badui,
2014). La hidrdlisis enzimética de la lactosa del suero permite el aprovechamiento de
este subproducto de la industria lactea, el cual se ha convertido en un grave problema
de contaminacion ambiental, debido a que generalmente se descarga en cuerpos de
aguas (Garcia, Quintero, Lopez, 1998), esto ha conllevado a que actualmente existe
una amplia informacion sobre la B-galactosidasa obtenida de diferentes fuentes y
donde se han considerado aspectos como seleccidn de géneros, condiciones de cultivo,
procedimientos de extraccion, purificacién, estabilidad, obtencion de plasmidos y
mutantes, entre otras (Zhou, Chen, Li, 2003). Su aplicabilidad involucra
mayoritariamente sistemas alimenticios, por lo que resulta idoneo trabajar con enzimas
generalmente reconocidas como seguras (GRAS) y aceptadas por agencias de control
de alimentos y drogas como la Food and Drug Administration (FDA). Actualmente el
estatus GRAS es validado so6lo para las lactasas de Aspergillus niger, Aspergillus
orizae, Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces marxianus (Garcia, et al 1998). La
lactasa méas conveniente para utilizar en leche, productos lacteos y sueros dulces es la
proveniente del género Kluyveromyces, donde representa un producto estrictamente

intracelular (Bacci, Siquiera, Antoniazi, Veta. 1996).
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Varios métodos han sido usados para solubilizar este tipo de enzimas, dependiendo de
su localizacion dentro de la célula, intenciones de uso y estabilidad; los métodos
mecénicos son predilectos en aplicaciones a gran escala, pero requieren alta inversion,
costos operacionales y ademas el extracto obtenido resulta cargado de fragmentos
celulares, sumando asi mayor grado de dificultad al momento de purificar la enzima.
La autolisis no es un método apropiado, porque requiere de temperaturas que
comprometen la estabilidad de la enzimay los detergentes son dificiles de remover de
las preparaciones enziméticas (Becerra, Rodriguez, Cerdan. 2001)

1.2 Fermentacion acido lactica:

La lactosa es el Unico disacérido en la leche de los mamiferos, que su contenido es de
4.5 a 5% en la leche de vaca (Fuguay, Fox, McSweeney, 2011). En el proceso de
digestion, la lactosa es en gran parte descompuesta en sus monosacaridos, galactosa y
glucosa, por la enzima lactasa (B-galactosidasa, EC 3.2.1.23.), que esta enlazada a la
membrana mucosa del intestino delgado. La falta de actividad de la lactasa observada
en algunas poblaciones puede conducir a trastornos gastrointestinales conocidos como
intolerancia a la lactosa. Los sintomas de este problema son distension abdominal,
diarrea, flatulencia, dolor abdominal y calambres, pérdida de apetito, nauseas, etc.
(Fox, McSweeney, 2009), y también puede ocurrir una pérdida de calcio y otros
minerales (Pochart, Dewit, Desjeux & Bourlioux P, 1989). El problema de la
intolerancia a la lactosa es bastante generalizado en la mayor parte del mundo. Se ha
estimado que més del 70% de la poblacién mundial sufre de la incapacidad para utilizar
lactosa (Yildiz, 2010).

El consumo de productos lacteos con lactosa modificada constituye una manera
atractiva para obtener nutricion rica en leche con un menor nivel de lactosa de los
productos lacteos regulares (Mlichova, Rosenberg, 2006). En los Gltimos afios, ha
surgido un creciente interés en el desarrollo de productos reducidos en lactosa o libres
de lactosa emergido en las empresas lecheras, debido a los conocimientos adquiridos
en relacion con el problema de la intolerancia de lactosa (Fuquay, Fox, McSweeney,
2011). Varias tecnologias se emplean para su produccion, como la hidrolisis

enzimatica de la lactosa con B-galactosidasa (soluble o inmovilizada) y procesos de
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separacion fisica (ultrafiltracion y cromatografia) (Fox, McSweeney, 2009).

En Latinoamérica, se registra una incidencia muy elevada de individuos deficientes en
la produccion de lactasa, varios productos de lactosa reducida tales como leches fluidas
y en polvo, y algunas leches fermentadas, estan disponibles en el mercado. Sin
embargo, este tipo de productos es muy limitada en Ecuador. Solamente las empresas
lecheras ofrecen leches UHT y en polvo reducido en lactosa. Por lo tanto, en nuestro
pais donde el consumo de productos lacteos es alto hay todavia grandes posibilidades

de desarrollar esta area.

El yogurt es hecho por la accion simbiotica de las bacterias Streptococcus salivarius
ssp thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus, que debe ser activay a
nivel significativo en el producto (superior a 10’ UFC g-!) (CAAa, 2010). Ha sido
reconocido como una excelente fuente de vitaminas (B1, B2, B9 y B12), minerales
(calcio, magnesio, fosforo y zinc) y proteinas de alta calidad (Adolfsson, Meydani,
Russell, 2004) Ademas, han desarrollado diferentes tipos de yogures con la adicion de

probidticos y prebidticos para incrementar sus caracteristicas funcionales.

Varios estudios han demostrado que mejora la digestion de la lactosa con la ingestion
de yogur frente a la ingestion de leche (Akalin, Unal, Dinkci, Hayaloglu, 2012).
Aunqgue los mecanismos implicados aun no estan claros todavia, esto se cree que esta
mayor absorcion es en parte debida a la actividad de PB-galactosidasa del cultivo
iniciador (Fuquay, Fox, McSweeney. 2011) Sin embargo, algunos autores sugirieron
que el yogur y leches fermentadas tienen un contenido de lactosa todavia demasiado
alto (sélo alrededor del 20% de la lactosa es fermentado) para el consumo por
individuos con un elevado grado de intolerancia (Shaukat, Levitt, Taylor, MacDonald,
Shamliyan, et al. 2010).

El procedimiento de hidrolisis de lactosa en la leche con f-galactosidasa para preparar

yogur podria llevarse a cabo antes (a diferentes condiciones de tiempo/temperatura) o
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durante el proceso de fermentacion (Tamime, Robinson. 2007). En este sentido, hay
pocas publicaciones sobre distintos aspectos de lactosa hidrolizada en yogures. Se han
obtenido resultados variables con respecto a la concentracion de lactosa y las
caracteristicas fisicas y organolépticas del producto final. Este hecho depende del tipo
y nivel de la enzima empleada al momento de su incorporacion (antes de la
fermentacion o junto con el cultivo iniciador) y la condicion de almacenamiento de

yogur (Martins, Monteiro, Fernandes de Medeiros Burket, Veiga Burket. 2012).

1.2.1 Fermentaciéon de hexosas

Existen dos vias principales para hexosa (por ejemplo; glucosa) fermentacion dentro
LAB (Figura 1). El transporte y fosforilacion de la glucosa puede ocurrir como se
indica, es decir, el transporte de azucar y la fosforilacién por una glucoquinasa
dependiente de ATP. Algunas especies utilizan el fosfoenolpiruvato: sistema
fosfotransferasa de azUcar, en la que fosfoenolpiruvato es el donante de fosforilo. En
cualquier caso, se requiere un enlace fosfato de alta energia para la activacion del

azucar.

La glucolisis (ruta de Embden-Meyerhof-Parnas), utilizado por todas las LAB excepto
leuconostocs grupo Il lactobacilos, oenococci y weissellas, se caracteriza por la
formacion de la fructosa-1,6-difosfato (FDP), que se divide por una aldolasa FDP en
dihidroxiacetona (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP). GAP (y DHAP a través
de GAP) se convierte en piruvato en una secuencia metabolica incluyendo la
fosforilacion a nivel de sustrato en dos sitios. En condiciones normales, es decir, el
exceso de azlcar y el acceso limitado al oxigeno, el piruvato se reduce a acido lactico
por una lactato deshidrogenasa dependiente de NAD + (nLDH), reoxidar asi el NADH
formado durante los pasos anteriores glucoliticas. Se obtiene asi un equilibrio redox,
acido lactico que es virtualmente el Gnico producto final, y el metabolismo se refiere

como una fermentacidon homolactica.

La otra via principal de fermentacion ha tenido varias denominaciones, tales como la

via pentosa fosfato, la via pentosa fosfocetolasa, el monofosfato de hexosa derivado y
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utilizado por Kandler y Weiss (Kandler, Weiss, 1986 Citado por Salminen. S, Wright.
A, Ouwehand, A. 2004) en el Manual de Bergey, la via 6-fosfogluconato. Se va a
referir a ella como la via 6 fosfogluconato / fosfocetolasa (6-PG / PK), reconociendo
asi un paso clave en la secuencia metabdlica (la division fosfocetolasa) y, al mismo
tiempo que la distingue de la via bifidum, que también implica fosfocetolasa pero no
tiene 6-fosfogluconato como un intermedio. (Gottschalk, 1986 Citado por Salminen.
S, et al 2004) Esta se caracteriza por los pasos de deshidrogenacion iniciales con la
formacion de 6-fosfogluconato, seguido por descarboxilacion. La pentosa-5-fosfato
restante se divide por fosfocetolasa en GAP y acetil fosfato GAP se metaboliza en el
mismo modo que para la via glucolitica, resultando en la formacion de acido lactico.
Cuando no hay receptor de electrones adicional disponible, acetil fosfato es reducida
a etanol a través de acetil CoA vy acetaldehido. Desde este metabolismo conduce a
cantidades significativas de otros productos finales (CO2, etanol), con adicién de &cido

lactico, que se conoce como una fermentacidn heterolactica.

La terminologia con respecto a estas vias y las bacterias que los utilizan es bastante
confuso, y tal vez es conveniente afiadir una nota de cautela. En general, el término
"LAB homofermentativas" se refiere a aquellas en el grupo que utilizan la via
glucolitica para la fermentacion de la glucosa, mientras que "LAB heterofermentativo™
son los que utilizan la via 6-PG / PK. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la
glucolisis puede conducir a una fermentacion heteroléctica (es decir, cantidades
significativas de &cido lactico como producto final) bajo ciertas condiciones y que
algunos LAB considerados como homofermentativa utilizan la via 6-PG / PK cuando

metabolizan ciertos sustratos.

En teoria, la fermentacion homolactica de los resultados de glucosa en 2 moles de
acido lactico y una ganancia neta de 2 ATP por moles de glucosa consumido. La
Fermentacidon heterolactica de glucosa a través de la via 6-PG / PK da como resultado
1 mol de &cido lactico, etanol, CO2 y 1 mol ATP / mol glucosa. En la préactica, estos
valores teoricos rara vez se obtienen. Un factor de conversion de 0,9 a partir de azucar
de producto final de carbono es comun y probablemente refleja una incorporacion de

azlcar de carbono en la biomasa, a pesar de que la mayoria de los factores de
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crecimiento (por ejemplo, aminoacidos, nucle6tidos, y vitaminas) son suministrados
en exceso en los medios frecuentemente usados. Estos medios complejos también
pueden contribuir a otros balances de fermentacion y a la formacion de otros productos
finales, en particular acido acético, ya que los compuestos como &cidos organicos,
aminoéacidos, y residuos de azucar pueden alterar la fermentacion. (Kandler, 1983
Citado por Salminen. S, et al 2004)
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Figura 1: Vias de fermentacion de glucosa A).Fermentacion Homoléctica,

B).Fermentacion Heterolactica

Fuente: Salminen. S, Wright. A, Ouwehand, A. (2004)
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Las distintas hexosas de la glucosa, tales como manosa, galactosa y fructosa, son
fermentadas por muchos LAB. Los azucares entran en las vias principales en el nivel
de la glucosa-6-fosfato o fructosa-6-fosfato después de isomerizacion y/o
fosforilacion. Una importante excepcion es el metabolismo de la galactosa en LAB,
que utiliza un PTS para la absorcidn de este azUcar, por ejemplo, Lc. lactis, E. faecalis,
y Lb. casei. En estas especies, la galactosa-6-fosfato formada por el PTS es
metabolizada a través de la via de tagatosa-6-fosfato (Bissett, Anderson, 1974 Citado
por Salminen. S, et al 2004) (Figura 2). Tagatosa es un estereoisdmero de fructosa,
pero se requieren enzimas de separacion para el metabolismo de los derivados de

tagatosa. La via de tagatosa coincide con la glucolisis en el nivel de GAP.

A. B.
GALACTOSE GALACTOSE
( )F‘TS ( )F’Ermease
1
Galactose-6-P Galactose
\ L~ ATP
. ADP
Tagatose-6-P
Galactose-1-P
ATP
ADP ]
Glucose-1-P
Tagatose-1,6-DP

)\ Glucose-6-P

DHAP —————— GAP .
i ' Glycolysis
i Glycolysis -
i i
Pyruvate Pyruvate

Figura 2: Metabolismo de galactosa de bacterias acido lacticas. A) Via tagatosa-6-

fosfato. B) Via Leloir

Fuente: Salminen. S, Wright. A, Ouwehand, A. (2004)
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Muchas cepas de esta categoria también tienen la capacidad de transporte de galactosa
mediante una permeasa y posteriormente convertirlo esto a glucosa-6-fosfato por la
via Leloir (Figura 2). (Thomas, Turner, Crow, 1980 Citado por Salminen. S, et al 2004)
Esta via también es utilizada por galactosa-fermentando LAB el transporte de
galactosa por medio de una permeasa y falta de un galactosa PTS. (Fox, Lucey, Cogan,
1990 Citado por Salminen. S, et al 2004).

1.2.2 Fermentacién de disacaridos.

Dependiendo del modo de transporte, los disacaridos entran en la célula ya sea como
azUcares libres o como fosfatos de azlcar. En el primer caso, los disacaridos libres se
dividen por hidrolasas especificas a monosacaridos, que luego entran en las principales
vias descritas anteriormente. En este ltimo caso, es decir, cuando el azicar PTS esta
implicado, fosfohidrolasas especificas separan el fosfato de disacarido en una parte de

monosacaridos libres y una parte de los fosfatos de monosacaridos.

Por mucho el metabolismo de disacaridos méas estudiado en el laboratorio es la

fermentacion de lactosa.

La mayoria de las cepas de Lc. lactis, al menos las que se utilizan como iniciadores
lacteos, contienen una lactosa PTS (Thompson, 1979 Citado por Salminen. S, et al
2004) una lactosa PTS de Lb. casei se encuentra también bien caracterizado. (Chassy
& Alpert, 1989 Citado por Salminen. S, et al 2004) En estas cepas, la lactosa entra en
el citoplasma como fosfato de lactosa, que se parte por fosfo-p-D-galactosidasa (P-p-

gal) para producir glucosa y galactosa-6-fosfato.

La glucosa es fosforilada por la glucoquinasa y se metaboliza a través de la via
glucolitica, mientras que la galactosa-6-fosfato es metaboliza a través de la via de
tagatosa-6-fosfato. El sistema enzimatico de la lactosa PTS y P-B-gal es generalmente
inducible y reprimida por la glucosa. (Kandler, 1983 Citado por Salminen. S, et al
2004).
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El metabolismo de la lactosa de Lc. lactis es uno de los sistemas més estudiados de la
fermentacion del azucar que se producen por medio de LAB. Este conocimiento es
relevante para la comprension del metabolismo del azucar en general (Thompson, J.
1988 Citado por Salminen. S, et al 2004) y de los procesos de fermentacion de la leche

en particular.

Sin embargo, una manera igualmente comun para metabolizar la lactosa en LAB es
por medio de un portador de lactosa (permeasa) y la posterior ruptura por la f-
galactosidasa (B-gal) para producir glucosa y galactosa, (Fox et al 1990), que puede
entonces entrar en las principales vias. Algunos informes sobre este tema sugieren que
muchos LAB contienen tanto una lactosa PTS y un sistema de lactosa permeasa para
el metabolismo de la lactosa, ya que se encontraron tanto P-f3-gal y la actividad p-gal
en las mismas cepas. (Hickey, Hillier, Jago, 1986 Citado por Salminen. S, et al 2004).
Sin embargo, la baja actividad P-B-gal en las cepas con alta actividad B-gal puede
representar un artefacto, ya que el sustrato artificial utilizado para P-B-gal (fosfato de
orto-nitrophenylgalactose) puede ser hidrolizado por B-gal o por una fosfatasa
produciendo el sustrato para -gal. (Fox et al 1990 Citado por Salminen. S, et al 2004)

Algunos de los LAB terméfilos, por ejemplo, S. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, y Lb. acidophilus, solamente se metabolizan
el resto de glucosa después del transporte de lactosa y la ruptura por p-gal, mientras
que la galactosa se excreta en el medio. (Hickey, Hillier, Jago, 1986) transporte lactosa
y el metabolismo en la especie econdmicamente importante S. thermophilus también
se ha estudiado a fondo. (Poolman, 1993) la excrecion de galactosa se ha atribuido a
una baja actividad galactoquinasa (Hickey, Hillier, Jago, 1986) pero también es
energéticamente favorable y una caracteristica de transportador de lactosa. (Poolman,
1993)

La fermentacion de maltosa por medio de LAB se ha estudiado mas ampliamente en
lactococos. Un sistema de permeasa para el transporte parece ser operativa. (Sjo“berg,
Hahn-Ha"gerdahl, 1989 Citado por Salminen. S, et al 2004) Una caracteristica
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interesante del metabolismo de la maltosa en Lc. lactis es que la maltosa es dividida
por una maltosa fosforilasa en glucosa y B-glucosa-1-fosfato. Solo el resto de glucosa
se utiliza en la glucolisis, mientras que PB-glucosa-1-fosfato probablemente es un

precursor para la sintesis de la pared celular. (Sjo"berg, et al 1989)

La fermentacion de sacarosa esta influida por un sistema de permeasa en la cual se
inicia por la ruptura del aztcar por hidrolasas de sacarosa para producir glucosa y
fructosa. En algunos lactococos, la sacarosa es transportada por sacarosa PTS y una
hidrolasa especifica sacarosa-6-fosfato que rompa la sacarosa-6-fosfato dando como

resultado glucosa-6 fosfato y fructosa. (Thompson, Chassy, 1981).

La sacarosa PTS vy la hidrolasa sacarosa-6-fosfato son inducidas por la presencia de
sacarosa en el medio. (Thompson, et al 1981) La sacarosa también puede actuar como
un donante de monosacaridos para la formacion de exopolisacéridos en ciertas LAB.
En la produccién de dextrano por Ln. mesenteroides, sacarosa es dividido por una

enzima asociada a la pared celular, dextransucrase.

El resto de glucosa se utiliza para la sintesis de dextrano y fructosa es fermentada de

la manera usual. (Cerning, 1990)

Fermentacién de otros disacaridos, tales como celobiosa, melibiosa, y trehalosa, no se
ha estudiado a gran medida. La capacidad de fermentar estos azUcares difiere entre las
distintas especies de LAB. Presumiblemente, el metabolismo esta influida por sistemas
especificos de transporte e hidrolasas, resultando en los respectivos monosacaridos (o

fosfatos de monosacaridos), que entran en las vias comunes.
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1.3 Hidrdlisis de lactosa por via enzimatica.

1.3.1 Transporte de la Lactosa para la hidrolisis por la ruta metabolica
EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS.

