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RESUMEN

El lactosuero es un subproducto resultante de los procesos artesanales e
industriales en los cuales la leche es transformada en queso; este liquido
de color amarillento es generado después de la separacién de la cuajada y
en el mismo se encuentran gran cantidad de los mas valiosos nutrientes de la
leche entre los cuales se encuentran proteinas que tienen un aporte

nutricional significativo para el organismo.

La cantidad de este subproducto disponible en el pais es considerable, ya
gue de acuerdo a datos presentados en el aifilo 2013 anualmente se obtienen
de la fabricacion del queso 4.6x10° litros de suero lacteo y especificamente
en la zona 5 en la cual se centra la investigacion existe una produccién
estimada en 2.5 millones de litros; de los cuales la mayoria son desechados
a rios y suelos, debido al desconocimiento de sus bondades nutricionales y el

dificil acceso a tecnologias que ayuden a su manejo y procesamiento.

En este trabajo de investigacibn se pretendié presentar una alternativa
asequible para el aprovechamiento del lactosuero; para lo cual se realizé la
caracterizacion fisico-quimica del suero lacteo el mismo que procedia de una
industria quesera privada perteneciente a la Zona 5. Posteriormente se

efectud un proceso de fermentacion; el mismo que se realiz0 mediante



corridas experimentales a nivel de laboratorio empleando el lactosuero como

sustrato para la fermentacion del Lactobacillus paracasei subs. paracasei.

En el proceso de fermentacion se utilizaron dos cantidades del

microorganismo Lactobacillus paracasei subs. paracasei (0.6 g, 1.0 g),

dos valores de agitacion (80 rom y 100 rpm) y dos diferentes temperaturas
(30°C y 37 °C) respondiendo a un disefio experimental de 2°. Finalizado el
proceso de fermentacion se caracterizé fisico-quimicamente cada una de las
muestras, y los resultados relacionados a las cantidades de compuestos
nitrogenados fueron sometidos a pruebas estadisticas con un 95% de
confianza aplicando el programa STATGRAPHICS CENTURION XVI con el
objetivo de determinar si las variables escogidas tenian influencia sobre los
mismos. De acuerdo a los analisis estadisticos efectuados, las variables con
mayor significancia en la produccion de compuestos nitrogenados son: la
cantidad de microorganismo y temperatura; de los niveles tomados para la
experimentacion se determind que los mejores resultados se obtuvieron para

1 g (cantidad de microorganismo) y una temperatura de 37° C.

Esta investigacion pretende que en el futuro se siga profundizando para
lograr la incorporacién del lactosuero a procesos industriales de forma

eficiente contribuyendo a disminuir la contaminacion ambiental.
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INTRODUCCION

En el Ecuador la escasa importancia que se le ha dado a la investigacion y
la falsa creencia de que la industria no se encuentra ligada a ésta ha
provocado que la matriz productiva del Ecuador se vea delimitada por
modelos externos que no necesariamente se adaptan a la realidad nacional,
por la no utilizacion eficiente de subproductos con alto potencial nutritivo y

cuyo desperdicio puede generar grandes impactos ambientales.

En la presente investigacidon se ha considerado al lactosuero, que es un
subproducto resultante de los procesos artesanales e industriales en los
cuales la leche es transformada en queso; este liquido de color amarillento
es generado después de la separacion de la cuajada y en este se encuentran
gran cantidad de los més valiosos nutrientes de la leche entre los cuales se
hallan proteinas que estan implicadas en una variedad de efectos

nutricionales y fisioldgicos (22) (33) (46) (72) (84) (104).

Es de conocimiento general que el potencial nutricional, funcional y
tecnoldgico del suero lacteo en la industria alimentaria del pais es altamente
infravalorado y por ende mal manejado; siendo el mismo vertido en las
afluentes liquidas causando el aumento del DBO y el DQO de las mismas o
esparcido en suelos poniendo en peligro la estructura fisica y quimica de los

mismos, reduciendo los rendimientos de cultivos (15).



Frente a la problematica ambiental que acaece en el medio por el indebido
manejo de este subproducto y también considerando los problemas de
desnutricion que sufren los sectores mas vulnerables del Ecuador; se plante6
la siguiente hipotesis: “La fermentacion del suero lacteo puede resultar una
alternativa interesante para emplear el efluente lactosuero y proporcionar un
valor nutricional agregado para en el futuro desarrollar alimentos

funcionales”.

Por tal razon, en el presente trabajo se tiene como objetivo general:

“‘Realizar un estudio preliminar empleando Lactobacillus paracasei subs.

paracasei, utilizando suero lacteo como sustrato para la fermentacion
proveniente de una industria de la Zona 5 del Ecuador para en el futuro

desarrollar alimentos funcionales”.

Para alcanzar el objetivo se realizé primero la caracterizacidon de suero
lacteo, y posteriormente se efectuaron corridas experimentales a nivel de
laboratorio empleando suero lacteo como sustrato y microorganismo

Lactobacillus paracasei susbs. paracasei .

Es necesario sefialar, que cada capitulo contenido en esta tesis, se
encuentra estratégicamente planificado para lograr una mejor comprension
de la investigacion realizada. En el primer capitulo se exponen las

generalidades de este proyecto investigativo; las mismas que abarcan los



objetivos, hipdtesis, planteamiento del problema y la metodologia empleada.
La segunda seccidon comprende el marco teorico del lactosuero y el
microorganismo utilizado; posteriormente en el tercer capitulo se detallan los
materiales y los métodos utilizados para el desarrollo de la experimentacion.
En el cuarto apartado se decidio realizar un andlisis estadistico y una
discusion de los resultados obtenidos en la experimentacion y en el dltimo

capitulo se exponen las conclusiones y las recomendaciones.

Con esta investigacion lo que se busca es promover la incentivacion para el
aprovechamiento productivo del efluente lactosuero que contamina el medio

ambiente.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES.

1.1. Planteamiento del Problema.

En el pais la industria lactea es un importante sector de la economia
siendo uno de sus productos mas representativos el queso; que

durante su elaboracion tiene como residuo el lactosuero.

El suero de leche representa un problema de disposicién en las
industrias debido a la falta de conocimiento por parte de las mismas
de su potencial nutricional y de la dificil accesibilidad a tecnologias
gue ayuden a su manejo y procesamiento; hecho por el cual este
subproducto es generalmente descartado como efluente
provocando consecuentemente graves problemas medio
ambientales en suelos y agua debido a su alta demanda de oxigeno

y elevado contenido de materia organica.



1.2.

Debido al aumento de la presion a las industrias por parte de la
sociedad que cada vez es mas consciente de la importancia de la
conservacion del medio ambiente; sumado al hecho de que en el
pais existen sectores de bajo poder adquisitivo con elevados
niveles de desnutricion, se ha planteado realizar este estudio
preliminar el cual presenta una opcion asequible para el futuro
aprovechamiento del suero del queso en el desarrollo de alimentos
funcionales. Esta investigacion se realiz6 por medio del empleo de

una bacteria acido lactica denominada Lactobacillus paracasei

subs. paracasei utilizando suero lacteo como sustrato para la

fermentacion proveniente de la industria privada, Chiveria, que se
encuentra dentro de la Zona 5 del Ecuador ; la misma que esta
integrada por las provincias del Guayas (excepto los cantones de
Guayaquil, Samborondén y Duran), Los Rios, Santa Elena, Bolivar

y Galapagos

Objetivos.

1.2.1. Objetivo General.

Realizar un estudio preliminar del comportamiento del

microorganismo Lactobacillus paracasei_subs. paracasei




empleando suero lacteo como sustrato para en el futuro

desarrollar alimentos funcionales.

Hipodtesis
La fermentacion del suero lacteo puede resultar una
alternativa interesante para emplear el efluente lactosuero y

proporcionar un valor nutricional agregado para en el futuro

desarrollar alimentos funcionales.

1.2.2. Objetivos Especificos.

e Caracterizar suero lacteo procedente de la industria
guesera privada, Chiveria, perteneciente a la Zona 5.

e Realizar corridas experimentales a nivel de laboratorio
empleando suero lacteo como sustrato y microorganismo

Lactobacillus paracasei subs. paracasei.

e Incentivar el aprovechamiento productivo del efluente

lactosuero que contamina el medio ambiente.

1.3. Metodologia de Desarrollo
La metodologia empleada para desarrollar este estudio preliminar

se llevé a cabo realizando como paso previo a cada una de las



experimentaciones la caracterizacion fisico- quimica del lactosuero
sin fermentar proveniente de la empresa Chiveria, para tener
conocimiento de la composicion del mismo y compararlo con la
bibliografia. Posteriormente se efectuaron corridas experimentales
en laboratorio que respondian a un disefio experimental factorial 23,
en el cual se hizo uso de dos cantidades de microorganismo

Lactobacillus paracasei subs. paracasei (0.6 g, 1.0 g) en 250 mL

de suero lacteo, dos valores de agitacion (80 rpm y 100 rpm) y dos
diferentes temperaturas (30°C y 37 °C); cada una estas corridas se
realizaron por triplicado y fueron fisico-quimicamente caracterizadas
para determinar la cantidad de compuestos nitrogenados presentes
en el suero del queso después de la fermentacion realizada por el
microorganismo. Se realizaron pruebas estadisticas que sirvieron
para determinar si las variables escogidas en el disefio experimental
tenian alguna influencia en la produccibn de compuestos

nitrogenados en el suero del queso fermentado.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO.

2.1. Lactosuero: Definicién, composicion y caracteristicas.

En la industria de los lacteos, durante la elaboracion del queso, el
principal subproducto generado es el lactosuero. El suero de leche,
puede ser definido, como el liquido remanente que se produce
luego de la separaciéon de la cuajada al momento de la fabricacion
del queso o también al separar la caseina luego de la coagulacion
de ésta.

Finalizada la elaboracion del queso éste tiende a retener
aproximadamente el 80% de las proteinas de la leche las que son
principalmente caseinas y el 20% restante permanece en el suero;
por lo cual en su conjunto son denominadas proteinas séricas. El
queso posee un 20% a 30% de grasa dependiendo de su tipo, sin
embargo queda grasa remanente en el lactosuero. La cantidad de

lactosa del suero de leche es similar a la concentracion de lactosa



de la leche utilizada la elaboracién del queso (36). Generalmente, la
apariencia del suero es opaca y de coloracion verde-amarilla (9)
(31) (55) (57). A partir de 10 litros de leche se produce de 1 a 2 kg
de queso y de 8 a 9 kg de suero de leche (10); existen
principalmente dos tipos de suero: el suero “dulce” y el suero

“acido”.

