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RESUMEN

Ecuador no dispone de una tecnologia adecuada para usar eficientemente el
lactosuero residual de la industria quesera. En la actualidad el Ecuador posee
una producciéon anual de 4.6 x 108 litros de suero lacteo, que es utilizado como
alimentacion animal o es descargado en suelos, rios y vertientes de agua,
siendo altamente contaminantes, se genera cerca de 35 g/L de DBO y de 68
g/L de DQO (12), (52). Por lo tanto, resulta necesario proponer una alternativa
de transformacién de este subproducto, para que sea utilizado por la industria
de alimentos del pais, de manera que logre aprovechar el valor nutricional del
mismo de forma eficiente. La fermentacion del suero lacteo mediante el empleo
de bacterias puede resultar una alternativa interesante para emplear el
efluente de suero lacteo y proporcionar un valor nutricional extra en el futuro

desarrollo de alimentos funcionales.

En el presente trabajo se realiz6 un estudio preliminar del comportamiento del
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus empleando suero lacteo como
sustrato en la fermentacion, realizandose corridas experimentales a nivel de
laboratorio. Se efectlo la caracterizacion fisico-quimica de suero lacteo

procedente de una industria privada de la zona 5.



Se empled un disefio experimental 22 y se realizaron pruebas estadisticas con
95% de confianza aplicando el programa Statgraphics Centurion XV 2014 al
conjunto de resultados obtenidos de los experimentos planteados. El producto
de la fermentacion del lactosuero también se caracterizo fisico-quimicamente
y se presenta el resultado favorable del empleo del microorganismo
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus para aumentar la cantidad de
compuestos nitrogenados, correspondiéndose con un incremento en los
conteos celulares para el rango de las condiciones estudiadas. Se recomienda
en el futuro seguir profundizando en la investigacién, para aplicar los
resultados obtenidos en el desarrollo de alimentos funcionales que podran
fabricarse a partir de este efluente que le dara valor agregado, evitdndose la

contaminacion ambiental.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, la producciéon artesanal o industrial de queso representa una
de las mayores fuentes de ingreso para los comerciantes de productos lacteos
(30). El suero lacteo que se genera después del corte de la cuajada durante
su proceso de elaboracion, representa uno de los materiales mas
contaminantes que existen en la industria alimentaria, afectando de manera
considerable al medio ambiente. En efecto, para producir un kilo de queso
fresco, se requiere entre 6 y 7 litros de leche (4). Esto implica que se obtiene
alrededor de 5 litros de suero (4), lo cual representa entre el 80 al 90 por ciento
del volumen de leche que entra a los procesos de produccion de queso (34);
siendo asi, que anualmente en el pais se genera alrededor de 4,6 x 108 litros
de suero lacteo, que es utilizado como alimentacion animal o simplemente se
agrede el medio ambiente porque es descargado en suelos, rios y vertientes
de agua (45). Ademas, al no usar el lactosuero eficientemente, es un
desperdicio de nutrientes, debido a su elevada calidad proteica conformada
por sus proteinas B-lactoglobulina, a-lactalbumina, immunoglobulinas,
glicomacropéptido, albumina seérica bovina, lactoferrina y lactoperoxidasa,
siendo estas proteinas fuente de aminoacidos esenciales y aminoacidos
ramificados, aportando propiedades inmunoreguladoras, cumplen con

funciones antioxidantes, antivirales, antibacterianas, antifungiga, promueven


https://www.nutritienda.com/es/wiki/beta-lactoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/inmunoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicomacropeptido
https://www.nutritienda.com/es/wiki/albumina-de-suero-bovino
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoferrina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoperoxidasa

El crecimiento de bacterias beneficiosas y regula la biodisponibilidad y

absorcion del hierro (15).

La composicion del suero lacteo es 5 % lactosa (maximo), compuestos
nitrogenados 0, 8 % (minimo), grasas 0, 3 % (maximo), &cido lactico 0,16 %

(maximo), cenizas 0,7 % (maximo) y pH 6,4- 6,8 (22).

Dentro del Ecuador una de las zonas de mayor generacion de lactosuero, es
la zona de planificacién 5, la cual se encuentra conformada por las provincias
de Bolivar, Guayas, Los Rios y Santa Elena; debido a su alto indice de

elaboracién y comercializacién de queso (30).

En la actualidad, las posibilidades tecnologicas para el aprovechamiento del
suero liquido como materia prima son muy amplias. La méas usual es la
deshidratacion, generalmente usando el sistema Spray-drying, para obtener
suero en polvo o concentrado de proteinas de suero, en donde el suero debe
ser previamente concentrado en equipos especificos de ultrafiltracion; también
se pueden generar aislados de proteinas que se obtienen por diafiltracion o
cromatografia de intercambio i6nico (43), otras proteinas como la
lactoalbumina, lactoglobulina, lactoferrina y otras inmunoglobulinas. Otra

tecnologia que se suele aplicar es el proceso de separacion por membrana, el


https://www.nutritienda.com/es/wiki/hierro

Cual consiste basicamente en hacer circular el suero liquido previamente
tratado para evitar que las membranas se obstruyan por tubos de presion,
donde se produce el fraccionamiento de los componentes que lo integran
obteniendo de esta manera el concentrado de lactosa y proteina del suero de

leche (47).

Se han realizado estudios, que muestran procesos de fermentacion
empleando microorganismos como hongos, bacterias y levaduras; los cuales
degradan la lactosa presente en el suero de leche, obteniendo como producto
de la fermentacion 4cido lactico y un incremento en la cantidad de compuestos
nitrogenados, los cuales después de obtener extractos proteicos puedan servir
como materia prima durante la elaboracion de alimentos funcionales. Los
microorganismos de mayor frecuencia utilizados para los procesos de
fermentacion empleando suero de leche como sustrato son las de bacterias

acido lacticas como L. casei, L. helveticus, L. jensenii, L. acidophilus, L.

bulgaricus, S. thermophilus y levaduras como Kluyveromyces marxianus

var. marxianus y Kluyveromyces fraqilis, (1), (3), (5), (10), (11), (13), (12),

(14), (17), (18), (19), (21), (26), (27), (29), (28), (32), (34), (36), (48), (51).

El propdsito del presente trabajo es realizar un estudio preliminar sobre el

comportamiento del microorganismo Lactobacillus delbrueckii subsp



.bulgaricus empleando suero lacteo proveniente de una industria privada de
la Zona 5 del Ecuador, como sustrato en la fermentacion, a escala de

laboratorio.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1

Planteamiento del problema

Ecuador no dispone de una tecnologia adecuada para usar
eficientemente el suero lacteo residual de la industria quesera. Otro
problema es la falta de higiene que existe en las industrias queseras
del pais y que se evidencia debido a la contaminacion del suero lacteo
con bacterias como coliformes fecales, coliformes totales, E. coli,

Staphylococcus aureus, Salmonellasp mohos y levaduras (52). La

indisciplina tecnolégica que causa la adicion del suero en diversos
productos lacteos a manera de adulteracion, en especial en la leche
pasteurizada o esterilizada, provoca que los consumidores adopten el
paradigma negativo sobre el uso de este subproducto refiriéndose al
mismo como un producto alimenticio no aceptado; por estas razones
en la actualidad el suero lacteo que se genera en el pais es utilizado

como



alimentacion animal o es descargado en suelos, rios y vertientes de
agua, ocasionando un impacto ambiental debido a que es altamente
contaminante y tiene un alto contenido de DBO de 35 g/L y de DQO de
68 g/L (12). Por otro lado, se han realizado estudios que demuestran
que el suero de lacteo, es un subproducto rico en aminoacidos
esenciales y ramificados, ayuda a normalizar la flora intestinal por su
efecto probidtico y aporta elementos depurativos y desintoxicantes,
debido a la presencia de las proteinas p-lactoglobulina, a-
lactoalbimina, inmunoglobulinas, glicomacropéptido, albumina sérica
bovina, lactoferrina y lactoperoxidasa (15) (34), ademéas contiene
minerales como calcio, magnesio, manganeso, sodio, potasio, fésforo
y vitaminas A, B1, B2, B3, B5, B6, C, E y D (17). Por lo tanto resulta
necesario crear una alternativa de transformacién de este subproducto,
para que sea utilizado por la industria de alimentos del pais, de manera
que se logre aprovechar el valor nutricional del mismo de forma

eficiente.

Hipotesis

La fermentacion del suero lacteo mediante el empleo de Bacterias

puede resultar una alternativa interesante para emplear el efluente de


https://www.nutritienda.com/es/wiki/beta-lactoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/inmunoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicomacropeptido
https://www.nutritienda.com/es/wiki/albumina-de-suero-bovino
https://www.nutritienda.com/es/wiki/albumina-de-suero-bovino
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoferrina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoperoxidasa

suero lacteo y proporcionar un valor nutricional extra en el futuro

desarrollo de alimentos funcionales.

Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Realizar un estudio preliminar del comportamiento del

microorganismo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

empleando suero lacteo como sustrato en la fermentacion para en el

futuro desarrollar alimentos funcionales.

1.2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar el suero lacteo procedente de una industria quesera

privada perteneciente a la Zona 5.

Realizar corridas experimentales a nivel de laboratorio empleando

suero lacteo como sustrato para la fermentacién del microorganismo

Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus.



Incentivar el aprovechamiento productivo del efluente suero lacteo
que contamina el medio ambiente, mediante la implementacion de

procesos fermentativos.



1.2.

Metodologia de Desarrollo

En el capitulo de materiales y métodos se expresan las
determinaciones analiticas empleadas en el presente trabajo y el

disefio experimental y tratamiento estadistico aplicados.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1

Lactosuero: Definicién, composicién y caracteristicas

El lactosuero o también conocido como suero lacteo es un subproducto
liqguido que queda después de separar la cuajada, al elaborar el queso.
También se lo define como el liquido obtenido después de la

precipitacion de la caseina.