En la figura 3, expuesta mediante las rutas metabdlicas de Embden-Meyerhof-Parnas,
y figura 4 de Leloir se puede observar el comportamiento de la galactosa durante el
proceso de la hidrolisis, los sistemas de intercambio de productos precursores en las
bacterias del acido lactico. Se muestran tres ejemplos. En Streptococcus thermophilus
(y algunas cepas de Lactobacillus), la lactosa es transportada por el sistema de la
enzima permeasa via sistema soporte-proton. Intracelular la hidrolisis con [-
galactosidasa da como resultado galactosa libre que no se metaboliza, pero en
cambio es secretada al exterior de las bacterias en forma de galactosa residual. La
reaccion, que parece ser favorecida en la mayoria de las LAB, entonces impulsa la
absorcion de la lactosa. Las bacterias del acido lactico proceden a la fermentacion del
citrato esta fermentacion transportan el citrato por medio de la via permeasa de citrato
CitP. EI metabolismo de citrato o glucosa cuando esta también disponible, genera
acido lactico, cuya emanacion o liberacién es a través CitP puede conducir la absorcion
citrato. Esta reaccion es por medio de electrogenos, en que un proton se consume
dentro del citoplasma, aumentando la fuerza motriz protonica a través de la membrana.
Las bacterias del &cido lactico capaces de metabolizar el aminoécido arginina hacen
que mediante la ruta metabolica de aminasa arginina. Los productos de esta via son
NH3, CO2, O-rnitina y ATP. Pueden ser secretados través del transportador de la
arginina (ArcD), a cambio de arginina. La célula, por lo tanto, obtiene energia de la
arginina (un mol de ATP por arginina metabolizada), sin tener que gastar energia de
transporte. es importante de notar que la galactosa secretada sufre cambios pero que
no influyen en el proceso de la fermentacion que lo comprueban los datos resultantes,
de los datos de los experimentos del disefio experimental para la hidrélisis de la lactosa
se utilizarad como disefio un plan factorial de Superficie Respuesta (Box-Behnken) con
una réplica, las variables independientes seran: dosis de lactasa a dos niveles (1 a 3
mL/L de leche), tiempo de reaccion (0,5 a 2 h) y temperatura de reaccion (30 a 50 °C).
Y como variables dependientes el grado de hidrélisis de la lactosa y la concentracién
de glucosa, y mediante la determinacion de la lactosa residual de la lactosa, glucosa

(mg), galactosa (mg) se podra demostrar dicha hipotesis.
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lactose galactose

H* H*
lactose
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glucose galactose
|
\.!.-*EM pathway

lactic acid

Figura 3: La membrana celular y la lucha por la vida de las bacterias acido lacticas.

Fuente: Konings, W.N. 2002.

1.3.2 Ruta metabolica de Leloir de la galactosa luego de la hidrolisis enzimatica.

galactokinase
galactose » galactose-1-P
ATP ADP - UDPglu
galactose-1-P D UDP galactose
ridyl transferase epimerase
uricy . UDP gal P!
Y
glucose-1-P

phosphoglucomutase

homofermentative pathway LS A
o glucose-6-P
heterofermentative pathway

Figura 4: La membrana celular y la lucha por la vida de las bacterias acido lacticas.

Fuente: Konings, W.N. 2002.

1.4 Intolerancia a la lactosa.

La lactosa es el azicar predominante de la leche. La causa de la intolerancia a la lactosa

es la incapacidad del intestino para digerirla y transformarla en sus constituyentes
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(glucosa y galactosa). Esta incapacidad resulta de la escasez de un enzima (proteina)
denominado lactasa, que se produce en el intestino delgado. Se estima que el 80% de
la poblacién mundial (95-100% de los indios americanos, 80-90% de negros, asiaticos,
judios y mediterraneos) sufren intolerancia a la lactosa en mayor o menor grado.
Muchos de ellos presentan sintomas que recuerdan al sindrome de intestino irritable.
Curiosamente la poblacion del norte y centro de Europa, que convive con ganado
vacuno desde el Neolitico, tiene mayor tolerancia a la lactosa que el resto de la
poblacion mundial. No existen diferencias en la prevalencia entre uno y otro sexo. En
el 45% de las mujeres embarazadas que presentan el trastorno, este mejora durante la

gestacion. (Rodriguez & Pérez, 2006).

Los sintomas presentes que se deben sospechar para este cuadro tras la ingestion de
leche pueden ser: dolor abdominal, distensién abdominal, gases y diarrea. ES un
problema que afecta a una extensa poblacion a nivel mundial, pero no es una amenaza
seria para la salud. La gente que tiene problemas para digerir la lactosa aprende,
probando, qué productos lacteos y en qué cantidad puede tomarlos sin presentar
molestias y cuéles deben evitar. Muchos podran disfrutar de los productos lacteos en

pequerias cantidades o junto con otros tipos de alimento.

La gravedad de sintomas varia dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida y de la
tolerancia individual, hay pacientes que con cantidades pequefias de lactosa (de 5a 12

gramos, contenidos en 100 a 250 cc de leche) pueden presentar sintomas.

El 70-80% de los pacientes responde a una dieta sin lactosa. El resto mantiene sintomas
quizés porque ademas padece un sindrome de intestino irritable. Los sintomas
intestinales de pacientes que consumen productos lacteos pueden reducirse con el uso

de fermentos comerciales afiadidos a la leche. (Rodriguez et al Pérez, 2006).
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1.5 Microorganismos probidticos.
1.5.1 Definiciones.

Las bacterias probidticas son microorganismos vivos que pertenecen a la microbiota
natural humana y se caracterizan por tener una minima o nula capacidad patdgena, asi

como desempefiar funciones favorables sobre la salud y el bienestar de los huéspedes

Las bacterias probioticas, tanto autoctonas como las aportadas al organismo mediante
la alimentacion pueden controlar la instauracion y/o el desarrollo de diversos
microorganismos patdgenos entre los que destacan Salmonella typhimurium, Shigella
spp., Clostridium difficile, Campylobacter jejuni y Escherichia coli, y también
proporcionan una proteccion importante frente a patdgenos urogenitales como
Gardnerella vaginalis, Bacterias bivius, Candida albicans y Chlamydia trachomatis
(Hilton, Rindos & Isenberg, 1995 citados por Rodriguez, 2009)

Los probidticos los define Hoover, como un suplemento alimenticio con microflora
viable que mejora el balance de la flora intestinal del hospedero (Hoover, 1993 citado

por Corrales, Henderson & Morales, 2009)

Actualmente, la mayor parte de las bacterias usadas como probiéticos en productos
comerciales, pertenecen a las bacterias lacticas (bacterias que usan carbohidratos como
fuente de carbono y producen &cido lactico como producto final) de manera especifica

Lactobacilli y Bifidobacteria. Dentro del género Lactobacillus podemos encontrar

L. bulgaris, L. acidophilus, L. johnsonii (Lal), L. caseiy L. caucasicus, los cuales se

han usado para la preparacion de una gran variedad de productos lacteos fermentados.

Las bacterias deben cumplir con ciertos requisitos para poder ser consideradas
probidticas. Por ejemplo, deben resistir la acidez del estbmago y las sales biliares,
fijarse en el epitelio intestinal y colonizar el intestino. (Barboza Corona, Vazquez
Acosta & Salcedo Hernandez, 2009).
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1.5.2 Tipos (Lactobacilos, Bifidobacterias)
1.5.2.1 Lactobacillus acidophilus

La denominacion "acidofilo™ conduce a errores, pues esta bacteria no tolera mas el
acido que otros lactobacilos. Los bacilo miden unas 2 — 6 p de largo, y a veces estan
algo redondeados en los extremos. Se encuentran aislados o en cadenas cortas. La
temperatura Optima es de unos 37°C, la méaxima de unos 43 — 48°C. Por debajo de los

20°C no se registra crecimiento alguno.

L. acidophilus es una bacteria intestinal tipica, que se encuentra en las heces fecales
del hombre (casi siempre de los nifios y muy escasamente en los adultos) y también de
algunos mamiferos. A partir de las heces de nifios se puede aislar mediante el método

de enriquecimiento.

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei son usados también para producir
lacteos fermentados. Estos organismos generalmente resisten la acidez gastrica y sales
biliares. Su tasa de supervivencia en el tracto gastrointestinal se estima entre un 2 y
5% y logran concentraciones suficientes en el colon (10%-108 UFC/mL). Dependiendo
de la cepa varia su capacidad de adhesion intestinal, los efectos favorables en cuanto
a la digestibilidad de lactosa y su habilidad para prevenir diarrea (Alais, 1970, citado
por Molina, 2008).

1.5.2.2 Bididumbacterium breve

Es una de las bacterias mas Utiles y acogedoras de este entorno es la especie llamada
"Bifidobacterium breve." También conocido como B. breve, esta bacteria es
anaerdbico y no movil. Sus ramas son en forma de barra, mirando casi como un cactus
en la vista microscopico. Una vez establecida, B. breve es Gnico en su capacidad de
competir con otras bacterias, debido a la gran variedad de moléculas que puede digerir.
Algunas personas tienen una gran cantidad de estas bacterias Utiles, pero otros pueden

necesitar un suplemento para fomentar su presencia.
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La relacion simbiotica que los humanos tienen con las bacterias es particularmente
importante en el funcionamiento del colon. En estudios médicos, enfermedades tales
como la diarrea asociada a antibidticos, alergias, gas, y sindrome del intestino irritable
se han vinculado a la escasez de las bacterias B. breve de un paciente.

El trabajo de B. breve en el tracto digestivo es fermentar los azlcares y producir acido
lactico, asi como acido acético. B. breve es como el lider entre las bacterias probioticas,
debido a su capacidad superior para romper muchos tipos de alimentos, incluso fibras

vegetales que normalmente se consideran no digerible.

1.5.2.3 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus, o L. rhamnosus, es un tipo de bacterias probidticas. Los
probidticos, segun lo definido por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, son "microorganismos vivos que, cuando se administra

en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al huésped."

L. rhamnosus fue aislado por primera vez en 1983 en los intestinos de un sujeto
humano sano por cientificos Barry Goldin y Sherwood Gorbach, cuando fue
demostrado tener mucha tolerancia a los 4acidos fuertes que se encuentran
habitualmente en el estdbmago y el tracto digestivo. ElI "GG" en el titulo de la cepa L.
rhamnosus GG es derivado de los apellidos de los dos cientificos. Al igual que otros
probidticos, L. rhamnosus tiene propiedades que son beneficiosas en el tracto
intestinal. También se cree que es de considerable ayuda con el sistema inmune,
particularmente en la lucha contra los patdgenos del tracto intestinal y urinario. (FAO
& WHO, 2002)

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria probidtica que ayuda a eliminar y prevenir el
crecimiento de bacterias perjudiciales en los intestinos. (Conway, Gorbach y Goldin.
1987).
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1.5.3 Caracteristicas e Importancia para la salud

El papel de una nutricion balanceada para mantener la salud, ha extraido la atencion
de la comunidad cientifica, que ha realizado numerosos estudios con el fin de
demostrar el funcionamiento de ciertos alimentos para reducir el riesgo de algunas
enfermedades. También ha habido un considerable interés creciente en promover la

investigacion de nuevos componentes naturales. (Mundo lacteo y Céarnico, 2013)

En un huésped sano, existe un equilibrio entre los miembros de la microbiota intestinal,
de tal manera que es posible que los organismos patdgenos y no patégenos se
encuentren en aparente armonia. En el caso de infeccion bacteriana, este equilibrio
puede ser perturbado, ocasionando a menudo cambios drasticos en la composicion.
Para la mayoria de las infecciones bacterianas, se usan antibi6ticos no especificos,
matando a ambos miembros, patdgenos y no patégenos de la microflora intestinal. Esto
puede ocasionar un retraso considerable en la restauracion de la flora intestinal
saludable. La restauracion del equilibrio de la microbiota intestinal se cree que es
importante porque el mantenimiento de una flora intestinal sana y equilibrada a lo

largo de la vida ayuda a preservar la salud y favorece la longevidad.

Probablemente, la naturaleza y cantidad de sustrato disponible que tiene mayor
significado, haciendo la dieta mas facil y el principal mecanismo que influye en el
perfil de la fermentacion. Otros factores que afectan la colonizacion y el crecimiento
de bacterias en el intestino son, el pH intestinal, que inhibe la produccion de
metabolitos (acidos y peroxidos), sustancias inhibidoras especificas (bacteriocinas)
sales biliares, moléculas y células que constituyen el sistema inmune.(Mundo lacteo y
Cérnico,2013)
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1.6 Leches fermentadas con acidez controlada.
1.6.1 Ventajas

Morales (2011), cita a Charm 2007, quien define que la vida Gtil se determina al
someter a estrés el producto, siempre y cuando las condiciones de almacenamiento
sean controladas. Se pueden realizar las predicciones de vida util mediante utilizacién
de modelos matematicos (Utiles para evaluacion de crecimiento y muerte microbiana),
pruebas en tiempo real (para alimentos frescos de corta vida util) y pruebas aceleradas
(para alimentos con mucha estabilidad) en donde el deterioro es acelerado y
posteriormente estos valores son utilizados para realizar predicciones bajo condiciones

MeNOS Severas.

Para determinar la vida Util es necesario identificar la variable que causa los principales
cambios en el alimento y que son detectados por el consumidor. Para el caso del yogur
se puede considerar como variable la acidez ya que si esta se incrementa el producto

pierde sus caracteristicas organolépticas y asi su calidad.

Una vez identificada la variable se debe analizar la cinética de reaccion que se
encuentra asociada a la variable previamente determinada. Morales (2011), cita a
Labuza, 1982 el cual indica que la vida atil no es funcion del tiempo en si, sino de las
condiciones de almacenamiento del producto y los limites de calidad establecidos tanto

por el consumidor como por las normas que rigen propiamente los alimentos.

1.6.2 Productos existentes en el mercado internacional

Las bebidas fermentadas aportan una importante contribucién a la dieta humana en
muchos paises, debido a que la fermentacidn es una tecnologia de bajo costo que
conserva los alimentos, incrementa su valor nutritivo y mejora sus propiedades
sensoriales. Sin embargo, la creciente demanda de nuevos productos probidticos ha
fomentado el desarrollo de otras matrices para suministrar probioticos, tales como

helados, leche de alimentacion infantil y zumos de frutas.
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Se ha evaluado la viabilidad de las cepas probidticas en helado bajo en grasa. Se
utilizaron cultivos que contienen Streptococos salivarius ssp. thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Bifidobacterium longum y Lactobacillus
acidophilus y se verifico que el cultivo de bacterias no disminuy6 en el yogur durante
el congelado del almacenamiento. Ademas, la presencia de bacterias probioticas no
alteran las caracteristicas sensoriales del helado. La matriz del helado puede ofrecer
un buen vehiculo para cultivos probioticos debido a su composicion que incluye
proteinas de leche, grasa y lactosa, asi como otros compuestos. Ademas, su estado
congelado contribuye a su eficacia. Sin embargo, un helado probiotico, debe tener
valores de pH relativamente altos 5.5 a 6.5, con el fin de favorecer la supervivencia de
cultivos lacticos durante el almacenamiento. (Andrade, Dos Santos, Soares,
Fernandes, & Fernandes, 2006).

El crecimiento de una levadura probiotica, Saccharomyces boulardii, en asociacion
con la microflora del bio-yogur, que se realiza mediante la incorporacién de la levadura
en el bio-yogur comercial, ha sido sugerido como una manera de estimular el
crecimiento de organismos probidticos y para asegurar su supervivencia durante el
almacenamiento. Se ha estudiado la capacidad de la levadura probidtica para crecer y
sobrevivir en los productos lacteos, es decir, bioyogur, yogur UHT y leche UHT. S.
boulardii fue incorporado en estos productos lacteos y se almacend a 4°C durante un
periodo de 4 semanas. Se observé que las especies de levaduras probidticas,
Saccharomyces boulardii, tenian la capacidad de crecer en bio-yogurt y alcanzar
recuentos maximos superiores a 10’ UFC/g. El nimero de poblaciones de levadura fue
considerablemente mayor en el yogur a base de fruta, principalmente debido a la
presencia de sacarosa y fructosa derivadas de la fruta. A pesar de la incapacidad de S.
boulardii para utilizar lactosa, las especies de levadura utilizaron los acidos organicos,
galactosa y glucosa disponible, derivados del metabolismo bacteriano de la lactosa

presente en los productos lacteos. (Andrade, et al, 2006)

La viabilidad de las cepas de L. acidophilus y Bifidobacterium animalis ssp. lactis en
yogures bebibles con preparados de fruta de mango, bayas mixtas, granadilla y fresa,

se evalud durante la vida util. Los autores observaron gue, independientemente de las
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concentraciones, la adicion de cualquiera de las preparaciones de frutas no tuvo efecto

sobre los recuentos de los dos probidticos probados. (Andrade, et al, 2006).

Las leches fermentadas, suplementadas con fibras de limon y naranja aumento los
recuentos de L. acidophilus y L. casei durante el almacenamiento en frio en
comparacion con el conjunto de control. Este no fue el caso para B. bifidum,
posiblemente debido a la sensibilidad conocida de las especies bifidobacterianas a un
ambiente 4cido. (Andrade, et al, 2006).

1.7 Aspectos Tecnoldgicos.

En el siguiente &mbito se han generado una serie de recomendaciones para incrementar
la supervivencia de estos microorganismos en dichos vehiculos. Entre tales

recomendaciones estan las siguientes:

a. Uso de indculos elevados de microorganismos probidticos con la finalidad de
asegurar que en el producto final se tenga la concentracion final recomendad
de 1 a 100 millones de microorganismos por gramo

b. Adicién de factores promotores de crecimiento para probidticos como fuentes
de nitrégeno, como extractos de levadura, hidrolizados de caseina combinacion
de aminoécidos, ribonucleicos péptidos y otros.

c. Adicién de compuestos que disminuyen el potencial redox del medio como

acido ascorbico y cisteina. (Roy, 2005 citado por Hinestroza y Lopez, 2008)

1.8 Disefio de Box-Behnken

En ocasiones es deseable o incluso necesario que los factores se ensayen solo a tres
niveles. Los disefios de Box-Behnken son disefios factoriales incompletos a tres
niveles en los que los puntos experimentales estan escogidos especialmente para
permitir una estimacion eficiente de los coeficientes de un modelo de segundo orden.
La figura 5 contiene los disefios de Box-Behnken para k= 3,4 y 5 factores. Como ayuda
para apreciar las simetrias de dichos disefios las figura 6 muestran dos representaciones

diferentes del mismo disefio de Box-Behnken a tres niveles con 13 ensayos para k=3
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factores. La notacion +1 se utiliza para indicar los cuatros ensayos de un disefio 22
factorial, y la notacion 0O se refiere a una columna paralela de ceros. Para cada uno de
los k factores, la Gltima fila de ceros se refiere a uno 0 mas puntos centrales del disefio.
(Box, et al, 2008).