Suero Dulce

El suero dulce se obtiene en la coagulacion enzimatica de la leche
mediante el uso de enzimas proteoliticas o “cuajo”, que actian
sobre las caseinas de la leche y las “cortan”, provocando que éstas
se desestabilicen y precipiten; dandose este fendmeno bajo
condiciones especificas de temperatura (15-50°C), pH levemente
acido (5,9-6,6) producto de la incorporacién de cultivos lacteos e

iones calcio.

La enzima mas utilizada para realizar esto, es la quimosina o
renina, la cual es propia del aparato digestivo de los rumiantes, por
tal razon, en la antigiedad esta enzima se obtenia a partir del
estbmago de estos animales. En la actualidad, esta enzima se

produce a partir de una sintesis bioquimica (36).
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Suero Acido

Por otro lado, como se mencion0 anteriormente esta el suero
“acido”; el cual se genera por la precipitacion acida de la caseina que
se realiza disminuyendo el pH de la leche a un valor de 4,5 a 4,6. A
este pH, se alcanza el punto isoeléctrico de la mayoria de las
caseinas presentes; lo cual produce que la micela de caseina se
desestabilice y precipite, dejando en solucidbn solamente las

proteinas de tipo séricas (36).

Requisitos fisicos y quimicos para suero de leche liquido
NORMA INEN 2594:2011 (52)
El suero de leche liquido ensayado, de acuerdo con las normas

correspondientes, debe cumplir con lo establecido en la tabla 1.
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TABLA 1

REQUISITOS FiSICO-QUIMICOS DEL SUERO DE LECHE

LIQUIDO
Suero de Suero de
Requisitos leche dulce leche acido | Método de
. , . . ensayo
Min. Max. Min. Max.
AOAC
0, _— -
Lactosa % (m/m) 5,0 4,3 984.15
Compuestos NTE INEN
nitrogenados,% 0,8 -- 0,8 -- 16
(m/m) (1)
Grasa Lactea, % NTE INEN
(m/m) - 0.3 - 0.3 12
: NTE INEN
Ceniza, % (m/m) -- 0,7 -- 0,7 14
Acidez titulable, %
' NTE INEN
(calculada como -- 0,16 0,35 --
s 13
acido lactico)
AOAC
pH 6,8 6,4 55 4,8 973.41
(1)EI contenido de compuestos nitrogenados es igual a 6.38 por el %
nitrégeno total determinado

Fuente: Norma INEN 2594: 2011

Se observa en la TABLA 1 los requisitos establecidos por la norma
para los dos tipos de suero, siendo las Unicas diferencias

significativas entre ambos la acidez y el pH.



Requisitos microbiolégicos. NORMA INEN 2594:2011 (52)

El suero de leche liquido ensayado de acuerdo con las normas

correspondientes, debe cumplir con lo establecido en la tabla 2.

TABLA 2

REQUISITOS MICROBIOLOGICOS PARA EL SUERO DE

LECHE LIiQUIDO.

12

monocytogenes /25g.

- Método de
Requisito N M M
ensayo
Recuento de
microorganismos NTE INEN
aerobios mesofilos ° 30000 100 000 1529-5
ufc/g.
Recuento de 5 <10 i NTE INEN
Escherichia coli ufc/g. 1529-8
Staphylococcus NTE INEN
<
aureus ufc/g. S 100 100 1529-14
. NTE INEN
Salmonella /25g. 5 | Ausencia - 1529-15
Deteccion de Listeria 5 | Ausencia i 1SO 11290-1

Fuente: Norma INEN 2594:2011

Dénde:

n = NUmero de muestras a examinar

m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena

calidad.
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M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de
calidad.

C = numero de muestras permisibles con resultados entre my M

Proteinas del suero

El suero contiene un multitud de proteinas y péptidos
biolégicamente activos; estos y otros componentes han formado la
base para el uso del suero en aplicaciones medicinales durante los
siglos XVII y XVIII (49). Ademas, de la principales proteinas del
suero de leche (B-lactoglobulina y a-lactodlbumina) el suero
contiene un numero de otras proteinas con potente bioactividad.
Todas las proteinas del suero han estado implicadas por lo menos
en una variedad de efectos nutricionales vy fisiolégicos, incluyendo
rendimiento (i) fisico, recuperacién después del ejercicio y
prevencion de la atrofia muscular. (22) (33) (46) (72) (84) (104), (i)
saciedad y control del peso (72) (105) (106), (ii) Salud
cardiovascular (72) (80), (iv) efectos anticancerigenos (18) (42) (66),
(v) cuidado y reparacion de heridas (86)(99), (vi) tratamiento de las
infecciones (18) (81) (85), (vii) nutricion infantil (24) (48), y (viii)

envejecimiento saludable (98).
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B-Lactoglobulina

Conforma aproximadamente el 48-58% del contenido de la proteina
de suero de leche. Es una proteina cuya solubilidad en agua pura
es nula. La molécula esta constituida por una Unica cadena
polipéptidica de 162 residuos de aminoacidos con dos puentes
disulfuro y un grupo tiol libre. Se conocen cuatro variantes genéticas
de esta proteina (A, B, C y D) en las razas bovinas. La B-
Lactoglobulina es una molécula muy compacta cuya cadena esta
fuertemente plegada (106). El papel biolégico especifico de esta
proteina es desconocido, pero se tiene conocimiento de que liga
minerales por ejemplo (zinc, calcio, etc., a vitaminas solubles en
grasa por ejemplo (vitamina Ay E), y a lipidos y por consiguiente es
importante para varios procesos fisiolégicos. Contiene una
concentracion alta de BCAA. La B-Lactoglobulina es secretada en
leches de rumiantes con alta resistencia a la digestion gastrica, lo
cual provoca intolerancia y/o alergenicidad en los seres humanos,
sin embargo, gracias a tratamientos industriales como la
esterilizacion, el calentamiento o la presion hidrostatica alta y la
hidrolisis se ve mejorada la digestibilidad de esta proteina del

lactosuero (71).
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a-Lactoalbumina

Forman el 13-19% de la proteina de suero. Es una proteina muy
soluble en agua a pH 6, pero mucho menos soluble en la zona de
pH 4 - 4.6. La composicion en aminoacidos asi como la secuencia
de la molécula de a-Lactoalbumina son hoy conocidas. Su Unica
cadena peptidica esta constituida por 123 residuos de aminoacidos
con 4 puentes disulfuro. Su estructura ha sido comparada a la de la
lisozima, aunque las dos proteinas provienen de la duplicacién de
un gen ancestral que se vio afectado en el momento del paso de los
reptiles a los mamiferos. Se sabe en efecto que la a-Lactoalbumina
no existe mas que en los mamiferos mientras que la lisozima
parece encontrarse muy difundida en las especies animales; puede
pensarse que la aparicion de la a-Lactoalbumina esté ligada a la
diferenciacion de la glandula mamaria. El papel bioldgico de la a-
Lactoalbumina ha sido descubierto recientemente y se sabe que
interviene en la biosintesis de la lactosa, de la cual se sabe que
esta bajo el control de tres enzimas, uno de las cuales, la lactosa
sintetasa, esta constituida por dos subunidades proteicas Ay B. La
proteina B no es otra que la a-Lactoalbumina (106). En recientes
investigaciones, se ha encontrado que esta proteina ayuda a
proteger el organismo contra infecciones, es ansiolitica ya que

regula la neurotransmision serotoninérgica y por ende disminuye el
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cortisol (64), ayuda a mejorar la falta de atencion incrementando la
biodisponibilidad del triptofano en plasma, e inhibe organismos
enteropatogénicos (E Coli, Salmonella). Brinda proteccion frente a

Klebsiella pneumoniae, es agonista opioide (67), antihipertensiva

(94), y anticancerigena. Al ser inyectada intratumoralmente se ha
demostrado que es capaz de matar células cancerigenas del
glioblastoma, induciendo la apoptosis sin afectar a las células
sanas. Este mismo fendmeno ha sido demostrado en otros 40 tipos
de cancer. Se ha encontrado que esta proteina tiene efectos
destacados sobre la composicion corporal en modelos animales: en
una investigacion se aliment6 ratas obesas con aislados de
proteina de suero, a-lactoalbimina, B-lactoglobulina o lactoferrina;
las ratas que perdieron mas peso y mas porcentaje de grasa fueron

aguellas que recibieron a-lactoalbuminas y lactoferrina (95).

Albumina Sérica Bovina

Es una que se identifica con la seroalbumina sanguinea. Es muy
soluble en agua. Su molécula contiene una grupo tiol y 17 puentes
disulfuro intrapeptidicos (106).Representa el 6% de la proteina de
suero. No se ha estudiado mucho su potencial bioactivo. Se ha

descubierto, que en cultivos de células de cancer de mama impide
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el desarrollo tumoral, ademéas de inhibir la genotoxicidad en un

modelo de exposicion inducida mediada por carcindgenos (59).

Inmunoglobulinas

Constituyen el 8-12% del lactosuero. Esta proteina es producida en
respuesta ante una determinada carga microbiana, formando de
esta manera una defensa especializada que se encarga de
identificar patégenos. Las inmonuglobulinas son proteinas
monomeéricas (IgG) diméricas (IgA) o pentaméricas (IgM). Estas se
caracterizan por sobrevivir a la digestién llegando a alcanzar el
intestino y son altamente efectivas neutralizando bacterias, virus y
otros microorganismos patdégenos con anticuerpos especificos

(106).

Lactoferrina

La lactoferrina o lactotransferrina esta constituida por una proteina
con una Unica cadena polipeptidica, contiene glucidos (7%) hierro
(0,1%) y cistina (5%). La lactoferrina puede fijar reversiblemente el
hierro adquiriendo una coloracibn rosa que se desarrolla
dependiendo de la cantidad de hierro conjugado. La fijacion de
hierro por la transferrina es fuertemente dependiente del pH y de la

presencia iones carboénicos.
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Se encuentra en la proteina de suero en proporciones del 2%.
Debido a su capacidad esta tiene propiedades antimicrobianas,
antiviricas y antibacterianas, ya que los organismos patdégenos
suelen tener requerimientos de hierro para su propagacion.
Robustece la funcion inmune innata y adaptativa, y regula la
respuesta inflamatoria en artritis infecciosa y autoinmune
disminuyendo la inflamacién articular. Modula la respuesta oxidativa
(1), y previene la sepsis, es antimicrobiana, bactericida Gram+ y
Gram-, antivirica, antimicética y antitumoral (65) (66). En una
investigacion realizada en 2009 se lleg6 a descubrir que en recién
nacidos con bajo peso la administracion de esta proteina reduce el
riesgo de sepsis, que afecta al 20% logrando disminuir este
porcentaje de incidencia hasta el 6%. En varios estudios se ha
logrado demostrar su capacidad de inhibir tumores; entre ellos la
disminucién del desarrollo y metastasis de tumores de colon,
pulmones y eso6fago en ratas expuestas a cancerigenos quimicos,
ademas acelera la reconstitucién de la respuesta inmune en ratones
expuestos a inmunosupresion quimioterapica (7). Estimula la
respuesta inmune de las células asesinas NK, retrae el virus de la
hepatitis C y regula la respuesta fagocitotica de células macrofagas.
Es necesario también mencionar que la lactoferrina ayuda mejorar

la respuesta inmune en pacientes post quirdrgicos (107), aumenta
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el colesterol HDL y reduce los niveles de triglicéridos, retardando de

esta manera la acumulacion de lipidos en el higado (102).