El lactosuero esta compuesto por un alto porcentaje de nutrientes, tales
como lactosa, proteinas y péptidos presentes en la proteina del suero
lacteo entre ellas la  B-lactoglobulina, a-lactoalbumina,
Inmunoglobulinas, glicomacropéptidos, lactoferrina, Albumina de suero
bovino y Lactoperoxidasa, siendo estas ricas en aminoécidos
esenciales y aminoacidos de cadenas ramificadas, vitaminas y

minerales
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estos han sido uno de los principales factores que se han tomado en
consideracion para su aprovechamiento (34). Los minerales mas
destacados son potasio, calcio, fésforo, sodio y magnesio. Posee un
alto nivel vitaminico como las del grupo B (tiamina, acido pantoténico,
piridoxina, acido nicotinico, cobalamina) y acido ascorbico. Su principal
componente nutritivo es la lactosa (4,5 % p/v); un azucar relativamente
insoluble, de bajo poder edulcorante, que no siempre puede ser
absorbida por el sistema digestivo humano. De esta forma la hidrélisis
de la lactosa es de vital importancia para el empleo del efluente en la
industria alimentaria, ya que se produce glucosa y galactosa, una
mezcla que presenta mayor solubilidad, mayor poder edulcorante y es
de facil absorcidbn por la mucosa digestiva (40), compuestos

nitrogenados (0,8% p/v), y lipidos (0,5%) (35).

Se puede caracterizar como un liquido fluido de color verdoso
amarillento, turbio, de sabor fresco, ligeramente dulce, de caracteristica
acido, su contenido de solidos totales es del 4% al 6%. Su viscosidad
es muy similar a la del agua cuyo valor es 1,14 centipoise y una
densidad de 1,025 g/mL. El lactosuero posee un elevado valor

energético que es casi similar a los de la harina de trigo con un valor
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aproximado de 357 Kcal/100 gr (35), lo que hace que se convierta en

un alimento con mucho potencial para la alimentacién humana.

El tipo de leche, tipo de queso elaborado y el proceso de tecnologia
empleado son factores muy destacados que influyen en la composicion
y en el tipo de lactosuero (35). Existen dos tipos de lactosuero, acido y
dulce estos son diferenciados por el sistema de coagulacion que se les

da.

Lactosuero acido

El lactosuero &cido es obtenido de la coagulacion acida o lactica de la
caseina, se produce especialmente por acidificacion quimica y/o
bacteriana (30). Presenta un pH alrededor de 4,5; debido al punto
isoeléctrico de la caseina en donde se anulan las cargas eléctricas que
mantienen separadas a las moléculas de caseina por las fuerzas de
repulsibn que generan, e impiden la floculacion. El acido lactico
secuestra el calcio del complejo de paracaseinato calcico y produce
lactato célcico (4). En la tabla 1 se muestra la composicién del

lactosuero acido.
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TABLA 1:

COMPOSICION DEL LACTOSUERO ACIDO

Componente Lac.tosuero acido
Min. Max.
Lactosa, % 4,3
Compuestos Nitrogenados, % 0,8
Grasa lactea, % 0,3
Ceniza, % 0,7
Acidez titulable, % ( calculada 0.35
como &cido lactico)
pH 55 4,8

Fuente: NTE INEN 2594, 2011

Lactosuero dulce

El lactosuero dulce es obtenido de la coagulacion enzimética de la
leche (30), mediante el uso de enzimas proteoliticas o cuajo, las cuales
actlan sobre las proteinas de la leche (caseinas) y las cortan o rompen
haciendo que estas se desestabilicen y precipiten, todo esto se da bajo
condiciones especificas de temperatura (15- 50°C), pH ligeramente
acido (5,9-6,6) producto de la incorporacion de cultivos lacteos y iones
calcio (15), su contenido de lactosa es superior al del lactosuero acido

(30). En la tabla 2 se muestra la composicion del lactosuero dulce.



TABLA 2:

COMPOSICION DEL LACTOSUERO DULCE

Lactosuero dulce
Componente : _
Min. Max.
Lactosa, % 5,0
Compuestos
. 0,8
nitrogenados, %
Grasa lactea, % 0,3
Ceniza, % 0,7
Acidez titulable,%
(calculada como acido 0,16
lactico)
pH 6,8 6,4

Fuente: NTE INEN 2594, 2011

14
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Parametros de Inocuidad del Suero Lacteo

El suero de leche liquido de acuerdo con la norma INEN 2594 (22), debe
cumplir con los siguientes requisitos microbiologicos establecidos en la

tabla (3).
TABLA 3:

REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA EL SUERO DE LECHE LiQUIDO

Requisito n m M c
Recuento de microorganismos

5 30000 100000 |1
aerobios mesdfilos UFC/g
Recuento de Escherichia coli UFC/g 5 <10 - 0
Staphylococcus aureus UFC/g 5 <100 100 1
Salmonella/25 g 5 ausencia | - 0
Deteccion de Listeria

5 ausencia | - 0
monocytogenes/25 g

Ddénde: n= NUmero de muestras a examinar.
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m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M= indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

C= Numero de muestras permisibles con resultados entre my M.

Proteinas del lactosuero

Se las denomina proteinas solubles debido a que no se precipitan
cuando se baja el pH de la leche a 4,6 (punto isoeléctrico de la caseina).
Estas proteinas globulares pueden ser aisladas fisicamente del suero
de la leche, en el que fue obtenido por la separacién del coagulo que se
da por la adicion del cuajo (25). Las proteinas presentes en el lactosuero
poseen una elevada fuente de aminoacidos esenciales. Brindan ciertas
caracteristicas funcionales en soluciones acuosas, tales como
solubilidad, emulsificacion y congelacion (40). Proporcionan una serie
de efectos biolégicos que van desde un efecto anticancerigeno hasta
efectos en la funcion digestiva como apoyar a las bacterias intestinales
beneficiosas (4). La proteina del suero lacteo es considerada una
proteina de digestion rapida y de alta calidad. Resiste relativamente
bien a la acidez del estbmago y pasa rapidamente hasta el intestino,
produciendo un aumento relativamente rapido de la concentracién de

aminoacidos disponibles en sangre. La calidad de la proteina del suero
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de leche se debe a que contiene una mayor concentracion de

aminoacidos de cadena ramificada y de aminoacidos esenciales que

otras fuentes de proteina. Ademas, la proteina del suero de leche

contiene varios péptidos y fragmentos de proteina que pueden fomentar

el bienestar y la salud en general (15). En la siguiente tabla se muestran

las propiedades principales de cada una de las proteinas que componen

en su conjunto a las proteinas del suero de leche:

TABLA 4:

PROTEINAS DEL SUERO DE LECHE Y SUS PROPIEDADES

Proteina de suero
de leche

Porcentaje

Propiedades

B-lactoglobulina

50-55%

Proteina de mayor tamafio. Fuente rica en
aminoacidos esenciales y aminoacidos de
cadena ramificada, protege el musculo y
ahorra glucégeno durante el ejercicio.
Mejora la absorciobn de las vitaminas
liposolubles.

a-lactoalbumina

20-25%

Principal proteina encontrada en la leche
humana. Fuente de  aminoacidos
esenciales y cadena ramificada. Rica en
triptéfano.

Inmunoglobulinas

10-15%

Principal proteina  encontrada en el
calostro. Mejoran la funcibn inmune a
cualquier edad.

Lactoferrina

1-2%

Es una glicoproteina que se encuentra en
el calostro y en la leche. Es Antioxidante,
antivirico, antibacteriano, antifingico.
Promueve el crecimiento de bacterias
benéficas.



https://www.nutritienda.com/es/wiki/triptofano
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Es una glicoproteina que se encuentra de
0,5% forma natural en el calostro, leche y otras

suero bovino

Lactoperoxidasa . ! .
secreciones, humanas o animales. Inhibe
el crecimiento bacteriano.

.. Fuente rica en aminoacidos esenciales.

Albumina de | 5-10%

Capacidad de bloquear las grasas y
guelar metales pesados.

glicomacropéptido | 10-15% ramificada, carece de aminoacidos

Es un glicopéptido, se escinde de la K-
caseina cuando se forma la cuajada.
Fuente de aminoacidos de cadena

aromaticos (triptéfano, fenilalanina vy
tirosina), por lo tanto, buena fuente
proteica para fenilcetonuricos (no pueden
consumir fenilalanina).

Fuente: Franchi, 2010

Propiedades Funcionales de las Proteinas Séricas

Las proteinas y péptidos presentes en el suero lacteo presentan valores

y actividades afiadidas a la simple funcién nutricional de aportar

aminoécidos.

B-lactoglobulina:  Tiene  actividad  biolégica  antihipertensiva,

antimicrobiana, antioxidante, anticarcinogénica, inmunomoduladora,
opioide, hipocolesterolémica y otras acciones de tipo metabdlico (38).a-

lactoalbimina: El consumo de a-lactoalbUmina muestra accion

antihipertensiva, antimicrobiana, anticarcinogénica, prebidtica,


https://www.nutritienda.com/es/wiki/beta-lactoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/alfa-lactoalbumina
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inmunomoduladora y opioide. Esta proteina se ha relacionado con la

disminucién del estrés y la prevencion de la alteracion cognitiva (38).

Inmunoglobulinas. Actian como anticuerpos protegiendo de infecciones

y agentes patdogenos. Son capaces de reducir la adhesion de
microorganismos, el metabolismo bacteriano, eliminar bacterias asi

como neutralizar toxinas y virus (38).

Glicomacropéptido: El glicomacropéptido ha mostrado capacidad de

neutralizar toxinas microbianas, inhibir la adhesion de bacterias
cariogénicas y virus de la gripe, regula el sistema inmune, promueve el
crecimiento de las bifidobacterias y regula la circulaciéon sanguinea con

acciéon antihipertensiva y antitrombética. El glicomacropéptido reduce

las secreciones gastricas y la movilidad estomacal y estimula la
liberacién de colecistoquinina (hormona relacionada con la saciedad).
Presenta beneficios sobre el desarrollo cerebral y potencia el

aprendizaje (38).


https://www.nutritienda.com/es/wiki/inmunoglobulina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicomacropeptido
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicomacropeptido
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicomacropeptido
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Albumina sérica _bovina. Tiene la capacidad de inhibir factores

tumorales, unirse a grasas y movilizarlas en el organismo para realizar
otras funciones como obtener energia o formar membranas. Posee

capacidad antioxidante y protege a las grasas de la oxidacion (38).

Lactoferrina: Se considera una molécula con accion defensiva,
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y con

propiedades sobre la regulacion del sistema inmune.