#1 =1 0

Tres factores: 21 0 2]

0 %1 =l

0O 0 0
#1 %1 0 0 O
1l 1 0 O 0 0 +1 +1 0
0 0 =1 =l 01 0 0 %I
0 0 0 O 1 01 0 0
i|001| g 0 O il it
Cuatro factores: | 0 =1 =1 0 Cincofactores:| 0 +1 =1 0 0
0 0 0 0 £1 0 01 0
iloﬂo 0 021 0 £
0 £1 0 %1 1 0 0 0 =l
0 0 0 0 0 1 0 =1 0
0O 0 0 0 0

Figura 5: Disefios de Box-Behnken para K=3, 4 y 5 factores

Fuente: Box George, at al, 2008 pag. 475

L / L

Figura 6: Representacion del disefio Box-Behnken para tres factores.

Fuente: Box George, at al, 2008 pag. 475
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1.9 Fluidos no Newtonianos

Son aquellos fluidos que no cumplen la ley de Newton de la viscosidad, por lo
tanto, la relacién entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion deja de ser
lineal. Estos fluidos se caracterizan porque su viscosidad no permanece constante
cuando la temperatura y la composicién permanecen invariables, sino que depende
del esfuerzo cortante o gradiente de velocidad y, a veces, del tiempo de aplicacion del
esfuerzo y de la historia previa del producto o muestra. Ello es debido a que la
constitucion fisica varia al someter el producto a los efectos de rozamiento a lo largo
del tiempo. Dado que en este tipo de fluidos la viscosidad no permanece constante,
se define la viscosidad aparente, (Jiménez et al., 1987) como la relacion entre el

esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion correspondiente. (Géarate, 2014)

1.9.1 Fluidos Pseudoplésticos.

Los fluidos pseudoplésticos se caracterizan porque su viscosidad aparente decrece
cuando aumenta el gradiente de velocidad de deformacién. Este comportamiento
indica una ruptura o reorganizacién continua de la estructura, dando como resultado
una menor resistencia al flujo, y es debido a la presencia de sustancias de alto peso
molecular asi como a la dispersion de sélidos en la fase solida. (Garate, 2014)

1.9.2 Fluidos pléasticos

Los fluidos plasticos son aquellos que no fluyen hasta que son sometidos a un
esfuerzo cortante limite determinado, llamado esfuerzo de deformacién plastica,
umbral de fluencia o limite de fluencia. En el caso de los fluidos plasticos de Bingham,
una vez que se supera el valor del umbral de fluencia, la velocidad de deformacion
es proporcional al esfuerzo, como en el caso de los fluidos newtonianos (Wazer van
et al, 1963). Estos fluidos exhiben propiedades de liquido a esfuerzos superiores al
umbral de fluencia por lo tanto pueden ser clasificados tanto como liquidos como
solidos. (Garate, 2014)
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1.9.3 Fluidos dilatantes

Son aquellos fluidos en los que la viscosidad aumenta cuando la velocidad de corte

aumenta. (Gémez, 2008)

v

(mPas=s)

Y

Figura 7: Curvas de viscosidad 1) fluido newtoniano 2) fluido pseudoplastico 3)
fluido dilatante 4) plastico de Bingham.

Fuente: Gémez Maria, 2008, pag. 45-46

(Pay

Yis')

Figura 8: Curvas de fluidez 1) fluido newtoniano 2) fluido pseudoplastico 3) fluido
dilatante 4) plastico de Bingham.

Fuente: Gémez Maria, 2008, pag. 45-46

1.10 Extensién de la vida de estante.

Este método es de gran ayuda para las empresas que se dedican a la produccion de

alimentos, ya que les permitira saber rapidamente la vida util de un alimento que esta
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proximo a lanzarse. Para realizar estas pruebas se deben conocer claramente las
caracteristicas de almacenamiento del producto. Estas pruebas trabajan conjuntamente
con los resultados de productos almacenados a temperatura ambiente y con los
resultados de una prueba acelerada. El objetivo de una prueba acelerada es que
mediante el cambio de una condicién en el almacenamiento, sea quimico o fisico y
que conduce a un deterioro acelerado, la vida Util a temperatura ambiente pueda ser
definida. (Kilcast, 2011).

1.11 La vida util sensorial

La vida atil de un alimento representa aquel periodo de tiempo en el cual el alimento
se conserva apto para el consumidor desde el punto de vista sanitario, manteniendo las
caracteristicas sensoriales, funcionales y nutricionales por encima de los limites de
calidad previamente establecidos como aceptables. Entre las muchas variables que
deben considerarse en la vida util de un alimento estan: naturaleza del alimento, su
composicion, las materias primas usadas, el proceso a que fue sometido, el envase
elegido para protegerlo, las condiciones de almacenamiento y distribucién y la
manipulacion que tendra en manos de los usuarios. Es bien conocido que estas
condiciones pueden influenciar negativamente los atributos de calidad de los alimentos
(Man y Jones, 1994).

1.12 Analisis de Weibull

Su esencia consiste en seleccionar una distribucion que describa adecuadamente el
fendmeno estudiado, estimar los pardmetros de dicha distribucién y por ultimo,
determinar el valor esperado, la desviacion tipica y el percentil deseado del tiempo de
vida (til o durabilidad a través de los pardmetros estimados.

Pudiera pensarse, entonces, en comprobar la adecuacion de los datos de fallo de la
muestra con el modelo tedrico asumido, a través de procedimientos analiticos o
gréficos (papeles probabilisticos). Sin embargo, estos procedimientos sélo resultan
validos cuando se dispone del tiempo de vida o fallo de todas las unidades, o sea, lo

que se conoce como datos completos de fallo.
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Para la mejor comprension de las técnicas de riesgo y el analisis de Weibull es
necesario comprender su base matematica y sus principales caracteristicas las que se
exponen a continuacion (Lawless, 1982), (Nelson, 1982), (Ross, 2006).

Si T es una variable aleatoria continua no negativa que representa los tiempos de vida
de las unidades de un producto alimenticio, f(t) su funcion de densidad de
probabilidad, y F(t), su correspondiente funcion de distribucion acumulada entonces
la probabilidad de que el tiempo de vida de una unidad de ese producto sea menor o
igual a un tiempo t estd dada por (Lawless, 1982), (Ross, 2006):

t

F(t)=P(T<t)= J f(t)dt

La probabilidad de que una unidad sobreviva el tiempo t esta dada por la funcién de

supervivencia o funcion de fiabilidad S(t):
S@=PT=0= [ f@a
t

Por lo tanto:
SH=1-F (@

Otro concepto muy importante cuando se trabaja con distribuciones de tiempo de

vida es la funcion de riesgo h(t) definida como:

Pt=<T<t+At]T >1)
At

flt)  f(0)
S(t) 1-—F(t)

hO = I,

h(t) =

La funcidn de riesgo expresa la velocidad instantanea de muerte o fallo en el tiempo t,
dado que los individuos sobreviven hasta t. en particular, h(t) es la probabilidad
aproximada de muerte o fallo en el instante de tiempo), dado que sobrevive hasta t.
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Esta funcion también es conocida como: velocidad de riesgo, velocidad de fallo y

fuerza de mortalidad.

La funcion de riesgo acumulada, se define como:
t
H(t) = fh (t)dt
o

Esta funcion esta relacionada con la funcién de supervivencia y con la funcion de

distribucion de probabilidad acumulada de la siguiente forma:

5(t) = e~

F() =1—eH®

Desde un punto de vista matematico riguroso, las expresiones de riesgo no son mas
que otras formas de expresar funcionalmente las distribuciones de probabilidad. El
comportamiento tipico de esta funcion durante el deterioro de muchos alimentos se

representa en la Figura 5. (NUfez, 2011).
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= EemMpranas deteriorn
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° "
E | Periada de estahilidad | /
4 = = 3
o ' : /!
= I I !
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] I I J
| | ’J'J
e | 7
e Ll
R |‘_‘_ R Ld |
Ta T Tiempa T T,

Figura 9: Velocidad de fallo en funcién del tiempo

Fuente: NUfiez Margarita, 2011, pag. 42
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales y métodos

El trabajo de experimentacion se llevo a cabo en los laboratorios certificados de
quimica, microbiologia, biotecnologia y el laboratorio de procesamiento de lacteos de
la Escuela de Ingenieria en Alimentos de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la

Universidad del Azuay.

La leche para realizar este trabajo fue recolectada en una hacienda ganadera ubicada
en la parroquia Victoria del Portete del Canton Cuenca, a la misma que se realizaron
los analisis de control de calidad (solidos totales, grasa, proteina, acidez, densidad,
crioscopia, neutralizantes, antibiéticos, microbioldgico) de acuerdo a lo indicado en la

norma técnica ecuatoriana INEN 09:2012 (Ver anexo 2).

2.2 Materias primas y suministros

e Leche cruda

e Cepas de bacterias lacticas ATCC (Microbiologics,EEUU)
e Enzima lactasa HL5200 (Hansen)

e Citrato de sodio grado alimentario

e Inulina (Granone)

e Carragenato (Danisco)

2.3 Métodos de control que se utilizaran en la investigacion

2.3.1 Métodos fisico quimicos
e Analisis Fisico Quimicos de la leche cruda segin NTE INEN 09:2012
e Determinacion de la densidad

e Determinacion de crioscopia.
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e Determinacion de pH

e Determinacién de acidez.

e Determinacion de grasa (método Gerber)
e Determinacion de proteinas

e Determinacion de neutralizantes

e Determinacién de antibidticos.

2.3.2 Microbioldgicos

Dentro de los aanalisis Microbiologico se realizaron analisis de leche cruda segin NTE
INEN 09:2012 (Ver anexo 2), analisis microbioldgicos de leches fermentadas segun
INEN 2395: 2011(Ver anexob).

Ademas se realizaron anélisis que determinan las propiedades probioticas de los
microorganismos utilizados en la fermentacion.

e Viabilidad

e Tolerancia al &cido y la bilis

e Produccién de sustancias antimicrobianas,

¢ Inhibicion de patdgenos

2.3.3 Evaluacién sensorial
Se utiliz6 un método aceptacion y rechazo segun Wittin de Penna (2001) con 30 jueces

semientrenados en este tipo de producto.

2.4 Disefio de los experimentos
2.4.1 Disefio del experimento 1. Hidrdlisis de la lactosa

Para realizar el proceso de hidrolisis de lactosa se utilizo leche con 12 % de sélidos
totales y 3 % de grasa, se elaboraron 2 muestras a las cuales se tratd térmicamente a
85°C por 30 minutos (muestra 1) y a 90°C por 5minutos (muestra 2).

Estas muestras tratadas fueron hidrolizadas de acuerdo a un plan factorial de Superficie
de Respuesta (Box-Behnken) con una réplica, las variables independientes fueron:
dosis de lactasa (1, 2 y 3 mL/L de leche), tiempo de reaccion (0,5, 1.25y 2 h) y
temperatura de reaccion (30, 40 y 50°C) y como variables dependientes el grado de
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hidrolisis de la lactosa y la concentracion de glucosa. El disefio del experimento se

presenta en la (Tabla 1)

Tabla 1: Disefio de experimento para la hidrolisis de la lactosa

Bloque Dosis de lactasa Tiempo Temperatura
(mL/L de leche) (h) (°C)
1 1 0.5 30
1 1 1,25 30
1 1 2 30
1 2 0.5 30
1 2 1,25 30
1 2 2 30
1 3 0.5 30
1 3 1,25 30
1 3 2 30
1 1 0.5 40
1 1 1,25 40
1 1 2 40
1 2 0.5 40
1 2 1,25 40
1 2 2 40
1 3 0.5 40
1 3 1,25 40
1 3 2 40
1 1 0.5 50
1 1 1,25 50
1 1 2 50
1 2 0.5 50
1 2 1,25 50
1 2 2 50
1 3 0.5 50
1 3 1,25 50
1 3 2 50
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2.4.2 Disefio del experimento 2. Mezclas de cepas BAL para elaboracion del
cultivo mixto

Una vez obtenidos los mejores porcentajes de hidrolisis en la leche, se realizd la
preparacion de las mezclas de microorganismos probidticos para obtener la leche

fermentada.

Las cepas de cultivos puros para la preparacion de las mezclas fueron los siguientes:
L. rhamnosus y L. acidophillus de la empresa MICROBIOLOGICS, estas son cepas
ATCC liofilizadas, y B. breve de CHR HANSEN el cual fue aislado de una mezcla de
bacterias del género: Bifidobacterium, Streptococcus, Lactobacillus.

Para incrementar el nimero de bacterias puras para la inoculacion en la leche
estandarizada, fue necesario inocular las cepas en agares especificos de crecimiento

para cada bacteria (Tabla 2).

Tabla 2: Agares utilizados para las pruebas de aislamiento

Bacteria Agar (medio de cultivo)
Bifidobacterium breve Agar — MRS
Anaerobier Agar BREWER
L. acidophilus Agar — MRS

Agar — Nutrient
BD LBS Agar (Lactobacillus
Selection Agar)
L. rhamnosus Agar — MRS
Blood Agar Base
Agar — Nutrient

Las cepas se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37 °C para el caso de L.
rhamnosus y L. acidophillus y 40 °C para el Bifidobacterium.

Para el disefio se realizé un disefio de mezclas Simplex Lattice, las restricciones de las
cepas para la mezcla se mantiene el intervalo de 0 a 100 %. El disefio se presenta en la
(Tabla 3).
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Tabla 3: Disefio de las mezclas de cepas para el cultivo mixto

Experimento  Bifidum bacterium Lactobacillus Lactobacillus
breve (%) acidophilus (%) rhamnosus (%)

1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 50 50 0

5 50 0 50

6 0 50 50

7 33,33 33,33 33,33

8 16,66 16,66 66,66

9 16,66 66,66 16,66

10 66,66 16,66 16,66

Para la inoculacién de las cepas en leche se tomaron 100 mL de leche descremada con
un 9% de solidos totales y deslactosada, a la misma se le adiciono 1 mL de cultivo
(Rodriguez de San Miguel y col., 2004), de acuerdo al disefio de temperatura de
incubacidn constante 38,5 + 1 °C hasta alcanzar un pH entre 4 y 5. Posteriormente se

sometio a refrescamiento y se conservo a temperatura de 2 a 4 °C.

Como variables respuesta: se realizd el conteo total de microorganismos
fermentadores, los cuales debian ser mayores o iguales a 10°, como indica la NTE
INEN 2395:2011 (Ver anexo 5). Ademas se determind sensorialmente a través de un
panel de jueces entrenados la textura, sabor y acidez de la leche fermentada en los
distintos experimentos. Con este analisis y la carga microbiana, se seleccioné las
mejores mezclas de cultivo para ser utilizadas en la fermentacion de leches

deslactosadas.
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2.4.3 Experimento 3. Fermentacion de leches deslactosadas con las mejores

variantes de cultivo

Para la fermentacion se selecciond las leches deslactosadas con porcentajes de
hidrdlisis superiores a 85%. Procedente de la determinacion cuantitativa de la Norma
Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2003 (ANEXO 1), se tomaron 300 mL de leche
deslactosada y se le adiciono inulina (0,3%) y citrato de sodio (0,2%), se aumento la
temperatura a 40°C y se incorpord carragenina (0,15%) mezclada con sacarosa en la
relacion de 1 g de carragenina con 0,5 g de sacarosa. Las mismas fueron sometidas a
tratamiento térmico en sistemas normalizados para la elaboracion de leches
fermentadas (85°C - 30 min y 90°C - 5 min). Se enfriaron a la temperatura de 38,5+ 1
°C, se inocul6 entre 1 y 3 % del cultivo seleccionado y se incub6 a temperatura
constante hasta alcanzar acidez de 60°D, o pH 5,1. Posteriormente se sometié a

refrescamiento y se conservo a temperatura de 2 a 4 °C.

Para la seleccion de las mejores variantes de leches fermentadas se evaluaron los
siguientes indicadores:

a. Tiempo de fermentacion para la acidez de 100°D

b. Evaluacioén sensorial
A las formulaciones seleccionadas se les realizo anélisis reoldgicos (firmeza y

viscosidad).

2.4.4 Experimento 4. Estudio de almacenamiento de la leche fermentada

De las formulaciones seleccionadas se tomaron las mejores variantes para hacer el
estudio de almacenamiento mediante pruebas aceleradas y bajo condiciones

controladas.

2.4.4.1 Evaluacion bajo condiciones controladas en la camara climatizada
Binder.

e Setomo un lote de producto en cantidad suficiente para hacer la evaluacion por
mas de 30 dias de almacenamiento a temperatura de 4°C, manteniendo la

muestra control a 0°C.
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e Los analisis se realizaron a 4°C pasando un dia.

e Los indicadores a controlar fueron los siguientes: microbiol6gicos (mohos y
levaduras, E. coli, coliformes totales), fisico quimicos (pH, °D) (INEN 2395:
2011) (Ver anexo 5).

e Evaluacion sensorial (aroma, sabor, textura, paleatibidad, aspecto).

2.4.5 Experimento 5. Produccion en planta piloto

Para la produccion en planta piloto se procesaron 100L de leche tomando una de las
mejores variantes seleccionadas.
Para la elaboracion de la leche fermentada se siguié el siguiente procedimiento

tecnoldgico:
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DENSIDAD
PH
ACIDEZ
RECEPCION DE MATERIA PRIMA TEMPETURA

PRUEBA DE
FILTRADO

ANTIBIOTICOS
ESTANDARIZACION

HOMOGENIZACION

TRATAMIENTO PASTEURIZACION
TEMPERATURA:

TERMICO TIEMPO:

TEMPERATURA:
INCUBACION PH
ACIDEZ

SEGUNDA TEMPERATURA:
FERMENTACION (L
P ACIDEZ

TEMPERATURA:

TEMPERATURA:
FERMENTO

!

HOMEGENIZACION TEMPERATURA:
°p

AFLANADO BATIDO

TEMPERATURA:

PRUEBAS
REOLOGICAS
(VISCOSIDAD)
ENVASADO PRUEBAS
QUIMICAS
PRUEBAS
MICROBIOLOGICAS

ENVASADO

Figura 10: Diagrama de Flujo elaboracién de yogur.

1. Control de calidad materia prima: Segin NTE INEN 09:2012 donde se
midieron caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas para determinar si
la leche cumple los requisitos necesarios para el proceso fermentativo, térmico

y la estabilidad proteica.
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Pasteurizacion. Se realiz6 72°C por 15segundos.

Hidrdlisis de la lactosa. Se aplicd el mejor disefio experimental escogido en
este trabajo con las variables: temperatura, dosis de lactasa y tiempo de

reaccion.

Dosificacion de aditivos: Se procedi6 a preparar los insumos de acuerdo a la
base prebiodtica propuesta para este producto utilizando un FOS (Fructo

oligosacarido), inulina (0,3 %) y citrato de sodio (0,2 %).

Incremento de temperatura a 40°C: Se precalentd la leche a esta temperatura
para facilitar la adicion de: estabilizante (0,2 %), inulina (0.4%), azUcar (2%),
leche en polvo 1% y TariK7 (fosfato) en un 00.7%.

Homogenizacion a 60°C - 823kPa: Para estabilizar la materia grasa.

Tratamiento térmico a 85°C por 30 minutos o 90°C por 5 minutos.