Glicomacropéptido

Esta proteina es un glicopéptido C-terminal que se separa de la
molécula de kappa caseina por actividad de la quimosina mientras
se da la precipitacion de las caseinas durante la elaboracién del
queso. El glicomacropéptido se caracteriza por ser una proteina
hidrofilica y se encuentra en suspension en la fraccién del suero
mientras que la seccién restante de la K-caseina se precipita para
formar parte del cuajo. El glicomacropéptido engloba un 50 a 60%
de carbohidratos en su composicion (galactosa, N-acetil-
galactosamina y &cido N- neuraminico). Es especialmente
abundante en aminoacidos de cadena ramificada y deficiente
en metionina 'y no contiene fenilalanina. Conforma el 12-20% de la
composicién del suero. Tiene la particularidad de adherirse a
enterotoxinas inhibiendo de esta manera la adhesion virica y
bacteriana, demostrando eficacia frente a E.Coli y célera (71). Se ha
probado en modelos animales y su administracion demostré que
ayuda a mejorar el desarrollo cognitivo (20). Regulo la respuesta
inflamatoria en ratas con colitis (27). Ademas estimula la sintesis de

colecistoquinina, sefial que regularizadora del apetito provocando


http://www.nutritienda.com/es/wiki/bcaa's
http://www.nutritienda.com/es/wiki/l-metionina
http://www.nutritienda.com/es/wiki/l-fenilalanina
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por tanto un efecto saciante. Induce el desarrollo de flora bacteriana
beneficiosa en el intestino y también posee actividad antitrombotica

e inmunomoduladora (78).

Lactoperoxidasa

La lactoperoxidasa constituye el 0.5 % de las proteinas del suero
lacteo. Es una metaloproteina bioactiva que fija el hierro. Es parte
del sistema bactericida (106), su accion en bacterias que causan
deterioro en la leche ha sido investigada y se ha determinado que
tiene la particularidad de inhibir bacterias gram-positivas y de

causar la muerte en bacterias gram-negativas (41).

Fraccion Proteosa-Peptonas

Es la fraccidon de las proteinas de la leche que no se precipitan por
el calentamiento a 95°C en un tiempo de 30 minutos posteriormente
seguida de la acidificacibn a pH 4,6. Suele representar
aproximadamente el 10% de las proteinas del lactosuero. Es muy
heterogénea y aun no se encuentra perfectamente definida. Abarca
principalmente 4 componentes, denominados componentes 3, 5, 8
rapido y 8 lento. EI componente 3 se caracteriza por encontrarse
exclusivamente en el suero lacteo. Es abundante en hexosas (7%),

hexosaminas (6%) y acido sialicos, pero pobre en fosforo (0.5%).
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Las otras proteasas-petOnas, tienen en menos abundancia de
glucidos y acido sialico pero son mas ricas en fésforo; estas suelen

encontrarse tanto en lactosuero como en las micelas (106).

Calidad proteica del suero lacteo

Como anteriormente se menciond, las proteinas del lactosuero
suelen desempefiar un papel nutritivo importante ya que son una
rica y balanceada fuente de aminoacidos esenciales (46) (51);
ademas estas proteinas son de elevado valor biolégico (son ricas
en leucina, triptéfano, lisina y aminoacidos azufrados), tienen una
calidad equivalente a las proteinas del huevo y no presentan
deficiencias de ningun aminoéacido. Esto puede ser observado en
la TABLA 3 en la cual se compara el contenido de aminoacidos del
lactosuero con respecto al huevo, pudiendo observar que la leucina
y la lisina son aminoacidos que se encuentran en mayor proporcion

(12).
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TABLA 3
COMPOSICION EN AMINOACIDOS ESENCIALES (G/100 G

DE PROTEINA)

Aminoécido Lactosuero Huevo Equilibrio
recomendado
por la FAO
Treonina 6.2 4.9 3.5
Cisteina 1.0 2.8 2.6
Metionina 2.0 3.4 2.6
Valina 6.0 6.4 4.8
Leucina 9.5 8.5 7.0
Isoleucina 5.9 5.2 4.2
Fenilalanina 3.6 5.2 7.3
Lisina 9.0 6.2 5.1
Histidina 1.8 2.6 1.7
Triptéfano 15 1.6 1.1

Fuente: (Linden et al., 2012)

Proteinas del Lactosuero en la Industria Alimentaria

Las proteinas del suero son utilizadas en muchas aplicaciones en la
industria alimentaria por su funcionalidad y valor nutritivo (87); sus
usos se dan en una gran variedad de alimentos debido a sus
excelentes propiedades gelificantes y emulsificantes, siendo la [3-
lactoglobulina uno de los mayores agentes gelificantes (2) (100).
Los geles de la proteina del suero de leche pueden ser utilizados

como hidrogeles de pH-sensitivos, los cuales son redes
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tridimensionales que tienen la habilidad de hincharse en agua y
logran retener una fraccion significativa de la misma en el interior de
esta estructura (45). Las proteinas del lactosuero favorecen
propiedades funcionales tales como la como solubilidad (51), la
emulsificacion, la retencion de agua/grasa, son un excelente
espumante, espesantes y tienen buenas propiedades de
gelificacion; estas cualidades hacen de este subproducto un

interesante ingrediente alimenticio (44).

TABLA 4

PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS DEL LACTOSUERO.

Propiedades Proteinas del lactosuero

Hidratacion Capacidad de retencion de agua que
se incrementa con la
desnaturalizacion de proteina

Solubilidad Insolubles a pH 5 si son
termodesnaturalizados

Gelificacion Gelificacion térmica desde 70 °C:
influencia de pH y sales

Viscosidad Soluciones no tan viscosas excepto si
son termodesnaturalizadas

Propiedades Excelentes propiedades
emulsificantes emulsificantes excepto a pH 4.5 si es
termodesnaturalizada

Retencion de sabores Retencién muy variable a la
desnaturalizacién

Propiedades de Excelente estabilidad espumante
espumado

Fuente: (Hui, Y. 2012)
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Carbohidratos del lactosuero

La lactosa es el carbohidrato que en mayor cantidad se encuentra
en la leche. Ademas otro tipo de azlcares que también son hallados
pero en minimas cantidades; son los denominados poliodsidos, que
incluyen fucosa y glucidos nitrogenados (101).Durante la fabricacion
del queso, un 95% de la lactosa suele perderse en el lactosuero
(37); siendo la proporcion de la lactosa en el mismo del 4,5-5%
m/v. La hidrélisis enzimatica también es posible. Algunas levaduras
y numerosas bacterias poseen una lactasa que puede provocarla.
La evolucion mas frecuente y a la vez, mas importante, es su
transformacién en &cido lactico la cual es llevada a cabo por las
bacterias lacticas (101).

Segun el tipo de microorganismos presente, la lactosa sufrira
fermentaciones, que produciran diferentes productos secundarios

(31) (56) (101).

Vitaminas

El lactosuero posee un contenido vitaminico significativo,
especialmente en vitaminas del complejo B y de acido ascorbico. En
el subproducto investigado, las vitaminas liposolubles suelen ser
muy escasas debido a que carece de materia grasa suficiente (10)

(43).
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TABLA 5

CONTENIDOS EN VITAMINAS DEL LACTOSUERO.

Vitaminas Concentracioén Necesidades
(mg/mL) diarias (mgQ)
Tiamina 0.38 1.5
Riboflavina 1.2 1.5
Acido nicotinico 0.85 10-20
Acido pantoténico 3.4 10
Piridoxina 0.42 1.5
Cobalamina 0.03 2
Acido ascérbico 2.2 10-75

Fuente: (Linden et al., 2012)

Productos alimentarios que usan lactosuero

En los dltimos afios debido al crecimiento del sector industrial
quesero en el mundo y al aumento de la contaminacién ambiental
por el deshecho del lactosuero; la industria empez6 una
concientizacion 'y ahora busca aprovechar las bondades
nutricionales que ofrece este subproducto, desarrollando de esta

manera una diversidad de productos.
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Formulas Infantiles

El desarrollo de sustitutos de leche materna forma una parte integral
en la historia de la pediatria. Aun no han sido desarrolladas
férmulas pediatricas que tengan la capacidad de igualar las
propiedades inmunoldégicas y la digestibilidad de la leche materna,
las formulas infantiles durante muchos afios han sido sometidas a

un sin nimero revisiones (79).

En la actualidad, el objetivo principal de la industria que se dedica a
elaborar formulas infantiles, no ha sido el imitar la sorprendente
complejidad de la leche humana por medio de preparaciones
industriales de leche de vaca. De hecho su objetivo es fabricar el
segundo mejor alimento disponible logrando identificar las
diferencias de mayor peso entre la leche humana y las formulas
infantiles. Este hecho ha dado como resultado, que algunos
fabricantes de formulas infantiles hayan preferido enriquecer sus
formulaciones a base de leche de vaca complementandola con
proteinas de suero, esto se debe a que en la leche humana
predomina la proteina del sueroy en la leche de vaca predomina la
caseina. La proporcién del suero: caseina de la leche materna es

60:40 y en la leche de vaca es 18:82 0 20:80 (62).
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Lacteos

El lactosuero es usado para la fabricacion de una gran variedad de
productos lacteos, dentro de los cuales estan bebidas fermentadas
de gran valor nutritivo, que tienen la propiedad de rehidratar y
tienden a ser menos acidas que los jugos de frutas. Ademas de lo
anteriormente mencionado, la industria también se dedica a
elaborar quesillos con este subproducto que no son mas que un
gqueso de pasta hilada (76).Es necesario mencionar que
generalmente los quesos son elaborados por razones de
preservacion, versatilidad, conveniencia y reduccion de costos, el
lactosuero en forma de polvo o concentrados de proteina de
lactosuero (WPC) son incorporados dentro del proceso del queso

para aumentar el rendimiento (4) (60) (50).