Su mecanismo de accién parece estar relacionado con (38):
Capacidad de bloquear el hierro del medio.

Inhibir el crecimiento bacteriano (se une a la membrana bacteriana de

los patégenos causando dafios fatales) e inhibir la replicacion de virus.
Prevenir la adhesion de bacterias al epitelio del intestino.
Mejorar la accion de algunos antibidticos.

Estimular la proliferacion de linfocitos y activacion de células

inmunitarias.
Favorecer la produccién de éxido nitrico y citoquinas.

Accion como anticuerpo.


https://www.nutritienda.com/es/wiki/albumina-de-suero-bovino
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoferrina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/hierro
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Lactoperoxidasa: Representa la enzima mas abundante en la leche y

genera compuestos capaces de inhibir el crecimiento de virus, hongos,

protozoos y de bacterias.

Estos péptidos se han encontrado en proteinas hidrolizadas
enzimaticamente y productos fermentados, aunque también pueden
formarse durante la digestién gastrointestinal de las proteinas enteras. Las
enzimas mas importantes en la obtencion de péptidos bioactivos son la

pepsina, tripsina y quimotripsina (38).

Propiedades Tecnoldgicas de las Proteinas Séricas

En la tabla 5 se muestran ciertos alimentos en los que fueron utilizadas las
proteinas del lactosuero y las funciones que desempefian dichas proteinas

(15).


https://www.nutritienda.com/es/wiki/lactoperoxidasa
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TABLA 5:

PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE LAS PROTEINAS DEL

LACTOSUERO EN LA PRODUCCION DE ALIMENTOS

Alimento Funcionalidades de la Proteina de
Suero.
Pan Absorcion de agua, adhesion- elasticidad.

Crema para Café

Emulsionante, estabilizante

Formula Infantil

Emulsificacion, estabilidad térmica.

Pasta

Cohesion, absorcién, absorcion de agua.

Budin

Emulsificacion, union a agua,

gelatinizacion, elasticidad.

Aderezo de ensaladas

Emulsificacion, elasticidad.

Salchichas

Union de agua, cohesion- adhesion,

emulsificacién, adsorcion de grasa.

Crema Batida

Emulsificacién, espumante, adsorcion de

agua.

Fuente: Franchi, 2010
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Contenido medio de los principales aminoacidos en el suero lacteo

Los amino&cidos presentes en el suero lacteo son: Acido aspartico (94.1
mg), Treonina (61.1 mg), Serina (38.8 mg), Acido glutamico (141.4 mg),
Prolina (46.7 mg), Glicina (13.8 mg), Alanina (42.1 mg), Valina (59.3 mg),
Cisteina(22.8 mg), Metionina(19.4 mg), Isoleucina (57.3 mgQ),
Leucina(79.8 mg), Tirosina(20.8 mg), Fenilalanina(21.3 mg), Lisina (76.1
mgq), Histidina (18.7 mg) y Arginina(22.0 mg) valores por cada gramo de

lactosuero(15).

2.2 Produccién de suero lacteo en la zona 5 del Ecuador

La Asociacion de Ganaderos de la Sierra y Oriente (AGSO), manifiesta
que el Ecuador posee una produccién de 5°200.000 litros diarios de leche

(31), con una produccién anual de 1.898°000.000.

La produccién de leche en el Ecuador se distribuye de la siguiente
manera: 73% corresponde a la region sierra, el 19% a la regién costa el
19% y el 8% a la amazonia (53). La provincia del Guayas posee una
produccion del 3.20% del total nacional (37), obteniendo una produccion

166.400 litros diarios de leche.


https://www.nutritienda.com/es/wiki/acido-aspartico
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-treonina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/serina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/acido-glutamico
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-prolina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/glicina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-alanina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/valina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-cisteina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-metionina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/isoleucina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/leucina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/tirosina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/l-fenilalanina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/lisina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/histidina
https://www.nutritienda.com/es/wiki/arginina
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Realizando un enfoque hacia la industria quesera en el pais, se
determina que existe un alto consumo de este producto en el mercado,
pero la produccién del mismo se da de mayor forma a nivel artesanal e
informal, teniendo asi que el 5 % de la leche nacional, es destinada a la
produccion de queso de tipo industrial, mientras que un 25% para queso
de tipo artesanal (4); logrando un estimado de 569°400.000 litros anuales

de leche destinados solo para la produccion quesera.

Por cada kilo de queso fresco a producir se requiere entre 6 y 7 litros de
leche. Esto implica que se obtiene alrededor de 5 litros de suero lacteo,
estos valores varian dependiendo del tipo de queso a producir (4). A partir
de estos datos se establece que el Ecuador posee una produccion anual

de 4.6 x 108 litros de suero.

2.1.1 Contaminacion ambiental por lactosuero

El lactosuero es uno de los materiales mas contaminantes que existen
en la industria alimentaria. La lactosa es el principal agente
contaminante, ya que se encuentra en una concentracion de
aproximadamente 50 gramos por litro, su poder contaminante se

establece mediante dos parametros: la demanda biologica de oxigeno
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(DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO). El primer parametro
mide el grado de contaminacién del efluente cuantificando el oxigeno
requerido por determinados microorganismos para poder oxidar el
efluente en cuestion (lactosuero), es decir mientras mayor sea el
oxigeno requerido por los microorganismos, mayor sera el nivel de
contaminacion del residuo. Mientras que el segundo parametro nos
indica la cantidad de materia organica susceptible a ser oxidada por
medios quimicos, al igual que la DBO, a mayor oxigeno utilizado en la
oxidacion del residuo, mayor es su nivel de contaminacion.
Normalmente la DQO tiende a ser el doble del valor de la DBO (15). Se
generan cerca de 35 g/L de demanda biolégica de oxigeno (DBO) y
cerca de 68 g/L de demanda quimica de oxigeno (DQO) (52). Esta
fuerza contaminante es equivalente a la de las aguas negras producidas

en un dia por 450 personas (19).

En muchas queserias el lactosuero es arrojado sin ningun tratamiento,
causando un problema de contaminacion grave. Cuando la descarga de
lactosuero es en el agua provoca un elevado consumo de oxigeno,
empobreciéndola y turbando la vida animal y vegetal, esto es debido a

la oxidacion de la materia organica presente en el lactosuero. Dicho
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consumo se mide principalmente a través de la determinacion de la

demanda biolégica de oxigeno en 5 dias (9).

Segun las estadisticas muestran que una gran cantidad de lactosuero
es descartada como efluente, provocando grandes consecuencias y
problemas ambientales, esto afecta fisica y quimicamente al suelo en
varios aspectos, como en su estructura y en la disminucion del
rendimiento de cultivos agricolas (35). Mas aln, no usar el lactosuero
como alimento es un enorme desperdicio de nutrientes; el lactosuero
contiene un poco mas del 25% de las proteinas de la leche, cerca del
8% de la materia grasa y cerca del 95% de la lactosa. Por lo menos el
50% en peso de los nutrientes de la leche se quedan en el lactosuero

(18).

2.2 Procesos tecnoldgicos convencionales para extracciéon de la
proteina del suero de leche.

Debido a las propiedades nutricionales y el alto valor proteico que ofrece
el suero de leche, se han desarrollado durante varios afios procesos o
métodos que permitan aprovechar este subproducto de la industria
lactea. Como parte de este propdsito se ha logrado concentrar la

proteina del suero mediante tecnologias convencionales y alternativas.



27

En la tabla 6 se muestran los procesos tecnoldgicos para concentrar la

proteina del suero de leche.

TABLA 6:

PROCESOS TECNOLOGICOS APLICADOS PARA OBTENER PROTEINA
A PARTIR DEL SUERO LACTEO.

PROCESOS TECNOLOGICOS

Convencionales Alternativos
Tecnologia de membranas: Procesos de fermentacion:
- Microfiltracién (MF) - Hongos
- Ultrafiltracién (UF) - Levaduras
- Nancdfiltracion (NF) - Bacterias

Fuente: Camacho, 2010

Tecnologia de membrana

El principio de funcionamiento consiste en la utilizacibn de unas
membranas semipermeables que actian como filtro o como una pared
de separacién selectiva, en la cual solo la pueden atravesar aquellas
sustancias que poseen un tamafio molecular menor al de las
porosidades de la membrana, estas sustancias reciben el nombre de
‘permeado”, mientras que los solidos o sustancias que no logran
atravesar la membrana quedando retenidas en la misma, se las
denominan “retenido”. Dentro de este proceso existen varios métodos

gue facilitan el paso de las sustancias a través de una membrana, como
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la aplicacién de alta presion, el mantenimiento de un gradiente de
concentracion en ambos lados de la membrana y la introduccion de un

potencial eléctrico (34).

Microfiltracion (MF)

En este proceso se emplean membranas porosas de 0,1 a 5 pum, con
un rango de precision de operacion 0,68 a 3,40 atm (43). La
microfiltracion se realiza con el objetivo de retener
microparticulas de tamafio superior a 5 ym entre las que se encuentran
sustancias como células sométicas, glébulos grasos, bacterias, esporas

y micelas de caseina (6).

Ultrafiltracion (UF)

La ultrafiltracion es la secuencia légica de la microfiltracién cuando se
requiere retener fragmentos de materia aiun mas pequefos, utilizan
membranas porosas de tamafio entre 5 a 100 nm (43), puesto que las
particulas a retener no son particulas en suspension sino compuestos
de tipo macromolecular o coloidal como polisacaridos, proteina, taninos
y virus (41). En la industria lactea es utilizada tanto para retener y

purificar compuestos de medio y alto peso molecular como las proteinas
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lacteas del suero de leche. Las presiones empleadas son de 0,9869-

9,87 atm (43).

Nanofiltracién (NF)

Considerada como un proceso unico entre la ultrafiltracion y la 6smosis
inversa, utiliza membranas con tamafios de poro de 1 a 5 nm vy
presiones entre 9,87-49,35 atm, especialmente disefiada para
conseguir separaciones especificas de compuestos de bajo peso
molecular como azucares, minerales disueltos y sales. Aplicaciones
tipicas incluyen de-salinizacion de productos lacteos, recuperacion de

proteinas hidrolizadas, lactosa y concentracion de azucares (4).