Enfriamiento a la temperatura de 40°C: Para realizar la inoculacion con el

cultivo mezcla de las cepas LAB.

Dosificacion del cultivo de mezcla de las cepas LAB seleccionadas. se

inocul6 entre 1 'y 3% de cultivo y se incub6 a temperatura de 38 + 1°C.

Dividir la produccién: Para leche fermentada aflanada (se envaso en envases
de 300mL) y realizo la fermentacion en situ, el resto de la leche se fermento en

tanque y se produjo un producto batido.
Fermentacion hasta pH 5,1 0 60 °D.
Bajar la temperatura hasta 4°C. Para poder realizar la segunda fermentacion

0 la post fermentacion donde se consiguid la formacion del coagulo y los

aromas deseados por un tiempo minimo de 12 horas.



Pacheco Vanegas 41

13. Rompimiento del coagulo. La produccion que se encontraba en tanque se la
rompié el codgulo mediante una bomba positiva al tanque de envase

semiautomatico, el producto fue envasado en envases de 250ml.

14. Conservacion del producto: El productos se almaceno en camara de

refrigeracion de 2 a 4°C

15. Control de calidad de producto terminado: Se midieron las caracteristicas
fisico-quimicas y microbioldgicas de acuerdo a la NTE INEN 2395:2011. (Ver

anexo b5).

Los productos obtenidos en esta produccion fueron sometidos a evaluacion durante el

almacenamiento tal como se describio en el experimento 4.

2.5 Evaluacién del costo de produccién por unidad

Se evaluara el costo por ABC (costos basados en actividades) teniendo en cuenta los
insumos. La lista de los costos unitarios de las materias primas e insumos se presenta
en la Tabla 4.

Tabla 4: Costos unitarios de materias primas e insumos

Materias primas e Unidad Costo(USD)
Insumos

Leche Kg 0,5

Carreagenato Kg 2

Citrato de sodio Kg 1,5

Inulina Kg 4

Fermento Mix Kg 2,5

probidtico
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Desarrollo del Disefio Experimental
3.1.1 Sustrato 1
En el sustrato 1 se realizé un tratamiento térmico a 85°C por 30 minutos, los

experimentos se realizaron de acuerdo a la tablal.
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Tabla 5: Matriz del modelo Box-Behnken etapa de hidrdlisis
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Tabla 6: Coeficientes de las variables en la etapa de hidrdlisis.

PROBABILIDAD

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

15 20

Factores Coeficientes Probabilidades
b123 1,26875 0,05
b3 1,29166667 0,15
b13 1,87 0,25
b23 2,07 0,35
b33 2,56611111 0,45
b12 2,7825 0,55
b2 3,22277778 0,65
b22 4,54055556 0,75
bl 477111111 0,85
b1l 18,3511111 0,95
10
COEFICIENTE

Figura 11: Half- Normal Plot coeficientes de las variables.

Tabla 7: Valores experimentales para el disefio de maxima pendiente

) o Nueva Nuevo
Variable Escalado Coeficiente K V. real
Var. Esc.
X1 0 477111111 X1~ 2,3855556 38,0915556
X2 0 3,22277778 0,5 X2" 1,6113889 1,93554444
X3 -1 1,29166667 X3 1,6458333 0,50645833
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3.1.2 Sustrato 2
En el sustrato 2 se realizd un tratamiento térmico de 90°C por 5 minutos, los

experimentos se realizaron de acuerdo a la tablal.
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Tabla 8: Matriz del modelo Box-Behnken etapa de hidrolisis
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Tabla 9: Coeficientes de las variables en la etapa de hidrolisis.

PROBABILIDAD

Figura 12: Half- Normal Plot coeficientes de las variables.

Factores Coeficientes Probabilidades

b12  -3,87582821 0,05
b123  -2,27729401 0,15
b13  -2,01410854 0,25
b3 -1,89940673 0,35
b23  -0,65503017 0,45
b2 0,15566231 0,55
b22 1,22210323 0,65
b33 1,38348039 0,75
b1l 8,22123762 0,85
b1l 12,030159 0,95
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
g3
0,2
0,1
0
-2 0 2 4
COEFICIENTE
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10 12 14

Tabla 10: Valores experimentales para el disefio de maxima pendiente

Nueva Nuevo
Variable Escalado Coeficiente K V. real
Var. Esc.
X1 1 8,22123762 X1~ 3,1106188 50,2557314
)V -1 0,15566231 0,5 X2 1,0778312 1,00167778
X3 -1 1,89940673 X3 1,9497034 0,49904466
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3.2. Hidrdlisis de lactosa
3.2.1 Sustrato 1: 85°C por 30 minutos.

El sustrato 1 fue tratado térmicamente a una temperatura de 85°C por 30 minutos. Para
realizar las pruebas de hidrolisis a temperaturas de 30, 40 y 50°C, basados en el disefio
experimental de respuesta de superficie por determinados tiempos, los resultados se

encuentran en las tablas 11-12-13.

En los figura 13-14-15 se determinan la cantidad de hidrdlisis con respecto al tiempo,
para ello se trabaj6 a diferentes temperaturas.

Tabla 11: Hidrdlisis de lactosa a temperatura de 30°C.

) Dosis
Tiempo en Punto Punto .
30 C de o o Y Hidrolisis
horas Crioscopico Crioscopico
lactasa
H (mL/L) °C °H °H*1000 %
0,5 1 -0,8047  0,8047 0,7847 784,700 71,43
1,25 1 -0,8680  0,8680 0,8480 848,000 83,33
2 1 -0,8467  0,8467 0,8267 826,700 75,76
0,5 2 -0,8885  0,8885 0,8685 868,500 47,44
1,25 2 -0,8887  0,8887 0,8687 868,700 70,42
2 2 -0,8814  0,8814 0,8614 861,400 69,25
0,5 3 -0,8882  0,8882 0,8682 868,200 66,49
1,25 3 -0,9164  0,9164 0,8964 896,400 75,53
2 3 -0,9310  0,9310 0,9110 911,000 69,64
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75,76
71,43 75,53 '
" 70 66,49 70,42 e35¢
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0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
TIEMPO EN HORAS
Figura 13: Porcentaje de hidrdlisis de lactosa a 30°C.
Tabla 12: Hidrdlisis de lactosa a temperatura a 40°C.
Tiempo Dosis de Punto Punto o
40 C . . Y Hidrolisis
en horas lactasa Crioscopico Crioscépico
H (mL/L) °C °H °H*1000 %
0,5 1 -1,0937 1,0937 1,0737 1073,7 83,33
1,25 -1,0955 1,0955 1,0755 1075,5 95,06

2
0,5
1,25

-1,0986 1,0986 1,0786 1078,6 96,53
-1,2260 1,2260 1,2060 1206,0 99,21
-1,2328 1,2328 1,2128 1212,8 83,89
-1,2416 1,2416 1,2216 1221,6 72,25
-1,3932 1,3932 1,3732 1373,2 73,31
-1,3609 1,3609 1,3409 1340,9 73,75
-1,3856 1,3856 1,3656 1365,6 74,18

0,5
1,25

N
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Figura 14: Porcentaje de hidrolisis de lactosa a 40°C.

Tabla 13: Hidrdlisis de lactosa a temperatura a 50°C.

Tiempo Dosis de Punto o
50°C . °H Y Hidralisis
en horas lactasa Crioscopico

H (mL/L) °C OH*1000 %
05 1 -1,0595 10595 1,0395 1039,5 55,56
1,25 1 -1,0722  1,0722 1,0522 10522 60,53
2 1 -1,0551 10551 1,0351 10351 62,50
05 2 12525  1,2525 12325 12325 56,32
1,25 2 -1,2031  1,2031 1,1831 1183,1 53,76
2 2 -1,2523  1,2523 12323 12323 61,12
05 3 -1,3320  1,3320 1,3120 13120 68,49
1,25 3 -1,3435 13435 1,3235 13235 60,53
2 3 -1,3690  1,3690 1,3490 13490 64,10
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Figura 15: Porcentaje de hidrolisis de lactosa a 50°C.

3.2.1.1 Resumen de datos obtenidos del primer sustrato (85°C por 30 minutos)

El tiempo de reaccion de la enzima Ha Lactase 5200 (g-Galactosidasa), es un factor
constante, ya que no es una variable, los resultados de la reaccién enzimatica se dan
en la tabla 14. Los valores de tiempo, dosis y temperatura fueron optimizados para el
mayor porcentaje de hidrolisis en este caso 99.21%, y se obtuvieron los siguientes

valores.

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

resultados del % de hidrolisis en el primer sustrato.

) ] Hidrolisis
Tiempo Temperatura pB-Galactosidasa
alcanzada
h °C (mL/L) %
1,25 30 1 83,33
0,5 38.09 1.93 99,21
0,5 50 3 68,49

En la tabla 15, se indica los resultados de los contenidos de los azucares presentes en
la leche, asi como también el porcentaje de acido lactico luego de la hidrolisis
enzimatica. Los analisis se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-
155-SCFI1-2003 (Ver Anexo 1).
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Tabla 15: Contenido de lactosa, lactosa residual, glucosa y galactosas producida

luego del proceso de hidrdlisis a las diferentes temperaturas.

) Lactosa
Tiempo Temperatura Lactosa ) Glucosa Galactosa
Residual
H °C (mg) (mg) (mg) (mg)
1,25 30 393,33 78,7 56,6 79
0,5 38.09 468,3 3,7 2,27 4
0,5 50 323,3 148,7 107 15
500
450 468,3
400 398,33
350 3233
300
250
200
150 107
100 566
50 15
. 7,9
1 2,27 2 N 3
30 —e—40 50

Figura 16: Contenido de lactosa, glucosa y galactosa en funcion de la temperatura

3.2.1.2. Interpretacion:

Una vez obtenidos los resultados y analizados los mismos se determind que la muestra

que alcanz6 un mayor porcentaje de hidrolisis (99,21%) fue en la que se realizé un

tratamiento téermico de 38.09°C por un lapso de 0,5 horas y una dosis de lactasa de

1.93ml.
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3.2.2 Sustrato 2: 90°C por 5 minutos

Para la elaboracion de estas pruebas, el sustrato se sometié a una temperatura de 90°C
por 5 minutos, a continuacion se realizaron las diferentes pruebas de hidrolisis a las
temperaturas determinadas. En las tablas 16-17-18 se indica los porcentajes de
hidrolisis de acuerdo a la temperatura y tiempo de exposicién de la enzima
B-Galactosidasa. En las graficas 17-18-19 se muestran el porcentaje de hidrolisis con

respecto al tiempo de incubacion.

Tabla 16: Hidrdlisis de lactosa a temperatura de 30°C.

30°C Tiempo Doss de .Punto- -Punto- Y Hidrolisis
Lactasa CrioscOpico Crioscopico

H (ml/L) °C °H °H*1000 %

0,5 1 -0,9635 0,9635 0,9435 943,50 64,77
1,25 1 -0,9671 0,9671 0,9471 947,10 52,63
2 1 -0,9474 0,9474 0,9274 927.40 57,87
0,5 2 -1,1121 1,1121 1,0921 1092,1 56,43
1,25 2 -1,1360 1,1360 1,1160 1116,0 55,80
2 2 -1,1067 1,1067 1,0867 1086,7 61,73
0,5 3 -1,2738 1,2738 1,2538 1253,8 63,29
1,25 3 -1,2479 1,2479 1,2279 1227,9 65,10
2 3 -1,2528 1,2528 1,2328 1232,8 60,98
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Figura 17: Porcentaje de Hidrolisis de lactosa a 30°C.

Tabla 17: Hidrolisis de Lactosa a temperatura a 40°C

40°C Tiempo Dosis de -Punto Punto- Y Hidrolisis
Lactasa Crioscopico Crioscopico
H (mL/L) °H °H*1000 %
0,5 1 -1,1067  1,1067 1,0867 1086,7 51,02
1,25 2 -0,9838 0,9838  0,9638 0963,8 57,08
2 3 -0,9679  0,9679  0,9479 0947,9 52,08
0,5 1 -1,1003  1,1003  1,0803 1080,3 58,14
1,25 2 -1,1186  1,1186  1,0986 1098,6 52,08
2 3 -1,1096  1,1096  1,0896 1089,6 52,63
0,5 1 -1,5679  1,5679 1,5479 1547,9 60,24
1,25 2 -1,2605  1,2605 1,2405 1240,5 58,55
2 3 -1,2392 1,2392 1,2192 1219,2 62,50
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Figura 18: Porcentaje de Hidrolisis de lactosa a 40°C

Tabla 18: Hidrdlisis de Lactosa a temperatura a 50°C

50°C Tiempo Dosis de -Punto Punto- Y Hidrolisis
Lactasa Crioscopico Crioscopico
H (mL/L) °oC oH (°H*1000) %
0,5 1 -0,9868  0,9868 0,9668 966,80 85,62
1,25 1 -0,9840  0,9840 0,9640 964,00 73,53
2 1 -0,9651  0,9651  0,9451 945,10 84,18
0,5 2 -1,1387 1,1387 1,1187 1118,7 79,87
1,25 2 1,118 1,1180  1,0980 1098,0 84,18
2 2 -1,1380 1,1380 1,1180 1118,0 68,31
0,5 3 -1,2916  1,2916 1,2716 1271,6 78,37
1,25 3 -1,2816  1,2816 1,2616 1261,6 69,25
2 3 -1,2899  1,2899  1,2699 1269,9 63,29
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Figura 19: Porcentaje de Hidrolisis de lactosa a 50°C.

3.2.2.1 Resumen de los datos obtenidos en el segundo sustrato (90°C por 5

minutos)

Al igual que en el primer sustrato y de manera resumida se muestra en la tabla 19 los
resultados obtenidos de porcentaje de hidrolisis en funcion del tiempo, temperatura y
enzima adicionada. Los valores correspondientes a la hidrolisis de 85.62% fueron

optimizados obteniendo los siguientes valores.

Tabla 19: Resumen de tiempo, temperatura; cantidad de enzima utilizada y

resultados del % de hidrolisis en el segundo sustrato.

Tiempo Temperatura p-Galactosidasa Hidrolisis

h oC (mL/L) %

1,25 30°C 3 65,10
2 40°C 3 62,50

0,499 50.2°C 1 85,62

En la tabla 20 y figura 20 a continuacion, se observan los resultados obtenidos de los

analisis de azucares luego de la hidrolisis enzimatica.
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Tabla 20: Contenido de lactosa, lactosa residual, glucosa y galactosas producida

luego del proceso de hidrdlisis a las diferentes temperaturas, en el segundo sustrato.

) Lactosa
Tiempo Temperatura Lactosa ) Glucosa Galactosa
Residual
H °C (mg) (mg) (mg) (mg)
1,25 30 307,3 164,7 118,5 10,9
2 40 295,0 177,0 127,3 24,8
0,499 50.2 404,1 67,9 48,8 6,8
450 404,1
400
350
307,3
300
295
250
200
150 118,5
100 1273
48,8
” 88 o
0 2278
1 2 3
Seriesl Series2 Series3

Figura 20: Contenido de azucares en el segundo sustrato

3.2.2.2 Interpretacion

Como se puede observar la muestra que presenta mejor hidrolisis es la muestra que

fue sometida a temperatura 50.2°C por el tiempo de 0.49 minutos 1 ml de lactasa.
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3.3. Velocidad de Reaccion.

La velocidad de reaccion enzimatica es completamente independiente al tratamiento
térmico previo de pasteurizacion del sustrato, en las tablas 21 y 22 y en las figuras 21
y 22 se muestra la capacidad enzimatica para hidrolizar el sustrato lacteo y se ve

reflejada en la velocidad maxima (Vm) y la constante de Michaelis (Km).

3.3.1 Sustrato 1: 85°C por 30 minutos

Tabla 21: Concentracion de lactosa durante el proceso de hidrolisis de primera

muestra

40°C Tiempo  Lactosa Log

minutos (mg.)
0 944.87 6,85
5 903,22 6,8
10 856,23 6,75
15 796,32 6,68
20 659,78 6,49
25 523,21 6,25
30 468,3 6,14

10,0000
9,0000
8,0000
7,0000
6,0000
5,0000
4,0000
3,0000
2,0000
1,0000
0,0000

y =-0,0249x + 6,9396
R?=0,9268

SUSTRATO

0 5 10 15 20 25 30 35
TIEMPO

Figura 21: Concentracidn de lactosa para el calculo de Km en la primera muestra
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Km=0,0249 Vmax.= 28,7356

3.3.2 Sustrato2: 90°C por 5 minutos

Tabla 22: Concentracion de lactosa durante en el proceso de hidrolisis de la segunda

muestra

10,0000
9,0000
8,0000
7,0000
6,0000
5,0000
4,0000
3,0000
2,0000
1,0000
0,0000

SUSTRATO

50°C  Tiempo Lactosa Log
minutos (mg.)

0 699,25 6,55
5 610,36 6,41
10 589,23 6,37
15 532,22 6,27
20 496,56 6,2
25 425,62 6,05
30 404,1 6

M

y =-0,0181x + 6,5364

R? = 0,9848
15 20 25 30 35
TIEMPO

Figura 22: Concentracion de lactosa para el calculo de Km en la segunda muestra

Km=0,0181 Vméx.= 33,7837
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Km indica la afinidad que posee la enzima por el sustrato, siendo ésta mayor, cuanto

menor es el Km.

Cuanto menor sea la Km menor sera la cantidad de sustrato necesaria para alcanzar la
mitad de la velocidad méxima, por lo que mayor sera la afinidad del enzima hacia ese

sustrato.

La constante de Michaelis-Menten (KM) es un parametro cinético importante por

maultiples razones:

Kwm es la concentracion de sustrato para la cual la velocidad de reaccién es la mitad de
la velocidad méxima. En efecto, si Km = [S], la ecuacién de Michaelis-Menten se
reduce a: v = Vmax/2. El valor de Kv da idea de la afinidad del enzima por el sustrato:
A menor Km, mayor afinidad del enzima por el sustrato, y a mayor Km, menor afinidad.
Este hecho tiene facil explicacion si tenemos en cuenta que Km se define como
(kot+ka/k1), donde las reacciones 2 y 3 destruyen el complejo ES, mientras que la
reaccion 1 lo forma. Asi, si Km es grande, el complejo ES es inestable pues predomina
la tendencia a destruirlo (poca afinidad hacia el sustrato), y si Km es pequefia, el
complejo ES es estable, ya que predomina la tendencia a formarlo (gran afinidad hacia
el sustrato). La Kwm del sustrato natural es menor que la de los sustratos analogos. Si
dos sustratos del mismo enzima tienen distinta Kw, el que presente mayor Kwv tiene
menor afinidad por el enzima, y la reaccion transcurre siempre a menor velocidad que
con el sustrato de menor Ky, salvo a concentraciones saturantes de sustrato, donde la
V = Vmax. L0S valores de Km de muchos enzimas son proximos a los de la concentracion
fisiolégica de sus sustratos, de forma que pequefias variaciones en la [S] pueden

suponer grandes cambios en la velocidad de toda una ruta metabdlica.
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3.4. Mezclas de cepas BAL para elaboracion del cultivo mixto

Las cepas de cultivos puros para la preparacion de las mezclas seran los siguientes: L.
rhamnosus y L. acidophillus de la empresa MICROBIOLOGICS, estas son cepas
ATCC liofilizadas, y B. breve de CHR HANSEN el cual fue asilado de una mezcla de
bacterias del género: Bifidobacterium, Streptococcus, Lactobacillus.

