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Doris Alexandra Pacheco Vanegas  

Trabajo de Graduación 

Ingeniera María Fernanda Rosales Medina. 

Marzo, 2016  

 

“APLICACIÓN DE DISEÑO EXPERIMENTAL DE RESPUESTA 

DE SUPERFICIE BOX BEHNKEN PARA EL DESARROLLO DE 

UNA LECHE PROBIÓTICA HIDROLIZADA” 

 

INTRODUCCIÓN 

 

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 contaminación y degradación por 

microorganismos así como por las enzimas que estos producen, obligando a la 

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

   

La lactosa es un disacárido que no puede asimilarse en su forma natural, es necesario 

hidrolizarla para poder asimilar los monómeros que se generan: glucosa y galactosa. 

La capacidad de producir la β-galactosidasa, enzima responsable de la hidrólisis 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 hidrólisis en  

su intestino. Esto provocará 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” (López y col., 1996). 

 

Debido a su importancia tecnológica, la hidrólisis enzimática de la lactosa para la 
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elaboración de productos deslactosados o bajos en lactosa ha sido extensamente 

estudiada desde diversos puntos de vista.  Se han estudiado las características que 

presentan las diferentes enzimas (pH y temperatura óptimos, 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 

llevado a cabo relativamente pocas investigaciones para explicar este fenómeno.   

 

Los microorganismos aerobios ocasionan una serie de cambios químicos en la leche 

en donde los tres componentes más afectados son lactosa, proteínas y grasa.  Los 

carbohidratos  son el primer nutriente que metabolizan los microorganismos para 

obtener su energía, seguido de proteínas  y finalmente lípidos.  Los carbohidratos se 

oxidan con el fin de proporcionar energía, la glucosa es el monosacárido más frecuente 

en la naturaleza como azúcar libre, para obtener glucosa en la leche el disacárido 

lactosa es hidrolizado  en dos monosacáridos  glucosa y galactosa en presencia de la 

enzima β-galactosidasa.  

 

Se han realizado diversas investigaciones con relación a la hidrólisis enzimática de la 

lactosa, incluyendo las características que presentan las diferentes enzimas (pH y 

temperatura óptimas, efecto de algunos parámetros, etc.), su utilización, 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 características y propiedades de las lactasas varían dependiendo de la fuente, por 

ejemplo, las de origen fúngico presentan mayor termo-estabilidad que las de levadura 

y bacterias, y su pH óptimo de actividad cae dentro del rango ácido (4,5-6,5) y 

temperatura óptima entre 35 y 55ºC (García Garibay y Gómez Ruíz, 1996; Jackson y 

Jelen, 1989; Park y col, 1979).  Las lactasas de levadura y bacterias son en general más 

termolábiles, y su pH óptimo de actividad es cercano al neutro, por lo que se les 

denomina lactasas neutras. Estas lactasas tienen una temperatura óptima alrededor de 

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

 

Desde hace varios años se reportó que al precalentar la leche (pasteurizarla) para el 

destino fermentación se podía aumentar la velocidad de hidrólisis de la lactosa con la 

β-galactosidasa.  Sin embargo, con los experimentos realizados no era posible 

determinar si la variación se debía a las proteínas del suero, a la caseína, interacciones 

proteína-proteína, a la presencia de algún inhibidor termolábil o a alguna otra 

alteración 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 

reacción a una temperatura de 4°C y utilizando una concentración de enzima de 

25mg/L se obtenían 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 

reacción, 95 y 90 % de lactosa hidrolizada en la leche pasteurizada y cruda 

respectivamente. 

 

Más 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 básico en leche 

destinada a yogurt). Este no es un aumento tan notable como el reportado por Wendorff 

y col. en 1970, pero sugiere que sí existe un cambio en la actividad enzimática. 

 

En lo referente a las LAB las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las más 

comúnmente reconocidas como probióticos.  Las (LAB) bacterias de ácido láctico, 

dentro de esta clasificación se encuentran las especies de Lactobacillus, Lactococcus 

y Streptococcus thermophilus no se incluyen al género Bifidobacterium ya que no 

produce la fermentación de alimentos y es taxonómicamente diferente.  Se trata de una 
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clase de bacterias unidas por una gran variedad de características morfológicas, 

metabólicas y fisiológicas: fermentadoras no patógenas, no toxigénicas. 

 

En el presente trabajo se determinó la cinética de la fermentación, postfermentación y 

la vida de estante máxima de una leche fermentada con un cultivo probiótico, 

constituido de las mezclas de las cepas L. acidophillus, L. rhamnosus y 

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

 

Objetivo general:  

 Desarrollar una leche fermentada con acidez estandarizada y larga vida a partir 

de leche con hidrólisis controlada de lactosa por vía enzimática, empleando 

cultivos probióticos L. acidophillus L. rhamnosus y Bifidobacterium breve.  

 

Objetivos específicos:  

a) Evaluar diferentes condiciones de hidrólisis de lactosa con lactasa marca 

comercial Ha-Lactasa 5200. 

 

b) Determinar la cinética de la fermentación bajo los diferentes grados de 

hidrólisis de lactosa empleando los cultivos probióticos L. acidophilus,               

L. rhamnosus y Bifidobacterium breve. 

 

c) Evaluar la influencia de los productos de hidrólisis de la lactosa en la formación 

de ácido láctico durante la fermentación y postfermentación.  

 

d) Determinar los indicadores físico-químicos, microbiológicos y los atributos 

sensoriales de las formulaciones desarrolladas. 

 

e) Seleccionar las mejores formulaciones para su evaluación en la producción 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 elaboración del 

producto.  
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CAPITULO 1 

 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA. 

 

1.1 Lactasa.  

La lactasa o β-galactosidasa (EC3.2.1.23), es una enzima que ha despertado gran 

interés biotecnológico por razones básicamente nutricionales e industriales. La enzima 

causa la hidrólisis del enlace β-1,4 de la lactosa hasta sus monómeros glucosa y 

galactosa, originando un producto con mayor poder edulcorante. Los jarabes obtenidos 

de esta hidrólisis sirven como sustituto del jarabe de maíz o sacarosa en las industrias 

de heladerías, reposterías y panaderías; además su adición a productos lácteos como 

leche, yogurt, crema agria y mantequilla mejora el sabor sin que ocurra un incremento 

calórico, beneficiando el consumo en individuos con intolerancia a la lactosa (Badui, 

2014). La hidrólisis enzimática de la lactosa del suero permite el aprovechamiento de 

este subproducto de la industria láctea, el cual se ha convertido en un grave problema 

de contaminación ambiental, debido a que generalmente se descarga en cuerpos de 

aguas (García, Quintero, López, 1998), esto ha conllevado a que actualmente existe 

una amplia información sobre la β-galactosidasa obtenida de diferentes fuentes y 

donde se han considerado aspectos como selección de géneros, condiciones de cultivo, 

procedimientos de extracción, purificación, estabilidad, obtención de plásmidos y 

mutantes, entre otras (Zhou, Chen, Li, 2003). Su aplicabilidad involucra 

mayoritariamente sistemas alimenticios, por lo que resulta idóneo 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 sólo para las lactasas de Aspergillus níger, Aspergillus 

orizae, Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces marxianus (García, et al 1998). La 

lactasa más conveniente para utilizar en leche, productos lácteos 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 localización dentro de la célula, intenciones de uso y estabilidad; los métodos 

mecánicos son predilectos en aplicaciones a gran escala, pero requieren alta inversión, 

costos operacionales y además el extracto obtenido resulta cargado de fragmentos 

celulares, sumando así mayor grado de dificultad al momento de purificar la enzima. 

La autólisis no es un método apropiado, porque requiere de temperaturas que 

comprometen la estabilidad de la enzima y los detergentes son difíciles de remover de 

las preparaciones enzimáticas (Becerra, Rodríguez, Cerdán. 2001) 

 

1.2 Fermentación ácido láctica:  

La lactosa es el único disacárido en la leche de los mamíferos, que su contenido es de 

4.5 a 5% en la leche de vaca (Fuquay, Fox, McSweeney, 2011). En el proceso de 

digestión, la lactosa es en gran parte descompuesta en sus monosacáridos, galactosa y 

glucosa, por la enzima lactasa (β-galactosidasa, EC 3.2.1.23.), que está 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 síntomas de este problema son distensión abdominal, 

diarrea, flatulencia, dolor abdominal y calambres, pérdida de apetito, náuseas, 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 más del 70% de la población mundial sufre de la incapacidad para utilizar 

lactosa (Yildiz, 2010). 

 

El consumo de productos lácteos con lactosa modificada constituye una manera 

atractiva para obtener nutrición rica en leche con un menor nivel de lactosa de los 

productos lácteos regulares (Mlichová, Rosenberg, 2006). En los últimos años,  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 relación con el problema de la intolerancia de lactosa (Fuquay, Fox, McSweeney, 

2011). Varias tecnologías se emplean para su producción, como la hidrólisis 

enzimática de la lactosa con β-galactosidasa (soluble o inmovilizada) y procesos de 
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separación física (ultrafiltración y cromatografía) (Fox, McSweeney, 2009).   

 

En Latinoamérica, se registra una incidencia muy elevada de individuos deficientes en 

la producción de lactasa, varios productos de lactosa reducida tales como leches fluidas 

y en polvo, y algunas leches fermentadas, están 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 

país donde el consumo de productos lácteos es alto hay todavía grandes posibilidades 

de desarrollar esta área.   

 

El yogurt es hecho por la acción simbiótica de las bacterias Streptococcus salivarius 

ssp thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus, que debe ser activa y a 

nivel significativo en el producto (superior a 107 UFC g-1) (CAAa, 2010). Ha sido 

reconocido como una excelente fuente de vitaminas (B1, B2, B9 y B12), minerales 

(calcio, magnesio, fósforo y zinc) y proteínas de alta calidad (Adolfsson, Meydani, 

Russell, 2004) Además, han desarrollado diferentes tipos de yogures con la adición de 

probióticos y prebióticos para incrementar sus características funcionales.   

 

Varios estudios han demostrado que mejora la digestión de la lactosa con la ingestión 

de yogur frente a la ingestión de leche (Akalın, Unal, Dinkci, Hayaloglu, 2012). 

Aunque los mecanismos implicados aún no están claros todavía, esto se cree que esta 

mayor absorción es en parte debida a la actividad de β-galactosidasa del cultivo 

iniciador (Fuquay, Fox, McSweeney. 2011) Sin embargo, algunos autores sugirieron 

que el yogur y leches fermentadas tienen un contenido de lactosa todavía demasiado 

alto (sólo 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 hidrólisis de lactosa en la leche con β-galactosidasa para preparar 

yogur podría llevarse a cabo antes (a diferentes condiciones de tiempo/temperatura) o 
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durante el proceso de fermentación (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 concentración de lactosa y las 

características físicas y organolépticas del producto final. Este hecho depende del tipo 

y nivel de la enzima empleada al momento de su incorporación (antes de la 

fermentación o junto con el cultivo iniciador) y la condición de almacenamiento de 

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

 

1.2.1 Fermentación de hexosas 

Existen dos vías principales para hexosa (por ejemplo; glucosa) fermentación dentro 

LAB (Figura 1). El transporte y fosforilación de la glucosa  puede ocurrir como se 

indica, es decir, el transporte de azúcar y la fosforilación por una glucoquinasa 

dependiente de ATP. Algunas especies utilizan el fosfoenolpiruvato: sistema 

fosfotransferasa de azúcar, en la que fosfoenolpiruvato es el donante de fosforilo. En 

cualquier caso, se requiere un enlace fosfato de alta energía para la activación del 

azúcar. 