Procesos tecnoldgicos alternativos para concentrar la proteina

del suero de leche

En la industria lactea, se han desarrollado diferentes tecnologias o
métodos que permiten aprovechar los diversos subproductos que se
generan diariamente en la industria lactea, entre uno de los

subproductos mas representativos se encuentra el suero de leche
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proveniente de la industria quesera, para lo cual se han disefiado
procesos de fermentacion empleando microorganismos como hongos,
bacterias y levaduras; los cuales degradan la lactosa presente en el
suero de leche, obteniendo como resultado final compuestos
nitrogenados y acido lactico, los cuales puedan servir como materia
prima durante la elaboracion de alimentos funcionales. Los
microorganismos generalmente usados en la fermentacion del

lactosuero se encuentran en la tabla 7.
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TABLA 7:

MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LA FERMENTACION DE

LACTOSUERGO.

Bacterias Acido Levaduras Hongos
Lacticas
- Lactobacillus - Kluyveromyces | - Aspergillus
delbruckii  ssp. fragilis. carbonarius.
bulgaricus. - Kluyveromyces |- Aspergillus
- Lactobacillus marxianus. niger.
casei.
- Lactobacillus
jensenii.

- Lactobacillus
acidophilus.
- Lactobacillus
helveticus.

- Streptococcus
thermophilus.

Fuente: (McKay, 2007; Holt, 2000; Lyhs, 2012; Urribarri, 2011; Cabeza, 2009;
Sanchez, 2010; Shene, 2010; Escobar, 2012; Panesar, 2010; Mende, 2012;
Garcia, 2013).

Fermentacion por bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas, han sido utilizadas durante muchos afos
en los procesos de fermentacion industrial, debido a su gran atencion al

ser empleadas en la industria de alimentos, especialmente para la
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obtencion de acido lactico, componentes saborizantes, espesantes y
bacteriocinas, asi como al considerable valor nutritivo que pueden
aportar a los productos alimenticios y el bajo costo energético de su
produccion. Ademas, durante la ultima década se ha incrementado el
numero de estudios sobre el rol de que algunas cepas de bacterias

acido lacticas pudieran ser empleadas como cultivos probidticos (49).

Las bacterias acido lacticas son un conjunto de bacterias Gram-
positivas, no esporuladas, en forma de cocos o bastones y catalasa
negativa (aunque en algunos casos pueden encontrarse una pseudo-
catalasa), con un metabolismo estrictamente fermentativo produciendo
acido lactico como el mayor producto final de la fermentacion de los
azucares, y en otras ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO2
(28). En términos generales estas bacterias tienen complejas
necesidades de factores de crecimiento: vitamina B, aminoéacidos,
péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una de la razones del
porqué abundan en un medio tan rico nutricionalmente como la leche.
Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH
acido (pH =5, incluso a veces menores), pero conforme el medio se va

acidificando, resultan inhibidas un mayor nimero de especies (27).



Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas han sido clasificadas en base a sus

caracteristicas bioguimicas y fermentativas.

Se observa en la figura 2.1 las caracteristicas bioquimicas de las

bacterias acido lacticas.

1919

Orla-Jensen
-1920

Caracteristica

s Bioquimicas

Homofermentativas

Heterofermentativas

FIGURA 2.1. CARACTERISTICAS B

IOQUIMICAS DE LAS BACTERIAS

ACIDO LACTICAS
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En la figura 2.2 se observa las caracteristicas fermentativas de las

bacterias acido lactico.

Lyhs
2002

Caracteristicas
Fermentativa

Homofermentativas

Heterofermentativas

Heterofermentativas

Estrictas Estrictas Facultativas
fermentan las hexosas a
acido lactico y puede
Degradan Degradan las hexosas a producir CO, a partir del
exclusivamente Jacido lactico, acido gluconato pero no de la
~ las hexosas acetico, etanoly C0,y las glucosa. Ellos también
exclusivamente a pentosas a acido lacticoy fermentan las pentosas
acido lactico acido acetico. para producir 4cido

lactico y acético

FIGURA 2.2. CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS DE LAS BACTERIAS

ACIDO LACTICAS

Bacterias acido lacticas usadas en la industria lactea

La industria lactea, ha aprovechado durante muchos afios los diferentes

tipos de microorganismos entre los que se destacan las bacterias acido

lacticas, las cuales son usadas para la obtencion de diversos
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subproductos fermentados. En efecto hoy en dia se puede encontrar en
la mayoria de los supermercados productos como quesos, yogures y

mezclas de leches y granos fermentados.

Las bacterias acido lacticas dentro de la industria lactea, son aplicadas
primordialmente como cultivos iniciadores para la elaboracion de yogurt

y diversos quesos madurados.

En la produccion del yogurt se suele emplear una mezcla de cepas

termafilas entre las que se destaca el Streptococcus salivarius sbsp.

thermophilus y el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. La

fermentacion se lleva a cabo a 45°C y se considera que esta etapa
termina una vez que el pH de los yogures alcanza un valor por debajo
de 4,6. El tiempo de fermentacion es aproximadamente entre 2 y 4
horas, pero no es un valor fijo sino que varia constantemente. Esto se
debe a que el metabolismo de las bacterias lacticas depende de muchos
factores como las caracteristicas fisico-quimicas de la leche, la
presencia de sustancias contaminantes que interfieran en la

fermentacion, la calidad del cultivo usado, entre otros (3).
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Fermentacion de lactosuero por Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus descripcion, caracteristicas y condiciones de trabajo

El Lactobacillus delbrueckii_subsp. bulgaricus (también conocido

por su abreviatura como L. bulgaricus) es un bacilo Gram positivo, no

esporulado, largo simple y en cadenas Gram positivo y por sus
caracteristicas macroscopicas en cuanto a su tamafo es 1-3 mm, forma
circular, aspecto untuoso, color blanco crema, borde dentado y
elevacion plana (14); en base a sus caracteristicas microscopicas
presenta forma de bastoncillo relativamente alargados con tendencia a
formar cintas; de acuerdo a su caracteristica fermentativa se la describe
como una bacteria homofermentativa, debido a que produce &cido
lactico como mayor producto final de la fermentacion de los azlcares
(en este caso de la lactosa presente en el suero de leche), mediante via
Embden-Meyer-glucolisis-(3), (fermentacion lactica homofermentativa,

figura 2.3).
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Glucosa

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato < — dihidroxi-acetona-fosfato

Ll

Acido pirtivico

Acido lactico

FIGURA 2.3. FERMENTACION LACTICA HOMOFERMENTATIVA

Refiriéendose a las caracteristicas de trabajo, esta bacteria acido lactica
se desarrolla en un intervalo de temperatura entre los 35 y 45°C, siendo
la 6ptima entre 42 a 45°C y con pH que oscila entre 5,5 — 6,0 (32); su

metabolismo se detiene a temperaturas por debajo de los 10°C (20).

El L. bulgaricus, se desarrolla por una simbiosis en la cual el S.

thermophilus es aquel microorganismo que inicia la fermentacion

lactica y que se desarrolla muy intensamente hasta un pH de 5,5.
Debido a la acidez, el consumo de oxigeno y la liberacién de sustancias

volatiles, que se generan durante el proceso de fermentacion, crean las
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condiciones perfectas para que el L. bulgaricus se desarrolle. Por lo

general los Lactobacillus al desarrollar su actividad proteolitica,

producen una estimulacion al crecimiento y a la accién acidificante de

los Streptococcus y durante su actividad lipolitica liberan acidos grasos

y producen ademas acetaldehido, el diacetilo y la acetoina. También se

obtienen &cidos volatiles que originan el aroma caracteristico del yogurt

(1). ().

Preparacion y acondicionamiento del medio de cultivo

El suero lacteo utilizado como medio de cultivo debe ser acondicionado
o adecuado al tipo de bacteria acido lactica que se vaya a emplear, con
el fin de garantizar el proceso de fermentacion y se llegue al maximo
rendimiento del microorganismo. El acondicionamiento se divide en tres

fases: desproteinizacion, suplementacion y esterilizacion del suero.

La desproteinizacion del suero, por lo general se la realiza por
calentamiento elevando la temperatura a 115 °C 0 90°C durante 10y 20
minutos respectivamente (32), (51), otros autores para reducir el
consumo de energia y garantizar el proceso de desproteinizacion,
primero ajustan el pH a un valor de 5.5 con HCL 10N (equivalente a su

punto isoeléctrico), logrando la precipitacion de las proteinas en forma
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de coagulos (46), (13). Posteriormente las proteinas precipitadas son
removidas por centrifugacion a 4000 rpm por 15 minutos (32), (13),

también se suelen remover mediante filtracion (51).

Luego de la desproteinizacion, el suero de leche puede ser
suplementado con extractos de levaduras, carbonato de calcio, sulfato
manganeso (10) (32) y peptona tripsica de caseina (51), con el objetivo

de enriquecer el medio de cultivo, de manera que el Lactobacillus

tenga mayor fuentes de nutrientes que favorezcan su crecimiento y
reproduccion. Finalmente el suero es esterilizado en una autoclave a

115 0 121 °C durante 20 minutos (51), (32).

PROCESO DE FERMENTACION

El proceso de fermentacion comienza con la mezcla del suero

esterilizado junto con el Lactobacillus en erlenmeyers. Posteriormente

se incuba en un shaker (zaranda) para darle la oxigenacion que requiere
esta bacteria acido lactica ya que el oxigeno sirve para que el
microorganismo bajo condiciones aerbbicas se multipliqgue
adecuadamente, teniendo los siguientes parametros iniciales: pH 5.5,

temperatura de 43°C con una velocidad de agitacion de 125 rpm (45);
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bajo estos parametros se obtiene la maxima conversion de lactosa a

acido lactico.

Las bacterias acido lacticas como el Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus durante el proceso de fermentacion precipitan las proteinas
lactoséricas presentes en el suero que no reaccionan inicialmente con
el cuajo durante la elaboracién del queso. El proceso de fermentacién
permite recuperar un 7-10% del residuo de lactosuero, con un aumento
en la cantidad de compuestos nitrogenados en la fase precipitada, esto
se debe a la capacidad que tienen estos microorganismos de absorber
nitrégeno que se encuentra en forma de sales en el suero. El nitrégeno

es metabolizado por el L. bulgaricus propiciando una reaccién de

sustitucion, donde los grupos hidroxilicos de las moléculas polilacticas
son reemplazadas por grupos aminos, aumentando la cantidad de

nitrégeno proteico en la fase sélida o precipitada (45).