Alimentos dietéticos

Las proteinas del lactosuero son una fuente dietética de una gran
variedad aminoacidos esenciales de absorcidn rapida y que
ayudan a elevar los aminoacidos plasmaticos; lo cual brinda las
bases para preservar y recuperar la masa muscular, la fuerza y
mejorar rendimiento atlético (109).El suero del queso también
contribuye a mejorar el metabolismo de las grasas, limpiando la

sangre de toxinas y permitiendo que fluya mejor la misma; ademas
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favorece la eliminaciéon de los liquidos retenidos por su efecto
depurativo y laxante. Es por esta razén que de ahi se comprenda
gue ayuda a las personas obesas o con sobrepeso (6) fenGmeno
por el cual se han desarrollado una gran variedad de alimentos a

base de suero que ayuden a complementar la dieta.

Alimentos funcionales

En la modernidad cada vez se ha acrecentado un interés de parte
del consumidor en la prevencion de enfermedades o en la mejora
de la salud en general (16); debido a este hecho se ha empezado a
emplear lactosuero para elaborar alimentos que ademas de nutrir,
mejoren el bienestar de la salud en general( fisico, mental y social).
Se entiende por bienestar fisico a la capacidad para realizar
cualquier tipo ejercicio y en esto contribuye el consumo del
lactosuero mediante la preservacién y recuperacion de masa
muscular (109). El bienestar mental comprende el estado emocional
y la autoaceptacion de la persona; el lactosuero beneficia al mismo
gracias a las propiedades del triptéfano que contribuye la o-
lactoalbumina ya que este elemento estimula la produccién de
serotonina (un neuro transmisor deficitario en cuadros de depresion)

(6); de la mano al bienestar mental va el bienestar social.
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Farmacéuticos

El azdcar que se encuentra en mayor abundancia en el lactosuero
es la lactosa. La lactosa por sus caracteristicas fisico-quimicas es
utilizada como un buen excipiente en el area farmacéutica, lo que
quiere decir que esta puede ser usada como recubrimiento de

farmacos (36).

Carnicos y pescaderia

El lactosuero es utilizado como extensor céarnico de costo
econdémico (3); esto quiere decir que es un subproducto de la
industria quesera, rico en proteinas de elevado valor biol6gico con
la capacidad de sustituir proporciones variables correspondientes a
la carne sin que ello necesariamente signifique afectar la calidad
nutricional del producto finalmente obtenido. Desde hace algun
tiempo en la industria carnica ha incrementado el interés de utilizar
materias primas que equilibren el bajo costo con una la elevada
calidad proteica, todo esto con el fin de apoyar la seguridad
alimentaria (73). Ademas de todo lo anteriormente mencionado; el
lactosuero contribuye a mejorar el sabor, la palatabilidad y la

retencién de agua en estos productos (3).
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Panaderia

El lactosuero en la elaboracion del pan puede ser utilizado como un
reemplazo del agua; de esta manera se ven beneficiados los gastos
de agua y se agregan valiosos nutrientes al producto. En la
actualidad, se ha empezado a utilizar en mayor medida el suero en
polvo, el cual es afiadido a la harina durante la elaboracion del pan,
generando un pan mas nutritivo cuyas propiedades organolépticas

son distintas a las del pan tradicional (36).

Confiteria

El lactosuero es un subproducto lacteo de bajo costo (25 a 40%
menos del precio de soélidos no lacteos no grasos) en la industria
confitera. En la mayoria de productos de confiteria se usa hasta un
3% de lactosuero dulce en polvo y por lo menos el 10% de lactosa.
Ademas gracias a las propiedades gelificantes que poseen las
proteinas del lactosuero, sobre todo la B-lactoglobulina; se ha
empezado a utilizar en el procesamiento de jaleas y mermeladas

(34).

Snacks y cereales
Los beneficios nutricionales que ofrece el lactosuero y un mercado

cada vez mas interesado en el bienestar de la salud; ha contribuido
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al hecho de que la proteina del lactosuero sea afiadido a snacks
crujientes y cereales. Este proceso se realiza extruyendo las
proteinas nativas del suero combinadas con carbohidratos hasta

formar los snacks crujientes (34).

Peliculas y recubrimientos comestibles

Estas peliculas son utilizadas para proporcionar una alta calidad y
productos alimenticios seguros. Las peliculas y recubrimientos
comestibles elaborados en base a proteinas han incrementado la
curiosidad en los ultimos afios; esto se debe a sus propiedades
funcionales y caracteristicas nutricionales (74).

La proteina del suero de leche tiene la particular habilidad de crear
peliculas que son insolubles en H,O (17) ademas de formar una
barrera selectiva para humedad, gases y migracién de solutos (38);
y ademas es un excelente transportador de ingredientes
funcionales tales como antioxidantes, agentes antimicrobianos,
especies, colorantes, sabores y olores, lo mismo que contribuyen a
la funcionalidad de materiales de empaquetamiento (108). Estas
peliculas tienen la caracteristica de ser transparentes lo cual brinda
ciertas propiedades mecanicas (89). Ademas algo importante en

estas peliculas y recubrimientos es que son  enteramente
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biodegradables y pueden ser utilizadas en varios tipos de alimentos

(77), (78).

Produccion de suero lacteo en la zona 5 del Ecuador

De acuerdo con los ultimos levantamientos de informacion de la
industria quesera del pais, anualmente son producidos
4.6x10° litros de suero lacteo; y especificamente en la zona 5, en la
cual se centra la investigacién existe una producciéon estimada de

2,5 millones de litros de lactosuero (68).

Situacion Actual del Lactosuero en el Contexto Nacional

En el Ecuador durante mucho tiempo el consumo de suero lacteo
no ha sido bien empleado inclusive ha sido utilizado como
adulterante; derivando asi en el desperdicio de enormes cantidades
de este subproducto. En la actualidad este hecho estd cambiando,
habiendo empresas que utilizan suero pulverizado e importado,
ademas de la reciente introduccién de una bebida a base de esta

sustancia elaborado por Reybanpac (29).

Uso ilegal
Se encuentra asociado generalmente con la adulteracion de leche

cruda o procesada (68). En el afio 2010 se estima que mas de
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100.000 litros diarios de leche fueron mezclados con este sub
producto y vendidos en ciudades y poblaciones ecuatorianas, a
personas de escasos recursos a las que se les engafia con un valor
menor al litro de leche de calidad, producido por algunas industrias

conocidas (96).

Uso legal
Ampliamente permitido en todo el mundo como materia prima o
ingrediente de productos alimenticios, farmaceuticos y cosmeéticos

(108).

Normas técnicas relacionadas con la industrializacion del
suero
El INEN ha implementado una serie de normas que se acoplan de
acuerdo al lactosuero como materia prima y a sus productos
finales:

e NTE INEN 2585:2011 Suero de leche en polvo. Requisitos

e NTE INEN 2594:2011 Suero de leche liquido. Requisitos

e NTE INEN 2609:2012 Bebidas de suero. Requisitos

e NTE INEN 2584:2013 Norma general para quesos de suero

y quesos de proteinas de suero. Requisitos
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2.3. Contaminacién ambiental por lactosuero

“Una industria quesera que produzca diariamente 400.000 litros de
suero sin depurar, estd produciendo una contaminacion diaria
similar a una poblacion de 1.250.000 habitantes” (92).Lo cual
resulta en una pérdida de una fuente alimentaria; causando
problemas graves de contaminacion ya que el suero del queso
contiene una elevada carga organica con valores de DBO de 40

000- 60 000 mg/L y DQO 50 000-80 000 mg/L. (15) (35).

Generalmente mas del 90% de la DBO y DQO del suero de leche
proviene de la lactosa del mismo (57) (63). Asi de esta manera, el
problema de la disposicion del lactosuero ha ido empeorando
debido a que la continua descarga de este subproducto no solo en
fuentes acuiferas; sino también en el suelo llegando a poner en
peligro la estructura fisica y quimica del mismo, disminuyendo los
rendimientos de los cultivos y consecuentemente también
provocando serios problemas de contaminacion de las fuentes de

agua subterranea (15).
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2.4. Procesos Tecnolégicos Convencionales para la Extraccion de

la Proteina del Suero de Leche.

Tecnologia de membranas

Los procesos de tecnologia de membrana estan basados en la
separacion que ejerce una membrana sobre una mezcla liquida de
composiciéon compleja; esta accion se lleva a término mediante el
uso de la presion, la misma que provoca el paso de especies
guimicas con la capacidad de atravesar los poros de la membrana
(Figura 2.1). Generalmente es realizada una filtracion tangencial,
por la cual el fluido circula paralelamente a la interfase, con el
objetivo de impedir la colmatacion de las membranas y prolongar su
vida media. Al final de este proceso son obtenidas dos corrientes

liquidas: el permeado o agua filtrada y el concentrado (103).
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FIGURA 2.1 ESQUEMA BASICO DEL FUNDAMENTO OPERATIVO

DE SISTEMAS DE SEPARACION POR MEMBRANAS

El tamafio de poro de las membranas es uniforme, igual al peso
molecular de una molécula patrén a partir de la cual se produce la
retencion de méas del 95% del soluto. De acuerdo al tamafio del
poro, los procesos se clasifican de mayor a menor tamafio como
microfiltracion, ultrafiltracién, nanofiltracion y G&smosis inversa

(TABLA 6).
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SELECTIVIDAD POR TAMANO, AP COMO FUERZA MOTRIZ,

TRANSFERENCIA DE MATERIA EN UNA FASE LIQUIDA (88)

Proceso Membrana Rango de AP Especies retenidas
Células, bacterias,
MF Porosas 0.1 x10° — 3 x10° hongos, almidon,
0.1-5mm Pa granulos, glébulos de
aceite, efc...
UF Porosas 1x10° — 10x10° Polisacaridos,
5_ 100 nm Pa proteinas, taninos,
virus, etc.
Azlcares, acidos
NF Porosas 10 x10°> — 50x10° | organicos, polifenoles,
1-5nm Pa compuestos
aromaticos, etc.
5
Ol No porosas 10x10" - Sales
hiperfiltracion 100x10° Pa

Fuente: (Ruales Jenny, 2014)

Microfiltracion (MF)

La microfiltracion (MF) se caracteriza por utilizar membranas

porosas de 0.1-5 mm y un rango de presién de 0.1x10° - 0.3x10° Pa

(88), con un parametro de corte de 8.3x10* a 8.3x10% kg. Aqui se

producen la retencién de grasas y proteinas del suero con peso

molecular alto mas no de proteinas de suero pequefias, nitrégeno

no proteico (NPN), lactosa y minerales de un peso molecular menor.