 

La glucólisis (ruta de Embden-Meyerhof-Parnas), utilizado por todas  las LAB excepto 

leuconostocs grupo III lactobacilos, oenococci y weissellas, se caracteriza por la 

formación de la fructosa-1,6-difosfato (FDP), que se divide por una aldolasa FDP en 

dihidroxiacetona (DHAP) y gliceraldehído-3-fosfato (GAP). GAP (y DHAP a través 

de GAP) se convierte en piruvato en una secuencia metabólica incluyendo la 

fosforilación a nivel de sustrato en dos sitios. En condiciones normales, es decir, el 

exceso de azúcar y el acceso limitado al oxígeno, el piruvato se reduce a ácido láctico 

por una lactato deshidrogenasa dependiente de NAD + (nLDH), reoxidar así el NADH 

formado durante los pasos anteriores glucolíticas. Se obtiene así un equilibrio redox, 

ácido láctico que es virtualmente el único producto final, y el metabolismo se refiere 

como una fermentación homoláctica. 

 

La otra vía principal de fermentación ha tenido varias denominaciones, tales como la 

vía pentosa fosfato, la vía 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 vía 6-fosfogluconato. Se va a 

referir a ella como la vía 6 fosfogluconato / fosfocetolasa (6-PG / PK), reconociendo 

así un paso clave en la secuencia metabólica (la división fosfocetolasa) y, al mismo 

tiempo que la distingue de la vía 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 deshidrogenación iniciales con la 

formación de 6-fosfogluconato, seguido por descarboxilación. La pentosa-5-fosfato 

restante se divide por fosfocetolasa en GAP y acetil fosfato GAP se metaboliza en el 

mismo modo que para la vía glucolítica, resultando en la formación de ácido láctico. 

Cuando no hay receptor de electrones adicional disponible, acetil fosfato es reducida 

a etanol a través de acetil CoA y acetaldehído. Desde este metabolismo conduce a 

cantidades significativas de otros productos finales (CO2, etanol), con adición de ácido 

láctico, que se conoce como una fermentación heteroláctica. 

 

La terminología con respecto a estas vías y las bacterias que los utilizan es bastante 

confuso, y tal vez es conveniente añadir una nota de cautela. En general, el término 

"LAB homofermentativas" se refiere a aquellas en el grupo que utilizan la vía 

glucolítica para la fermentación de la glucosa, mientras que "LAB heterofermentativo" 

son los que utilizan la vía 6-PG / PK. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la 

glucólisis puede conducir a una fermentación heteroláctica (es decir, cantidades 

significativas de ácido láctico como producto final) bajo ciertas condiciones y que 

algunos LAB considerados como homofermentativa utilizan la vía 6-PG / PK cuando 

metabolizan ciertos sustratos. 

 

En teoría, la fermentación homoláctica de los resultados de glucosa en 2 moles de 

ácido láctico y una ganancia neta de 2 ATP por moles de glucosa consumido. La 

Fermentación heteroláctica de glucosa a través de la vía 6-PG / PK da como resultado 

1 mol de ácido láctico, etanol, CO2 y 1 mol ATP / mol glucosa. En la práctica, estos 

valores teóricos rara vez se obtienen. Un factor de conversión de 0,9 a partir de azúcar 

de producto final de carbono  es común y probablemente refleja una incorporación de 

azúcar de carbono en la biomasa, a pesar de que la mayoría de los factores de 
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crecimiento (por ejemplo, aminoácidos, nucleótidos, y vitaminas) son suministrados 

en exceso en los medios frecuentemente usados. Estos medios complejos también 

pueden contribuir  a otros balances de fermentación y a la formación de otros productos 

finales, en particular ácido acético, ya que los compuestos como ácidos orgánicos, 

aminoácidos, y residuos de azúcar pueden alterar la fermentación. (Kandler, 1983 

Citado por Salminen. S, et al 2004) 

 

Figura 1: Vías de fermentación de glucosa A).Fermentación Homoláctica, 

B).Fermentación Heteroláctica 

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 azúcares entran en las vías principales en el nivel 

de la glucosa-6-fosfato o fructosa-6-fosfato después de isomerización y/o 

fosforilación. Una importante excepción es el metabolismo de la galactosa en LAB, 

que utiliza un PTS para la absorción de este azúcar, 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 vía de tagatosa-6-fosfato (Bissett, Anderson, 1974 Citado 

por Salminen. S, et al 2004) (Figura 2). Tagatosa es un estereoisómero de fructosa, 

pero se requieren enzimas de separación para el metabolismo de los derivados de 

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

 

Figura 2: Metabolismo de galactosa de bacterias acido lácticas. A) Vía tagatosa-6-

fosfato. B) Via Leloir  

Fuente: Salminen. S, Wright. A, Ouwehand, A. (2004)  
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Muchas cepas de esta categoría también tienen la capacidad de transporte de galactosa 

mediante una permeasa y posteriormente convertirlo esto a glucosa-6-fosfato por la 

vía Leloir (Figura 2). (Thomas, Turner, Crow, 1980 Citado por Salminen. S, et al 2004) 

Esta vía 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 Fermentación de disacáridos. 

Dependiendo del modo de transporte, los disacáridos entran en la célula ya sea como 

azúcares libres o como fosfatos de azúcar. En el primer caso, los disacáridos libres se 

dividen por hidrolasas específicas a monosacáridos, que luego entran en las principales 

vías descritas anteriormente. En este último caso, es decir, cuando el azúcar PTS está 

implicado, fosfohidrolasas específicas separan el fosfato de disacárido en una parte de 

monosacáridos libres y una parte de los fosfatos de monosacáridos. 

 

Por mucho el metabolismo de disacáridos más estudiado en el laboratorio es la 

fermentación de lactosa. 

 

La mayoría de las cepas de Lc. lactis, al menos las que se utilizan como iniciadores 

lácteos, 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-β-D-galactosidasa (P-β-

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

 

La glucosa es fosforilada por la glucoquinasa y se metaboliza a través de la vía 

glucolítica, mientras que la galactosa-6-fosfato es metaboliza a través de la vía de 

tagatosa-6-fosfato. El sistema enzimático de la lactosa PTS y P-β-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 más estudiados de la 

fermentación del azúcar que se producen por medio de LAB. Este conocimiento es 

relevante para la comprensión del metabolismo del azúcar en general (Thompson, J. 

1988 Citado por Salminen. S, et al 2004) y de los procesos de fermentación de la leche 

en particular. 

 

Sin embargo, una manera igualmente común para metabolizar la lactosa en LAB es 

por medio de un portador de lactosa (permeasa) y la posterior ruptura por la β-

galactosidasa (β-gal) para producir glucosa y galactosa, (Fox et al 1990), que puede 

entonces entrar en las principales vías. 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-β-gal y la actividad β-gal 

en las mismas cepas. (Hickey, Hillier,  Jago, 1986 Citado por Salminen. S, et al 2004). 

Sin embargo, la baja actividad P-β-gal en las cepas con alta actividad β-gal puede 

representar un artefacto, ya que el sustrato artificial utilizado para P-β-gal (fosfato de 

orto-nitrophenylgalactose) puede ser hidrolizado por β-gal o por una fosfatasa 

produciendo el sustrato para β-gal. (Fox et al 1990 Citado por Salminen. S, et al 2004) 

 

Algunos de los LAB termófilos, 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 β-gal, mientras 

que la galactosa se excreta en el medio. (Hickey, Hillier,  Jago, 1986) transporte lactosa 

y el metabolismo en la especie económicamente importante S. thermophilus también 

se ha estudiado a fondo. (Poolman, 1993) la excreción de galactosa se ha atribuido a 

una baja actividad galactoquinasa (Hickey, Hillier,  Jago, 1986) pero también es 

energéticamente favorable y una característica de transportador de lactosa. (Poolman, 

1993) 

 

La fermentación de maltosa por medio de LAB se ha estudiado más 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 característica 
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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 β-glucosa-1-fosfato. Sólo el resto de glucosa 

se utiliza en la glucólisis, mientras que β-glucosa-1-fosfato probablemente es un 

precursor para la síntesis de la pared celular. (Sjo¨berg, et al  1989) 

 

La fermentación de sacarosa está influida por un sistema de permeasa en la cual se 

inicia por la ruptura del azúcar por hidrolasas de sacarosa para producir glucosa y 

fructosa. En algunos lactococos, la sacarosa es transportada por sacarosa PTS y una 

hidrolasa específica sacarosa-6-fosfato que rompa la sacarosa-6-fosfato dando como 

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

 

La sacarosa PTS y 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 monosacáridos para la formación de exopolisacáridos en ciertas LAB. 

En la producción 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 síntesis de dextrano y fructosa es fermentada de 

la manera usual. (Cerning, 1990) 

 

Fermentación de otros disacáridos, tales como celobiosa, melibiosa, y trehalosa, no se 

ha estudiado a gran medida. La capacidad de fermentar estos azúcares difiere entre las 

distintas especies de LAB. Presumiblemente, el metabolismo está influida por sistemas 

específicos de transporte e hidrolasas, resultando en los respectivos monosacáridos (o 

fosfatos de monosacáridos), que entran en las vías comunes. 
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1.3 Hidrólisis de lactosa por vía enzimática. 

1.3.1 Transporte de la Lactosa para la hidrólisis por la ruta metabólica 

EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS. 

En la figura 3, expuesta mediante las rutas metabólicas de Embden-Meyerhof-Parnas, 

y figura 4 de Leloir se puede observar el comportamiento de la galactosa durante el 

proceso de la hidrólisis,  los sistemas de intercambio de productos precursores en las 

bacterias del ácido láctico. Se muestran tres ejemplos. En Streptococcus thermophilus  

(y algunas cepas de Lactobacillus),  la lactosa es transportada por el sistema de la 

enzima permeasa vía sistema soporte-protón. Intracelular la hidrólisis con β-

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 

reacción, que parece ser favorecida en la mayoría de las LAB, entonces impulsa la 

absorción de la lactosa.  Las bacterias del ácido láctico proceden a la fermentación del 

citrato esta fermentación  transportan  el citrato por medio de la vía  permeasa de citrato 

CitP.  El metabolismo de citrato o glucosa cuando está también disponible, genera 

ácido láctico, cuya emanación o liberación es a través CitP puede conducir la absorción 

citrato. Esta reacción es por medio de electrógenos, en que un protón se consume 

dentro del citoplasma, aumentando la fuerza motriz protónica a través de la membrana. 

Las bacterias del ácido láctico capaces de metabolizar el aminoácido arginina hacen 

que mediante la  ruta metabólica de aminasa arginina. Los productos de esta vía 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 energía de la 

arginina (un mol de ATP por arginina metabolizada), sin tener que gastar energía de 

transporte. es importante de notar que la galactosa secretada sufre cambios pero que 

no influyen en el proceso de la fermentación que lo comprueban los datos resultantes, 

de los datos de los experimentos del diseño experimental para la hidrólisis de la lactosa 

se utilizará como diseño un plan factorial de Superficie Respuesta (Box-Behnken) con 

una réplica, las variables independientes serán: dosis de lactasa a dos niveles (1 a 3 

mL/L de leche), tiempo de reacción (0,5 a 2 h) y temperatura de reacción (30 a 50 °C). 