Durante el proceso de fermentacion se denota que el L. bulgaricus

posee un crecimiento exponencial durante las primeras 75 horas de
fermentacion, en la mayoria de ellas sufren un descenso en el
crecimiento, permaneciendo de forma constante durante un lapso de
tiempo, para luego volver a subir. Respecto a su velocidad de

crecimiento se denota que es menor cuando las concentraciones de
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azucares y porcentaje de in6culo son mayores, pero no obstante el

rendimiento celular del L. bulgaricus, es mayor (14).

Productos obtenidos del proceso de fermentacién

Debido a la caracteristica homofermentativa que posee el

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, como resultado final de

la degradacion de la lactosa, se va a obtener la produccion de acido
lactico generando esto a su vez un incremento en el valor proteico en

la parte solida del fermentado.

Concentrado de proteinay sus usos industriales
El suero como alimento animal

Antes de la segunda guerra mundial, las mayores salidas de lactosuero
desde granjas en Europay los Estados Unidos eran para la alimentacion
porcina y ganado vacuno, debido a que los grandes productores de
gueso tenian sus propios criaderos de cerdos y ganado; en la actualidad
aun se opta por seguir aprovechando el lactosuero de esta manera.
Ademas estudios realizados en Winsconsin, lllinois y California

(Estados Unidos), indican que los cerdos que pesan sobre 45 Kg, tienen
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excelentes ganancias de peso cuando son alimentados solamente con
suero y cebada o trigo, debido que el lactosuero actia como un

suplemento proteico adicional a su habitual alimentacion.

Investigadores de las universidades de Utah, Vermont y USDA,
Estados Unidos han comprobado que al alimentar las vacas con
lactosuero en el periodo de lactancia, la produccién de leche han sido
beneficiosas y no se ha visto afectada. Las vacas que recibieron el
lactosuero como su unica fuente de liquido, obtuvieron un 29% de su
masa seca en forma de suero. Por lo tanto, se concluyé que el
lactosuero reduce significativamente el consumo de agua u otros
nutrientes tanto para el ganado como para los cerdos, asi se podra
reducir gastos en la alimentacién de estos animales y se aumentara las

utilidades al momento de comercializar sus derivados (15).

El suero, como base para formulaciones infantiles

Durante muchas décadas, ha crecido el interés de mejorar el
rendimiento bioldgico y nutricional de la leche que es modificada para
asemejarse a la humana, con la finalidad de ser usada en formulaciones
infantiles, basadas principalmente en proteinas de suero de leche,

debido a que las proteinas del lactosuero pertenecen al grupo de
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proteinas de mas alta calidad disponible para uso comercial. La calidad
de la proteina del suero de leche se debe a que contiene una mayor
concentracion de amino acidos de cadena ramificada y de amino acidos
esenciales que otras fuentes de proteina. Ademas, la proteina del suero
de leche contiene varios péptidos y fragmentos de proteina que pueden

fomentar el bienestar y la salud en general (15).

El suero y su uso en productos dietéticos

Uno de los principales componentes del lactosuero utilizado para la
elaboraciéon de productos dietéticos, son sus proteinas. Se ha
demostrado que las proteinas séricas tienen propiedades beneficiosas
como por ejemplo, en la presion arterial y en la regulacién del consumo
energético de las personas, mediante regulaciones hormonales en el
tracto digestivo. Todos los productos dietéticos deben contener bajas
cantidades de sodio, debido a que este promueve la retencién en el
cuerpo y como consecuencia de esto el aumento de peso en la persona.
Estos productos deben ser bajos en lactosa, ya que existen muchos
consumidores que son intolerantes a ella y sera rechazado al momento

de su consumo (15).
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Las proteinas de suero como ingredientes esenciales en productos

alimenticios

Las proteinas del lactosuero tienen propiedades fisico-quimicas muy
importantes y beneficiosas en ciertos alimentos al momento de generar
productos texturizados. Ademas del valor nutricional que poseen, una
de las caracteristicas mas destacadas de estas proteinas es la
capacidad emulsionante que brinda, es decir la capacidad para

incorporar glébulos de grasa en una solucién (15).

El suero de leche y la elaboracién de pan

En la elaboracion de pan, se puede reemplazar el agua por suero de
leche directamente, de esta manera se puede economizar los gastos de
agua y se obtendria un producto con nutrientes adicionales. En muchas
ocasiones se utiliza el suero en polvo como complemento a la harina
para la elaboracion de pan, obteniendo un pan mas nutritivo es decir
con mayor cantidad de proteinas y con propiedades organolépticas

distintas al pan tradicional (15).
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Productos carnicos

Los concentrados de proteina de suero de leche se utilizan como
sustitutos parciales de carne, aglutinantes, intensificadores de sabor,
emulsionantes, ingredientes de salmuera y analogos de carne que
contribuyen a la nutricién, al sabor y a las propiedades funcionales
criticas. Son parcialmente utilizados para incrementar la produccién de
coccion, reducir la eliminacion del producto, reducir los costos de
formulacién, mejorar la textura del producto o intensificar el sabor del
producto. Los concentrados de proteina de suero de leche se aplican
en carnes emulsionadas como es la mortadela y salchichas, por su
humedad y aglutinamiento de grasa, emulsionante y propiedades de
emulsion estabilizadoras. También son aplicados en el area de molido
grueso como barra de carne, hamburguesas y embutidos, debidoa las

propiedades que presenta (15).
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Bebidas a base de suero de leche entero

Para elaborar una bebida a base de lactosuero por medio de un método
barato y eficiente se debe drenar el suero desde la tinaja de queso,
luego pasteurizarlo, desodorizarlo si lo amerita, darle sabor

adecuadamente y, por ultimo, empacarlo para su consumo.

En 1898, Graeff patenté un proceso simple en donde el suero era
calentado, desairado, y cargado con dioxido de carbono y formaldehido
bajo presién. En 1913 Jolles describi6 la preparacion de un refresco
saludable a partir del suero de leche. El suero se decolora y desodora
con carbon activado y se esteriliza mediante la adicion de acido. Sales,
medicamentos, y/o diéxido de carbono puede ser afiadido para producir
una bebida final. El suero de leche &cido tiene un sabor que es
compatible con los sabores citricos, en particular con el sabor a naranja.
El desarrollo de muchas bebidas con sabor a citricos ha tenido una alta

aceptabilidad en el consumidor (15).
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Jarabe de lactosa de suero hidrolizada

El lactosuero ha sido usado en investigaciones para producir jarabes de
lactosa hidrolizada. Desdoblando la molécula de lactosa en glucosa y
galactosa, por medio de lactasa libre o inmovilizada, con esto se espera
darle mas importancia en cuanto a la aplicacion con respecto a los
alimentos y también darle valor agregado a la materia prima de
fermentacion en comparacion al suero no hidrolizado. Por medio de la
hidrolisis parcial de la lactosa, la cristalizacion en los alimentos podria
ser menor y asi se reduciria el problema. En cuanto a la elaboracion de
pan, se utiliza la lactosa hidrolizada y se obtiene un producto mas
deseable en comparacion con la sacarosa. Este presenta un sabor mas
dulce que la lactosa, ademas el jarabe de lactosa hidrolizada es un
endulzante bajo en calorias. Este jarabe podria ser consumido por los
humanos y animales intolerantes a la lactosa sin ningun problema. Los
microorganismos que no son capaces de fermentar lactosa podrian
fermentar la lactosa hidrolizada, pudiendo generar una amplia variedad

de productos (15).
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3.1

CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la materia prima

El suero lacteo utilizado como materia prima, para el desarrollo del
presente trabajo, proviene de una industria lactea privada de la
provincia del Guayas, ubicada en el Kilbmetro 32,5 via Daule

(“Chiveria”).

Para cumplir con los objetivos planteados el lactosuero se caracterizd
fisico-quimicamente, previo al proceso de fermentacion, para lo cual
se emplearon los siguientes ensayos bromatoldgicos, siguiendo los
meétodos y especificaciones que establecen cada una de las normas

relacionadas a continuacion, segun el parametro a analizar.

Determinacion de Carbohidratos (por diferencia)

Carbohidratos se realiz6 por diferencia entre cenizas y humedad
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e Determinaciéon de Cenizas (AOAC 18th 940.26)
La determinacion de cenizas es importante por varias razones, entre
ellas proporciona el porcentaje de minerales presentes en el alimento

e Determinaciéon de Humedad(AOAC 18th 950.46)

e Determinacién de Nitrogeno Total (AOAC 18th 991.20)
El contenido total de proteina en los alimentos se determina mediante
el método Kjeldhal. Este procedimiento determina la materia
nitrogenada total, que incluye tanto las no proteinas como las
proteinas verdaderas (23). Para referirlo a proteina se multiplica por el
factor correspondiente.

e Determinacion de Grasas (Soxhlet) (NMX-AA005-SCFI-2000)

e Determinacién de pH (Thermo Scientific Orion 5 star)

3.2. Caracterizaciéon del lactosuero fermentado

El producto fermentado se centrifugd y se procedieron a realizar las
determinaciones de ceniza, humedad, compuestos nitrogenados,
grasas y carbohidratos empleando los mismos métodos que se

aplicaron anteriormente.Conteos Inicial y Final del lactosuero

Se realizaron conteos iniciales y finales. Se prepararon diluciones de

102 en tubos de ensayos y de ahi se tom6 1uL de dilucién y se
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colocé en la camara Neubauer (improved bright-line Marienfeld
modelo Tiefe Depth Profondeur 0.100mm - 0.0025 mm?) para su
respectivo conteo. Los conteos iniciales se realizaron por triplicado a la

materia prima suero lacteo esterilizado.

Se realizaron conteos celulares a las tres cantidades (0,6 g, 1,0gy 1,5

g) del Lactobacillus delbrueckii_subsp. bulgaricus. Se realiz6 la

curva de acidificacion del microorganismo graficAndose el pH en

funcién del tiempo.