Este proceso es aplicado en la remocion de grasa para la
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produccion de WPI (aislados de proteina de Suero): Las
limitaciones en la remocién de grasa del suero por separacion
mecanica da como resultado un alto nivel de concentrados de
proteina de Suero (WPC) altos en grasas. Este nivel alto de grasas
limita el contenido maximo de proteina en el polvo final de WPCs,
por lo general de 80-84% dependiendo de la calidad del material

alimentado (103).

Ultrafiltracion (UF)

La ultrafiltracion (UF) se caracteriza por el uso de membranas de 5-
100 nm y presién de 1x10° -10x10° Pa. (88) ademas de poseer un
rango de corte de peso molecular (MWCO) de 4.9x10** a 1.6x10%
kg. En este proceso se fraccionan y se retienen la grasa y proteinas
del suero con un peso molecular alto, ademas de nitrdgeno no
proteico (NPN), lactosa y minerales de un peso molecular menor.
Se utiliza para la produccién de concentrados de proteina de suero
del 70% al 85%. Se requiere la remocion de grasa por
microfiltracion dependiendo de las caracteristicas del producto

alimentado. Se requiere Diafiltracion (97).
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Nanofiltracién (NF)

La nandfiltracion (NF) se caracteriza por el uso de membranas de
1-5nm y presién de 10x10° - 50x10° Pa; ademas de poseer un rango
de corte de peso molecular (MWCO) menor de 1.6x10*° a 1.6x10*
kg. La membrana de la NF retiene todos los solutos salvo los iones
cargados monovalentes. El permeado es agua, sales monovalentes
y algunos &cidos organicos que imitan la estructura tetraédrica del

agua (103).

Osmosis inversa (Ol)

La Osmosis Inversa (Ol) se caracteriza por el uso de membranas no
porosas y una presion de 10x10° - 100x10° Pa; tiene un rango de
corte de peso molecular (MWCO) menor a 3.32x10% kg. La
membrana de la Ol retiene los solutos del suero. El permeado es
agua y ciertos acidos organicos que imitan la estructura tetraédrica
del agua. Con las membranas de Osmosis Inversa, se puede
obtener un maximo del 20% de sélidos totales en la concentracion

de suero y de permeados de UF (103).
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2.5. Procesos tecnoldgicos alternativos para concentrar la proteina
del suero
En las dltimas décadas, se han buscado alternativas de bajo costo
para concentrar la proteina del suero, ya que el uso de procesos
tecnoldégicos convencionales mas especificamente el de tecnologia
de membranas no resulta viable econémicamente para el pequefio
y mediano productor debido a los elevadisimos costos de inversion
inicial; citando un ejemplo una planta de secado de suero con un
procesamiento de 300.000 litros por dia estaria costando
aproximadamente U$ 11.000.000 (23). Dentro los procesos
tecnoldgicos alternativos, que estan abriéndose paso en cuanto a la
concentracion de la proteina del suero se encuentra su
fermentacion por bacterias éacido lacticas; este estudio
especificamente tratara sobre la fermentacion del lactosuero por

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei.

Importancia de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas han sido importantes en los alimentos
por siglos por su considerable contribucion al valor de los productos.
Debido a varias de sus propiedades metabdlicas, las bacterias
lacticas desempefian un papel importante en la industria alimentaria

por su contribuciébn significante al sabor, olor, textura,
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caracteristicas sensoriales, propiedades terapéuticas y valor
nutricional de los productos alimentarios (76). De acuerdo a la
filogenética las BAL han sido divididas en doce géneros, siendo los

Mmismos: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Streptococcus, Pediococcus, Vagococcus, Enterococcus,

Aerococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, Alloicoccus y

Weissella. Estos géneros se encuentran taxondmicamente en el
phylum Firmicutes, en la clase Bacilli, orden Lactobacillales (57)
(70). En la investigacion se utilizard una bacteria proveniente del

genero Lactobacillus.

Streptococcus

Enterococcus,
Melissococcus.,
Tetragenococcus

Laclococcus

Trichococcus

Carnobacterium
Desemzia

Lactobacilus sakel
group

’ Lactobactitis,
10% Welissesa Pediococcus

Fuente: (Hammes W, et al., 2011)
FIGURA 2.2 ARBOL FILOGENETICO DE LOS GENEROS DE

BAL
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Fermentacion del lactosuero por Lactocillus paracasei_ssp.

paracasel .

Lactobacillus paracasei_subs. paracasei es un microorganismo

Gram-positivo, no esporulado, no pigmentado, catalasa negativo
(21). Una de las caracteristicas taxonO0micas mas destacadas del

género lactobacillus es su forma de bastén. Lactobacillus

paracasei_subs. paracasei_es un microorganismo microaerofilico,

cuya temperatura Optima de crecimiento se encuentra en un rango
de entre 15 y 45°C (8) (63) (60), este lactobacillus puede crecer
bien en medios ligeramente acidos con pH inicial de 6.4 a 4.5y con
un 6ptimo desarrollo entre 5.5 y 5.8. Su crecimiento cesa cuando el
pH alcanza valores de 3,6 (14).

El Lactobacillus paracasei_subs. paracasei presenta una forma

de baston con un tamafio de entre 0.7-1.1 x 2.0-4.0 um, es
resistente a medios &cidos, no posee la capacidad de sintetizar
porfirinas y su principal producto metabdlico es el acido lactico.
Dentro de sus requerimientos nutricionales se encuentran la
necesidad de la presencia de riboflavina, acido félico, pantotenato
de calcio y factores de crecimiento de niacina (8) (54).

El metabolismo de este microoganismo al igual que el resto de las

BAL es fermentador y de acuerdo a los productos finales del mismo;
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sean solo &cido lactico u este acompafado de otros compuestos se
puede decir que ha tomado la via metabdlica de la glucolisis o la via
metabodlica de la 6-fosfogluconato/fosfocetolasa; esto quiere decir
gue este microorganismo es heterofermentativo facultivo (21). De
acuerdo a las dos vias de fermentacion antes mencionadas, es
necesario explicar lo que es un microorganismo heterofermentativo

facultativo.

Un microorganismo heterofermentativo facultativo es aquel que
tiene la peculiaridad de poder utilizar tanto la via metabdlica de las
BAL homolacticas como la de las heterolacticas siendo
homofermentativo su principal metabolismo. Al modificar ciertas
condiciones en el medio de cultivo, tales como la concentracion de
glucosa y la restriccion de determinados nutrientes, se puede
inducir la fermentacion por la via 6-PG/PK provocando de esta

manera la fermentacion heterolactica (53) (8).

Esta transformacion no se atribuye a que el metabolismo de los
azucares se desvie hacia la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa, sino
gue se observa un cambio en la manera en la que se metaboliza el
piruvato; ya que hay una menor produccion de lactato y el resto

de piruvato es convertido a acetil-CoA. En condiciones de escases
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de nutrientes la concentracion de intermediarios catabolicos de
azucares es elevada y el piruvato es metabolizado a etanol y
acetato, esto sucede como una adaptacion que logra permitir un

uso mas eficiente de la cantidad limitante de azucar (28).
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FIGURA 2.3 VIA HOMOFERMENTATIVA DE LA GLUCOSA

POR BAL
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FIGURA 2.4 VIA HETEROFERMENTATIVA DE LA GLUCOSA

Como se observa en las figuras 2.3 y 2.4, la diferencia entre la via

metabdlica de la glucolisis y de la 6-fosfogluconato/fosfocetolasa

estd dada por la ausencia o presencia de la enzima aldolasa. Las

BAL heterolacticas suelen carecer de esta aldolasa y por ende no

pueden romper la fructosa 1,6-difosfato; en cambio, oxidan la
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glucosa 6-fosfato a 6-fosfoglucanato y posteriormente lo
descarboxilan hasta xilulosa 5-fosfato que se divide en
gliceraldehido 3-fosfato y acetil-fosfato mediante la fosfocetolasa. El
gliceraldehido 3-fosfato posteriormente se convierte en acido lactico
con la produccion de una molécula de ATP (Adenosina trifosfato),
entretanto que el acetil-fosfato recepta electrones del NADH que se
ha formado durante la generacion de la xilulosa 5-fosfato,
produciendo directamente a etanol sin producir ATP. Es por tal
razon, que las BAL heterofermentativas unicamente producen 1 mol
de ATP de la glucosa en vez de 2 como lo hacen las BAL
homofermentativas. EsS necesario recalacar que las BAL
heterolacticas suelen descarboxilar el 6-fosfogluconato, y producen

por tanto CO, como producto de fermentacion (82).

Proteolisis
Existe un sistema por medio del cual las BAL logran la degradacion
de las proteinas, el mismo que implica una proteinasa que esta

unida a su pared celular (19); en el caso del Lactobacillus

paracasei_subs. paracasei esta se denomina PrtP que es una

serina proteasa que pertenece a la familia subtilisina, ademas de
poseer otra enzima que ayuda a la activacion de la primera

denominada PrtM (93). La proteinasa genera oligopéptidos,
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productos de la degradacién, que posteriormente son internalizados
por medio de sistemas de transportes de oligopéptidos y
permeasas; cuando estos ya se encuentran en el interior celular, los
mismos son divididos por peptidasas intracelulares, dando como
resultado final aminoacidos y péptidos pequefios. De esta forma se
puede concluir, que si bien las BAL pueden no poseer la capacidad
de sintetizar ciertos aminoacidos, cuya naturaleza y numero varia
segun la cepa considerada, pueden llegar a obtenerlos gracias a su
actividad proteolitica a través de las proteinas que se encuentran en

el medio en el cual se desarrollan (19).
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FIGURA 2.5 DIAGRAMA DE LOS SISTEMAS

PROTEOLITICOS DE BACTERIAS DE ACIDO LACTICO.
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Razones por la cual se seleccion6 la cepa Lactobacillus

paracasei subs. paracasei para la investigacion

e El &cido lactico producido por esta cepa en la fermentacion de
la lactosa por lo general corresponde al L-isébmero (26), el
mismo que es metabolizado por el organismo humano.

e Esta BAL produce una fermentacién con sabor acido suave y
bajo cuerpo (25), lo cual podria conferirle caracteristicas
organolépticas agradables cuando se decida desarrollar un
producto.

e Se seleccion6 esta cepa debido a que es un microorganismo
mesofilo.

e La seleccion del Lactobacillus paracasei subs. paracasei se

debe a que en una investigacion realizada por Drgalic en el
afno 2005 se obtuvieron excelentes conteos celulares.

e [Este microorganismo tiene una excelente resistencia a
empaques de bajo costo y cuya barrera de oxigeno sea débil
(45); por lo que para desarrollar un producto, esta
caracteristica se convierte en una ventaja.

e El uso de estaba bacteria acido lactica Lactobacillus

paracasei_subsp. paracasei, posee una gran estabilidad y

resistencia ademas de mejorar la salud intestinal (25).
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Desde una perspectiva de negocios esta BAL constituye una
excelente alternativa ya que es un microorganismo probiético;
esto se debe a que hoy en dia, debido al aumento de
conciencia en cuanto a habitos alimenticios por parte de los
consumidores, existe una tendencia hacia el consumo de
productos saludables y funcionales (97).