Y como variables dependientes el grado de hidrólisis de la lactosa y la concentración 

de glucosa, y mediante la determinación de la lactosa residual de la lactosa, glucosa 

(mg), galactosa (mg) se podrá demostrar dicha hipótesis. 
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Figura 3: La membrana celular y la lucha por la vida de las bacterias acido lácticas.  

Fuente: Konings, W.N. 2002. 

 

 

1.3.2 Ruta metabólica  de Leloir de la galactosa luego de la hidrolisis enzimática. 

 

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

Fuente: Konings, W.N. 2002. 
 

 

1.4 Intolerancia a la lactosa. 

La lactosa es el azúcar 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 (proteína) 

denominado lactasa, que se produce en el intestino delgado. Se estima que el 80% de 

la población mundial (95-100% de los indios americanos, 80-90% de negros, asiáticos, 

judíos y mediterráneos) sufren intolerancia a la lactosa en mayor o menor grado. 

Muchos de ellos presentan síntomas que recuerdan al síndrome de intestino irritable. 

Curiosamente la población del norte y centro de Europa, que convive con ganado 

vacuno desde el Neolítico, tiene mayor tolerancia a la lactosa que el resto de la 

población 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 

gestación. (Rodríguez & Pérez, 2006). 

 

Los síntomas presentes que se deben sospechar para este cuadro tras la ingestión de 

leche pueden ser: dolor abdominal, distensión abdominal, gases y diarrea. Es un 

problema que afecta a una extensa población 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 lácteos y en qué cantidad puede tomarlos sin presentar 

molestias y cuáles deben evitar. Muchos podrán disfrutar de los productos lácteos en 

pequeñas cantidades o junto con otros tipos de alimento. 

 

La gravedad de síntomas varía dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida y de la 

tolerancia individual, hay pacientes que con cantidades pequeñas de lactosa (de 5 a 12 

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

 

El 70-80% de los pacientes responde a una dieta sin lactosa. El resto mantiene síntomas 

quizás porque además padece un síndrome de intestino irritable. Los síntomas 

intestinales de pacientes que consumen productos lácteos pueden reducirse con el uso 

de fermentos comerciales añadidos a la leche. (Rodríguez et al Pérez, 2006). 
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1.5 Microorganismos probióticos. 

1.5.1 Definiciones. 

Las bacterias probióticas son microorganismos vivos que pertenecen a la microbiota 

natural humana y se caracterizan por tener una mínima o nula capacidad patógena, así 

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

 

Las bacterias probióticas, tanto autóctonas como las aportadas al organismo mediante 

la alimentación pueden controlar la instauración y/o el desarrollo de diversos 

microorganismos patógenos entre los que destacan Salmonella typhimurium, Shigella 

spp., Clostridium difficile, Campylobacter jejuni y Escherichia coli, y también 

proporcionan una protección importante frente a patógenos urogenitales como 

Gardnerella vaginalis, Bacterias bivius, Candida albicans y Chlamydia trachomatis 

(Hilton, Rindos & Isenberg, 1995 citados por Rodríguez, 2009) 

 

Los probióticos 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 probióticos en productos 

comerciales, pertenecen a las bacterias lácticas (bacterias que usan carbohidratos como 

fuente de carbono y producen ácido láctico como producto final)  de manera específica 

Lactobacilli y Bifidobacteria. Dentro del género Lactobacillus podemos encontrar      

L. bulgaris, L. acidophilus, L. johnsonii (La1),  L. casei y L. caucasicus, los cuales se 

han usado para la preparación de una gran variedad de productos lácteos fermentados. 

 

Las bacterias deben cumplir con ciertos requisitos para poder ser consideradas 

probióticas. Por ejemplo, deben resistir la acidez del estómago y las sales biliares, 

fijarse en el epitelio intestinal y colonizar el intestino. (Barboza Corona, Vázquez 

Acosta & Salcedo Hernández, 2009). 
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1.5.2 Tipos (Lactobacilos, Bifidobacterias) 

1.5.2.1 Lactobacillus acidophilus 

La denominación "acidófilo" conduce a errores, pues esta bacteria no tolera más el 

ácido que otros lactobacilos. Los bacilo miden unas 2 – 6 μ de largo, y a veces están 

algo redondeados en los extremos. Se encuentran aislados o en cadenas cortas. La 

temperatura óptima es de unos 37ºC, la máxima de unos 43 – 48ºC. Por debajo de los 

20ºC no se registra crecimiento alguno. 

 

L. acidophilus es una bacteria intestinal típica, que se encuentra en las heces fecales 

del hombre (casi siempre de los niños y muy escasamente en los adultos) y también de 

algunos mamíferos. A partir de las heces de niños se puede aislar mediante el método 

de enriquecimiento. 

 

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei son usados también para producir 

lácteos fermentados. Estos organismos generalmente resisten la acidez gástrica 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 (106-108 UFC/mL). Dependiendo 

de la cepa varía su capacidad de adhesión 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 más útiles y acogedoras de este entorno es la especie llamada 

"Bifidobacterium breve." También conocido como B. breve, esta bacteria es 

anaeróbico y no móvil. Sus ramas son en forma de barra, mirando casi como un cactus 

en la vista microscópico. Una vez establecida, B. breve es único 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 útiles, pero otros pueden 

necesitar un suplemento para fomentar su presencia. 
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La relación simbiótica 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 antibióticos, alergias, gas, y síndrome 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 azúcares y producir ácido 

láctico, así como ácido acético. B. breve es como el líder entre las bacterias probióticas, 

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 probióticas. Los 

probióticos, según lo definido por la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación 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 científicos Barry Goldin y Sherwood Gorbach, cuando fue 

demostrado tener mucha tolerancia a los ácidos fuertes que se encuentran 

habitualmente en el estómago y el tracto digestivo. El "GG" en el título de la cepa L. 

rhamnosus GG es derivado de los apellidos de los dos científicos. Al igual que otros 

probióticos, 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 patógenos del tracto intestinal y urinario. (FAO 

& WHO, 2002) 

 

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria probiótica 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 Características e Importancia para la salud 

El papel de una nutrición balanceada para mantener la salud, ha extraído la atención 

de la comunidad científica, 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 

investigación de nuevos componentes naturales. (Mundo lácteo y Cárnico, 2013) 

 

En un huésped sano, existe un equilibrio entre los miembros de la microbiota intestinal, 

de tal manera que es posible que los organismos patógenos y no patógenos se 

encuentren en aparente armonía. En el caso de infección bacteriana, este equilibrio 

puede ser perturbado, ocasionando a menudo cambios drásticos en la composición. 

Para la mayoría de las infecciones bacterianas, se usan antibióticos no específicos, 

matando a ambos miembros, patógenos y no patógenos de la microflora intestinal. Esto 

puede ocasionar un retraso considerable en la restauración de la flora intestinal 

saludable. La restauración 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 más fácil y el principal mecanismo que influye en el 

perfil de la fermentación. Otros factores que afectan la colonización y el crecimiento 

de bacterias en el intestino son, el pH intestinal, que inhibe la producción de 

metabolitos (ácidos y peróxidos), sustancias inhibidoras específicas (bacteriocinas) 

sales biliares, moléculas y células que constituyen el sistema inmune.(Mundo lácteo y 

Cárnico,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 útil se determina al 

someter a estrés el producto, siempre y cuando las condiciones de almacenamiento 

sean controladas. Se pueden realizar las predicciones de vida útil mediante utilización 

de modelos matemáticos (útiles para evaluación de crecimiento y muerte microbiana), 

pruebas en tiempo real (para alimentos frescos de corta vida útil) 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 útil 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 características organolépticas y así su calidad. 

 

Una vez identificada la variable se debe analizar la cinética de reacción que se 

encuentra asociada a la variable previamente determinada. Morales (2011), cita a 

Labuza, 1982 el cual indica que la vida útil no es función del tiempo en sí, sino de las 

condiciones de almacenamiento del producto y los límites 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 contribución a la dieta humana en 

muchos países, debido a que la fermentación es una tecnología de bajo costo que 

conserva los alimentos, incrementa su valor nutritivo y mejora sus propiedades 

sensoriales. Sin embargo, la creciente demanda de nuevos productos probióticos ha 

fomentado el desarrollo de otras matrices para suministrar probióticos, tales como 

helados, leche de alimentación infantil y zumos de frutas. 
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Se ha evaluado la viabilidad de las cepas probióticas 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 verificó que el cultivo de bacterias no disminuyó en el yogur durante 

el congelado del almacenamiento. Además, la presencia de bacterias probióticas no 

alteran las características sensoriales del helado. La matriz del helado puede ofrecer 

un buen vehículo para cultivos probióticos debido a su composición que incluye 

proteínas de leche, grasa y lactosa, así como otros compuestos. Además, su estado 

congelado contribuye a su eficacia. Sin embargo, un helado probiótico, debe tener 

valores de pH relativamente altos 5.5 a 6.5, con el fin de favorecer la supervivencia de 

cultivos lácticos durante el almacenamiento. (Andrade, Dos Santos, Soares, 

Fernandes, & Fernandes, 2006).  

 

El crecimiento de una levadura probiótica, Saccharomyces boulardii, en asociación 

con la microflora del bio-yogur, que se realiza mediante la incorporación de la levadura 

en el bio-yogur comercial, ha sido sugerido como una manera de estimular el 

crecimiento de organismos probióticos y para asegurar su supervivencia durante el 

almacenamiento. Se ha estudiado la capacidad de la levadura probiótica para crecer y 

sobrevivir en los productos lácteos, es decir, bioyogur, yogur UHT y leche UHT. S. 

boulardii fue incorporado en estos productos lácteos y se almacenó a 4°C durante un 

período de 4 semanas. Se observó que las especies de levaduras probióticas, 

Saccharomyces boulardii, tenían la capacidad de crecer en bio-yogurt y alcanzar 

recuentos máximos superiores a 107 UFC/g. El número 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 ácidos orgánicos, 

galactosa y glucosa disponible, derivados del metabolismo bacteriano de la lactosa 

presente en los productos lácteos. (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 evaluó durante la vida útil. Los autores observaron que, independientemente de las 
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concentraciones, la adición de cualquiera de las preparaciones de frutas no tuvo efecto 

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

 

Las leches fermentadas, suplementadas con fibras de limón y naranja aumentó los 

recuentos de L. acidophilus y L. casei durante el almacenamiento en frío en 

comparación 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 ácido. (Andrade, et al, 2006). 

 

1.7 Aspectos Tecnológicos. 

En el siguiente ámbito se han generado una serie de recomendaciones para incrementar 

la supervivencia de estos microorganismos en dichos vehículos. Entre tales 

recomendaciones están las siguientes: 

a. Uso de inóculos elevados de microorganismos probióticos con la finalidad de 

asegurar que en el producto final se tenga la concentración final recomendad 

de 1 a 100 millones de microorganismos por gramo 

b. Adición de factores promotores de crecimiento para probióticos como fuentes 

de nitrógeno, como extractos de levadura, hidrolizados de caseína combinación 

de aminoácidos, ribonucleicos péptidos y otros. 