. Disefio Experimental

Para las corridas experimentales se establecié un disefio 23, tomando

en cuenta dos cantidades del microorganismo Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus (0,6 g y 1,0 g), dos valores en cuanto

a la agitacion y aireacion (80 rpm y 100 rpm) y dos temperaturas de

fermentacion (30° Cy 37 °C).

Es decir tres variables independientes (cantidad del microorganismo,
rom y temperatura) y dos niveles para cada uno y como variable

dependiente el contenido de compuestos nitrogenados.
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En la Tabla 8 se muestran las cantidades del microorganismo
equivalentes a los siguientes conteos celulares efectuados por

triplicado.

TABLA 8:

CONTEOS CELULARES INICIALES CON SUERO LACTEO

ESTERILIZADO

0,69 109
7,1 x 10° UFC /mL 7,3 x 10° UFC /mL
7,2 x 105 UFC /mL 7,4 x 10° UFC /mL
7,0 x 105 UFC/mL 7,3 x 105 UFC/mL

3.4. Descripcion del Proceso

Proceso Fermentativo

Etapa de Pre- In6culo

Se activo el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (en polvo)

en erlenmeyers de 500 mL, conteniendo 250 mL de lactosuero
esterilizado. Se inocularon 0,6 g y 1,0 g, respectivamente del

microorganismo por triplicado. Se agitaron en un shaker (zaranda)
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(New Brunswick scientific modelo Excella E24 incubator) por 24h a 80
y 100 rpm y a 30 y 37 ° C, respectivamente. El medio de cultivo fue
agitado debido a que el microorganismo es facultativo y para tener un
aumento de biomasa se le dio oxigenacién. La fermentacion se realizo
bajo condiciones aerobias y bajo condiciones de temperatura, oxigeno
y pH. Las vias metabdlicas que sigue esta bacteria acido lactica son:

glucolisis, protedlisis y lipdlisis.

Etapa de Fermentacion

In6culo: Se tomaron 50 mL del pre-indculo y se afadieron a 150 mL
de lactosuero esterilizado en erlenmeyers de 500 mL bajo condiciones

asépticas.

Respondiendo al disefio experimental 23 se montaron las siguientes

corridas:
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TABLA 9:

DISENO DE EXPERIMENTOS

Temperatura (° C) Agitacion (rpm)
30°C 80 rpm
069 37°C 80 rpm
(x3)
30°C 100 rpm
37°C 100rpm
Temperatura (° C) Agitacion (rpm)
30°C 80 rpm
1.0g 37°C 80 rpm
(x3)
30°C 100 rpm
37°C 100rpm
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El analisis de los resultados se realizd6 mediante el programa
Statgraphics Centurion XV 2014 para determinar si existen diferencias

significativas entre las variables estudiadas.



CAPITULO 4

4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Resultado estadistico de pruebas realizadas a la materia prima

Para evitar posibles riesgos de contaminacion con la materia prima
suero lacteo, a pesar de venir pasteurizado de una industria privada
proveniente de la zona 5 del Ecuador, se decidid trabajar con suero

esterilizado.

Se observd que para las tres cantidades del microorganismo los
conteos celulares eran aproximadamente similares. Se continud

trabajando con 0,6 gy 1,0 g.

En la tabla 10 se muestran los valores de los conteos realizados por

triplicado de las tres cantidades del microorganismo.
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TABLA 10:

CONTEOS CELULARES INICIALES CON SUERO LACTEO

ESTERILIZADO

0,69 10g 159
7,1 x 10° UFC/mL 7,3 x 10° UFC /mL 7,5 x 10° UFC /mL
7,2 x 10° UFC /mL 7,4 x 10° UFC /mL 7,6 x 105 UFC/mL
7,0 x 105 UFC /mL 7,3 x 105 UFC /mL 7,5 x 105 UFC /mL

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma, 2014

En la Tabla 11 se aprecian los resultados de la caracterizacion de la
materia prima (suero lacteo) procedente de una industria privada lactea
de la Zona 5 del Ecuador, efectuadas previamente a la realizacion de

cada corrida experimental de fermentacion.
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, TABLA 11:
COMPOSICION DEL SUERO LACTEO (%) (VALORES

PROMEDIO)
Suero de
Parametros leche
Compuestos nitrogenados 0.85 %
Carbohidratos 3,51 %
Grasa Total 1,33 %
Cenizas 0,57%
Humedad 93,58 %
Ph 6,4

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

4.2. Resultados estadisticos de pruebas realizadas al producto final

En la curva de acidificacion se corrobora que el pH disminuye a medida
gue transcurre la fermentacion, coincidiendo con lo reportado en la ficha

técnica del microorganismo YC-380 (8).

En la figura 4.1 se observa la curva de acidificacién del proceso de

fermentacion.
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Curva de acidificacion
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FIGURA 4.1. CURVA DE ACIDIFICACION DEL PROCESO DE

FERMENTACION

Se determinaron los parametros fisico- quimicos del lactosuero

fermentado, la tabla 12 muestra los resultados obtenidos.
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TABLA 12:
COMPOSICION DEL LACTOSUERO FERMENTADO

(%) (VALORES PROMEDIO)

Lactosuero

Parametros fermentado
Compuestos nitrogenados 15 %
Carbohidratos 1,21 %
Grasa Total 0,58 %
Cenizas 0,56 %
Humedad 91,72 %
pH 3,4

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

Se realizaron conteos celulares al lactosuero fermentado y se demostro
un incremento en dichos conteos celulares después del proceso
fermentativo. En las siguientes tablas se muestran los resultados de los

conteos celulares que se realizaron al lactosuero fermentado.



TABLA 13:

60

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

. o . Compuestos
Condiciones Cantidad |n|IC|aI Conteo final del nitrogenados
de Lactobacillus | fermentado (48h)

de ) (UEC/mL) (%)
Fermentacion
T:30 °C 0,6 5,56x 10° 1,06
RPM: 80 0.6 6 1,05
pH: 6,4 inicial y ’ 5,45x 10 1'04
final 3,4 0,6 5,31 x 106 ’

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

TABLA 14:

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones | Cantidad inicial Conteo final del Compuestos
de de Lactobacillus | fermentado (48h) [nitrogenados

Fermentacion (9) (UFC/mL) (%)

T:37 °C 0,6 6,93x 10° 1,21

RPM: 80 0,6 6,87x 106 1,22

pH: 6,4 inicial y

final 3,4 0,6 6,97x 108 1,23

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma
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CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones | Cantidad inicial Conteo final del Compuestos
de de Lactobacillus | fermentado (48h) |nitrogenados
Fermentacion (9) (UFC/mL) (%)
T:30 °C 0,6 6,05x 10° 1,08
RPM: 100 0,6 6,10x 10° 1,09
pH: 6,4 inicial y 110
final 3,4 0,6 6,17 x 106 ’

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

TABLA 16:

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones de | Cantidad inicial | Conteo final del | Compuestos
Fermentacion | de Lactobacillus |fermentado (48h) | nitrogenados
(9) (UFC/mL) (%)
T:37 °C 0,6 7,23x 10° 1,40
RPM: 100 0,6 7,19x 106 1,41
pH: 6,4 inicial y
final 3,4 0,6 7,24 x 105 1,42

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma
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TABLA 17:

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones Cantidad de Conteo final del | Compuestos
de Lactobacillus (g) fermentado (48h) |nitrogenados

fermentacién (UFC/mL) (%)

T:30 °C 1,0 5,65 x 10° 1,24

RPM: 80 1,0 5,98 x 106 1,25

pH: 6,4 inicial 126

y final 3,4 1.0 5,82 x 10° ’

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

TABLA 18:

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones de Cantidad de Conteo final del | Compuestos
fermentacién Lactobacillus fermentado (48h) |nitrogenados
(9) (UFC/mL) (%)
T:37 °C 1,0 7,03 x 108 1,44
RPM: 80 6
pH: 6,4 inicial y 1,0 7,15x 10 145
final 3,4 1,0 7,08 x 10° 1,46

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma
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CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones de

Cantidad de Conteo final del Compuestos
fermentacién Lactobacillus (g) fermentado (48h) |nitrogenados
9 (UFC/mL) (%)
T:30 °C 1,0 6,76x 106 1,10
RPM: 100 1,0 6,41x 108 1,11
pH: 6,4 inicial y 1,12
final 3,4 1.0 6,72 x 10°

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

TABLA 20:

CONTEOS CELULARES REALIZADOS AL LACTOSUERO FERMENTADO

Condiciones de

> Cantidad de Conteo final del C_0mpuestos
fermentacion | | - obocillus @ fermentado (48h) |nitrogenados
(UFC/mL) (%)
T:37 °C 1,0 7,55 x 10° 1,49
NV 1,0 7,65 X 10° 1,50
pH: 6,4 inicial y o
final 3,4 1,0 7,75 X 106 )

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma
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La fermentacion del suero lacteo por bacterias acido lacticas se convirtid
en una alternativa favorable para darle un aprovechamiento adecuado
a este efluente con un valor nutricional adicional. En el presente trabajo
se destaca como novedoso la caracterizacion del suero lacteo de la
zona 5 del Ecuador y el aprovechamiento eficiente de este efluente
mediante el uso de un microorganismo que aparece poco reportado en
la literatura, para estos fines, aunque si aparece reportado para otras
producciones como yogurt y otras bebidas fermentadas. Segun Franchi
(2010) la caracterizacion del suero lacteo presenta los siguientes
valores, compuestos nitrogenados 0,6-1,0%, grasa 0,05- 0,37%,
cenizas 0,5% y pH 6,4, también Camacho (2010) reporta compuestos
nitrogenados 0,8-1,0%, grasa 0,2-0,7%, humedad 93-94% y pH 6,0-6,6.
La caracterizacion del suero lacteo (materia prima) en el presente
trabajo dieron valores similares a los reportados en la tabla 11

(composicion del suero lacteo).

Este estudio muestra el comportamiento del Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus en un medio de cultivo que tiene como sustrato el

suero lacteo, el cual se demostré en la tablas (13-20) que al aumentar

los conteos celulares en el proceso de fermentacion las caracteristicas
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fisico-quimicas del suero lacteo fermentado cambiaron, en las tablas
(13-20) se mostré un aumento en el contenido de compuestos
nitrogenados del lactosuero fermentado con respecto a la del suero

lacteo inicial (materia prima) tabla 10.