La cepa LC-01, es altamente resistente la acidez gastrica y
llega sin problema alguno al intestino del consumidor (25).
Esta cepa ha presentado la capacidad de adherirse sin
problemas a las células de la pared celular; ademas tiene la
caracteristica de inducir la produccion de citoquinas por parte
de los leucocitos (32) (91).

En una investigacion se pudo observar que Lactobacillus

paracasei _subsp. paracasei tuvo mayor estabilidad en

comparacién con las cepas de Lactobacillus acidophilus

(LA-5) y Bifidobacterium bifidus (BB-12) en el suero (45).

Se ha observado que el adicionar esta BAL a la alimentacién
de los infantes da como resultado su desarrollo normal con
un aumento del nimero de bifidobacterias fecales (58) (90)

(69).
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e Lactobacillus paracasei subs. paracasei ha mostrado

efectos beneficiosos en el tratamiento de diarrea en nifios

(40).



CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Caracterizaciéon de la Materia Prima.

La experimentacion se realizé en los laboratorios de la Facultad de
Ingenieria Mecanica y Ciencias de la Produccién (FIMCP) y del
Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE),
ambos pertenecientes a la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL).EI suero utilizado en la experimentacién fue proporcionado
por la industria Lactea "PROLACHIV" ubicada en el Km. 32,5 via a
Daule, que se encuentra dentro de los limites de la Zona 5. El
lactosuero fue recolectado en diferentes dias después de la
produccion de la cuajada de la marca Chiveria; trasladando el
mismo a las instalaciones anteriormente mencionadas. Las pruebas
fisico-quimicas tales como pH, humedad y cenizas fueron llevadas

a cabo en el laboratorio de bromatologia de la carrera Ingenieria en
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Alimentos de la ESPOL; mientras que la experimentacion se llevo a

cabo en los laboratorios del CIBE.

Pruebas fisico-quimicas

Norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 2594:2011 requisitos para
suero lacteo. (52)
Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el suero de
leche liquido destinado a posterior procesamiento como materia
prima o como ingrediente.
Requisitos fisico-quimicos del suero de leche liquido
e DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS
NITROGENADOS (AOAC 991.20)
Para la determinaciéon de los compuestos nitrogenados se
utilizé el método Kjeldahl el cual determina la concentracién de
nitrdgeno presente en la muestra para luego ser transformado
a través de un factor en proteina.
e DETERMINACION DE GRASA (Soxhlet) (NMX- AAO05-SCFI-
2000)
Se realiz6 la extraccién total de la materia grasa libre por
soxhlet.
e DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS (por diferencia)

Se determind por diferencia entre ceniza y humedad.
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e DETERMINACION DE LA HUMEDAD (AOAC 950.46)
e DETERMINACION DE LA CENIZAS (AOAC 940.26)
e CALCULO DE PH (pH-metro Thermo Scientific modelo: 3-Star

Plus Benchtop)

Caracterizacion del lactosuero fermentado

Una vez transcurrido el tiempo de fermentacion se procedido a
centrifugar el lactosuero fermentado y posteriormente se procedio a
realizar su respectiva caracterizacion la cual implicd los mismos

analisis que fueron efectuados para el suero sin fermentar.

Conteo inicial lactosuero

Como paso previo a la experimentacion se desarrolld un conteo
inicial del lactosuero recién inoculado; el mismo que se realizé por
triplicado utilizando Erlenmeyers de 500 mL. Se realizaron tres
diluciones por cada cantidad de microorganismo de las cuales se
escogid la segunda dilucion para realizar el conteo respectivo. Las
diluciones se realizaron en tubos de ensayo estériles de 10 mL
utilizando la camara de flujo laminar con la finalidad de evitar
cualquier tipo de contaminacion. Posteriormente, de la dilucion
escogida se tomd 10 pL y se procedié con el conteo utilizando la

camara de Neubauer BOECO Bright Line Marienfeld modelo Tiefe
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Depth Profondeur (0.100mm-0.0025mm?) y el microscopio Zeiss
modelo: Axiostar lo cual permitié que se efectué un conteo rapido y

eficaz.

Disefio Experimental
Para realizar el disefio experimental se utilizaron dos cantidades del

microorganismo Lactobacillus paracasei subs. paracasei (0.6 g,

1.0 g) en 250 mL de suero lacteo, dos valores de agitacion (80 rpm
y 100 rpm) y dos diferentes temperaturas (30°C y 37 °C)
conformando de esta manera las variables independientes; la
variable dependiente en este disefio de acuerdo con la
investigacién son los compuestos nitrogenados respondiendo de asi
a un disefio experimental de 2. Ademas, se efectuaron pruebas
estadisticas con un 95% de confianza mediante el programa
STATGRAPHICS CENTURION XVI al conjunto de resultados

obtenidos.

Descripcién del proceso

Etapa del pre in6culo

Como primer paso se esterilizé el lactosuero para evitar algun tipo
de contaminacién no deseada, se utilizaron Erlenmeyers de 500 mL

y se realizd por triplicado la experimentacién; la misma que consiste
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en un pre inéculo en el cual se empleara dos cantidades de

microorganismo Lactobacillus paracasei subs. paracasei_de 0,6

g y 1g. Una vez finalizada la pre inoculacion se dej6 en
fermentacion los Erlenmeyer por un tiempo de 24 horas en un
shaker incubadora New Brunswick Scientific modelo C10. Acorde a
informacion bibliografica revisada, las temperaturas que ejercen una
influencia favorable en la fermentacién lactica en lactosuero por el

microorganismo Lactobacillus paracasei _subs. paracasei son

30°C y 37°C (13), (75), (25).

Etapa de Fermentacion
Una vez que transcurrieron las 24h se realizO una nueva
inoculacion:

e Se tomaron Erlenmeyers esterilizados de 500 mL y se
agregaron 50 mL de lactosuero anteriormente inoculado (pre
in6culo) de cada una de las cantidades de microorganismo
mas 150mL de lactosuero sin fermentar previamente
esterilizado; este procedimiento se realizo por triplicado.

e Una vez realizado esta nueva inoculacién se procedi6 a dejar
los Erlenmeyers en fermentacion en el Shaker incubadora
durante un periodo de 48 h a la temperatura y rpm

establecidas de acuerdo al disefio experimental.
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e Concluido el tiempo anteriormente mencionado se tomo pH a
cada una de las muestras y se realizd un conteo de cada
una de las cantidades de microorganismo en la cAmara de
Neubauer BOECO Bright Line Marienfeld modelo Tiefe Depth
Profondeur ~ (0.100mm-0.0025mm?) con ayuda del
microscopio Zeiss modelo: Axiostar.

e Efectuado el conteo final, se realizaron las respectivas
caracterizaciones fisico-quimicas del producto resultante;
para lo cual se centrifugo las muestras por medio de una
centrifuga Thermo Scientific modelo: Multifuge X1R. Este
procedimiento se realizé a una temperatura de 4°C en un

tiempo de 10 minutos y a 5000 rpm.

A continuacion se muestra un esquema en el que se resume y se

grafica los pasos seguidos en el método experimental.
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FIGURA 3.1 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA

EXPERIMENTACION

De acuerdo al disefio experimental planteado 22 se realizaron las
respectivas corridas experimentales que se observan en las

Tablas6y 7



TABLA 7
DISENO EXPERIMENTAL (PARTE 1)

Cantidad del Temperatura Agitacion
microorganismo e
Q) (°C) (rpm)
37 80
0.6g 30 80
(x3) 30 100
37 100
TABLA 8

DISENO EXPERIMENTAL (PARTE 2)

Cantidad del Temperatura Agitacién
microorganismo 6
) (°C) (rpm)
30 100
109 30 80
(x3) 37 80
37 100

Una vez que se concluyeron las corridas experimentales se

procedi6 a realizar los respectivos analisis estadisticos por medio



del programa STATGRAPHICS CENTURION XVI; esto se hizo
con el fin de determinar la influencia de las variables
independientes sobre la variable dependiente (compuestos

nitrogenados).
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CAPITULO 4

4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1. Resultados

Estadisticos de

Pruebas

Realizadas a |la Materia Prima

Fisico-Quimicas

Se esterilizo el lactosuero a pesar de que este provenia de la

industria Chiveria ya pasteurizado; esto se lo realiz6 como

medida preventiva frente a una posible contaminacion debido a

gue el lactosuero se lo utilizé como un medio de cultivo para el

microorganismo.

TABLA 9

CONTEOS CELULARES INICIALES EN SUERO LACTEO

ESTERILIZADO

0,69

109

1509

0.54 x 10° UFC/mL

0.76 x 10° UFC/mL

0.81x 10° UFC/mL

0.53 x 10° UFC/mL

0.73 x 10° UFC/mL

0.77 x 10° UFC/mL

0.62 x 10° UFC/mL

0.78 x 10° UFC/mL

0.79 x 10° UFC/mL




Con objeto de escoger aquellas cantidades que contribuyan con

datos que ayuden a definir el comportamiento de Lactobacillus

paracasei _subs. paracasei mas eficazmente a la presente

investigacion, se realizaron conteos celulares bacterianos por
triplicado; tal y como puede ser visualizado en la Tabla 9 las
cantidades que presentaron menos diferencias significativas
comparando sus valores, fueron 1,0 y 1,5 g razén por la cual se
decidié eliminar el valor de 1,5 g ya que el mismo representa
una mayor utilizacion de cantidad de microorganismo, menos
variabilidad en los datos y por ende mayores costos en la

adquisicidn de la bacteria en estudio.