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

ácido ascórbico y cisteína. (Roy, 2005 citado por Hinestroza y Lopez, 2008) 

 

1.8 Diseño de Box-Behnken 

En ocasiones es deseable o incluso necesario que los factores se ensayen solo a tres 

niveles. Los diseños de Box-Behnken son diseños factoriales incompletos a tres 

niveles en los que los puntos experimentales están escogidos especialmente para 

permitir una estimación eficiente de los coeficientes de un modelo de segundo orden. 

La figura 5 contiene los diseños de Box-Behnken para k= 3,4 y 5 factores. Como ayuda 

para apreciar las simetrías de dichos diseños las figura 6 muestran dos representaciones 

diferentes del mismo diseño de Box-Behnken a tres niveles con 13 ensayos para k=3 
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factores. La notación ±1 se utiliza para indicar los cuatros ensayos de un diseño 22 

factorial, y la notación 0 se refiere a una columna paralela de ceros. Para cada uno de 

los k factores, la última fila de ceros se refiere a uno o más puntos centrales del diseño. 

(Box, et al, 2008). 

 

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

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

 

 

 

Figura 6: Representación del diseño Box-Behnken para tres factores. 

Fuente: Box George, at al, 2008 pág. 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 relación entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformación deja de ser 

lineal. Estos fluidos se caracterizan porque su viscosidad no permanece constante 

cuando la temperatura y la composición permanecen invariables, sino que depende 

del esfuerzo cortante o gradiente de velocidad y, a veces, del tiempo de aplicación del 

esfuerzo y de la historia previa del producto o muestra. Ello es debido a que la 

constitución física varía 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 relación entre el 

esfuerzo cortante y la velocidad de deformación correspondiente. (Gárate, 2014) 

 

1.9.1 Fluidos Pseudoplásticos. 

Los fluidos pseudoplásticos se caracterizan porque su viscosidad aparente decrece 

cuando aumenta el gradiente de velocidad de deformación. Este comportamiento 

indica una ruptura o reorganización continua de la estructura, dando como resultado 

una menor resistencia al flujo, y es debido a la presencia de sustancias de alto peso 

molecular así como a la dispersión de sólidos en la fase sólida. (Gárate, 2014) 

 

1.9.2  Fluidos plásticos 

Los fluidos plásticos son aquellos que no fluyen hasta que son sometidos a un 

esfuerzo cortante límite determinado, llamado esfuerzo de deformación plástica, 

umbral de fluencia o límite de fluencia. En el caso de los fluidos plásticos de Bingham, 

una vez que se supera el valor del umbral de fluencia, la velocidad de deformación 

es proporcional al esfuerzo, como en el caso de los fluidos newtonianos (Wazer van 

et al, 1963). Estos fluidos exhiben propiedades de líquido a esfuerzos superiores al 

umbral de fluencia por lo tanto pueden ser clasificados tanto como líquidos como 

sólidos. (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. (Gómez, 2008) 

 

 

Figura 7: Curvas de viscosidad 1) fluido newtoniano 2) fluido pseudoplástico 3) 

fluido dilatante 4) plástico de Bingham. 

Fuente: Gómez María,  2008, pág. 45-46 

 

 

Figura 8: Curvas de fluidez 1) fluido newtoniano 2) fluido pseudoplástico 3) fluido 

dilatante 4) plástico de Bingham. 

Fuente: Gómez María,  2008, pág. 45-46 

 

1.10 Extensión de la vida de estante. 

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

alimentos, ya que les permitirá saber rápidamente la vida útil de un alimento que está 
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próximo a lanzarse. Para realizar estas pruebas se deben conocer claramente las 

características 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 condición en el almacenamiento, sea químico o físico y 

que conduce a un deterioro acelerado, la vida útil a temperatura ambiente pueda ser 

definida. (Kilcast, 2011). 

 

1.11 La vida útil sensorial 

La vida útil 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 

características sensoriales, funcionales y nutricionales por encima de los límites de 

calidad previamente establecidos como aceptables. Entre las muchas variables que 

deben considerarse en la vida útil de un alimento están: naturaleza del alimento, su 

composición, las materias primas usadas, el proceso a que fue sometido, el envase 

elegido para protegerlo, las condiciones de almacenamiento y distribución y la 

manipulación que tendrá 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  Análisis de Weibull 

Su esencia consiste en seleccionar una distribución que describa adecuadamente el 

fenómeno estudiado, estimar los parámetros de dicha distribución y por último, 

determinar el valor esperado, la desviación típica y el percentil deseado del tiempo de 

vida útil o durabilidad a través de los parámetros estimados.  

Pudiera pensarse, entonces, en comprobar la adecuación de los datos de fallo de la 

muestra con el modelo teórico asumido, a través de procedimientos analíticos o 

gráficos (papeles probabilísticos). Sin embargo, estos procedimientos sólo resultan 

válidos 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 comprensión de las técnicas de riesgo y el análisis de Weibull es 

necesario comprender su base matemática y sus principales características las que se 

exponen a continuación (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 función de densidad de 

probabilidad, y F(t), su correspondiente función de distribución acumulada entonces 

la probabilidad de que el tiempo de vida de una unidad de ese producto sea menor o 

igual a un tiempo t está dada por (Lawless, 1982), (Ross, 2006): 

 

La probabilidad de que una unidad sobreviva el tiempo t está dada por la función de 

supervivencia o función de fiabilidad S(t): 

 

Por lo tanto: 

S (t) = 1 – F (t) 

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

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

 

 

La función de riesgo expresa la velocidad instantánea 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 función también es conocida como: velocidad de riesgo, velocidad de fallo y 

fuerza de mortalidad.  

 

La función de riesgo acumulada, se define como: 

 

Esta función está relacionada con la función de supervivencia y con la función de 

distribución de probabilidad acumulada de la siguiente forma: 

 

Desde un punto de vista matemático riguroso, las expresiones de riesgo no son más 

que otras formas de expresar funcionalmente las distribuciones de probabilidad. El 

comportamiento típico de esta función durante el deterioro de muchos alimentos se 

representa en la Figura 5. (Núñez, 2011). 

 

Figura 9: Velocidad de fallo en función del tiempo 

Fuente: Núñez Margarita, 2011, pág. 42 
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CAPITULO 2 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Materiales y métodos 

El trabajo de experimentación se llevo a cabo en los laboratorios certificados de 

química, microbiología, biotecnología y el laboratorio de procesamiento de lácteos de 

la Escuela de Ingeniería en Alimentos de la Facultad de Ciencia y Tecnología 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 Cantón Cuenca, a la misma que se realizaron 

los análisis de control de calidad (sólidos totales, grasa, proteína, acidez, densidad, 

crioscopía, neutralizantes, antibióticos, microbiológico) de acuerdo a lo indicado en la 

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

 

2.2 Materias primas y suministros 

 Leche cruda 

 Cepas de bacterias lácticas ATCC (Microbiologics,EEUU)  

 Enzima lactasa HL5200 (Hansen) 

 Citrato de sodio grado alimentario 

 Inulina (Granone) 

 Carragenato (Danisco)  

 

2.3 Métodos de control que se utilizarán en la investigación 

2.3.1 Métodos físico químicos 

 Análisis Físico Químicos de la leche cruda según NTE INEN 09:2012 

 Determinación de la densidad 

 Determinación de crioscopia. 
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 Determinación de pH 

 Determinación de acidez. 

 Determinación de grasa (método Gerber) 

 Determinación de proteínas 

 Determinación de neutralizantes 

 Determinación de antibióticos. 

 

2.3.2 Microbiológicos 

Dentro de los aanálisis Microbiológico se realizaron análisis de leche cruda según NTE 

INEN 09:2012 (Ver anexo 2), análisis microbiológicos de leches fermentadas según 

INEN 2395: 2011(Ver anexo5). 

 

 

Además se realizaron análisis que determinan las propiedades probióticas de los 

microorganismos utilizados en la fermentación. 

 Viabilidad 

 Tolerancia al ácido y la bilis 

 Producción de sustancias antimicrobianas, 

 Inhibición de patógenos 

 

2.3.3 Evaluación sensorial 

Se utilizó un método aceptación y rechazo según Wittin de Penna (2001) con 30 jueces 

semientrenados en este tipo de producto.  

 

2.4 Diseño de los experimentos 

2.4.1 Diseño del experimento 1. Hidrólisis de la lactosa 

Para realizar el proceso de hidrólisis de lactosa se utilizó leche con 12 % de sólidos 

totales y 3 % de grasa, se elaboraron 2 muestras a las cuales se trató térmicamente a 

85oC por 30 minutos (muestra 1) y a 90oC 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 reacción (0,5, 1.25 y 2 h) y 

temperatura de reacción (30, 40 y 50oC) y como variables dependientes el grado de 
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hidrólisis de la lactosa y la concentración de glucosa. El diseño del experimento se 

presenta en la (Tabla 1) 

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

Bloque Dosis de lactasa 

(mL/L de leche) 

Tiempo 

(h) 

Temperatura 

(oC) 

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 Diseño del experimento 2. Mezclas de cepas BAL para elaboración del 

cultivo mixto 

Una vez obtenidos los mejores porcentajes de hidrolisis en la leche, se realizó la 

preparación de las mezclas de microorganismos probióticos para obtener la leche 

fermentada.  

 

 

Las cepas de cultivos puros para la preparación 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 número de bacterias puras para la inoculación en la leche 

estandarizada, fue necesario inocular las cepas en agares específicos 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 diseño se realizó un diseño de mezclas Simplex Lattice, las restricciones de las 

cepas para la mezcla se mantiene el intervalo de 0 a 100 %. El diseño se presenta en la 

(Tabla 3). 
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Tabla 3: Diseño de las mezclas de cepas para el cultivo mixto 

Experimento Bifidum bacterium 

breve (%) 

Lactobacillus 

acidophilus (%) 

Lactobacillus 

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 inoculación de las cepas en leche se tomaron 100 mL de leche descremada con 

un 9% de sólidos totales y deslactosada, a la misma se le  adiciono 1 mL de cultivo 

(Rodríguez de San Miguel y col., 2004), de acuerdo al diseño de temperatura de 

incubación constante 38,5 ± 1 °C hasta alcanzar un pH entre 4 y 5. Posteriormente se 

sometió a refrescamiento y se conservó a temperatura de 2 a 4 °C. 