Para incrementar el nimero de bacterias puras para la inoculacion en la leche
estandarizada, sera necesario inocular las cepas en agares especificos de crecimiento

para cada bacteria (Tabla 23).

Tabla 23: Agares utilizados para las pruebas de aislamiento

Bacteria Agar (medio de cultivo)
Bifidobacterium breve Agar — MRS
Anaerobier Agar BREWER
L. acidophilus Agar — Nutrient

BD LBS Agar (Lactobacillus
Selection Agar)
L. rhamnosus Blood Agar Base

Agar — Nutrient

Las cepas se incubaran durante 48 horas a una temperatura de 37 °C para el caso de L.
rhamnosus y L. acidophillus y 40 °C para el Bifidobacterium.

Para el disefio se realizard un disefio de mezclas Simplex Lattice, las restricciones de
las cepas para la mezcla se mantiene el intervalo de 0 a 100 %. El disefio se presenta
en la Tabla 24.
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Tabla 24: Disefio de las mezclas de cepas para el cultivo mixto

Experimento  Bifidum bacterium Lactobacillus Lactobacillus
breve (%) acidophilus (%) rhamnosus (%o)

1 100 0 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 50 50 0

5 50 0 50

6 0 50 50

7 33,33 33,33 33,33

8 16,66 16,66 66,66

9 16,66 66,66 16,66

10 66,66 16,66 16,66

Para la inoculacion de las cepas en leche se tomaran 100 mL de leche descremada con
un 9 % de solidos totales y deslactosada, a la misma se le adicionara 1mL de cultivo
(Rodriguez de San Miguel y col., 2004), de acuerdo al disefio de temperatura de
incubacidn constante 38,5 + 1 °C hasta alcanzar un pH entre 4 y 5 (acidez de 90 °D).
Posteriormente se someteran a refrescamiento y se conservaran a temperatura de 2 a
4°C.

Como variables respuestas se tomaran:
e Tiempo de fermentacion para la acidez de 90 °D
e Viabilidad
e Tolerancia al acido y la bilis
e Produccion de sustancias antimicrobianas
e Inhibicion de patégenos

e Evaluacion sensorial (aroma, sabor, textura, paleatibidad, regusto, aspecto)

Con este experimento se seleccionaran las mejores mezclas de cultivo para ser
utilizadas en la fermentacion de leches deslactosadas.
De los experimentos que se realizaron con el disefio de mezclas para adicionar las

bacterias lacticas y elaborar yogurt, se realizaron determinaciones del REP por
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duplicado de los experimentos seleccionados por el panel de catacion, los cuales

fueron los experimentos 5 y 10. Ver tabla 25.

Tabla 25: Recuento de cepas LAB en agar MRS

Muestra REP
Experimento  UFC/g
5 6,6
10 6,84

Después de haber sembrado las muestras en el agar MRS, se realizo el conteo de
microorganismos especificos (género: Lactobacillos), y se obtuvieron resultados
favorables (tabla 26) que indican la viabilidad para que este producto sea considerado
como probidtico, puesto que cumple con la normativa ecuatoriana para leches

fermentadas (Ver Anexo 5).

3.5. Pruebas de determinacion de capacidad probidtica
3.5.1. Tolerancia al acido

Los anélisis se realizaron también en los experimentos de mezclas puras ya que es
necesario evaluar su accién probiotica de forma individual o si para su efecto necesitan
asociacion. De acuerdo a lo expuesto se realizaron pruebas con acido clorhidrico a

diferentes pHs con una exposicion de 2 horas y con concentraciones logaritmicas de:

Tabla 26: Recuento en placa de los cultivos base

Cuantificacién del STARTER / Cultivo

Base
Experimento UFC/mL
1 7x10°
2 2x108
3 3x108
5 1x10’

10 2x107
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Se realizaron 4 repeticiones: en las tres primeras pruebas se construyo estandares de
McFarland 5, 9 y 10 con un equivalente en logaritmos de 108-10° pero no hubo
supervivencia luego de realizar una siembra en agar PCA por 48 horas a 37 °C, por lo
cual se decidio agregar al estandar 10, inulina un agente prebidtico en un porcentaje

de 0,5 %, con lo cual existio supervivencia:

e ENnHCI, pH 3 existe una supervivencia de bacterias en logaritmos de 10 " ufc/ml

de todos los experimentos.
e En HCI pH 2,5 los experimentos 1y 2 sobreviven en logaritmos de 10 &, en el

experimento 3 no hubo supervivencia y en los experimentos 5 y 10 la

supervivencia fue en logaritmos de 10 7.

e En HCI, pH 2 no hubo supervivencia de bacterias en ninguno de los

experimentos.

Tabla 27: Tolerancia a diferentes concentraciones de acido clorhidrico

Tolerancia al acido

Experimentos pH
3 2,5 2
Recuento en placa

Mezclas puras

3x107 | 1x10° 0
2x107 | 3x10°
2x107 0 0
Mezcla binaria

5 4x107 | 2x10° 0
Mezcla ternaria

10 2x107 1x107 0
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Figura 23: Representacidon grafica de la tolerancia al &cido clorhidrico 6M

3.5.2 Tolerancia a la bilis

Para este analisis también se tomaron en cuenta los experimentos de mezclas puras

con una exposicion de 2 horas:

Las bacterias no fueron resistentes en concentraciones de bilis al 3 por ciento en los
experimentos 1,2 y 3, mientras que en el 5 y 10 resistieron en logaritmos de 107; en
concentraciones de 2 por ciento de bilis las mezclas puras 1,2 y 3 resistieron en

logaritmos de 10 8, 5y 10 en log de 10°.



Tabla 28: Tolerancia a la bilis 2 porcentajes
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Tolerancia a la bilis

Experimentos

Bilis porcentaje

0,3% 0,2%
Recuento en
placa
Mezclas puras
1 0 8x108
2 0 2x108
3 0 1x108
Mezcla binaria
5 2x107 7x107
Mezcla ternaria
10 4x107 9x10°
Tolerancia a la bilis
é m3% 2%
_ s g & § ¢
°© - ° ol " em o mm

Experimentol Experimento 2

Experimento 3

Experimento 5

Figura 24: Representacion grafica de la tolerancia a la bilis

3.5.3. Determinacién Antipatdgena.

Experimento 10

Se determino que los halos de inhibicion de las mezclas de bacterias estaban en el

orden de los 17 mm en las mezclas de bacterias BAL sobre Stapylococcus aureus y E.

coli, no siendo efectivos contra Salmonella, lo cual demuestra que debido a las

bacteriocinas que producen las BAL, inhiben el crecimiento de patdgenos in vitro.



Tabla 29: Halos de inhibicidn de la actividad antipatogena
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Bacterias beneficiosas

Actividad antipatdgena tamafio de halos de inhibicion
Bacterias patdgenas
Experimentos Mezclas puras
E. coli Salmonella S. aureus
Experimento 1 12,6mm 12,3mm 11mm
Experimento 2 11,3mm 11,3mm 10,3mm
Experimento 3 11,3mm 12, 7mm 10,7mm
Mezcla binaria
Experimento 5 14,3mm 13,7mm 13,7mm
Mezcla ternaria
Experimento 10 12,3mm 13,3mm 12mm

Se determin0 la actividad bactericida de las mezclas frente a 3 bacterias patogenas: E.

coli, Salmonella spp y S. aureus; ademas de evaluar las mezclas seleccionadas se

tomaron en cuenta las mezclas puras con el afan de hacer una comparacion entre su

actividad individual y en conjunto (interaccion).

Con respecto a la inhibicion de las mezclas frente a E. coli. el experimento 5 presento

un halo superior al resto de experimentos 14,3mm de diametro, los experimentos 1 y

10 presentaron un halo de 12,6mm y 12,3mm respectivamente.

La inhibicién frente a Salmonella spp el experimento 5 presento un halo superior al

resto 13,7mm, seguido del experimento 10 con 13,3mm.

Y frente a S. aureus el experimento 5 igualmente dio un didmetro de 13,7mm siendo

de igual forma superior a los demas experimentos.
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En todos los casos las mezclas dan resultados superiores a las puras lo que da entender

que su actividad en interaccion es mas eficiente que su accion individual.

Tabla 30: Tamafo de Halos

Staphulococcus aureus ATCC 36862

Tamafio
de halos
Bifidobacterium 10mm
L. acidophilus 15mm
L. rhamnosus 17mm
Mezcla de los tres microorganismos 25mm
Escherichia coli ATCC 10536
Tamano
de halos
Bifidobacterium 8mm
L. acidophilus 8mm
L. rhamnosus 15mm
Mezcla de los tres microorganismos 22mm
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Tamano
de halos
Bifidobacterium 4mm
L. acidophilus 4mm
L. rhamnosus 4mm
Mezcla de los tres microorganismos 4mm
Halos de inhibicién
antipatégeno
RS ™
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Figura 25: Halos de inhibicién antipatogeno
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Las leches fermentadas se colocaron en una incubadora (marca Memmert) a 38,5 £
1°C el tiempo fue determinado por el alcance de la acidez de 60°D detectado en forma
automatica. Luego del proceso de fermentacion se tomO una muestra de cada

experimento y se realizé un conteo en placa (REP).

Para la evaluacion sensorial se utilizé una prueba de satisfaccion aplicando una escala
hedonica de 4 a 1 (4 el mayor grado y 1 el mas bajo), los atributos sensoriales
evaluados fueron los siguientes: aspecto, olor, sabor y consistencia. El grupo evaluador

estuvo formado por 30 jueces semi entrenados.

Tabla 31: Resultados de la prueba de evaluacion sensorial

Puntuacion de los atributos sensoriales
NUmero de

experimento Aspecto Olor Sabor  Consistencia Aceptacion

w

O©oo~NOoO oL, WwN -
AP OLOOWWWPRAWNW
AP OLOWWWWWNDNDN
AP OLOLWWWPRAWDNDNDN
AP OLOOWWWPEADNDNDNDN
AP OLOWWWPEAWDNDNDN

[ =Y
o

De los experimentos seleccionados, se obtuvo una curva de crecimiento bacteriano
mediante el recuento de microorganismos presentes cada 0,5 h durante la fermentacién

y posfermentacion.
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Figura 26: Curvas de crecimiento de las bacterias lacticas de los experimentos

seleccionados.

Con estos resultados se concluye que de las mezclas disefiadas la que mejor
comportamiento presento para su utilizacion en la elaboracion de leches fermentadas
fue la compuesta por Bifidobacterium breve (66,66 %), Lactobacillus acidophilus
(16,66 %) y Lactobacillus rhamnosus (16,66 %) (Experimento 10). Esta mezcla se
probd en la leche con la hidrolisis 6ptima de acuerdo al disefio experimental Box
Benkhen (38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas).

3.6 Identificacion de bacterias beneficiosas en el microscopio

Lb. Acidophilus y Lb. rhamnosus: células en forma de bastoncillos o varas a menudo

agrupadas en cadenas

Figura 27: células de Lb. acidophilus vistas al microscopio
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Bifidobactrium: células caracteristicas por su gran variedad de formas (pleomorficos)

Figura 28: Células de Bifidobactrium vistas en el microscopio

Figura 29: Células de Lb. rhamnosus vistas en el microscopio

3.6.1 Interpretacion

Después de haber sembrado las muestras en el agar MRS, se realiz6 el conteo de
microorganismo especificos (género: Lactobacillos), y se obtuvieron resultados
favorables que indican la viabilidad para que este producto sea considerado como
probidtico, puesto que cumple con la normativa ecuatoriana para leches fermentadas.

3.7 Curva de Acidificacion.

En los productos obtenidos de los experimentos optimizados 2 (50.2°C, 1ml,
0.499horas) y 5(38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas), se realizaron analisis de acidez,
para determinar el tiempo de vida Gtil. Comercialmente un yogurt tiene una vida de
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estante de 30 dias, tiempo en el cual se asume que existen cambios considerables como
el aumento de acidez, en el caso de los experimentos 2 y 5, la acidez se mantuvo
constante desde la dia 8 hasta la semana 5, que se encontrd en 104°D. De acuerdo a
Serras, et al. (2008), la actividad de las bacterias acido lacticas que estan presentes en
el yogurt es muy baja a temperaturas de refrigeracion, pero adn siguen vivas y
contintan transformando la lactosa en acido lactico, lo que provoca una disminucién
del pH y un aumento de la acidez (se estima que tras unas 4-7 semanas, el aumento de
la acidez es del orden del 0,2%). Sin embargo, en el producto elaborado en los
experimentos, debido a que el sustrato contiene muy poca lactosa debido a la hidrdlisis
previa, no se da la produccién de acido lactico en este tiempo, debido a que se forma
en minimas cantidades que no afectan al producto en la vida de anaquel y que podria
llegar a ser consumido por més tiempo. En la tabla 29 se muestran los promedios de
grados de acidez para los dos experimentos en el tiempo y en la figura 32 se observa

la curva de acidez que se mantiene constante a 104°D.

Tabla 32: Grados Dornic (Acidez titulable) de los experimentos 2 y 5

Tiempo Acidez (°D)

0 horas 17
1,5 horas 60
48 horas 76
96 horas 80
Semana 1 100
Semana 2 104
Semana 3 104
Semana 4 104

Semana 5 104
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ACIDIFICACION VS TIEMPO
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Figura 30: Curva de acidificacion en funcion del tiempo de almacenamiento

3.7.1 Interpretacion:

Se realiz0 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, basdndose en NTE INEN 2395:2011 (Ver Anexo 5).

3.8 Andlisis sensorial

Luego de haber escogido las mejores mezclas de las bacterias (experimento 10), y los
experimentos de hidrolisis optimizados 2 (50.2°C, 1ml, 0.499horas) y 5(38,09°C,
1.93ml lactasa y 0.5 horas), se realiz6 una fermentacion, obteniendo productos a los

cuales se les realizo los respectivos pruebas sensoriales.

Figura 31: Cataciones. (a) Evaluacion del catador. (b) Muestras de catacion.
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Se utilizé un panel semientrenado, y se evaluaron los productos 2 y 5 las 5 semanas
que duro el estudio. En las tablas 34-35-36 y las figuras 32-33-34 se muestran los

promedios de las cataciones para los dos experimentos.

Tabla 33: Nomenclatura de las fichas de cata

NOMENCLATURA
1 MALO

2 REGULAR

3 BUENO

4 MUY BUENO

Tabla 34: Resultados obtenidos de la ficha de catacion en relacion al aspecto visual.

Muy
bueno Bueno Regular  Malo
Homogéneo 25 5 0 0
Fluido 25 5 0 0
Presenta Sinéresis 28 2 0 0
VISUAL
Malo
Regular
Bueno pmwmm

Muy bueno e ——
0 5 10 15 20 25 30

Presenta Sinéresis ®Fluido = Homogéneo

Figura 32 Estadisticas resultantes del aspecto visual obtenidos en la ficha de catacion
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Tabla 35: Resultados obtenidos de la ficha de catacién en relacién al sentido del

olfato
Muy
Bueno Regular Malo
bueno
Agradable 27 3 0 0
Propio 30 0 0 0
Frutal 20 10 0 0
Acido 26 4 0 0

OLFATIVO

Malo
Regular

Bueno

Muy bueno

0 10 20 30 40
m Acido = Frutal mPropio m Agradable

Figura 33 Estadisticas resultantes obtenidos por catacion por el sentido del olfato.

Tabla 36: Resultados obtenidos de la ficha de catacidn en relacion al sabor

Muy
Bueno Regular Malo
bueno

Dulce 26 4 0 0
Acido 25 3 2 0
Amargo 30 0 0 0
Salado 22 7 1 0
Picante 30 0 0 0
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SABOR
Picante
Salado  m—
Amargo
Acido
Dulce g ——

o

10 20 30 40

®m Malo = Regular mBueno ® Muy bueno

Figura 34: Estadisticas resultantes de la ficha de catacion para el sabor.

3.8.1 Interpretacion

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.

3.9 La vida util sensorial

Para la determinacién de la vida util de nuestros productos (experimentos 2 y 5), se
utilizé la cdmara climatizada marca Binder (Alemania), la cual fue usada a diferentes

tiempos y temperaturas, obteniendo los resultados que se presentan en la tabla 37 y 38.



Tabla 37: Resultados obtenidos experimento 2 a 4°C.
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EXPERIMENTO 2
4°C
. E. coli,
Dias pH Acidez Igggﬂsrgs Coliformes
totales
1 51 60 0 0
3 49 76 0 0
5 4,79 80 0 0
8 4,52 98 0 0
10 4,44 100 0 0
12 4,48 102 0 0
15 4,47 102 0 0
17 4,46 104 0 0
19 4,43 104 0 0
22 4,41 104 0 0
24 4,38 104 0 0
26 4,35 104 0 0
29 4,34 104 0 0
31 4,33 104 0 0
33 4,33 104 0 0
36 4,33 104 600 0
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Tabla 38: Resultados obtenidos experimento 5 a 4°C.

EXPERIMENTO 5
4°C
. E. coli,
Dlas4 pH Acidez IMOhOS y Coliformes
evaduras
totales
1 5,1 60 0 0
3 4,77 88 0 0
5 4,74 87 0 0
8 4,69 86 0 0
10 4,63 86 0 0
12 4,58 89 0 0
15 4,56 100 0 0
17 4,55 104 0 0
19 4,54 104 0 0
22 4,53 96 0 0
24 4,52 96 0 0
26 4,35 104 0 0
29 4,35 104 0 0
31 4,35 104 0 0
33 4,35 104 0 0
36 4,35 104 600 0

Para la determinacion de la vida util se utilizd el programa STATGRAPHICS
centurién XV, en el cual se utilizé el analisis de Weibull que se utiliza cominmente
para analizar datos que representan tiempos de vida o tiempos de fallo.

Para realizar este analisis solo es necesario definir 2 variables el tiempo en el que se
midié cada muestra, es decir n tiempos observados (datos) y otra los censurados de
ceros y unos. El valor 0 indica el tiempo de fallo de la unidad muestreada y 1 si la

muestra esta censurada es decir que no existe ningun fallo.

3.9.1 Analisis Weibull en el experimento 2.

En la tabla 39 se muestra los resultados de las pruebas de bondad de ajuste realizadas
para determinar si el tiempo de fallos puede modelar adecuadamente con una
distribucion de Weibull. Se observa que el valor de P es mayor o igual a 0.05 por lo

tanto se ajusta a la distribucion de Weibull.
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Tabla 39: Pruebas de Bondad-de-Ajuste para TIEMPO Prueba de Kolmogorov-

Smirnov

Weibull

DMAS 0,101099
DMENOS  0,187922
DN 0,187922
Valor-P 0,368294

En la tabla 40 se calcularon las reas de cola para la distribucion de Weibull ajustada.
Se calculé éreas de colas hasta para 5 valores criticos, la salida indica que la

probabilidad de obtener un valor menor o igual a 31,0 es 0,00288315.