En las tablas (13-20), se reportan los valores de los conteos finales del
lactosuero fermentado. Se observa que tanto para la cantidad de 0,6 g
y 1, 0 g del microorganismo la temperatura es una variable influyente en
el proceso de fermentacion. Segun (Panesar, 2010), la temperatura de
incubacion del lactosuero a 40 °© C para el proceso de fermentacion, fue

favorable para la multiplicacién de otro microorganismo Lactobacillus

casei, obteniéndose mayor conteo celular en el suero lacteo
fermentado, lo cual conlleva al incremento del compuesto nitrogenado.
En el presente trabajo se observa que evidentemente en la tabla 21
(analisis de varianza para cantidad de compuestos nitrogenados) la
variable temperatura es la condicion de mayor efecto en el proceso
fermentativo, siendo uno de los factores mas importantes, para la
eficiente multiplicaciéon del microorganismo estudiado y obteniéndose
los mejores resultados con la temperatura de 37 ° C. Esto coincide con

el fundamento microbioldgico ya que el microorganismo es termdfilo,
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cuyo intervalo recomendado de temperatura de incubacion esta entre

35°C —459°C de acuerdo a su ficha técnica YC- 380.

Las condiciones de temperatura empleadas para un proceso de

fermentacién usando Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

fue 45° C (Panesar, 2010) (Buchta, 2010). Lactobacillus helveticus y

Lactobacillus acidofilus usaron temperaturas comprendidas en un

rango de 37°C - 45°C (Panesar, 2010). De acuerdo a las temperaturas
empleadas en el presente trabajo, la temperatura de 37 ° C se demostro
gue fue la temperatura mas adecuada, la cual coincide con los rangos

de temperatura estudiados por los autores anteriormente citados.

En las Tablas (13-20) se observa que la cantidad del microorganismo
también tiene importancia influyente en el mismo proceso. Se observo
gue la cantidad de compuestos nitrogenados del lactosuero inicial
(materia prima) valor promedio (s = 0,01) 0,85 %, se increment6 cuando

la cantidad del Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus fue de

1,0 g, obteniéndose una cantidad final de compuestos nitrogenados
valor promedio (s = 0,01) 1,5%, similar a los resultados obtenidos por

Feoli (2010) y Escobar (2012).
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Durante el proceso de fermentacion del Lactobacillus casei se estudio

el efecto de agitacion de un cultivo bacteriano, comparando el medio de
cultivo bajo condiciones de control en una zaranda a 100 rpm con
aireacion. La agitacion no tuvo ningun efecto en el proceso de
fermentacion debido a que el microorganismo es microaerofilico por
naturaleza (Panesar, 2010). Otros estudios utilizaron condiciones
estacionarias en el proceso de fermentacion (Gandhi, 2000) empleando

diferentes cultivos de lactobacillus (L. delbrueckii subsp. bulgaricus,

L. acidofilus, L. casei etc.). También las condiciones de crecimiento y

el efecto de agitacion en un proceso de fermentacion fue reportado y
analizado en estudios anteriores (Roy et al., 2010). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, ya que no se observo
ninguna diferencia significativa en el efecto de agitacion durante el

proceso de fermentacion segun tabla 21.

Se demuestra segun la tabla 20 los mejores resultados obtenidos fueron
con condiciones de 37 °C, 100 rpmy 1,0 g del microorganismo dando
un valor promedio del conteo realizado al producto fermentado de 7,65
x 10 UFC/mL. La cantidad de compuestos nitrogenados fue de 1,50%

(valor promedio).
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Para demostrar la diferencia entre el compuesto nitrogenado de la
materia prima con el compuesto nitrogenado obtenido en el producto
final de la mejor variante se realizo una prueba t de student empleando
el programa Statgraphics Centurion XV 2014, los resultados obtenidos

muestran que hay una diferencia significativa con un 95% de confianza.

Se demostré en el analisis estadistico empleando el mismo programa
estadistico que los resultados obtenidos en la tabla 21 en cuanto a las
variables empleadas en el proceso de fermentacion, la temperaturay la
cantidad del microorganismo, presentaron diferencias significativas en
ambos casos con un 95% de confianza. El analisis realizado para los
valores de rpm no dieron significativos lo que demuestra que no tuvieron

influencia en los resultados obtenidos.

De acuerdo al coeficiente de variables de la tabla 21, la temperatura fue
la que tuvo un mayor valor de todos los coeficientes, con valor de 0,145.
Esto demuestra que la temperatura es la condicion influyente mas

importante en el proceso de fermentacion del Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus, Siguiendo en orden de importancia la
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cantidad del microorganismo y también se demostré por el valor de

coeficiente que la variable rpm no result6 influyente en el proceso



70

.En la siguiente tabla 21 se muestra el analisis de varianza para la

cantidad de compuestos nitrogenados.

TABLA 21.

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA CANTIDAD COMPUESTOS

NITROGENADOS

Fuente Sumade Gl Cuadrado | Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A: Cantidad del 0,036 1 0,036 182,25 | 0,047
microorganismo
B:irpm 0,002 1 0,002 12,25 0,177
C.Temperatura 0,146 1 0,146 729,00 0,023
AB 0,013 1 0,013 64,00 0,079
AC 0,001 1 0,001 6,25 0,242
BC 0,014 1 0,014 72,25 0,074

Elaborado por Michelle Peralta y Kevin Palma

En el diagrama de Pareto se observa que la temperatura es la condicion

mas importante y sobresaliente comparada con las otras variables. Se

observa que la cantidad del microorganismo es importante aunque la

anterior es la mas determinante.
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En la figura 4.2 se muestra el diagrama de Pareto estandarizada para

la cantidad de compuestos nitrogenados.

C:Temperatura

A:Microorganismo

BC
AB

B:rpm

AC

DU'H

10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

o
(&)}

FIGURA 4.2. DIAGRAMA DE PARETO ESTANDARIZADA PARA LA

CANTIDAD DE COMPUESTO NITROGENADOS

En la figura 4.3 se hace evidente la influencia de las tres variables
estudiadas, la temperatura es la que tiene la mayor pendiente,
demostrando que ésta es la variable de mayor importancia, siguiendo
en orden de importancia la cantidad del microorganismo y la variable

rpm no presentd inclinacion alguna, por lo que no resultod significativa.
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FIGURA 4.3. EFECTOS PRINCIPALES PARA LA CANTIDAD DE

COMPUESTOS NITROGENADOS
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se caracterizd el suero lacteo procedente de una industria quesera
privada perteneciente a la zona 5 del Ecuador y se demostré mediante
analisis fisico- quimicos que la composicibn de este lactosuero
coinciden con los valores reportados por la norma INEN 2594, 2011
(suero de leche liquido). Los pardmetros analizados fueron:
carbohidratos 3,51%, compuestos nitrogenados 0,85%, grasa total

1,33%, cenizas 0,57%, humedad 93,58% y pH 6,4.

El microorganismo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se

adapto al sustrato (lactosuero) de una forma eficiente, a pesar de que
el medio de cultivo empleado no fue acondicionado previo al proceso de
fermentacibn mediante operaciones de desproteinizacion y
suplementacion citadas por otros autores, se obtuvo un crecimiento
favorable durante el proceso fermentativo de 7,65 x 106 UFC/mL (valor

72
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promedio), logrando un incremento en la cantidad de compuestos
nitrogenados de 0,85 % (lactosuero materia prima) (valor promedio) a
1,5% (lactosuero fermentado) (valor promedio), al cabo de 48 horas bajo
las condiciones de temperatura 37 °C, cantidad del microorganismo 1,0

gy 100 rpm.

Se demostr6  estadisticamente que durante el proceso
de fermentacién, la temperatura (37° C) fue la condicion mas importante

e influyente para la reproduccion del microorganismo Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus, seguido de la cantidad del

microorganismo (1g). Se observo que las rpm no eran determinantes en
el rango estudiado (80 y 100 rpm), corrobordndose las caracteristicas

terméfilas y facultativas propias del microorganismo.

Recomendaciones

Se recomienda en el futuro seguir profundizando en la investigacion en
el campo de Ciencias de Ingenieria en Alimentos, para establecer los
pardmetros optimizados aplicables al proceso de fermentacién y llegar
a obtener compuestos nitrogenados que podran emplearse para el

desarrollo de alimentos funcionales, obtenidos a partir de este efluente
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evitando la contaminacion ambiental. También se debe realizar un
analisis técnico- econémico sobre el posible empleo del proceso 73
fermentativo después de haber optimizado los parametros de

fermentacion y poder escalar a nivel de planta piloto.



APENDICE



Ficha técnica del

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus



o Su analisis es beneficioso para la evaluacion nutricional de un
alimento. Las cenizas son fundamentales en la preparacion de una muestra de

alimentos para analisis elemental especifico.

o Proporciona el porcentaje de minerales presentes en el alimento.

o Sirve como indice de calidad en algunos alimentos.

o Da a conocer adulteraciones, contaminacion o fraudes en alimentos.
Principio

La eliminacién de la sustancia organica se lleva a cabo por medio de
incineracion seca, el cual consiste en quemar la muestra en la mufla a
temperaturas superiores a 500°C, la eliminacion de la sustancia organica se da
por combustion formandose C0,, agua y sustancia inorganica (sales minerales)

se lleva a cabo hasta obtener una ceniza de color gris o gris claro (23).

Procedimiento

o Se calienta la muestra (usualmente 5-10 g) en una capsula de platino a

100°C hasta el agua sea expulsada.
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ANEXO 1

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS (POR DIFERENCIA ENTRE

CENIZAS Y HUMEDAD).

Los glucdos. azucares 0 carbohidratos. son quimecamente hablando

aldehidos o cetonas polihidroxilicos. 0 productos derivados de efics por
oxidacion. reduccion. sustitucion o pofimerizacion. Los carbohidraios
presentan diversas funciones en Jos organismos. ya sea como fuente
Energetica o como matenial estructural de las membranas Los carbohidraios
€ pueden cClasificar en monosacaridos simples y compuestos. oligosacancos

y polisacanidos simples y compuesios (38).