 

 

Como variables respuesta: se realizó el conteo total de microorganismos 

fermentadores, los cuales debían ser mayores o iguales a 106, como indica la NTE 

INEN 2395:2011 (Ver anexo 5). Además se determinó sensorialmente a través de un 

panel de jueces entrenados la textura, sabor y acidez de la leche fermentada en los 

distintos experimentos. Con este análisis y la carga microbiana, se seleccionó las 

mejores mezclas de cultivo para ser utilizadas en la fermentación de leches 

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

variantes de cultivo  

Para la fermentación se seleccionó las leches deslactosadas con porcentajes de 

hidrólisis superiores a 85%. Procedente de la determinación cuantitativa de la Norma 

Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2003 (ANEXO 1),  se tomaron 300 mL de leche 

deslactosada y se le adicionó inulina (0,3%) y citrato de sodio (0,2%), se aumentó la 

temperatura a 40ºC y se incorporó  carragenina (0,15%) mezclada con sacarosa en la 

relación de 1 g de carragenina con 0,5 g de sacarosa. Las mismas fueron sometidas a 

tratamiento térmico en sistemas normalizados para la elaboración de leches 

fermentadas (85oC - 30 min y 90oC - 5 min). Se enfriaron a la temperatura de 38,5 ± 1 

°C, se inoculó entre 1 y 3 % del cultivo seleccionado y se incubó a temperatura 

constante hasta alcanzar acidez de 60oD, o pH 5,1. Posteriormente se sometió a 

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

 

 

Para la selección de las mejores variantes de leches fermentadas  se evaluaron los 

siguientes indicadores: 

a. Tiempo de fermentación para la acidez de 100oD  

b. Evaluación sensorial 

A las formulaciones seleccionadas se les realizo análisis reológicos (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 Evaluación bajo condiciones controladas en la cámara climatizada 

Binder. 

 Se tomó un lote de producto en cantidad suficiente para hacer la evaluación por 

más de 30 días de almacenamiento a temperatura de 4ºC, manteniendo la 

muestra control a 0ºC.  
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 Los análisis se realizaron a 4ºC pasando un día. 

 

 Los indicadores a controlar fueron los siguientes: microbiológicos (mohos y 

levaduras, E. coli, coliformes totales), físico químicos (pH, oD) (INEN 2395: 

2011)  (Ver anexo 5). 

 

 Evaluación sensorial (aroma, sabor, textura, paleatibidad, aspecto). 

 

2.4.5 Experimento 5. Producción en planta piloto 

Para la producción en planta piloto se procesaron 100L de leche tomando una de las 

mejores variantes seleccionadas.  

Para la elaboración de la leche fermentada se siguió el siguiente procedimiento 

tecnológico: 
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RECEPCION DE MATERIA PRIMA

DENSIDAD
PH

ACIDEZ
TEMPETURA
PRUEBA DE 

ANTIBIOTICOS

FILTRADO

ESTANDARIZACION GRASA

HOMOGENIZACION 

TRATAMIENTO 
TERMICO 

PASTEURIZACION
TEMPERATURA:

TIEMPO:

ENFRIAMIENTO TEMPERATURA:

INOCULACION TEMPERATURA:
FERMENTO

INCUBACION
TEMPERATURA:

PH
ACIDEZ

HOMEGENIZACION

BATIDO

ENFRIAMIENTO TEMPERATURA:

ENVASADO

AFLANADO

SEGUNDA 
FERMENTACION 

FRIO

TEMPERATURA:
PH

ACIDEZ

TEMPERATURA:
ºD

ENFRIAMIENTO

ENVASADO

PRUEBAS 
REOLOGICAS 
(VISCOSIDAD)

PRUEBAS 
QUIMICAS
PRUEBAS 

MICROBIOLOGICAS CUBACION3ºC 

Figura 10: Diagrama de Flujo elaboración de yogur. 

 

1. Control de calidad materia prima: Según NTE INEN 09:2012 donde se 

midieron características físico-químicas y microbiológicas para determinar si 

la leche cumple los requisitos necesarios para el proceso fermentativo, térmico 

y la estabilidad proteica. 
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2. Pasteurización. Se realizó 72oC por 15segundos. 

 

3. Hidrólisis de la lactosa. Se aplicó el mejor diseño experimental escogido en 

este trabajo con las variables: temperatura, dosis de lactasa y tiempo de 

reacción. 

 

4. Dosificación de aditivos: Se procedió a preparar los insumos de acuerdo a la 

base prebiótica propuesta para este producto utilizando un FOS (Fructo 

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

 

5. Incremento de temperatura a 40ºC: Se precalentó la leche a esta temperatura 

para facilitar la adición de: estabilizante (0,2 %), inulina (0.4%), azúcar (2%), 

leche en polvo 1% y TariK7 (fosfato) en un 00.7%. 

 

6. Homogenización a 60ºC - 823kPa: Para estabilizar la materia grasa. 

 

7. Tratamiento térmico a 85ºC por 30 minutos o 90ºC por 5 minutos. 

 

8. Enfriamiento a la temperatura de 40ºC: Para realizar la inoculación con el 

cultivo mezcla de  las cepas LAB. 

 

9. Dosificación del cultivo de mezcla de las cepas LAB seleccionadas. se 

inoculó entre 1 y 3% de cultivo y se incubó a temperatura de 38 ± 1°C.  

 

10. Dividir la producción: Para leche fermentada aflanada (se envaso en envases 

de 300mL) y realizo la fermentación en situ, el resto de la leche se fermento en 

tanque y se produjo un producto batido. 

 

11. Fermentación hasta pH 5,1 o 60 oD. 

 

12. Bajar la temperatura hasta 4ºC. Para poder realizar la segunda fermentación 

o la post fermentación donde se consiguió la formación del coágulo y los 

aromas deseados por un tiempo mínimo de 12 horas. 
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13. Rompimiento del coágulo.  La producción que se encontraba en tanque se la 

rompió el coágulo mediante una bomba positiva al tanque de envase 

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

 

14. Conservación del producto: El productos se almaceno en cámara de 

refrigeración de 2 a 4oC 

 

15. Control de calidad de producto terminado: Se midieron las características 

físico-químicas y microbiológicas de acuerdo a la NTE INEN 2395:2011. (Ver 

anexo 5). 

 

Los productos obtenidos en esta producción fueron sometidos a evaluación durante el 

almacenamiento tal como se describió en el experimento 4. 

 

2.5 Evaluación del costo de producción por unidad 

Se evaluará 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 

Insumos 

Unidad Costo(USD) 

Leche Kg 0,5 

Carreagenato Kg 2 

Citrato de sodio Kg 1,5 

Inulina Kg 4 

Fermento Mix 

probiótico 

Kg 2,5 
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CAPITULO 3 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

3.1 Desarrollo del Diseño Experimental 

3.1.1 Sustrato 1  

En el sustrato 1 se realizó un tratamiento térmico a 85ºC por 30 minutos, los 

experimentos se realizaron de acuerdo a la tabla1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Pacheco Vanegas 43 

 

Tabla 5: Matriz del modelo Box-Behnken etapa de hidrólisis 

 

B0 B1 B2 B3 B11 B22 B33 B12 B13 B23 B123 % Hidrolisis  
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1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 71,43  

1 -1 -1 0 1 1 0 1 0 0 0 83,33  

1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 75,76  

1 -1 0 -1 1 0 1 0 1 0 0 47,44  

1 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 70,42  

1 -1 0 1 1 0 1 0 -1 0 0 69,25  

1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 66,49  

1 -1 1 0 1 1 0 -1 0 0 0 75,53  

1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 -1 69,64  

1 0 -1 -1 0 1 1 0 0 1 0 83,33  

1 0 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 95,06  

1 0 -1 1 0 1 1 0 0 -1 0 96,53  

1 0 0 -1 0 0 1 0 0 0 0 99,21  

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 83,89  

1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 72,25  

1 0 1 -1 0 1 1 0 0 -1 0 73,31  

1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 73,75  

1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 74,18  

1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1 55,56  

1 1 -1 0 1 1 0 -1 0 0 0 60,53  

1 1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 62,50  

1 1 0 -1 1 0 1 0 -1 0 0 56,82  

1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 53,76  

1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 61,12  

1 1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 68,49  

1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 60,53  

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 64,10  
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Tabla 6: Coeficientes de las variables en la etapa de hidrólisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Tabla 7: Valores experimentales para el diseño de máxima pendiente 

Variable Escalado Coeficiente K 

  

Nueva 

Var. 

Nuevo 

Esc. 
V. real 

X1 0 4,77111111 

0,5 

X1´ 2,3855556 38,0915556 

X2 0 3,22277778 X2´ 1,6113889 1,93554444 

X3 -1 1,29166667 X3´ 1,6458333 0,50645833 
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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 

b1 4,77111111 0,85 

b11 18,3511111 0,95 
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3.1.2 Sustrato 2 

En el sustrato 2 se realizó un tratamiento térmico de 90ºC por 5 minutos,  los 

experimentos se realizaron de acuerdo a la tabla1.  
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Tabla 8: Matriz del modelo Box-Behnken etapa de hidrólisis 

 

B0 B1 B2 B3 B11 B22 B33 B12 B13 B23 B123 % Hidrolisis  
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1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 64,76  

1 -1 -1 0 1 1 0 1 0 0 0 52,63  

1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 57,87  

1 -1 0 -1 1 0 1 0 1 0 0 56,43  

1 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 55,80  

1 -1 0 1 1 0 1 0 -1 0 0 61,72  

1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 63,29  

1 -1 1 0 1 1 0 -1 0 0 0 65,10  

1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 1 -1 60,97  

1 0 -1 -1 0 1 1 0 0 1 0 51,02  

1 0 -1 0 0 1 0 0 0 0 0 57,07  

1 0 -1 1 0 1 1 0 0 -1 0 52,08  

1 0 0 -1 0 0 1 0 0 0 0 58,13  

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 52,08  

1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 52,63  

1 0 1 -1 0 1 1 0 0 -1 0 60,24  

1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 58,54  

1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 62,5  

1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1 1 85,61  

1 1 -1 0 1 1 0 -1 0 0 0 73,52  

1 1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 84,17  

1 1 0 -1 1 0 1 0 -1 0 0 79,87  

1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 84,17  

1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 68,30  

1 1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 78,36  

1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 69,25  

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 63,29  
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Tabla 9: Coeficientes de las variables en la etapa de hidrólisis. 

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 

b1 8,22123762 0,85 

b11 12,030159 0,95 

 

 

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

Tabla 10: Valores experimentales para el diseño de máxima pendiente 

Variable Escalado Coeficiente K 

  

Nueva 

Var. 

Nuevo 

Esc. 
V. real 

X1 1 8,22123762 

0,5 

X1´ 3,1106188 50,2557314 

X2 -1 0,15566231 X2´ 1,0778312 1,00167778 

X3 -1 1,89940673 X3´ 1,9497034 0,49904466 
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3.2. Hidrólisis de lactosa  

3.2.1  Sustrato 1: 85ºC por 30 minutos. 

El sustrato 1 fue tratado térmicamente a una temperatura de 85ºC por 30 minutos. Para  

realizar las pruebas de hidrólisis a temperaturas de 30, 40 y 50ºC, basados en el diseño 

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 hidrólisis con respecto al tiempo, 

para ello se trabajó a diferentes temperaturas. 

 

 

Tabla 11: Hidrólisis de lactosa  a temperatura de 30ºC. 

 

30  ̊C 
Tiempo en 

horas  

Dosis 

de 

lactasa 

Punto 

Crioscópico 
  

Punto 

Crioscópico 
Y Hidrólisis 

 H (mL/L) ºC  ºH ºH*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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Figura 13: Porcentaje de hidrólisis de lactosa a 30ºC. 

 

 

Tabla 12: Hidrólisis de lactosa a temperatura a 40ºC. 