Tabla 40: Areas de Cola para TIEMPO

X Area Cola Area Cola
Inferior (<) Superior (>)

31,0 0,00288315 0,997117

40,0 0,651547 0,348453

En la tabla 41 se calcul6 los valores criticos para las distribuciones. La salida indica
que el valor de la distribucion Weibull ajustada abajo del cual se podria encontrar un
area igual a 0,01 es 32,7162, es decir que nuestro producto tendria 32.71 dias de vida
atil.

Tabla 41: Valores Criticos para TIEMPO

X Area Cola Area Cola
Inferior (<) Superior (>)
32,7162 0,01 0,99
36,2116 0,1 0,9
39,2819 0,5 0,5
41,373 0,9 0,1

42,6306 0,99 0,01
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Figura 35: Distribucion de Weibull acumulada.
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Figura 36: Funcion de densidad de la distribucion de Weibull estimada.
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Figura 37: Distribucion de Weibull ajustada

En la figura 38 se muestra el ajuste de los datos de tiempo de fallo a la funcion de
densidad de probabilidad de Weibull, como puede apreciarse los datos muestran un

buen ajuste a la distribucion de probabilidad asumida.
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Figura 38: Ajuste de datos a la funcion de distribucion de Weibull.
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Figura 39: Probabilidad de supervivencia.

3.9.2 Analisis Weibull en el experimento 5.

En las tabla 42 se muestra los resultados de las pruebas de bondad de ajuste realizadas
para determinar si el tiempo de fallos puede modelar adecuadamente con una
distribucion de Weibull. Se observa que el valor de P es mayor o igual a 0.05 por lo

tanto se ajusta a la distribucion de Weibull.

Tabla 42: Pruebas de Bondad-de-Ajuste para TIEMPO Prueba de Kolmogorov-

Smirnov.

Weibull
DMAS 0,14
DMENOS 0,188683
DN 0,188683

Valor-P 0,390299




Pacheco Vanegas 82

En la tabla 43 se calcularon las areas de cola para la distribucion de Weibull ajustada.
Se calculd areas de colas hasta para 5 valores criticos, la salida indica que la
probabilidad de obtener un valor menor o igual a 33,0 es 0,00336944.

Tabla 43: Areas de Cola para TIEMPO

X Area Cola Area Cola
Inferior (<) Superior (>)
33,0 0,00336944 0,996631
43,0 0,86 0,14

En la tabla 44 se calcul6 los valores criticos para las distribuciones. La salida indica
que el valor de la distribucion Weibull ajustada abajo del cual se podria encontrar un
area igual a 0,01 es 34,5314, es decir que nuestro producto tendria 34.51 dias de vida

atil.

Tabla 44: Valores Criticos para TIEMPO

X Area Cola Area Cola
Inferior (<) Superior (>)
34,5314 0,01 0,99
38,0746 0,1 0,9
41,1762 0,5 0,5
43,2833 0,9 0,1

44,5486 0,99 0,01
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Figura 40: Distribucion de Weibull ajustada.
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Figura 41: Distribucién de Weibull densidad vs tiempo.
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Figura 42: Distribucion de Weibull tiempo vs probabilidad acumulada.

En la figura 43 se muestra el ajuste de los datos de tiempo de fallo a la funcion de
densidad de probabilidad de Weibull, como puede apreciarse los datos muestran un

buen ajuste a la distribucion de probabilidad asumida.
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Figura 43: Grafica de Weibull porcentaje acumulado vs tiempo.

3.9.3 Interpretacion:

Luego de realizar el estudio de vida atil de los yogures podemos observar que se
calculd los valores criticos para las distribuciones. La salida indica de la muestra 2
posee el valor de la distribucion Weibull ajustada abajo del cual se podria encontrar
un area igual a 0,01 es de 32,7162 dias, mientras que la muestra 5 actda de una forma

parecida, sin embargo el valor es de 34,5314 dias, siendo este la mejor muestra.

3.10 Analisis Reoldgicos

Para realizar los andlisis reoldgicos de las muestras de yogures, se utilizé un
viscosimetro Evo Expert de la marca Fungilab, al cual se le adapto un APM
(Small Sample Adapter) para realizar el trabajo, los datos obtenidos los encontramos
en el software Fungilab Data Boss, los mismos que fueron exportados a Excel y

finalmente se obtuvieron los datos de las figuras 44-45-46.

3.10.1 Experimento 2

De acuerdo a la figura 7 se puede observar que el producto descrito en la figura 43
tiene un comportamiento plastico ya que se caracteriza por producir una cierta cantidad
de energia, cuando estos materiales son sometidos a esfuerzos menores que cierto valor

umbral; mientras que con un esfuerzo superior al umbral se deforman continuamente
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como un fluido, siendo el esfuerzo una funcion, lineal o no, de la velocidad de
deformacion.

18000

16000 ”0,
S

14000
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10000 M
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Viscosidad

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Gradiente de velocidad de cizalla

Figura 44: Relacion de la Viscosidad con el gradiente de velocidad de cizalla.

3.10.2 Experimento 5

La figura 45 de la misma forma se la puede observar que tiene un comportamiento

plastico, para esto se realiz6 la comparacion de las curvas de la figura 7, en la que se
observa las curvas de la viscosidad.

25000 k
20000 ‘0’
®s.
£ 15000 e ose
ok O
2 10000
>
5000
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Gradiente de velocidad de cizalla

Figura 45: Relacion de la Viscosidad con el gradiente de velocidad de cizalla.
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3.10.3 Experimento Yogurt batido

En la figura 46 se puede observar que este tipo de producto corresponde a un producto
pseudoplastico, el cual se caracteriza por que se ve reducida su viscosidad al aumentar
la velocidad de deformacidn. Para la determinacion de este producto se hizo el estudio

de comparacion con las curvas de la figura 7.
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Gradiente de velocidad de cizalla

Figura 46: Relacion de la Viscosidad con el gradiente de velocidad de cizalla.

3.11 Punto de Equilibrio de Produccion Piloto.

Para la elaboracién de la formulacion estdndar por unidad, se hizo el célculo para
100lts.

FORMULACIONESTANDARPORANIDAD

INSUMO PORCENTAJE PESOXKg
LECHE 99,32 100
CARRAGENATO 0,15 0,15
CITRATO®@EBODIO 0,2 0,2
INULINA 03 03
FERMENTOEMIXEPROBIOTICO 0,03 0,03



VOLUMENRPREPARAR 100

COSTODERPRODUCCIONEPORENIDADDERPORA.000g
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COSTORMATERIAZ| COSTOZOTALZ
INSUMO UNIDAD CANTIDAD oRAg 50
LECHE Kg 100 0,5 50
CARRAGENATO Kg 0,15 2 03
CITRATODEBODIO Kg 0,2 15 03
INULINA Kg 03 4 12
FERMENTORMIX®PROBIOTICO Kg 0,03 25 0,75
ENVASERETAPA U 100 04 40,00
COSTOTTOTALAPRIMOE 92,55
UNIDADES®RODUCIDAS 110
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3.12 Punto de Equilibrio de Produccion Piloto.

PUNTO EQUILIBRIO

DATOS CONTABLES
Gastos Fijos $5.000,00

PUNTO DE EQUILIBRIO
PE EN UNIDADES 4311 <« Punto de Equilibrio en nimero de unidades vendidas (o de ventas efectuadas).
PE TOTAL DE FACTURACION $8.622,00 <« Punto de Equilibrio en unidades monetarias (facturacion). Promedio dia de envase 332

Punto de Equilibrio ( Punto de Equilibrio

20.000 18000 1

18.000 16000 1

16,000 4 7

S 14000

14.000 s /
A @© 12000
212,000 > /
100 > 100w 8
> 8000 8 8o /
2 6000 9 o0 /
[0} /
54000 o 4001
c c S a
= 2000 = 2000 7 ’

;
T T T T T T T T 0 PO T | 4
1724 2.586 3.448 4310 Urﬁfj@des 6.034 6.897 7.759 8.621 1.724 2586 3.448 4310 U”s!%guugo\% 6.897 7.759 8.621
OCostes Fijos BCostes Totales BlIngresos
===Costes Fijos ==Costes Totales *===Ingresos
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3.13 Discusion.

De acuerdo a las investigaciones previas, se sabe que la lactasa es una enzima que
rompe los enlaces disacaridos de la lactosa produciendo glucosa y galactosa, los cuales
infieren un sabor més dulce a los productos hidrolizados. En los andlisis sensoriales
realizados al producto final, en los dos experimentos optimizados elegidos (2 y 5), se
determind que el 93.3% del panel de degustacion considera al yogurt como dulce, e
igual porcentaje indica que es acido, por lo que fue catalogado como muy bueno. Al
ser un producto hidrolizado, la cantidad de lactosa presente es minima en relacion con
un yogurt en el que no hubo este tratamiento previo, por lo tanto este tipo de alimentos
tienden a tener un tiempo de almacenamiento mas largo, debido a que las rutas
metabdlicas (la glucosa via glucolisis y la galactosa por la ruta de Leloir o la ruta de la
tagatosa — 6 fosfato) utilizada por las bacterias lacticas no provocan una acidez
rapidamente, que es la que produce el deterioro sensorial que no gusta al consumidor.
Otro punto interesante, en este estudio fue determinar microbioldgicamente el
producto se mantiene inocuo hasta mas all& del tiempo de vida util en almacenamiento
a 4°C determinada por la normas técnica ecuatoriana que indica que debe ser no mas
de 30 dias, al no encontrarse microorganismos patdgenos, asi como tampoco hongos
y levaduras. Esto se debe en parte al tratamiento térmico previo.

La enzima utilizada para ese estudio, fue una lactasa producida por fermentacion
sumergida sobre un sustrato vegetal con una cepa seleccionada de la levadura
Kluyveroromyces lactis, que se mantiene condiciones controladas y no esta presente
en el producto final (CHR Hansen, 2009). Se pudo determinar que el mejor tratamiento
de la leche para realizar la hidrdlisis de la lactosa es a una temperatura de 85°C por 30
minutos y luego la adicion de una dosis de 1.93ml de la enzima lactasa a 38.09°C por
0.5 horas de exposicién en el cual se logré una hidrdlisis del 99,21%. La temperatura
Optima de lactasa, esta entre 35 a 45°C, a temperaturas superiores a 50°C la enzima es
desnaturalizada (CHR Hansen, 2009). La enzima Ha-Lactase, la temperatura 6ptima
para llegar a obtener un porcentaje de actividad relativa cercana al 100% es de 50°C.
Asi, en el estudio realizado, se observa que a dicha temperatura se presenta una mejor
actividad, considerando que esta en funcién de la cantidad de lactasa aplicada. Pero
segun el disefio experimental (Tabla 1) y su desarrollo demostré que se podria trabajar

a una temperatura hasta de 50°C si se mantiene la temperatura controlada.
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A las diferentes temperaturas y tiempo de tratamiento se obtuvieron substratos
hidrolizados en buen porcentaje. Ademas el tiempo de hidrolisis es muy extenso y
podria provocar un incremento de la flora de los psicotropos, Ilegando a desnaturalizar
la proteina o desestabilizarla para los futuros procesos fermentativos. Aunque la
enzima a temperaturas de 40°C por 2 horas y 1.25 horas utilizando diferentes dosis se
obtienen una buena cantidad de producto hidrolizado, es muy utilizado a nivel
industrial para procesos no constantes y fluctdan por determinados factores y este
trabajo ha logrado demostrar que es factible de realizarlo en procesos industriales tan
complejos como lo es el del control de las curvas de fermentacion en leches
hidrolizadas fermentadas probidticas.

A un temperatura de 50.2°C por 0.49 horas se obtuvo un hidrolizado de 85.61%, muy
buena opcion pero con el inconveniente de la temperatura, debido a que se producia
un ligero cambio de color por la reaccién no enzimatica de Maillard y también este
tratamiento puede producir también una desnaturalizacion de proteinas. El resto de
tratamientos térmicos previos dieron excelentes resultados en los procesos de
hidrolisis, pero la temperatura excesiva, provocaba la reaccion de oscurecimiento que
se menciono anteriormente, por lo cual fueron descartados luego.

La norma INEN 701:2009 nos indica que para considerar una leche deslactosada esta
debe estar por debajo del 0.7% de lactosa, lo que nos demuestra que el experimento 5
(38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas) es el éptimo y que ademéas cumple con la norma.
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Conclusiones.

Luego de realizar el disefio experimental de respuesta de superficie box
Behnken, se logré obtener la mejor hidrolisis de mas del 99% con las
siguientes caracteristicas: 38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas, valor que se
encuentra dentro de la norma para leches deslactosadas 701:2009, para la
determinacion de la lactosa se tom6 como referencia la norma mexicana (ver

anexol).

En el disefio de mezclas Simplex Lattice, la mejor mezcla fue la del
experimento 10 al tener un mejor crecimiento bacteriano de las cepas
probidticas, dando los mejores atributos en el analisis sensorial para esta
experimentacion, quedando una mezcla de bacterias lacticas: Bifidum
bacterium breve (66.66%), Lactobacillus acidophilu(16.66), Lactobacillus
rhamnosus(16.66).

Para la elaboracion del yogur se trabajo con el experimento de méaxima
respuesta de hidrolisis a 38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas, y el disefio de
mezclas numero 10, y se obtuvo un yogur con caracteristicas sensoriales
aceptadas por el panel de degustacion. Se pudo determinar el tiempo de vida
util para el yogur, mediante el analisis de Weibull obteniendo un periodo de 35
dias aproximadamente, este valor se encuentra por encima de los valores de
un yogur normal que tiene un tiempo de duracién de 30 dias, cabe recalcar que

este tiempo se obtuvo sin haber utilizado ningun preservante.

Se realizo el andlisis de las caracteristicas reologicas (viscosidad) obteniendo
productos con un comportamiento plastico en el caso de los yogures aflanados,
y para el yogur batido se obtuvo un comportamiento pseudopléastico, ya que

pierde fuerza y se vuelve mas fluido.
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Recomendaciones.

De acuerdo a las caracteristicas y los beneficios que brinda este producto a la
salud, se recomienda hacer un estudio profundo para confirmar que es apto
para personas intolerantes a la lactosa, se recomienda continuar con el estudio
a profundidad en cuanto a la reologia del producto, con el fin de mejorar sus

caracteristicas organolépticas.

Se recomienda encontrar un sistema para facilitar la determinacion de la
lactosa, ya que se presentaron complicaciones en la parte experimental, por no

contar con los materiales necesarios.
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ANEXOS

ANEXO 1: NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-155-SCFI-2003
DERMINACION DE REDUCTORES DIRECTOS (LACTOSA).

8.11 Determinacidn de reductores directos (Lactosa)
8.11.1 Fundamento

Las proteinas de la muestra de leche las proleinas, utilizando soluciones de acetalo de zinc y ferrocianuro de
potasio. Se filtra y en el filtrado se delermina la lactosa aprovechando su propledad de ser un azlcar reductor directo

el cual reduce el cobre de sus sales alcalinas mediante una valoracion volumelrica, segun el metodo de Lane y
Eynon.

8.11.2 Reaclivos y materiales
8.11.2.1 Reactivos
Acetalo de zinc
Acido acetico glacial
Ferrocianuro de potasio
Sulfato de cobre pentahidratado
Tiosulfato de sodio
Yoduro de potasio
Tartrato de sodio y potasio
Hidréxido de sodio
Azul de metileno
Lactosa anhidra pura
Acido benzoico

Morma Oficial Mexicana NOM-155-3CF|-2003, Leche, firmula lictea y producto licteo combinado-Denominaciones,
especificaciones fisicoguimicas, informacién comercial y métodos de pruaba.
Publicado en el Diario Oficlal de la Federacion el 12 de septiembre de 2003,

33dedl
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8.11.21.1 Preparadcn de soludones

Soluditn de acetato de zinc. Disohver 21,9 g de aoedalo de zing (Cristaling] y 3 mb de dodo acétioo gladal en
agua y dilur a 100 ml.

Solucitn de fermdanure de polasia. Disoker 10,6 g de femodanuno de potasio en 100 ml de agua destilada.
Salugitn (&) de sulfalo de cobre. Disolver 34,635 g de sulfato de cobre pentahidratado en agus destiada y diluir a
500 ml, wilzando un matraz volumético de 500 m; fikrar a r2vks de papel fitro whatman rimen 4 o equisalente.

Mjustar la solucitn deferminando & confenido de cobee =n una alicuota oon Soswifato de sodio 0,1 W y yodura de
patasio al 20% hasia oibtener 40,0 myg de oobre por cada 28 mL.

Solucitn (8) de tarfrato de sodio y potasio. Disclver 173 g de tariralo de sodio y potasio v 50 g de hidnixido de
sodio en agua y diluir a 800 mL; dear reposar 2 dias y fitrar a fravés de papel fiko whatman ndmeno 4 o equivalente.
Solucitn acuosa de azul de metiena al 0,2%. Disolver 0.2 g de azul de medleno en 100 mL de agua.

Salucitn patrdn de lactosa. Disohver 10 g de laciosa anhidra pura y diluir @ 1 litro con solucdn acuosa al 0,2% de
cido benzoioa.

Titulacikn de [a solucian A-8. Medir con umna pipeta volumética & mL de la solucian & y § mil de la soludén B en
un madraz Erlenmeyer de 500 mL. Agregar 100 mb de agua, unos ouerpos de sbulicidn y calentar en pamila cerrada
a ebulicitn; agregar pooo @ pooo Can una bursta, solucidn paindn de laciosa hasta 3 casl reducdon iotal del cabne.
Adiadir 1 mL de azul de metiena y continuar la Shulacon hasta la desapancion del color azul. Caloular los miligramos
de lactosa que se necesitan para tiular la solucidn A8 Este valor comesponde al facior (F) ded reactive.

B.11.2.2 Materiales
= [Mairaz wolumético de 280 miL.
= [Matraz Erenmeyer de 250 mL

= [Mairaz Erlenmeyer de S00 ml.
= [Pipetas voluméticas de & mL.

= [Pipetas graduadas de § mi

«  Bureta de 80 mL graduada en décimas.

«  Placa calismie.

= HBalanza analitica con s=nsibilidad de 0,1 mg.
£.11.3 Procedimienia

Pezar 10 g a 12 g de muesta homogénea en un vaso de precipitados de 80 mL, rarsferr cuanta®amenie con
200 mL de agua destilada calerte (40°C a 50°C) a un mairae volumético de 280 ml, mezclar y dejar reposar 30
min. Agregar £ miL de a2 soludtn de ferodanuro de polasio y 4 ml de sostato de zing, mezolar. Adorar y filtrar.