TABLA 10
CONTEOS CELULARES INICIALES EN SUERO

LACTEO ESTERILIZADO
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06g 109
0.54 x 10° UFC/MI 0.76 x 10° UFC/mL
0.53 x 10° UFC/mL 0.73 x 10° UFC/mL

0.62 x 10° UFC/mL 0.78 x 10° UFC/mL




TABLA 11

COMPOSICION DEL SUERO LACTEO (%) (VALORES

PROMEDIO)
Parametros Suero Lacteo
Compuestos 1.02
nitrogenados
Carbohidratos 5.2
Grasa Total 0.90
Ceniza 0.62
Humedad 91.71
pH 6.65
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4.2. Resultados Estadisticos de Pruebas Fisico-Quimicas

Realizadas al Producto Final

Technical service

Figure 1: The effect of temperature on addification

FD-DVS L. casei 01

37°C/99°F

- 40°CM04°F

0 10 20 30 40 50 60 70
Time (hours)

Fermentation conditions: Lab. milk, 18% T.5.
(90°C/194°F for 20 min.). Inoculation: 25g/ 1000L

Fuente: (Chr-Hansen, 2001)
FIGURA 4.1 CURVA DE ACIDIFICACION DEL PROCESO DE

FERMENTACION

De acuerdo a la ficha técnica Chr-Hansen(2001) se puede visualizar
el descenso de pH a lo largo del tiempo a la temperatura 6ptima de
crecimiento del microorganismo. En relacién a la experimentacion
realizada se obtuvo un pH cercano al presentado en la grafica en un

tiempo de 48 horas.
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TABLA 12

COMPOSICION DEL SUERO LACTEO FERMENTADO

(%) (VALORES PROMEDIO)

Pardmetros Suero Lacteo
Compuestos nitrogenados 1.38
Carbohidratos 4.52
Grasa Total 0.40
Ceniza 0.54
Humedad 93.20
pH 3.76

Se realizaron conteos celulares al lactosuero fermentado para
observar si hubo un incremento en el nimero de células viables;
posteriormente las muestras fueron sometidas a andlisis fisico-
quimicos para determinar si hubo un aumento en la cantidad de

compuestos nitrogenados



TABLA 13

CONTEOS CELULARES REALIZADOS EN EL LACTOSUERO

65

FERMENTADO
Condiciones de Cantidad Conteo Final Compuestos
Fermentacion inicial de del Fermentado | Nitrogenados
Lactobacillus
T:. 37°C 0,6 6.2 x 10° 1.25
RPM:80 0,6 7.6 x 10° 1.34
pH inicial:6.45 0,6 7.3x10° 1.33
pH final:3.53
Condiciones de Cantidad Conteo Final Compuestos
Fermentacién inicial de del Fermentado Nitrogenados
I 0
Lactobacillus (UFC/mL) (%)
9)
T:30°C 1,0 10.3 x 10° 1.47
RPM:100 1,0 8.8 x10° 1.39
pH inicial:6.75 1,0 9.2 x10° 1.42
pH final:3.85
Condiciones de | Cantidad inicial | Conteo Final Compuestos
Fermentacion de del Nitrogenados
Lactobacillus Fermentado (%)
(9) (UFC/mL)
T: 30°C 0,6 5.4 x 10° 1.15
RPM:80 0,6 5.1 x 10° 1.12
pH inicial:6.70 06 56 x10° 117
pH final:3.62 '
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Condiciones de Cantidad inicial | Conteo Final Compuestos
Fermentacion de del Nitrogenados
Lactobacillus Fermentado (%)
(9) (UFC/mL)
T:30°C 1,0 10.5 x 10° 1.54
RPM:30 1,0 9.7 x10° 1.44
pH inicial:6.70
pH final:3.68 1,0 10.1 x 10° 1.46
Condiciones de Cantidad inicial Conteo Final Compuestos
Fermentacion de Lactobacillus del Nitrogenados
(9) Fermentado (%)
(UFC/mL)
T: 37°C 1,0 11.7 x 10° 1.60
RPM:80 1,0 12.5 x 10° 1.65
pH inicial:6.65
pH final:3.42 1,0 12.0 x 10° 1.63
Condiciones de Cantidad inicial Conteo Final Compuestos
Fermentacion de Lactobacillus del Nitrogenados
(9) Fermentado (%)
(UFC/mL)
T:30°C 0,6 4.9 x 10° 1.11
RPM:100 5
42 x1 1.
pH inicial:6.58 05 x 10 06
pH final:3.71 0,6 53 x 10° 1.15
Condiciones de Cantidad inicial Conteo Final Compuestos
Fermentacion de Lactobacillus del Nitrogenados
(9) Fermentado (%)
(UFC/mL)
T: 37°C 0,6 6.2 x 10° 1.28
RPM:100 06 7.4 x10° 1.37
pH inicial:6.65
pH final:4.06 0,6 8.3 x 106 1.39
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Condiciones de Cantidad inicial Conteo Final Compuestos
Fermentacion de Lactobacillus del Nitrogenados
(9) Fermentado (%)
(UFC/mL)

T:37°C 1,0 11.6 x 10° 1.60

RPM:100 1,0 12.8 x 10° 1.68

pH inicial:6.68

pH final:3.72 1,0 12.1 x 10° 1.64

Los valores obtenidos en los analisis del lactosuero sin fermentar
(Tabla 13) concuerdan con aquellos establecidos por los requisitos
de la NTE INEN 2594:2011 (Proteina: 0.8%, Carbohidratos: 5%,
Grasa total: 0.3%, Ceniza: 0.7%, pH: 6.4-6.8) Suero de leche
liquido; por lo que el suero lacteo utilizado resulto ser ideal para
proceder con la experimentacién. Es necesario mencionar que el
anico valor que difiri6 en el andlisis con respecto a la fuente
anteriormente mencionadas fue el porcentaje de grasa, mismo que
segun Drgarlic (2005) puede variar debido a que la composicion del
suero puede cambiar de acuerdo a la calidad de la leche y el tipo de

queso del cual proviene.

Para una mejor comprension de la influencia de las variables en la

investigacion se decidi6 realizar un andlisis individual y

posteriormente un analisis unificado para comprender en mayor

medida el comportamiento del microorganismo.
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Efecto de la cantidad del microorganismo

Al proceder con el estudio de la influencia de la cantidad del
microorganismo en el aumento de compuestos nitrogenados; se
pudo observar que el mayor porcentaje obtenido fue de 1.68
mientras que el menor fue de 1.06 ambos correspondientes a un

tamafo de in6culo de 1y 0.6 g respectivamente.

De la observacion anteriormente mencionada, la utilizacion del
tamafio de inoculo de 1 g es aquel que presenta la mayor

produccién de compuestos nitrogenados.

Efecto de latemperatura

Con la finalidad de encontrar la temperatura 6ptima para la
produccion de compuestos nitrogenados, se incubo el medio
después de la inoculacion a dos temperaturas: 30 y 37 °C. Se
encontré que la mayor produccion de compuestos nitrogenados se
produjo a la temperatura de 37 °C, corroborando de esta manera lo
expuesto por Panesar (2010), Chr-Hansen (2001) y Drgarlic (2005)
que la temperatura 6ptima para fermentar este microorganismo es

la anteriormente mencionada.

Esto se da, debido a que la temperatura es un factor decisivo, que

tiene una gran influencia en la actividad de las enzimas



69

metabolicas/celulares; es decir las enzimas suelen ser mas activas

a la temperatura 6ptima del microorganismo al cual pertenecen (87).

Efecto de la agitacion

En esta investigacion otra variable de estudio fue la agitacion; la
misma que se realiz6 a 80 rpm y 100 rpm en el shaker. Se
determind que la agitacion por si sola no interviene en la produccion
de compuestos nitrogenados, este hecho podria ser debido a la

naturaleza microaerofilica de Lactobacillus paracasei subs.

aracasei.

En diferentes estudios realizados por Gandhi en el afio 2000, esta

cepa bacteriana no se ve influenciada por la agitacion.

Produccién de compuestos nitrogenados

Al hacer una comparacion entre la composicion fisico-quimica del
lactosuero sin fermentar y el lactosuero fermentado se puede notar
que los valores de los compuestos nitrogenados incrementaron su
valor; lo mismo que se debe a que este es un microorganismo
eficiente capaz de absorber nitrégeno que se encuentra en forma
de sales en el suero. El nitrégeno es metabolizado por el
microorganismo propiciando una reaccion de sustitucion, donde los

grupos hidroxilicos de las moléculas polilacticas son reemplazadas
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por grupos aminos, aumentando la cantidad de compuestos

nitrogenados en la fase solida o precipitada (5).

TABLA 14

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA CANTIDAD DE COMPUESTOS

NITROGENADOS

Fuente Suma de|Gl Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Microorganismo 0,208012 1 0,208012 16641,00 |0,0049
B:Temperatura 0,0703125 |1 0,0703125 5625,00 (0,0085
C:Agitacion 0,0001125 |1 0,0001125 9,00 0,2048
AB 0,0001125 |1 0,0001125 (9,00 0,2048
AC 0,0000125 (1 0,0000125 (1,00 0,5000
BC 0,0036125 |1 0,0036125 (289,00 |0,0374
Error total 0,0000125 |1 0,0000125

Total (corr.) 0,282187 7

Para realizar el disefio experimental se han tomado tres factores

cuantitativos que comprenden dos niveles cada uno para observar

si estos influyen en la cantidad de compuestos nitrogenados

producidas en el lactosuero fermentado; como se puede observar el

factor A y el factor B referidos al tamafio del in6culo y la
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temperatura respectivamente tienen un valor p<0,05, lo cual indica

gue estos factores influyen en la variable en estudio.

Con respecto a la agitacion se puede observar que esta
independientemente no tiene influencia en la cantidad de
compuestos nitrogenados presentes en el lactosuero fermentado,
pero que al interactuar con el factor temperatura esta tiene un cierto
nivel influencia sobre la variable de estudio.

G

Diagrama de Pareto Estandarizada para Comp. Nitrogenados

A:Microorganismo

B:Temperatura

BC
AB

C:Agitacion

AC

°"=‘I:|I:||—|__'
| -

30 60 90 120 150
Efecto estandarizado

FIGURA 4.2 DIAGRAMA DE PARETO
Se ha hecho uso de un diagrama de Pareto para explicar de
manera visual el efecto de los factores en la produccién de
compuestos nitrogenados.
El grafico 4.1, muestra que los factores que tienen influencia

sobre los compuestos nitrogenados son: microorganismo



(p=0.0049), temperatura (p=0.085) y la interaccion entre
temperatura y agitacion. Se puede observar en la figura que los
efectos estandarizados son mayores al valor critico. Ademas los
valores p mencionados son menores a un a=0.05 por lo tanto
existe suficiente evidencia estadistica que indica que los factores
antes mencionados tienen influencia en la cantidad de
compuestos nitrogenados.