40  ̊C 
Tiempo 

en horas  

Dosis de 

lactasa 

Punto 

Crioscópico 
  

Punto 

Crioscópico 
Y Hidrólisis 

 H (mL/L) ºC  ºH ºH*1000 % 

 0,5 1 -1,0937 1,0937 1,0737 1073,7 83,33 

 1,25 1 -1,0955 1,0955 1,0755 1075,5 95,06 

 2 1 -1,0986 1,0986 1,0786 1078,6 96,53 

 0,5 2 -1,2260 1,2260 1,2060 1206,0 99,21 

 1,25 2 -1,2328 1,2328 1,2128 1212,8 83,89 

 2 2 -1,2416 1,2416 1,2216 1221,6 72,25 

 0,5 3 -1,3932 1,3932 1,3732 1373,2 73,31 

 1,25 3 -1,3609 1,3609 1,3409 1340,9 73,75 

 2 3 -1,3856 1,3856 1,3656 1365,6 74,18 
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Figura 14: Porcentaje de hidrólisis de lactosa a 40ºC. 

 

Tabla 13: Hidrólisis de lactosa  a temperatura a 50ºC. 

50ºC 
Tiempo 

en horas  

Dosis de 

lactasa 

Punto 

Crioscópico 
  ºH Y Hidrólisis 

 H (mL/L) ºC   ºH*1000 % 

 0,5 1 -1,0595 1,0595 1,0395 1039,5 55,56 

 1,25 1 -1,0722 1,0722 1,0522 1052,2 60,53 

 2 1 -1,0551 1,0551 1,0351 1035,1 62,50 

 0,5 2 -1,2525 1,2525 1,2325 1232,5 56,82 

 1,25 2 -1,2031 1,2031 1,1831 1183,1 53,76 

 2 2 -1,2523 1,2523 1,2323 1232,3 61,12 

 0,5 3 -1,3320 1,3320 1,3120 1312,0 68,49 

  1,25 3 -1,3435 1,3435 1,3235 1323,5 60,53 

 2 3 -1,3690 1,3690 1,3490 1349,0 64,10 
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Figura 15: Porcentaje de hidrólisis de lactosa a 50ºC. 

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

El tiempo de reacción de la enzima Ha Lactase 5200 (β-Galactosidasa), es un factor 

constante, ya que no es una variable, los resultados de la reacción enzimática 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. 

Tiempo Temperatura β-Galactosidasa 
Hidrolisis 

alcanzada 

h ºC (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, así como también el porcentaje de ácido láctico luego de la hidrolisis 

enzimática. Los análisis se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-

155-SCFI-2003 (Ver Anexo 1). 
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Tabla 15: Contenido de lactosa, lactosa residual, glucosa y galactosas producida 

luego del proceso de hidrólisis a las diferentes temperaturas. 

Tiempo  Temperatura  Lactosa 
Lactosa 

Residual 
 Glucosa Galactosa 

H ºC (mg) (mg) (mg) (mg) 

1,25 30 393,33 78,7 56,6 7,9 

0,5 38.09 468,3 3,7 2,27 4 

0,5 50 323,3 148,7 107 15 

 

 

 

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

 

3.2.1.2. Interpretación:  

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

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

tratamiento térmico de 38.09ºC por un lapso de 0,5 horas y una dosis de lactasa de 

1.93ml. 

393,33

56,6

7,9

468,3

2,27 4

323,3

107

15

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

1 2 3

30 40 50



Pacheco Vanegas 53 

3.2.2 Sustrato 2: 90ºC por 5 minutos 

Para la elaboración de estas pruebas, el sustrato se sometió a una temperatura de 90ºC 

por 5 minutos, a continuación se realizaron las diferentes pruebas de hidrólisis a las 

temperaturas determinadas. En las tablas 16-17-18 se indica los porcentajes de 

hidrolisis de acuerdo a la temperatura y tiempo de exposición de la enzima                       

β-Galactosidasa. En las gráficas 17-18-19 se muestran el porcentaje de hidrolisis con 

respecto al tiempo de incubación. 

 

 

 

Tabla 16: Hidrólisis de lactosa a temperatura de 30ºC. 

30ºC Tiempo 
Dosis de 

Lactasa 

Punto 

Crioscópico 
 

Punto 

Crioscópico 
Y Hidrólisis 

 
H (ml/L) ºC  º H ºH*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 30ºC. 

 

 

 

Tabla 17: Hidrolisis de Lactosa a temperatura a 40ºC 

40ºC Tiempo  
Dosis de 

Lactasa 

Punto 

Crioscópico 
  

Punto 

Crioscópico 
Y Hidrólisis 

 
H (mL/L)   ºH ºH*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 40ºC 

 

 

 

Tabla 18: Hidrólisis de Lactosa a temperatura a 50ºC 

50ºC Tiempo  
Dosis de 

Lactasa  

Punto 

Crioscópico 
  

Punto 

Crioscópico 
Y Hidrólisis 

 
H (mL/L) ºC  ºH (ºH*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 50ºC. 

 

3.2.2.1 Resumen de los datos obtenidos en el segundo sustrato (90ºC 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 función 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 hidrólisis en el segundo sustrato. 

 

 

 

 

 

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

análisis de azúcares luego de la hidrólisis enzimática. 
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Tiempo Temperatura β-Galactosidasa Hidrolisis  

h ºC (mL/L) % 

1,25 30ºC 3 65,10 

2 40ºC 3 62,50 

0,499 50.2ºC 1 85,62 
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Tabla 20: Contenido de lactosa, lactosa residual, glucosa y galactosas producida 

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

Tiempo  Temperatura  Lactosa 
Lactosa 

Residual 
 Glucosa Galactosa 

H º 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 

 

 

 

Figura 20: Contenido de azucares en el segundo sustrato 

 

3.2.2.2 Interpretación  

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

fue sometida a temperatura 50.2ºC por el tiempo de 0.49 minutos 1 ml de lactasa. 
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3.3. Velocidad de Reacción. 

La velocidad de reacción enzimática es completamente independiente al tratamiento 

térmico previo de pasteurización del sustrato, en las tablas 21 y 22 y en las figuras 21 

y 22 se muestra la capacidad enzimática para hidrolizar el sustrato lácteo y se ve 

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

 

3.3.1 Sustrato 1: 85ºC por 30 minutos 

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

muestra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Concentración de lactosa para el cálculo de Km en la primera muestra 
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R² = 0,9268

0,0000

1,0000

2,0000

3,0000

4,0000

5,0000

6,0000

7,0000

8,0000

9,0000

10,0000

0 5 10 15 20 25 30 35

SU
ST

R
A

TO

TIEMPO

40ºC 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 
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Km= 0,0249  Vmáx.= 28,7356 

 

3.3.2 Sustrato2: 90ºC por 5 minutos 

Tabla 22: Concentración de lactosa durante en el proceso de hidrólisis de la segunda 

muestra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Concentración de lactosa para el cálculo de Km en la segunda muestra 

Km= 0,0181 Vmáx.= 33,7837 

y = -0,0181x + 6,5364
R² = 0,9848
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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 será la cantidad de sustrato necesaria para alcanzar la 

mitad de la velocidad máxima, por lo que mayor será la afinidad del enzima hacia ese 

sustrato. 

 

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

múltiples razones: 

 

KM es la concentración de sustrato para la cual la velocidad de reacción es la mitad de 

la velocidad máxima. En efecto, si KM = [S], la ecuación de Michaelis-Menten se 

reduce a: v = Vmax/2. El valor de KM 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 fácil explicación si tenemos en cuenta que KM se define como 

(k2+k3/k1), donde las reacciones 2 y 3 destruyen el complejo ES, mientras que la 

reacción 1 lo forma. Así, si KM es grande, el complejo ES es inestable pues predomina 

la tendencia a destruirlo (poca afinidad hacia el sustrato), y si KM es pequeña, el 

complejo ES es estable, ya que predomina la tendencia a formarlo (gran afinidad hacia 

el sustrato). La KM del sustrato natural es menor que la de los sustratos análogos. Si 

dos sustratos del mismo enzima tienen distinta KM, el que presente mayor KM tiene 

menor afinidad por el enzima, y la reacción transcurre siempre a menor velocidad que 

con el sustrato de menor KM, salvo a concentraciones saturantes de sustrato, donde la 

v = Vmax. Los valores de KM de muchos enzimas son próximos a los de la concentración 

fisiológica de sus sustratos, de forma que pequeñas variaciones en la [S] pueden 

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

Las cepas de cultivos puros para la preparación de las mezclas serán 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 número de bacterias puras para la inoculación en la leche 

estandarizada, será necesario inocular las cepas en agares específicos 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 incubarán 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 diseño se realizará un diseño de mezclas Simplex Lattice, las restricciones de 

las cepas para la mezcla se mantiene el intervalo de 0 a 100 %. El diseño se presenta 

en la Tabla 24. 
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Tabla 24: Diseño de las mezclas de cepas para el cultivo mixto 

Experimento Bifidum bacterium 

breve (%) 

Lactobacillus 

acidophilus (%) 

Lactobacillus 

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 inoculación de las cepas en leche se tomarán 100 mL de leche descremada con 

un 9 % de sólidos totales y deslactosada, a la misma se le  adicionará 1mL de cultivo 

(Rodríguez de San Miguel y col., 2004), de acuerdo al diseño de temperatura de 

incubación constante 38,5 ± 1 °C hasta alcanzar un pH entre 4 y 5 (acidez de 90 oD). 

Posteriormente se someterán a refrescamiento y se conservarán a temperatura de 2 a 

4°C. 

 

Como variables respuestas se tomarán: 

 Tiempo de fermentación para la acidez de 90 oD 

 Viabilidad 

 Tolerancia al ácido y la bilis 

 Producción de sustancias antimicrobianas 

 Inhibición  de patógenos 

 Evaluación sensorial (aroma, sabor, textura, paleatibidad, regusto, aspecto) 

 

Con este experimento se seleccionarán las mejores mezclas de cultivo para ser 

utilizadas en la fermentación de leches deslactosadas. 

De los experimentos que se realizaron con el diseño de mezclas para adicionar las 

bacterias lácticas y elaborar yogurt, se realizaron determinaciones del REP por 
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duplicado de los experimentos seleccionados por el panel de catación, 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 realizó el conteo de 

microorganismos específicos (género: Lactobacillos), y se obtuvieron resultados 

favorables (tabla 26) que indican la viabilidad para que este producto sea considerado 

como probiótico, puesto que cumple con la normativa ecuatoriana para leches 

fermentadas (Ver Anexo 5). 

 

3.5. Pruebas de determinación de capacidad probiótica 

3.5.1. Tolerancia al ácido 

Los análisis se realizaron también en los experimentos de mezclas puras ya que es 

necesario evaluar su acción probiótica de forma individual o si para su efecto necesitan 

asociación. De acuerdo a lo expuesto se realizaron pruebas con ácido clorhídrico a 

diferentes pHs con una exposición de 2 horas y con concentraciones logarítmicas de: 

Tabla 26: Recuento en placa de los cultivos base 

Cuantificación del STARTER / Cultivo 

Base 

Experimento UFC/mL 

1 7x109 

2 2x108 

3 3x108 

5 1x107 

10 2x107 
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Se realizaron 4 repeticiones: en las tres primeras pruebas se construyó estándares de 

McFarland 5, 9 y 10 con un equivalente en logaritmos de 108-109 pero no hubo 

supervivencia luego de realizar una siembra en agar PCA por 48 horas a 37 °C, por lo 

cual se decidió agregar al estándar 10, inulina un agente prebiótico en un porcentaje 

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

 

 En HCl, pH 3 existe una supervivencia de bacterias en logaritmos de 10 7 ufc/ml 

de todos los experimentos. 