Medir con una pipeta volumetica § mL de la solucidn & y § mL de [a solucidn B en un matraz Edenmeyer de 500
mL. Agregar 100 ml de agua, unos cusrpos de ebulicidn y calentar en pamilla cerada a ebullicon; agregar poco a
poca con una bureta, o fitrado oblenido de la muesira, hasta la casi reduccitn total ded cobee. Aftadir 1 mL de azul
de medieno ¥ condinuar |a tiulaciin hasta la desapancidn del color azul,

8.11.4 Caloulos y svpresian de resultados
La conceniracin de laciosa contenida en 2 muesia, expresada en porcentaje, se caloula con la siguienie

fammula:
% die Reducoees direcios en laciosa = 20/ 1[:]]1!'_

dande:

=on los miliiinos gastados de la muesira para tiular la solugdn A + B
=5 = peso de la mussina.

s =l factar del readtiva de Fehling, en gramos de laciosa.

- E

Foimia Ofcial asdeang MOM-155-SCF 12003, Liche, fommida S0 y prodecis | combinado-De nomnaciones,
eEpetificacinet MacoJuimicas, Pirmackin comeroal §mdedss do prasba
Pubiieads n o Disr Oicial o la Fedemcssn o 12 de sephembne de 2000

Mde o
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ANEXO 2: FICHA TECNICA PARA LECHE CRUDA

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

DI = Bodiaiog

NORMA TECHNICA ECUATORIANA NTE INEM S:2012
Quinta revision

LECHE CRUDA. REQUISITOS.

Primera Ed b

RN ML, FEDUREMENTS

Firmi E:diion

OESCAPTORE = Teowmingis de ica slimenior, s 7 poducion icsce, Bes creds, scuinics
AL D -r

OOk 4171354

Ol 3543

S BT AL
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45 Loz limiles mammos de residwos de medicamentos veterinanos para la leche seran los que

delesmine el Codex Alimentano CACMAL 2

f1 Requisitos especificos

L AN

5. REQINSITOS

Aequisios coganoléoiicos (ver nota 1)

8.1.1.1 Color. Debe ser blanco opalesceme o igeramenta amarilanio.

£.1.1.2 Ofor. Debe ser suave, lacted caractanistion, libre de plores exirafos.

£.1.1.3 Aspecio. Debe ser homopénen, libre de malterias endranias.

£.1.2 Hequisios fisioos y guimicos

121 La leche auda, debe cumplr con los requisios fisico-guimicos que Se indican en la tabla 1.

TABLA 1. Bequisiios fisicoguimicos de la leche cruda.

[ REGUETOS DHIDAD . MARE. METOD0 OE EHEAYD |
O bin pal it wisc WTE IEM 11
R15 1,050 1,55
AT 1,058 10a2
Pl praia = (st s - NTE IKEM 12
da masar
Arisiar Wolable soms a0 leten o racesn @13 ¥ MTE IKE®M 15
S sl
Elinion ik a OaasEEE 1.2 - HTE FEN 14
S sl
| STEp— LRy X - E
S sl
Caniteg = (acsn 085 - NTE IKEM 14
ﬂﬂ%!
E::w 558 HE12 MTE IKEM 15
- *H 43,555 <0,530
il i o (et P - NTE IKEM 28
B i)
i e L i el h 3 - NTE INEHIng
[ L] W R SRl B Pl o MG ] 1
akshd] b i it b o volaTeaR i el el oa
i ) P O 75 % o w0 Yy D la e
En_wm:nm#mn
i i wilrTe sl o aleohel et da T %
& TH % iy wduaieid
. Hagalien MTE INEN 1500
%: MTE INEW 1508
1
Hasalive FTEINEN 1500
Maalied MTEINEW 3401
gl e Pacbe oo il PAL {Fling
ug = PAFIL, sl SRS o Lo e ot
s @l CODEX e reasE e
STRE T b ades  SniT
CACRHAL 2 para  rcasaldar  bos
[ Disrsrca snie sl coiescn s dlidoe ioaies. 5 sl conienicdn de prase
™ "Ta™H .1, conde n OEESE
[ fezicable m e iachs o sries de s ks sTinemisnio
[l Comnmryarss: oomalktshids, [ ] dbm, | clasmirma, -]
hemoral: sma: orires, carborao, cindics de modio, phoras
Adaisrarien: Harnae vy o aabrnm, 2] mEn da leche, pranas vepsisise.
T imccitn che s ciw B, 'y o curviced 5e axpres scusniemanis 89 por oee, Y. L aomota " v mo cebech caema”
T i 5 spslios mecaTEnicn velarmnes. aprobuscinn pars Lse S e da ek et e,
C-miniziscicion: por ol ool sl Cocies sobrs: remssioe 38 MSScETETES SIEETLI &0 e Sirenos

MOTA 1.

B SO STGBrilar variatieeii N eilis caratlerisic e an lunsad do bk rais olace clemaiea o aifmenain,

[ sl 10 debien alectar Signilcaivarment s carie il Sansn ks indcals

a2
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£.1.3 Contaminantes. El limite méximo para contaminanies e al que se indica en la tabla 2

TABLA 2 Limites méximo para contaminanies

FAlircroas s Limnite i LW Wloda &b aitidyd
| Pledmis, @gks o IS0NTS &753
Aflaloida b0, g L] B0 14674

1.4 Hequisios microbinidgicos. La leche cruda debe cumplir con oS requisiics especificados en la

tabila 3

TABLA 3. Reguisitos microbicldgicos de la lesche cruda tomada en hato

Aesuisils

Lirrits milsima

i de e

Flirud s S i e
aertities inestibs REP, UFChan?

1,5 2 00

MTE IMEM 153005

Flagusata e etiulis
s A

T.ox i

EOAC - STEIE

82 Requisitos complementarios. El almacenamienia, ervasado yirareparie de ka leche auda debe
realizarss de acuends a o gue sedala el Reglamenio de leche y producios lacteos del Minisiero de

Salud Prablica.

2 Acepiacidn o rechazo. Se acepta el praducio si cumple con los requisilos indicadas en esta
AOMMA, Caso Confranio =a rechara.

6. INEPECCION

E1 Muestreo. El muesines debs realizarss de acusendo con la NTE INEN 4.
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ANEXO 3: FICHA TECNICA DE FERMENTO ABY-3

Description

Application

Packing

Availability

Storage and
shelf life

Instructions
for use

Dosage

FD-DVS ABY-3

Product Information

Thermophilic Lactic Culture.

Defined mixed strain culture containing LA-5™ Loctobacillus ocidophilus, BB-12™
Bifidobacterium, Streptococcus thermophifus and Loctobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. The probiotic strains in this culture have a long history of zafe use.

AEY-3 is supplied in a convenient fresze-dried form.

The culture will produce a fermented milk with high body and medium,/mild flavor and
2 low post-acidification. &EY-3 is ideal for the manufacturing of the following types of
fermented milk products:

= Cup Set

= Stired

« Drinking

Packing size Item number
10 x 50U B498E2

25 X 20au G46052

20 X B0aU S460%1

The following AEY products are available as bothror frozen and freeze-dried DVE:
ABY-1, AEY-2 and AEY-3.

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

stored at -15°C (0°F) or below, the shelf life is at least 24 months. At +5°C (41°F) the
shelf life is at least & weeks.

Remove the cultures from the freezer just prior to use. DO MOT THAW THESE
CULTURES. sanitize the top of the pouch with chlorine. Open the pouch and pour the
freeze-dried granules directly into the pastewrized product using slow agitation.
Agitate the mixture for 10-15 minutes to distribute the culture evenly.

recommended dozage of FO-OVE ABY-3:

ovs inoculation
level Amount of milk to be incculated

1,000 | 50001 | 500 gallons | 1000 gallons
500U 2500 | T0ou 1000U -400U -Ts0U
s00U/&50 gallons
50005000 L 100U 5000 -Z00U —400u
EDQU/ 1320 gallons

The full bensfit of 0.02% inocwlation, on acidification speed, is obtained at a
fermentation temperature of 43°C (10%°F]. To obtain cell counts of BE-1Z and L&-5 as
stated in the "Mutrish techmical brochure®, an inoculation rate of minimum 0.02% must
be applisd.

FO-D%S-AEY-3 Pl EH wsl March J004.doc Mar 20047122
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ANEXO 4: FICHA TECNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA LECHES
LARGA VIDA.

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quila = Ecisadior

NORMA TECNICA ECUATORIANA

NTE INEN 701:2009
Segunda revision

LECHE LARGA VIDA. REQUISITOS.
Primera Edicidn
LOMG LIFE MILE. REOLAREWERNTE.

Firal Exiitin

37503 7] (=0 e e T P gy R Y [ ey T T P —r—mT
AL 35 0404

GO BT i85k

ClLl: 3112

1G5 579000
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HTE INEH M SO0
TABLA 1. Aequisitos fisicos y guimicos de la leche estedlizada de larga vida
CEWIDE SEHE-
RECHASITO% UKIGan ENTERA AL Laa, OESCHEMAD METODO BE

Min i Bin. LT lin. 2 Win ERSAYD
Teia Pl ' '
& P - 1808 1081 160 =] 1,530 1083 MTEMEM 11
& 157G - 1050 1003 1,00 10 1,0 1,54
At el | Wl D, TG LT [RES 18 01 [FE 0, [ R MTEIMEM 13
E sprsimiacte i deh et
[T T T ETi) - =10 =30 B ERE] MTEIMEMN 12
Sieke tolais sy | 11,50 - 230 - | &3 -| MTEIMEM
[T —— Wiskiy | B0 - B30 P T - .
iy Wyeskrg | 55 (LA M) (13 3, [ MTE IMEN 14
Pensiag s g i L] - FL ] - A - NTE IMEM 28
Hmmm'q_ﬁhh " D540 B | 05e0 Agir | %0 | 82 MTE IMEN 18

™ 0,580 SOEAD | 0 5eD A8 | 050 | -0L5E0
P& 2000 - B -] B4 a4 &4 [+ -

Pt o i e A s | - Frataliee =TT Franpla WIE INEH 1 500 |
Pt i Pl 2™ - Pl Heagative Pl HTE INEHW 1 508
P st i b b b - Faiagiakrss Migalin: sy ot HTE IMEH 1 500
Gt il - hiiny ke Migating: i e WTE IMER 1 500
Sy i Lin=had - by s Miggalias Fa alleia HTE INER I 401
Cuarehs ol pridusin My Sl reduseks o iU crikeids S0 lEsaa
Lo o il o s e AT - 14 - 1a - 14 | ADSD 98 05
ol Secie 15 Edde Vel 3
Lol o il o o™t s g i e AT - ['§] - [ - L7 | ADAC 98 05
— 15 Bl Wl 2

F - |

Coraarvirbin: Formaliegs, patods S i
il e ey Oving birina, cartosalog, Fidr
Asfulerankis’ Herirs v alimid oned, So0canes s il o solotiors talnes, colranlas

v Por dilereress el sk ek v SakeE ST asoE.
= Proiba S deniicecin de nasralirntes., NTE MEN 1 500,

= AT ki e (3 DEE
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ANEXO 5: FICHA TECNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA LECHES

FERMENTADAS

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NTE INEN 23985:2011

NORMA TECNICA ECUATORIANA
Segunda revision

LECHES FERMENTADAS. REQUISITOS.

Primera Edicion

FERMENTE MILKE. REDUIREMENTE.

First EdEon

DESCRIPTORES: Tecnoingla oe los almentos, keche iy productos lachoos procesados, kohes formantadas, requisios.
AL 2301440
SO EE7.145

Clu: 2112
C5: a7 0.0
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NTE IMEN Z355 2011-07

3.2 Se parmite &l uso de ofres lesches dierentes & las de vaca, siempre gue en |z ebgueta s declare de
gua mamifero proceds.

33 Las lechas fermentadas, dsban pressntar aspecio homogéneo, &l sabor w olor deben ser
caragteristicos del producto fresco, sin matsras exirafias, de color blenco cremoso U ofro propeo,
rasultante del coler de le fruta o coloramts natural afiadido, de consistencia pastosa; textura sz y
uniforme.

34 A las leches fermentadas pusden agregarse, duranmie &l proceso de fabricacidn, crema
praviemsanie pastsunzada, lechs an poleo, leche evaporada, grasa lEctsa anhidre v proteinas lacteas.

3.3 Los residuos de meadicamentos welermarios y sus metebolitos no debsn supserar los Emites
astablecidos por & Codex Alimentario CACLMAR 2 en su dltima edicidn.

38 Los residuos de plaguicidas, pesticidas y sus metebolitos, no deben superer los limites esiablecidos
por &l Godex Alimentane CACGLMA 1 an su Olime edicign.

37 Se parmite sl wso de witaminas., mnsrales v ofros nutnienies especificos, de acusrdo con o
astablecido an la MTE IMEM 1324-2.

4. REQUISITOS
8.1 Requisitos especificos

8.1.1 A las leches fermentadas podrén afiadirse: azicarss o edulcorantss parmitdas, frutas frescas
anferes o en frozos, pulpa de frutas, frutes sscas v ofros preparados a base ds frutas. El contenido de
fruta adicionada no dsbs sar infenor al 5 % (mdm) en al producto finel.

8.1.2 Se permie & adcion de ofros ingradiantes comao: horalizas, miel, chocolats, caceo, coco, café,
cereales, sspecias y otros ingradisnies neturales. Cuando se uliliza café el contsnido maximo de
cafeing sard de 200 mg'kg, en ol producto fingl. El peso total de las sustancias no l&ciess agregadas &
las laches fermantzdas no serd superior al 30%: del peso total dsl producto.

8.1.3 La lechs fermenteda con frutas u horalizas, al realizar el andlisis histolégico dsbsen pressniar
las caractaristicas propias de |z fruta w horaliza sdicionada.

8.1.4 Las lsches fermentadas, snsayadas de acusrdo con las normas ecustonanas comsspondientss
daben cumplir con bo establecido en la tabla 1.

TABLA 1. Ezpacificacionss da las lechese fermentades

ENTERA SEMIDESCREMADA DESCHEMADA
METODO DE
REQUISITOS ENSAYD
Min Max Min Max Min Max 5
S T B A
iComenido da grasa 2.5 - 1.0 25 -— <10 NTE INEM 12
Protaina, % mfm
En  yogur, kéfr,
Jumix, leche 27 - 27 -- 2.7 - NTE INEM 16
cultivada
|Alcohol efilico,
% mity
En kidir suave 0.5 1.5 05 1.3 0,5 1.5 NTE INEN 379
En kdir fuarte - 3.0 - 3,0 -- el
Kumis 0.5 - 0.5 - 0.5 —
Pre=ancia de Megathes Megativo Megativs NTE INEN 1500
bachuherantes'
jarasa Vagstal Megathes Megativo Megativs NTE INEN 1500
|Suaro de Leche Megatheo Megativo Megative WTE INEN 2401
" Exgresado cama Sckao Botkoo
1] Acuiaenias Harina v almicdones § s almiciones modiicados) soluckorses salmes, suern oe eche, gesas vepei=las.

- 2011355
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8.1.3 Las leches fermentadas deban curmplir con los requisios del contsnido minimo del cultes del
rhicroorgenismo sspacifico (Lactobaciivs osibrusky subisp. buiganicus v Sirepiococous samvans subsp.
termophius; Lactobaciius acidoohius, s8gin sea el caso), v de bactsnas prebibticas, hasta la fecha
de vancimisnio, de acusrdo con ko indicads an la tabla 2.

TABLA 2  Centidad de microorganiemos especificos en lechs fermentads sin tratamisnto
tSrmico poatarior & le farmentacicn

Yogur, kumiz, kéfir, lsche

PRODUCTOD cultiveda, lachea fermentadas con kafir v kumie
ingradisntaa v lache farmentada M imimmo
concantrada
Minimo
Surna de microorganismos que .
comprandsn el cullivae dafinido 10° UFCig
para cada producio
Bactarias probidticas 10" UFGig
Levadures 10° UFCig

8.1.34 Reguigitos microbicldgicoa

8.1.8.1 Al anébisis microbiokigico correspondiante las lechas fermentadas deben dar ausencia de
microorgenismos patdgenos, de sus metabaolitos y toxnas.

8.1.8.2 Las  leches fermentadas, ensayadas de  scusrdo con las  normes  scustonanas
correspondisnies deben cumplir con los reguisitos microbicldgicos establecides en la tabla 3.

TABLA 3. Raquieitoe microbisldgicoa en leche fermentads 2in tratamiento
tarmico poatarior & le fermentacicn

Requisito n m M c Método de ensavo
Coliformas wotales, UFCig 5 i [1] 100 2 NTE IMEM 1528-7
Recuento de E. coif, UFCig ] =1 - 0 NTE IMEM 1528-8
Recuento de mohos v =
evaduras, UFCig ] 200 &0D 2 NTE INEM 1529-10
En donde:

n = Mdmamn de musstras a examinar.

m = indice méximo permisible para identificar nivel de buens calided.

M = Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
o =Mimero da musestres permisibles con resuftados antre m .

8.1.8.3 Cuando se analicen muestras individualss se tomaran como velores maximos los sxpresados
an |z columna m.

8.1.8.4 Las leches fermentadas tratadas tSrmnicamente y snvasadas ssépticemsnie deben demosirar
asterlidad comercizl de acusrdo & NTE INEN 2335

8.1.7 Activos. Se permite &l uso de los editives establecidos en la NTE INEM 2074 pere sstos
productos

8.1.8 Contsminantes. El imite maximo de contamingntss no deben supsrar los limites establecidos
por &l Codex Stan 183-1085

8.2 Reguisitos complsmantarios

8.2.1 Las leches fermantadas, sismpre que no 58 hayan somstido &l proceso de esterilizacidn, deben
martensrsa en rafrigerscion durants toda su vida il

{Continds)

-4- 2011355




ANEXO 6: FICHA TECNICA DE AGAR MRS

Pacheco Vanegas 113

LACTOBACILLI MRS BROTH (7408)

Intended Use
Lactobacilli MRS Broth & usad for fhe culfivaiion of lacichaclli

Produsct and

Laciobacili MRS Broth & based on the formulsfions of deMan, Rogosa and Sharpe (MRS This medium
supporis hoomiant growth of lecipbaclll from omal, fecal, deiry, and ofher sources.

Principles of the Procedurs

Enzymstic Digest of Animsal Tiesue, Beef Exfract and Yesst Exdract are the carbon, nifrogen, and vitamin
spurces used to satisfy genersl growth reguirements in Lactobaclli MRS Broth. Dexirose is the fermentshie
mmﬁmﬁmmMmmmmemmm
egents &5 well a5 energy sowces. Polessium Phosphate =5 fhe buffenng sgent Maegnesium Sulfsie and
hanganess Sulfste provide cations used in metsbolism. Polysorbate 30 = & surisctant. facilitsiing uptske of

nuirients by laciohacill

Formmula / Liter

E'Eylrﬂic[hg&tuf.ﬂumﬂ'ﬁssm ......................................... 10g
BesfExdract . i0g

-

Fmnal pH 6.5+ 022 st 25°C

Fommuis may be adusied andior supplemenied 5 required io meet pernmance speciicaions.

Precautions
1. For Labomstory Use

Direcfions

1. Dissohe 55 g of the medium in one Ber of purified waier.
2 M thomoughly.

3. Autocisve st 1215C for 15 minutes.

Quality C | Specificati
Dehydrated Appearance: Powder is homogensous with soft lumps and yellow-isn
Prepared Appearance: Prepared medium s ciesr to slighly hazy with none to Bght precipitste and dark

amber to red-amber.