Determinaciéon de Cenizas (AOAC 18th 940.26)

Se define las cenizas de un alimento como un residuo INOTG2NICo que gueda
después de calcinar lz materia organica existente en u
cenizas no tienen los mismos elementos gue las muestiras int
onginal), ya que hay pérdidas de volatilizacién y por conversion e interaccién
entre los constituyentes quimicos. La caniidad de residuos inorganicos

Is

representa el contenido totzl de minerales en los zlimenios.

La determinacién de cenizas es imporiante por varias razones:



. Su andlisis es beneficioso para la evaluacién nutricional de un
alimento. Las cenizas son fundamentales en la preparacion de una muestra

de alimentos para analisis elemental especifico.

. Proporciona el porcentaje de minerales presentes en el alimento.

. Sirve como indice de calidad en algunos alimentos.

. Da a conocer adulteraciones, contaminacion o fraudes en alimentos.
Principio

La eliminacién de la sustancia organica se lleva a cabo por medio de
incineracion seca, el cual consiste en quemar la muestra en la mufla a
temperaturas superiores a 500°C, la eliminacion de la sustancia organica se
da por combustién formandose C0,, agua y sustancia inorganica (sales

minerales) se lleva a cabo hasta obtener una ceniza de color gris o gris claro

(23)

Procedimiento

. Se calienta la muestra (usualmente 5-10 g) en una capsula de platino

a 100°C hasta el agua sea expulsada.



. Se coloca la capsula en la mufla a una temperatura aproximada de

525°C y se deja hasta obtener cenizas libres de residuos carbonosos

v Sacar la capsula y colocar en el desecador, enfriar y pesar.
Calculos
% C = Ma=m 100
my—m
Doénde:

m = masa de la capsula vacia, en g;
m, = masa de la capsula con la leche (antes de la desecacion), en g.

m, = masa de la capsula con las cenizas (después de la incineracion), en g.

Determinacién de Humedad (AOAC 18th 950.46)

Los zlimentos poseen altos contenidos de agua el cual varian entre un 60% y
95%. En los tejidos vegetales y animales se encuentra en dos formas, como
agua libre y agua ligada. El agua libre o absorbida, es aquella que se puede
extraer facilmente de los alimentos exprimiendo, cortando o presionando,

mientras que el agua ligada es dificil de extraer. El agua ligada es aquella



que se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacion (en los

hidratos) o ligada a las proteinas y a las moléculas de sacaridos y absorbida

sobre la superficie de las particulas coloidales. (23)

Principio

La determinacion de humedad utilizando estufa y balanza analitica, incluye la
preparacion de muestra, pesado, secado a una temperatura de 103+ 3°C
hasta peso constante y tiene una duracion de 2-3 horas, enfriado y pesado

nuevamente de la muestra (33).

Procedimiento

Pesar de 2 a 5 g de muestra, en una capsula de aluminio previamente

tarada.

Secar la muestra hasta peso constante en la estufa por un tiempo de 4 horas

a una temperatura de 125 °C.

Enfriar en desecadora hasta temperatura ambiente y pesar.

Calculos



% SS = (’“2‘"‘) +100

my—m

Donde:

% SS = sustancia seca en porcentaje en masa
m = masa de la capsula en gramos

m; = masa de capsula de la muestra en gramos

m, = masadelacapsulaconlamuestradespués

Humedad (%) = 100 - % SS



ANEXO 2

DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (AOAC 18th 991.20)

El contenido total de proteinas en los alimentos se determina mediante el
método Kjeldahl. Este procedimiento determina la materia nitrogenada total,
gue incluye tanto las no proteinas como las proteinas verdaderas (23). Como
consecuencia de su estructura a base de aminoéacidos individuales, el
contenido de nitrégeno de las proteinas varia solo entre unos limites muy

estrechos (15 a 18% y como promedio 16%) (50).

Principio

Este método se basa en la destruccion de la materia organica con acido
sulfurico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso
hidréxido de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en: Acido
sulfurico donde se forma sulfato de amonio y el exceso de &cido es valorado
con hidréxido de sodio en presencia de rojo de metilo, Acido bérico

formandose borato de amonio el que se valora con acido clorhidrico (23).



Determinacion de Grasas (Soxhlet) (NMX-AA005-SCFI-2000)

Los lipidos se encuentran en los alimentos en forma de moléculas de
triglicéridos (3 acidos grasos esterificados a una molécula de glicerol), vy
presentan diferente composicion dependiendo de su fuente de obtencién. Su
estructura quimica varia debido a que son un grupo complejo de moléculas.
Entre sus caracteristicas una de la mas principal es su insolubilidad en el agua
y su alta solubilidad en disolventes no polares, tales como el éter etilico,
hexano, benceno, cloroformo y derivados liquidos del petréleo. Existen
métodos volumétricos y fisicos para la determinacion de grasas, pero los mas
usados para la extracciéon y cuantificacion de grasas de los alimentos consisten
en la extraccién directa con uno o varios disolventes, utilizando un equipo de

extraccion (24).

Principio

La grasa se extrae con una mezcla de éteres desde la muestra con un peso ya
conocido. El extracto etéreo se decanta y el éter es evaporado. La grasa

extraida es secada hasta peso constante.

Procedimiento

Preparacion de la muestra: En muestras con mucha humedad homogeneizar y

secar a 103+ ° C en estufa de aire considerando el tipo de muestra.



Procedimiento

Se pesa 2 g de la muestra de ensayo sobre un papel filtro de 7 cm de tamafio

y son transferidos en un tubo de digestion de 250 mL.

Se coloca los tubos en la campana de gases y se adiciona 2 o 3 perlas de

vidrio, 2 tabletas Kjeldahl, 15 mLH,S0, y lentamente 3 mL al 30-35% H,0,.

La digestion se realiza a 410 ° C hasta gue la mezcla esté clara alrededor de

45 minutos.

Se remueve los tubos y se deja enfriar alrededor de 10 minutos.

Se coloca soluciéon de NaOH- Na,S,0; en un tanque alcalino de destilacion
de vapor. Asegurarse que los 50- 75 mL se dispensen de la unidad antes de

realizar la destilacion.

Se adjunta sobre la plataforma uno de los tubos del digestor en la unidad
destiladora y un Erlenmayer de 250 mL que contiene 25 mL de la

soluciénH; BOscon un indicador mixto en el extremo final del condensador. La



destilacion de vapor recoge hasta 100- 125 mL (la solucién absorbida se

vuelve verde debido a la liberacion de NH;).

Se titula la solucién absorbida con 0.2 M HCL hasta un extremo gris neutro y
se lee el volumen de acido requerido para 0.01 mL. Titular el reactivo blanco

de la misma manera.

Calculos

Porcentaje de Nitrégeno

% N = (V4 — V) *» 1.4007 + M/ g porcidn de ensayo

Porcentaje de Proteina

% P=(V4_Vp) * 1.4007 » M » 6.38/ g porcidn de ensayo

Donde:

V4 y Vg = Volumen de acido requerido para la porcién de ensayo y el blanco,
respectivamente.

1.4007 = Peso mili-equivalente

M = Molaridad del acido estandarizada



ANEXO 3

DETERMINACION DE GRASAS (SOXHLET) (NMX-AA005-SCFI-2000)

Los lipidos se encuentran en los alimentos en forma de moléculas de
triglicéridos (3 acidos grasos esterificados a una molécula de glicerol), y
presentan diferente composicién dependiendo de su fuente de obtencién. Su
estructura quimica varia debido a que son un grupo complejo de moléculas.
Entre sus caracteristicas una de la mas principal es su insolubilidad en el
agua y su alta solubilidad en disolventes no polares, tales como el éter etilico,
hexano. benceno, cloroformo y derivados liquidos del petroleo. Existen
métodos volumétricos y fisicos para la determinacion de grasas, pero los mas
usados para la extraccion y cuantificacion de grasas de los alimentos
consisten en la extraccion directa con uno o varios disolventes, utilizando un

equipo de extraccion (24).

Principio

La grasa se extrae con una mezcla de éteres desde la muestra con un peso
ya conocido. El extracto etéreo se decanta y el éter es evaporado. La grasa

extraida es secada hasta peso constante.



Procedimiento

Preparacion de la muestra: En muestras con mucha humedad homogeneizar

y secar a 103+ ° C en estufa de aire considerando el tipo de muestra.

Moler y pasar por tamiz de malla de 1 mm

Pesar en duplicado 2 a 5 gramos de muestra preparada en el dedal de
extraccion o papel filtro previamente pesado y tapado con algodon

desgrasado.
Secar el matraz de extraccion por 30 min a 103+ 2°C.

Pesar el matraz de extraccion

Poner el matraz de extraccion en el sistema Soxhlet el dedal en el tubo de

extraccién y adicionar el solvente al matraz.

Extraer la muestra con el solvente por 6 a 8 horas a una velocidad de

condensacion de 3-6 gotas/s.

Una vez terminada la extraccion eliminar el solvente por evaporacion en-rota-

vapor o bafio Maria bajo campana. Hasta que no se detecte olor a éter.



ecar el matra
. S Z con la grasa en estufa a 103+ 2°C por 10 min, enfriar en

desecador y pesar.

Calculos
% grasa cruda =22""1 * 400
m
Dénde:
m = peso de la muestra
m, = tara del matraz solo

m, = peso matraz con grasa.



ANEXO 4
DETERMINACION DE pH (pH-metro Thermo Scientific Orion 5 star)

El pH es la concentracion de iones hidronio [H:0*] presentes en determinada
sustancia.

Principio

Se basa en la medicidn electrométrica de la actividad de los iones hidrégeno
presentes en una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH
(potenciometro), un instrumento que mide la diferencia de potencial entre dos
electrodos: un electrodo de referencia (generalmente de
plata /cloruro de plata)y un electrodo de vidrio que es sensible al
ion hidrogeno (33)

Procedimiento

« Calibrar el potenciémetro con las soluciones reguladoras de pH 4, pH
7 y pH 10 segun la acidez del producto.
« Tomar una porcién de la muestra ya preparada, mezclarla bien por

medio de un agitador.

. Sumergir él electrodo en la muestra de manera que los cubra
perfectamente. Hacer la medicién del pH. Sacar el electrodo y lavarlo

con agua.
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