 

 En HCl pH 2,5 los experimentos 1 y 2 sobreviven en logaritmos de 10 6, en el 

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

supervivencia fue en logaritmos de 10 7. 

 

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

experimentos. 

 

Tabla 27: Tolerancia a diferentes concentraciones de ácido clorhídrico 
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Figura 23: Representación gráfica de la tolerancia al ácido clorhídrico 6M 

 

3.5.2 Tolerancia a la bilis 

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

con una exposición 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, 5 y 10 en log de 107. 
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Tabla 28: Tolerancia a la bilis 2 porcentajes 

Tolerancia a la bilis 

Experimentos Bilis porcentaje 

 0,3% 0,2% 

 

Recuento en 

placa  

Mezclas puras 

1 0 8 x 10 8 

2 0 2 x 10 8 

3 0 1 x 10 8 

Mezcla binaria 

5 2 x 10 7 7 x 10 7 

Mezcla ternaria 

10 4 x 10 7 9 x 10 7 

 

 

Figura 24: Representación gráfica de la tolerancia a la bilis 

 

3.5.3. Determinación Antipatógena. 

Se determinó que los halos de inhibición 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 patógenos in vitro. 
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Tabla 29: Halos de inhibición de la actividad antipatógena 

Actividad antipatógena tamaño de halos de inhibición 

B
a
ct

er
ia

s 
b

en
ef

ic
io

sa
s 

Experimentos 

Bacterias patógenas 

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 determinó la actividad bactericida de las mezclas frente a 3 bacterias patógenas: E. 

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

tomaron en cuenta las mezclas puras con el afán de hacer una comparación entre su 

actividad individual y en conjunto (interacción). 

 

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

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

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

 

La inhibición 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 diámetro de 13,7mm  siendo 

de igual forma superior a los demás 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 interacción es más eficiente que su acción individual. 

 

Tabla 30: Tamaño de Halos 

Difusión en agar 

Staphulococcus aureus ATCC 36862 

  Tamaño 

de halos 

Bifidobacterium 10mm 

L. acidophilus 15mm 

L. rhamnosus 17mm 

Mezcla de los tres microorganismos 25mm 

Escherichia coli ATCC 10536 

  Tamaño 

de halos 

Bifidobacterium 8mm 

L. acidophilus 8mm 

L. rhamnosus 15mm 

Mezcla de los tres microorganismos 22mm 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 

  Tamaño 

de halos 

Bifidobacterium 4mm 

L. acidophilus 4mm 

L. rhamnosus 4mm 

Mezcla de los tres microorganismos 4mm 

 

 

Figura 25: Halos de inhibición antipatógeno 
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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 60ºD detectado en forma 

automática. Luego del proceso de fermentación se tomó una muestra de cada 

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

 

 

Para la evaluación sensorial se utilizó una prueba de satisfacción aplicando una escala 

hedónica de 4 a 1 (4 el mayor grado y 1 el más 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 evaluación sensorial 

 

Número de 

experimento 

Puntuación de los atributos sensoriales  

Aspecto Olor Sabor Consistencia Aceptación 

1 3 2 2 2 2 

2 3 2 2 2 2 

3 2 2 2 2 2 

4 3 3 3 2 3 

5 4 3 4 4 4 

6 3 3 3 3 3 

7 3 3 3 3 3 

8 3 3 3 3 3 

9 3 3 3 3 3 

10 4 4 4 4 4 

 

 

 

De los experimentos seleccionados, se obtuvo una curva de crecimiento bacteriano 

mediante el recuento de microorganismos presentes cada 0,5 h durante la fermentación 

y posfermentación. 
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Figura 26: Curvas de crecimiento de las bacterias lácticas de los experimentos 

seleccionados. 

 

Con estos resultados se concluye que de las mezclas diseñadas la que mejor 

comportamiento presentó para su utilización en la elaboración 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 

probó en la leche con la hidrolisis óptima de acuerdo al diseño experimental Box 

Benkhen (38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas). 

 

3.6 Identificación 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 características por su gran variedad de formas (pleomórficos) 

 

 

 

 

 

Figura 28: Células de Bifidobactrium vistas en el microscopio 

 

 

 

 

 

 

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

 

3.6.1 Interpretación 

 Después de haber sembrado las muestras en el agar MRS, se realizó el conteo de 

microorganismo específicos (género: Lactobacillos), y se obtuvieron resultados 

favorables que indican la viabilidad para que este producto sea considerado como 

probiótico, puesto que cumple con la normativa ecuatoriana para leches fermentadas. 

 

3.7 Curva de Acidificación. 

En los productos obtenidos de los experimentos optimizados 2 (50.2ºC, 1ml, 

0.499horas) y 5(38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas), se realizaron análisis de acidez, 

para determinar el tiempo de vida útil. Comercialmente un yogurt tiene una vida de 
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estante de 30 días, 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 día 8 hasta la semana 5, que se encontró en 104ºD. De acuerdo a 

Serras, et al. (2008), la actividad de las bacterias ácido lácticas que  están presentes en 

el yogurt es muy baja a temperaturas de refrigeración, pero aún siguen vivas y 

continúan transformando la lactosa en ácido láctico, lo que provoca una disminución 

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 hidrólisis 

previa, no se da la producción de ácido láctico en este tiempo, debido a que se forma 

en mínimas cantidades que no afectan al producto en la vida de anaquel y que podría 

llegar a ser consumido por más 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 104ºD. 

 

 

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

Tiempo Acidez (ºD) 

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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Figura 30: Curva de acidificación en función del tiempo de almacenamiento 

3.7.1 Interpretación:  

Se realizó el control de acidez desde el inicio de la elaboración del producto, durante 

el proceso de fermentación y final del mismo, se obtuvo resultados favorables como 

se puede observar en el gráfico después de varias semanas la acidez del producto no 

varía y permanece estable, basándose en NTE INEN 2395:2011 (Ver Anexo 5). 

 

3.8 Análisis sensorial  

Luego de haber escogido las mejores mezclas de las bacterias (experimento 10), y los 

experimentos de hidrolisis optimizados 2 (50.2ºC, 1ml, 0.499horas) y 5(38,09°C, 

1.93ml lactasa y 0.5 horas), se realizó una fermentación, obteniendo productos a los 

cuales se les realizo los respectivos pruebas sensoriales. 

 

 

 

 

 

Figura 31: Cataciones. (a) Evaluación del catador. (b) Muestras de catación. 
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Se utilizó un panel semientrenado, y se evaluaron los productos 2 y 5 las 5 semanas 

que duró 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 catación en relación al aspecto visual. 

 

Muy 

bueno 
Bueno Regular Malo 

Homogéneo 25 5 0 0 

Fluido 25 5 0 0 

Presenta Sinéresis 28 2 0 0 

 

 

 

Figura 32 Estadísticas resultantes del aspecto visual obtenidos en la ficha de cataciòn 
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Tabla 35: Resultados obtenidos de la ficha de catación en relación al sentido del 

olfato 

 

Muy 

bueno 
Bueno Regular Malo 

Agradable 27 3 0 0 

Propio 30 0 0 0 

Frutal 20 10 0 0 

Acido 26 4 0 0 

 

 

Figura 33 Estadísticas resultantes obtenidos por cataciòn por el sentido del olfato. 

 

Tabla 36: Resultados obtenidos de la ficha de catación en relación al sabor 

 

Muy 

bueno 
Bueno Regular Malo 

Dulce 26 4 0 0 

Ácido 25 3 2 0 

Amargo 30 0 0 0 

Salado 22 7 1 0 

Picante 30 0 0 0 
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Figura 34: Estadísticas resultantes de la ficha de catación para el sabor. 

 

3.8.1 Interpretación 

 Los resultados obtenidos en esta ficha de catación permiten evaluar la aceptación del 

producto, es necesario mencionar que el producto tuvo una aceptación de un 93,3 % 

de las personas a las que se realizó la evaluación sensorial. 

 

3.9 La vida útil sensorial 

Para la determinación de la vida útil de nuestros productos (experimentos 2 y 5), se 

utilizó la cámara 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. 
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Tabla 37: Resultados obtenidos experimento 2 a 4ºC. 

EXPERIMENTO 2 

Días 

4ºC 

pH Acidez 
Mohos y 

levaduras 

E. coli, 

Coliformes 

totales 

1 5,1 60 0 0 

3 4,9 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 4ºC. 

EXPERIMENTO 5 

Días4 

4ºC 

pH Acidez 
Mohos y 

levaduras 

E. coli, 

Coliformes 

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 determinación de la vida útil se utilizó el programa STATGRAPHICS 

centurión XV, en el cual se utilizó el análisis de Weibull que se utiliza comúnmente 

para analizar datos que representan tiempos de vida o tiempos de fallo.   

Para realizar este análisis solo es necesario definir 2 variables el tiempo en el que se 

midió 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 ningún fallo. 

 

3.9.1 Análisis 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 

distribución de Weibull. Se observa que el valor de P es mayor o igual a 0.05 por lo 

tanto se ajusta a la distribución 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 áreas de cola para la distribución de Weibull ajustada.  

Se calculó áreas de colas hasta para 5 valores críticos, la salida indica que la 

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

 

Tabla 40: Áreas de Cola para TIEMPO 

X Área Cola 

Inferior (<) 

Área Cola 

Superior (>) 

31,0 0,00288315 0,997117 

40,0 0,651547 0,348453 

 

En la tabla 41 se calculó los valores críticos para las distribuciones. La salida indica 

que el valor de la distribución Weibull ajustada abajo del cual se podría encontrar un 

área igual a 0,01 es 32,7162, es decir que nuestro producto tendría 32.71 días de vida 

útil. 

Tabla 41: Valores Críticos para TIEMPO 

X Área Cola 

Inferior (<) 

Área Cola 

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: Distribución de Weibull acumulada. 

 

Figura 36: Función de densidad de la distribución de Weibull estimada. 

Figura 37: Distribución de Weibull ajustada 

 

En la figura 38 se muestra el ajuste de los datos de tiempo de fallo a la función de 

densidad de probabilidad de Weibull, como puede apreciarse los datos muestran un 

buen ajuste a la distribución de probabilidad asumida. 
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Figura 38: Ajuste de datos a la función de distribución de Weibull. 

 

Figura 39: Probabilidad de supervivencia. 

3.9.2 Análisis 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 

distribución de Weibull. Se observa que el valor de P es mayor o igual a 0.05 por lo 

tanto se ajusta a la distribución 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 
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En la tabla 43 se calcularon las áreas de cola para la distribución de Weibull ajustada.  

Se calculó áreas de colas hasta para 5 valores críticos, la salida indica que la 

probabilidad de obtener un valor menor o igual a 33,0 es 0,00336944. 