Expected Culiural Response: Culiural response in Lacipbacillhus MRS Broth st 35 £ 2°C and exemined for

groweh afier 18 - 48 hows incubaiion.

Microorganism Approx_ Inocculum Expected Results
(CFU)
L sefnhacillus cased ATCOES 303 10 - 300 Growih
L scichacilius fermentum ATCCES 8338 10-300 Growih
Lacivhacillus plsnisrum ATCCE 8014 10- 300 Growth

The oiganiem: ls=d o e MinkmU Bt Shiould be Used 1o qusity Contl Bsang.

P 7406, Rew 05, Now. 2010
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JesiProcedurs

1. Samples cen be noculsied direclly inlo Lsciohacilius MRS Broth.

2 Incubsts brofh tubes st 35°C for 3 deys. or st 30°C for 5 days in an seohic simosphears.
3. Subculfure growth in broth fubes o spproprsie soiid medis.

Results

Growth of Lacfiobaciius spp. sppesr hbid Growth can be suboulured onto sppropriste medis for use= n
MMMbWMMmmmmﬁ
Laciobaciliuz spp.™*

siprages
Siore sesled boffle contsning the dehydreied medium =t 2 - 8°C. Once opened snd recapped. place
conteiner in 8 low humidily emaronment st the same siorage fempershre. Prolect from moishure and Bght by

Expirat
Refer to expirsfion date stemped on the contsiner. The dehydraied 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.

L imitati f the P "
1. Due fo vanying nuitifionsl requirements, some sirsins may be encountered that grow poorly or f=l fo grow
on this medium.
2  Onganisms other then boiobecll may grow n this medium. Isolsies must be confrmed a5 lsciobecilli by
sie biochemical ech

Packaging

Lactobacilli MRS Eroth Code Mo. TADEA 500 g
T406E 2kg
TADEC 10 kg

deMan, J. C., M. Rogosa, and M. E. Sharpe. 1550 A medum for he cullhvaion of Boiobacll J. Sacenol 25130
MacFaddin, J. F. 1535 Meda for he EoElon-oulivalion-ideniicalion-TanEnance o medcal [eceds. vol 1 Willams &
Villline, Salimore. MD.

Venderzant, C. and O. F. mpm}.mnmmdmmrmmmmum FTed
American Pubic Healih Associalion. VWashingion, D

Mumay, P. R, E .J. Baron, ML A Plaller, F. G.Tm and R H Yolken (sde.). 1995, Manusl of dinical microbiology, 67 ed
American Society for Micmbiniogy, Washingion, D.C-

o

Techaical Inf "
Contact Acumedis Manschrers Inc. for Technical Sendce or queslions Imohing dehydrsied culwe meds preparslion o
perfonmance: 3 (517)372-0200 or £ i 3t (517)372-2006.
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FICHA DE CATA
YOCTUR
N% de
NOMEEE.: Fecha: muestra
Setiale com una X la calificacion de acusrdo a loz valoresz 2
considerar
NOMENCLATUERA
1 WAL
2 FEGULAR
3 BUEND
4 MUY BUENO
Amnalisiz ¥ calificacion organcleptica.
FACTOR VISUAL
Caracteristicas Calificacion
Homogenes
Fhaido
Presenta Sinéresiz
Observaciones:
FACTOR OLFATIVO
Caracteristicas Calificacion
Agradabls
Propio
Frutal
Acide
Observaciones:
FACTOR GUSTATIVO
Caracteristicas Calificacion
Dulca
Acide
Amargn
Salado
Picanie
Observaciones:
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ANEXO 8: IMAGENES

ENZIMA LACTASA CRIOSCOPIO

INCUBADORA POTENCIOMETRO

CAMARA CLIMATIZADA BINDER MUESTRAS EN LA CAMARA

f\,’

MUESTRAS A 15°C
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PROCESO PARA CUANTIFICACION DE LA LACTOSA

LECHE HIDROLIZADA ADICION DE REACTIVOS

FILTRADO SOLUCIONAYB
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MUESTRAS DE YOGUR

YOGURT AFLANADO

VISCOSIMETRO

SIEMBRA DE MUESTRAS

RESULTADO DE LAS SIEMBRAS
SEMANALES

FALLOS PRESENTADOS
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COLONIAS DE LACTOBACILLOS ACIDOPHILUS EN AGAR MRS
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ANEXO 9: FICHAS TECNICAS COMPACT DRY ECOLI/COLIFORMES,
MOHOS Y LEVADURAS

Es una placa cromogenica lista para usar para la
deteccién de coliformes y e. col E medio
confiene dos sustratos enziméticos cromégencs.
Magenta-GAL y X-Gluc. De esta monera los

1 rojo.

una
mientras que la de los E.coli es azut.

Preparacién de las muestras

Contidad de gérmenes vivos en el agua o en
alimentos liquidos

Aplique 1 mi de lo muestro (diluyala en caso
necesario] en el centro de la placa Compact Dry.

Confidad de gérmenes vivos en alimentos sélidos
Agregue una solucién blfer a lo prueba y
nomogenicela en &l Stomacnans. Aplique 1mi oe
o muestra (dilyale en caso necesario) en el
centro de la ldmina seca de le placa Compact
Dry.

Canfidad de gérmenes vivos en la muesira de la prueba de hisopo

Frote la superficie con el hisopo estérll y humedo y coléguelo de nuevo en & dispositivo
con la solucién de absorcion. Después de ogitara, aplique toda la soiucion (1 mi| en el
centro de la placa.

EC

—

Instrucciones para la realizacién del ensayo

1.Abra lo cubierta y deje caer una gofa de lo muesira sobre 1o porte centrol de lo
placa Compact Dry.

2. La muestra se dispersa outomatica y homogéneamente sobre la laming, y transforma
la lémina seca en un gel en pocos segundos,

3. Vuelva a colocar la cubierta sobre la placa y anote ka informacién necesanc en la
seccion de memorando.

4. Gire lo placa cerrado y coldquelo en la incubadera.

5. Después de la incubacién, cuente el nimero de colonias coloreadas en lo parte
posterior de la placa. B pope! blanco colocado deboje de lo placa le ayudard o
contar los colonias,

Tiempo de incubacién 24 £ 2 horas
Temperatura de incubacién 254 2°C
Interpretacién de los resulfados

Las colonias que crecen denotan una coloracion roja para coliformes, mientras que la
de los e.cofi es azul. Sumando las colonios 1o5as y anes resuta la cifra total del grupo

Coliformes.

e

y vida en
Consérvese a temperatura ambiente [+ 1 a0 +30° C)
Vida en almacenaje total después de la fabricacion: 24 meses,

Notas

* E.coli 0157 forma colonias rosa/rojo plrpura,

* Los altas concentraciones en |as placas hacen que toda el rea de crecimiento se
vuelva blanca/roso. En este caso. diluya la muestra.

« Después del uso. tenga en cuenta las regulaciones vigentes sobre lo eliminacién

de residuos,

» El érea de crecimiento es de 20 cm?. En la parte posterior de la ploca hay una
cuadricula de | cm. x | cm. graveda para faciitar el recuento de las colonias. Si

tiene dificultades en contar las colonias debido a que existe un gran nimero de

ellas, el recuento total de gérmenes vivos se puede obtener multiplicando por 20 el
numero promedio de colonias por cuadricula de vorias cuadriculos.

« Las places Compact Bry se producen en una ubicocion cerdificada segin 18O
9001 /15O 13485: 2003,

* AOAC approved; cerfificate No. 110402
. PP No.0804 4832 (2006)
=+ 1SO EN 146140:2003

i Hoja de amarilo claro.
Apariencio No presenta PR Control visual
Medida con
pH 68-72 pHmetro
Perdida por
dasbtocih Menor ol 10% Contrel visual
Prueba de No hay crecimiento de colonias si se
5 ) Confrel visual
| esterelidad incubana 30C por S dias
Los siguientes cepas de prueba se
ingeyiaren y s inguaren g 35 € durante
Rendimiento 20-24noras. debe observarse buen
crecimiento de: trol
al Prueba de Escherichia coli ATCC 8739 (bluegreen colony) Conyol Vil
crecimiento Klebsicila axytoca ATOC 13182 (blue/green colony)
Pseudomonas aeruginasa ATCC 9027 (white
colony)
Las sigulentes cepas de prueba se
inocularon y se incubaron a 35 C durante
b) Prueda de 20-24horas, no debe observorse
inhibicion crecimiento de:

Bacillus subtits ATCC 6633
Staphyiococcuy aureus ATCC 6538 |

\

'//
| APRACOM S.A.

ventas@apracom-ec.com

< NISSUI PHARMACEUTICAL CO., LTD.

Es una placa cromogenica lista para usar para la
deteccion de hongos y mohos Sobre los sustrotos
cromogenos de las placas Compact Dry YM. las
levaduras y los mohos mani fiestan diferentes
reacciones cromdticas y son por tanto sumomente
tacies de distingur el
sustrato cromoégeno X-Phos provoca una coloracion
azul en practicamente todas las levaduras.

2] i L se inhibe medior
ontibidticos. Gracios o la cavidod de los plocos
Compact Dry los mohos desarolion su forma
tidimensional coracteristica en distintos colores

Tratamiento previo de las muestras

También puede utiizer el tiemp ¥Q de o en las
regiamentaciones nacionales para el recuento de gérmenes vivos de nongos Yy mohos,

| Conservacién y vida en aimacenaje
| Consérvese a temperatura ambiente (+] o +30°C).
| Vide en aimacendie total después de la fabricacion: 18 meses.
| Notas
* Algunos hongos no farman colonios azules.
* Los onfibidticos que se encuentren en los medios inhiben el crecimiento de los
bacterias.
| * Los altas concentraciones en |as placas hacen que toda el Greo de crecimiento se
| vueiva azuliverde. En este caso, diluya la muestra.
*» Después del uso, fenga en cuenta las regulaciones vigentes sobre lo eliminacion de
residuos.
* El Grea de crecimiento es de 20 cm?. En la porte posterior de la placa hay una

Contidad de gérmenes vivos en el agua o en | cyadcula de 1 em. x | cm. gravada paro faciitor el recuento de las colonios. $i fiene
alimentos liquidos 7 dificultcdes en contar las colonios debido a que existe un gran nimero de elias, el
Aplique | ml de la muestra (diyolo en caso | recuento total de gérmenes vivos se puede obtener multiplicando por 20 el nimero |
en el centro de lo ploca Compact Dry. promedio de colonias por cuadriculo de varias cuadriculas.
. B * Los placas Com 1 Dry sa producen en una ubicacion certificada segun IS0 9001
de vivos en solidos o i =
Agregue una solucion blfer a la prueba y homogenicela en el Stomacher®. ApliGue | | « AOAC approval No. 100401
ml de lo muestra (diiyalo en caso necesono) en el centro de la Iéming seca de 10 | « Microval approval No. RQA2008LR10 ISO EN 16140:2003, 1SO 21527-1:2008
placa Compact Dry.
. LU OBSERVACIONES |
Cantidad de gérmenes vivos en la muesira de la prueba de hi: e Hela de emarillo claro. R
frote lo superficie con el hisopo y colbquelo en el dispostivo con Jo solucién de || Aporiencia No presenta porficulos Control visual
absorcion. Aplique 1 mi de lo solucién de obsorcion [dityala en caso r i i
Medida con
centro de lo placa Compact Dry, PH 52-58 pHmetro
Instrucciones para la prueba :m?; Menor o 10% Contral visual
1. Abra la cubierts y deje caer una goto de lo muestra sobre la parte central de la —
placa Compact Dry. Prueba de esterelidad l';“g;’;o' ,ff:cgg':'ys‘f;‘“m’ dse Control visual
2. La muestra se dispersa outomatico y homogéneamente sobre la lamina, y Lo SioUeNios Cenos de frueho 58
la Iémina seca en un gel en Pocos segundos. I 3 " ;cinpcubaro‘:\":):!oc
3. Vuelva a colocor la cubierta sobre la placa y anate ka informacién necesaria en la | | Rendimiento e A at D SE A s Ll
seccién de memorando ) _ kit da; Control Visuol
4.Gire lc piaca cenada y coléquela en la incubadoro. o) Pusbade | e albicancs ATCC 2051
5. Después de la incubacion, cuente el nUmero de colonias coloreadoas en la parte crecimiento Candida albicancs ATCC 10231
posterior de la placa. B papel blonco colocado debajo de le place le ayudard o 1 llus niger ATCC 16404 |
contar las colonios. Los sguientes cepas de prueba se T
. mocularen y se incubaron a 20 C
Tiempo de incubacién 3 o 7 dias b) Pruebode durante 48noras. no debe cbservarse
inhibicion crecimiento de: |
Temperatura de incubacién 25 a 30 °C Bacillus subtilis ATCC 6633
Eschericia coli ATCC 8739
\N\Y {4
O HARMACEUTI
APRACOM S.A. FEP——— ©mssue KALCD, BB,
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ANEXO 10: INFORMES MICROBIOLOGICOS YOGURT

REPORTE DE RESULTADOS Cadigo: SGCUDAL-F-019
MICROBIOLOGICOS Versidn: 2

Fecha: 2014/06/10

LABORATORIOS
ORDEN No.: DP2 FECHA RECEPCION: EFECMA DE ENTREGA:
o 251102015 _OS11/2095 ——
CODIGO LAB: DPM CLIENTE: Dors Pacheco DIRECCION: Av. Orcofez Lazo
RUC/CEDULA: (1042232305 MUESTRA: yogurt CANTIDAD: 2
CONDICION DE LA MUESTRA: MUESTREADO POR: sicliente  ANALISIS SOLICITADO:
refrgerato Caofitormes, E coll, mohos y

_levaduras, bacterias protioticas,

IDENTIFICACION DE LA (S) MUESTRA(S):

[ IDENTIFICACION UDA LABORATORIOS | IDENTIFICAGION CLIENTE

DPM1 | Yogurt hidrolizado Experimento 2
DPM2 | Yogurt hidrodzado Expenments 5§ |
RESULTADOS:
Requisito |
ANALISIS UNIDADES | Métode | NTEWNEN | ppm1 | DPM2
' - 2398:2011 ‘
| Coltormes Totales | UFClgr | "o 10 <10 <10
E Coli urckr | e <1 <1 <1
Mohos y Levadurss | UFCgr | “ao™ | 200 <10 | <10
Bactenss probidlicas | 10* UFCig 182x107 | 532x107

Observaclones: NTE INEN 2385:2011 LECHES FERMENTADAS Requisitos, Tabia No

1y3
Técnico Responsable Director de Calidad Director Técnico
Low moatacn 3on wMao pare b Tead e Sraiiad IV S0 (et MORAcH A L PV Maaacon e LIDA LADOATOMGS. /_’\
£ oo rurdarcyl b cordderaohiig e €4 Wietais %
W
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ANEXO 11: INFORMES FISICO-QUIMICOS DE LECHE CRUDA

REPORTE DE RESULTADOS | Codigo: SGOUDAL-F-019
FISICO - QUINICOS Version: 2
Fecha: 2000006/10

LABORATORIOS L __ —

ORDEN No.: 0P FECHA RECEPGION: FECHA DE ENTREGA:
SR 22092018 _2mve@0Ys
COO0IGO LAB: DPM CLENTE: Dorm Pacheco DIRECCION: Av Qrdodez Lasa
RUCICEDULA: 0104220256  MUESTRA! eche TCANTIDAD: 1
CONDICION DE LA MUESTRA: MUESTREADO POR. ol clerte  ANALISIS SOUCITADD: Decsdie
refrigemso relstieg, Maledia glasa, acdez

tulabie, scldos lonies, no grasos
oenizas, punio de congeianan
_protniras smbGioos

IDENTIFICACION DE LA (S) MUESTRA(S):
(IDENTIFICAGION UDA LABORATORIOS | IDENTIFICACION CLIENTE

_DPM1 L ___Leche Crudat
RESULTADOS:
= = | | —— | Requiseo
ANALISIS UNIDADES NTEINEN  pewd
, meon |
Dersdod retaiva . 1029 1030
Malerts grass T % I 30 I" 31
’ Ackiez thulabie o;wo Scxdo Bcdco | % 0.1 | 70 14
Scvaos totses % Sz | onae
Sokdos no grasos [ % \ 82 83
Coim: @ | % I oss | aee
' Punto e ccnpela:v:n— - by > " Q8530 . -5
i Proteinas - % ‘ 29 i' *Eih
Ambiotcos Prewm;a;seraa ' Ausencd Er;\js-.-nao 4

Observaciones; NTE INEN & 2012 LECHES croda Regushos Tabla No 1

o
L /20308 AS0 AIACES ORS 13 FRAIDD e rae e 4 Pt MEAOBUCC A0 1 OPEV SLE0RTEODN O UDA LASCEATORN ’ ‘\‘
) intrrwtorn e eadal b CBMCEMIST 30 108 WeUMR / x \
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RLPOATE DE MESATADOS Cddigpue SGEUDA 5019
FC0 - QU oS Verskew )

Focay JE820010
LABRIBRATORIOS

[ 7
i) ._Q-.:* =

Tecrico Neaponuatie Direcior o¢ Celdas Cirocsar Teceice
L A - no.-..:::.-".:.'—o:..:::.-:‘.-- WY B e aarassas M LG8 e YINCH i / -k:



Pacheco Vanegas 124

ANEXO 12: TABLA DE ENZIMA HA LACTASA

DOSIS ESTIMADAS DE HA-LACTASE

DOSIS DE TIEMPO DE |TEMPERATURA | GRADO DE
HA-LACTASE REACCION DE REACCION | HIDROLISIS
(ml/) (horas) (g.Centigrados) (%)
0,3-0,5 10 S 20
0,1-0,2 24 5 20
0,5-0,9 1 30 20
0,1-0,2 4 30 20
0,2-04 1 40 20
0,05-0,1 - 40 20
1,0-1,6 10 5 50
0,5-0,7 24 5 50
2:1 ~:3:1 1 30 50
0,5-0,8 4 30 50
0,9-1,4 1 40 50
0,2-04 - 40 50
3,5-54 10 5 80
1,5-2,2 24 5 80
6,9-10,4 1 30 80
1,7-2,6 4+ 30 80
29-44 1 40 80
0.7-1.1 4 40 80
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ANEXO 13: MATERIAL Y EQUIPOS USADOS

1. Crioscopio Funke Gerber Criosstar 1

2. Cémara de flujo laminar vertical ESCO

3. Incubadoras automaticas marca ESCO Tiempo Temperatura
4. Logo Data traspas datos a la computadora.
5. Medidor digital de produccion de COx.

6. Bifidumbacterium breve ATCC 15700

7. Lactobacillus acidophillus ATCC 4356

8. Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

9. Cajas Compac Dry

10. Agar Lactobacilli MRS

11. Agar PCA (Plate Count Agar)

12. Caldo Brilla (Caldo Bilis de buey)

13. Agar Muller Hinton

14. Agar Nutrient BD LBS Agar

15. Blood Agar Base

16. Estandar de McFarland

17. Halactasa L 200 Chr. Hansen.

18. Viscosimetro (Evo Expert)

19. Cémara climatizada (Binder)