 

Tabla 43: Áreas de Cola para TIEMPO 

 

X Área Cola 

Inferior (<) 

Área Cola 

Superior (>) 

33,0 0,00336944 0,996631 

43,0 0,86 0,14 

 

 

En la tabla 44 se calculó los valores críticos para las distribuciones. La salida indica 

que el valor de la distribución Weibull ajustada abajo del cual se podría encontrar un 

área igual a 0,01 es 34,5314, es decir que nuestro producto tendría 34.51 días de vida 

útil. 

 

Tabla 44: Valores Críticos para TIEMPO 

X Área Cola 

Inferior (<) 

Área Cola 

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: Distribución de Weibull ajustada. 

 

 

Figura 41: Distribución de Weibull densidad vs tiempo. 

 
 

 

Figura 42: Distribución de Weibull tiempo vs probabilidad acumulada. 

En la figura 43 se muestra el ajuste de los datos de tiempo de fallo a la función de 

densidad de probabilidad de Weibull, como puede apreciarse los datos muestran un 

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

 

 

3.9.3 Interpretación: 

Luego de realizar el estudio de vida útil de los yogures podemos observar que se 

calculó los valores críticos para las distribuciones. La salida indica de la muestra 2 

posee el valor de la distribución Weibull ajustada abajo del cual se podría encontrar 

un área igual a 0,01 es de 32,7162 días, mientras que la muestra 5 actúa de una forma 

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

 

3.10 Análisis Reológicos 

Para realizar los análisis reológicos de las muestras de yogures, se utilizó un 

viscosímetro 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 plástico ya que se caracteriza por producir una cierta cantidad 

de energía, 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 función, lineal o no, de la velocidad de 

deformación. 

 

 
 

Figura 44: Relación 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 

plástico, para esto se realizó la comparación de las curvas de la figura 7, en la que se 

observa las curvas de la viscosidad. 

 

 

Figura 45: Relación 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 deformación. Para la determinación de este producto se hizo el estudio 

de comparación con las curvas de la figura 7. 

 

 
 

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

 

3.11 Punto de Equilibrio de Producción Piloto. 

Para la elaboración de la formulación estándar por unidad, se hizo el cálculo para 

100lts. 
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FORMULACION	ESTANDAR	POR	UNIDAD

INSUMO PORCENTAJE PESO	Kg

LECHE 99,32 100
CARRAGENATO 0,15 0,15
CITRATO	DE	SODIO 0,2 0,2
INULINA 0,3 0,3
FERMENTO	MIX	PROBIOTICO 0,03 0,03



Pacheco Vanegas 87 

 

 

 

 

 

 

VOLUMEN	A	PREPARAR 100

COSTO	DE	PRODUCCION		POR		UNIDAD	DE	POR	1.000g

INSUMO UNIDAD CANTIDAD
COSTO	MATERIA	

PRIMA	Kg
COSTO	TOTAL	

USD

LECHE Kg 100 0,5 50
CARRAGENATO Kg 0,15 2 0,3
CITRATO	DE	SODIO Kg 0,2 1,5 0,3
INULINA Kg 0,3 4 1,2
FERMENTO	MIX	PROBIOTICO Kg 0,03 25 0,75
ENVASE	Y	TAPA U 100 0,4 40,00

COSTO	TOTAL		PRIMO	USD 92,55

UNIDADES	PRODUCIDAS 110

0,84COSTO	PRIMO	POR	UNIDAD
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3.12 Punto de Equilibrio de Producción Piloto. 

 

 PUNTO EQUI LI BRI O
DATOS CONTABLES

Gastos Fijos $5.000,00

GASTOS TOTALES DE FABRICACION $0,84

PRECIO FACTURACION P.V.D $2,00

PUNTO DE EQUILIBRIO
PE EN UNIDADES 4.311 ◄ Punto de Equilibrio en número de unidades vendidas (o de ventas efectuadas).

PE TOTAL DE FACTURACION $8.622,00 ◄ Punto de Equilibrio en unidades monetarias (facturación). Promedio dia de envase 332
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3.13 Discusión. 

De acuerdo a las investigaciones previas, se sabe que la lactasa es una enzima que 

rompe los enlaces disacáridos de la lactosa produciendo glucosa y galactosa, los cuales 

infieren un sabor más dulce a los productos hidrolizados. En los análisis sensoriales 

realizados al producto final, en los dos experimentos optimizados elegidos (2 y 5), se 

determinó que el 93.3% del panel de degustación considera al yogurt como dulce, e 

igual porcentaje indica que es ácido, por lo que fue catalogado como muy bueno. Al 

ser un producto hidrolizado, la cantidad de lactosa presente es mínima en relación 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 más largo, debido a que las rutas 

metabólicas (la glucosa vía glucólisis y la galactosa por la ruta de Leloir o la ruta de la 

tagatosa – 6 fosfato) utilizada por las bacterias lácticas no provocan una acidez 

rápidamente, que es la que produce el deterioro sensorial que no gusta al consumidor. 

Otro punto interesante, en este estudio fue determinar microbiológicamente el 

producto se mantiene inocuo hasta más allá del tiempo de vida útil en almacenamiento 

a 4ºC determinada por la normas técnica ecuatoriana que indica que debe ser no más 

de 30 días, al no encontrarse microorganismos patógenos, así 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 fermentación 

sumergida sobre un sustrato vegetal con una cepa seleccionada de la levadura 

Kluyveroromyces lactis, que se mantiene condiciones controladas y no está presente 

en el producto final (CHR Hansen, 2009). Se pudo determinar que el mejor tratamiento 

de la leche para realizar la hidrólisis de la lactosa es a una temperatura de 85ºC por 30 

minutos y luego la adición de una dosis de 1.93ml de la enzima lactasa a 38.09ºC por 

0.5 horas de exposición en el cual se logró una hidrólisis del 99,21%. La temperatura 

óptima de lactasa, está entre 35 a 45ºC,  a temperaturas superiores a 50ºC la enzima es 

desnaturalizada (CHR Hansen, 2009).  La enzima Ha-Lactase, la temperatura óptima 

para llegar a obtener un porcentaje de actividad relativa cercana al 100% es de 50ºC. 

Así, en el estudio realizado, se observa que a dicha temperatura se presenta una mejor 

actividad, considerando que está en función de la cantidad de lactasa aplicada. Pero 

según el diseño experimental (Tabla 1) y su desarrollo demostró que se podría trabajar 

a una temperatura hasta de 50ºC 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. Además el tiempo de hidrolisis es muy extenso y 

podría provocar un incremento de la flora de los psicótropos, llegando a desnaturalizar 

la proteína o desestabilizarla para los futuros procesos fermentativos. Aunque la 

enzima a temperaturas de 40ºC 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 fluctúan 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 fermentación en leches 

hidrolizadas fermentadas probióticas.  

A un temperatura de 50.2ºC por 0.49 horas se obtuvo un hidrolizado de 85.61%, muy 

buena opción pero con el inconveniente de la temperatura, debido a que se producía 

un ligero cambio de color  por la reacción no enzimática de Maillard y también este 

tratamiento puede producir también una desnaturalización de proteínas. El resto de 

tratamientos térmicos previos dieron excelentes resultados en los procesos de 

hidrolisis, pero la temperatura excesiva, provocaba la reacción de oscurecimiento que 

se mencionó 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 óptimo y que además cumple con la norma. 
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Conclusiones. 

 Luego de realizar el diseño experimental de respuesta de superficie box 

Behnken, se logró obtener la mejor hidrolisis de más del 99%  con las 

siguientes características: 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 

determinación de la lactosa se tomó como referencia la norma mexicana (ver 

anexo1).  

 

 En el diseño de mezclas Simplex Lattice, la mejor mezcla fue la del 

experimento 10 al tener un mejor crecimiento bacteriano de las cepas 

probióticas, dando los mejores atributos en el análisis sensorial para esta 

experimentación, quedando una mezcla de bacterias lacticas: Bifidum 

bacterium breve (66.66%), Lactobacillus acidophilu(16.66), Lactobacillus 

rhamnosus(16.66).  

 

 

 Para la elaboración del yogur se trabajó con el experimento de máxima 

respuesta de hidrolisis a 38,09°C, 1.93ml lactasa y 0.5 horas, y el diseño de 

mezclas número 10, y se obtuvo un yogur con características sensoriales 

aceptadas por el panel de degustación. Se pudo determinar el tiempo de vida 

útil para el yogur, mediante el análisis de Weibull obteniendo un periodo de 35 

días aproximadamente, este valor se encuentra por  encima de los valores de 

un yogur normal que tiene un tiempo de duración de 30 días, cabe recalcar que 

este tiempo se obtuvo sin haber utilizado ningún preservante.   

 

 Se realizó el análisis de las características reológicas (viscosidad) obteniendo 

productos con un comportamiento plástico en el caso de los yogures aflanados, 

y para el yogur batido se obtuvo un comportamiento pseudoplástico, ya que 

pierde fuerza y se vuelve más fluido. 
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Recomendaciones. 

 De acuerdo a las características 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 reología del producto, con el fin de mejorar sus 

características organolépticas. 

 

 Se recomienda encontrar un sistema para facilitar la determinación 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 

DERMINACIÓN DE REDUCTORES DIRECTOS (LACTOSA). 
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ANEXO 2: FICHA TECNICA PARA LECHE CRUDA 
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ANEXO 3: FICHA TÉCNICA DE FERMENTO ABY-3 
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ANEXO 4: FICHA TÉCNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA LECHES 

LARGA VIDA. 

 

 

 



Pacheco Vanegas 109 

 

 

 

 

 



Pacheco Vanegas 110 

ANEXO 5: FICHA TÉCNICA DE NORMA ECUATORIANA PARA LECHES  

FERMENTADAS 
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ANEXO 6: FICHA TÉCNICA DE AGAR MRS 
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ANEXO 7: FICHA DE CATACIÓN 
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ANEXO 8: IMÁGENES 

ENZIMA LACTASA 

 

CRIOSCOPIO 

 

INCUBADORA 

 

POTENCIÓMETRO 

 

CÁMARA CLIMATIZADA BINDER 

 

 MUESTRAS EN LA CAMARA 
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PROCESO PARA CUANTIFICACIÓN DE LA LACTOSA 

LECHE HIDROLIZADA 

 

ADICIÓN DE REACTIVOS 

 

FILTRADO 

 

SOLUCIÓN A Y B 

 

REDUCCIÓN DE COBRE 

 

REDUCCIÓN FINAL DEL COBRE 
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MUESTRAS DE YOGUR 

 

YOGURT AFLANADO 

 

VISCOSÍMETRO  

 

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 TÉCNICAS COMPACT DRY ECOLI/COLIFORMES, 

MOHOS Y LEVADURAS 
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ANEXO 10: INFORMES MICROBIOLÓGICOS YOGURT 
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ANEXO 11: INFORMES FISICO-QUIMICOS DE LECHE CRUDA 
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ANEXO 12: TABLA DE ENZIMA HA LACTASA 

 

 

 

 



Pacheco Vanegas 125 

ANEXO 13: MATERIAL Y EQUIPOS USADOS 

 

1. Crioscopio Funke Gerber Criosstar 1 

2. Cámara de flujo laminar vertical ESCO 

3. Incubadoras automáticas marca ESCO Tiempo  Temperatura 

4. Logo Data traspas datos a la computadora. 

5. Medidor digital de producción de CO2. 

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. Viscosímetro (Evo Expert) 

19. Cámara climatizada (Binder) 

 

 