En este caso se puede observar que la mayor influencia en la
cantidad final de compuestos nitrogenados, la ejerce el factor A
(tamafio del inoculo), seguido del factor B (Temperatura) y por

altimo por la interaccion entre BC (Temperatura y Agitacion).

Gréfica de Efectos Principales para Comp. Nitrogenados

16 =

15 -

141

Comp. Nitrogenados

131

12k .
0.6 1.0 30 37 80 100

Microorganismo Temperatura Agitacion

FIGURA 4.3 EFECTOS PRINCIPALES PARA COMPUESTOS

NITROGENADOS
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En el diagrama de efectos principales se puede observar que la
mayor influencia la tiene la cantidad de microorganismo o tamafio
del in6culo en la produccidbn de compuestos nitrogenados,
seguido por el factor temperatura. El factor agitacion no ejerce
por si solo ninguna influencia en la produccion de compuestos

nitrogenados referidos a proteina en el lactosuero fermentado.

Comparaciéon de medias

El fin de este andlisis fue comparar los dos grupos de
observaciones obtenidos a lo largo de la experimentacion
(compuestos nitrogenados) antes y después de la fermentacion del
lactosuero. Es necesario recalcar que en este analisis de tipo
estadistico es necesario distinguir si las series son dependientes o

independientes.

En este caso en particular las series de datos fueron dependientes
ya que evallan un mismo dato mas de una vez en cada elemento
de la muestra; es decir que lo que se pretendié comprobar en los
datos es si realmente se produjo un aumento significativo en la
cantidad de compuestos nitrogenados referidos a proteina en el

lactosuero después de someterlo a fermentacion.
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Es por tal razén, que resultd intuitivo trabajar con la diferencia de
ambas observaciones (aumento de la cantidad de compuestos
nitrogenados), de modo que se requirié contrastar la hipotesis:

Ho: pA-uD=0

H1: pA-uD#0
MA= media de los compuestos nitrogenados antes de la
fermentacion
uD= media de los compuestos nitrogenados después de la

fermentacion

La veracidad de esta hipétesis pudo ser contrastada mediante la

prueba t de Student; obteniendo los siguientes resultados:

Grafico Caja y Bigotes

0.9 1.1 1.3 1.5 1.7 1.9




FIGURA 4.4 DIAGRAMA DE CAJAS
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Se puede corroborar mediante el grafico 4.3, que existe una

diferencia significativa entre la media de compuestos nitrogenados

antes de la fermentacion y la media de compuestos nitrogenados

después de la fermentacion.

TABLA 15

COMPARACION DE MEDIAS LACTOSUERO SIN FERMENTAR Y

FERMENTADO

SnaoStal: Comparacion de dos muestras

MA uD
Recuento 24 24
Promedio 1.01667 1.385
Desviacion estandar 0.0352219 0.193214
Coeficiente de variacion 3.48445% 13.9502%
Minimo 0.94 1.06
Maximo 1.08 1.68
Rango 0.14 0.62
Sesgo Estandarizado -0.959038 -0.172188
Curtosis Estandarizada -0.0844916 -1.17445

Comparacién de medias
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Hipotesis nula: diferencia=0

Estadistico t=-91879 Valor-P Bilateral=0,0000

De acuerdo a los resultados de la tabla 15, se puede observar una
marcada diferencia entre la desviacion estandar de la cantidad de
compuestos nitrogenados en el lactosuero antes de la fermentacion
(0.0352219) y de compuestos nitrogenados del lactosuero después
de la fermentacion (0,193211). Ademas se obtuvo un valor p<0,05,
razon por la cual la hipétesis nula ha sido rechazada en favor de la
hipétesis alterna, lo mismo que significa que ha existido una
diferencia significativa entre la cantidad de compuestos
nitrogenados en el lactosuero sin fermentar y lactosuero

fermentado.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

Conclusiones

Se pudo concluir que el suero lacteo es un excelente
sustrato para el desarrollo de la fermentacion por parte del

microorganismo lactico Lactobacillus paracasei _ssp.

paracasei; debido a que se obtuvo excelentes conteos
celulares y un considerable aumento en la cantidad de
compuestos nitrogenados en el lactosuero fermentado.

Se determind estadisticamente, que los factores que
influyen después de la fermentacion son la cantidad
utilizada de microorganismo (g) y la temperatura de
incubacion (°C); mientras que la agitacion por si sola no
ejerce ningun efecto sobre la variable de estudio, sin

embargo al interactuar esta con la temperatura se pudo
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observar que ejercia una pequefia influencia sobre la
cantidad de compuestos nitrogenados.

Dentro de los factores que influyen se determiné que para
obtener una mayor cantidad de los compuestos
nitrogenados, la cantidad de microorganismo corresponde a
1 gy la temperatura de fermentacion es de 37°C.

Se concluyd que este microorganismo por sus
caracteristicas intrinsecas y por el comportamiento que
presenta en el lactosuero podria ser utilizado en el futuro a

escala industrial.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda profundizar el estudio del comportamiento y

la fermentacién producida por Lactobacillus paracasei

ssp. paracasei en el lactosuero, utilizando rangos

diferentes dentro de las variables utilizadas (cantidad de
microorganismo, temperatura y agitacion) en este proyecto
con la finalidad de encontrar las condiciones éptimas de
crecimiento de esta bacteria.

De acuerdo a Ilos resultados obtenidos en esta

investigacion, el empleo de Lactobacillus paracasei ssp.

paracasei para la fermentacién en suero lacteo resulta una



alternativa interesante para en el futuro desarrollar
alimentos funcionales; por lo que se recomienda que se
realice un analisis técnico-econdmico previamente al

desarrollo de un producto.



APENDICES



APENDICE A

INOCULACION DEL MICROORGANISMO

APENDICE B

CAMARA DE FLUJO LAMINAR




APENDICE C

SHAKER INCUBADORA FERMENTADOR

APENDICE D

CAMARA DE NEUBAUER




APENDICE E

CONTEOS CELULARES

> /,./
—_— ’/‘7-

APENDICE F

MEDICION DE Ph




ANEXOS



ANEXO A

MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZADOS

MATERIALES

OBSERVACIONES

Materiales De Laboratorio
e Erlenmeyers de 500mL
Pipetas
Beakers
Espatula
Lapiz graso
Probetas

Vidrieria minima para la
experimentacion segun lo planteado

INDUMENTARIA
Cofia
Mandil
Guantes
Mascarilla

Son necesarias por nomas de
seguridad industrial de cualquier
laboratorio

EQUIPOS DE LABORATORIO

Agitador incubadora Shaker New

Brunswick Scientific modelo: C10

Camara de flujo laminar modelo: C4

Camara De Neubauer BOECO Bright
Line Marienfeld modelo Tiefe Depth
Profondeur (0.100mm-0.0025mm2)

Microscopio Zeiss modelo: Axiostar

Estufa Memmert modelo: UM-500

Centrifuga Thermo Scientific modelo:
Multifuge X1R

pH-metro Thermo Scientific modelo: 3-
Star Plus Benchtop

Mufla Thermo Scientific

Autoclave Market Forge Sterilmatic
modelo: STME-L

Material basico de laboratorio para
practicas.

INSUMOS PARA LA
EXPERIMENTACION




Algodon

Material basico para la
experimentacion

Gasa

Material basico para la
experimentacion

Papel aluminio

Material basico para la
experimentacion

Agua destilada

Material basico de laboratorio para
practicas

Lactosuero

Sustrato a emplearse en la
experimentacion.

Microorganismo fermentador
(Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei)

Microorganismo a utilizarse en la
experimentacion

Elaborado por: Paucar y Pérez 2014




ANEXO B

FICHA TECNICA DEL MICROORGANISMO

FD-DVS L.casei-01 - nu-trish®
Product Informiation

Description Mesophilic Lactic Culture,
Defined strain culbume cordaiming Lociobacilius parocese] subsp. paroossel.
Aooording to Bergey’s Manual, 198 the strain s clazsibed as Lochobacfilus cosel.
Locasei-0 15 suppliaed ina corsendent freene-dried form..

Appl.icatim L.casei-0 will produce a fermented milk with mild acidic flavor and bow body.
Pa::li.'ing Packing size ttem number
S X TH g pouch 1000EE
10 x T30 g pouch 1@
Availability L.casei-0 is alse available in frozen form as well & in corendent to use DVE blends
wtth other cultburnes.
Storage and Freeze- dried oultures showuld be stored at - 187 C (0°F] or below. if the cultures ans
shelf life stored at -187C (07 F) or below, the shell life s ot least 74 months. AR +37C (417F) the

shell life 15 at least & wesks.

Instructions Remose the cultures from the freezer just prior to use. DD WOT THAW THESE

for use CULTURES. Sanitae the top of the pouch with chiorine. Open the pouch and pour the
freeze-dred granubes dinsctly into the pasteurized product. wsing slow agitation.
Agreate the mindune for 10-1% minutes to Gstrioute the oulture evenly.

Dosage L.casei-01 is mostly applied in combination with other acidifying strains. The required
dosape will in sech cases mainly depend on fermentation time and temperature.

Below recommended dosage range for fneee-drked Locased-01 15 applicable in aboee

Cases.
DS imoculation amount of milk to be inoculated
in g of FO=D%% 5001 1,000 1 230 gallon | 1000 gallon
Iha 50 g 50 g 200 g
g 100 g 100 g 400 g
Kosher status L.casei-0 15 Kosher approsed (Circle K D) for wear-round use, socluding Fassover.

AR -5 -FO-M0 e 3009412

Chr. Haroen A% 10-10 Bape AiE, DE-2900 Hersholre, Tel: 45 458 247404, Faoe: 25 45 T4 ). 'Welb: chr -barmen oom



Description

Application
Packing

Availability
Storage and

shelf life

Instructions
for use

Dosage

Kocher status

F-DVS L.casei-01 nu-trish®
Product Information

Mesophilic Lactc Culture.
Defined strain culture contaiming Loctabacilius parocesed subsp. porocesel.
Aooording to Bergey's Manual, 158 the straim 15 classitied as LochobacTlus cosel.
L.casei-0 s supplied in a comverient frozen pelbet form.

L.casei-0M will produce a fermented milk with mild acidic flavor and kow body.

Packing size
500 i carton

Item rumbser

e

L.caser-01 15 also available in freeze-dried form as well as in corvenient to use OVS
blends wiith obher cultures.

Frozen cuttures should be stored ot -437C [-497F) or below. IF the cultunes ang
stored at -5 C -49°F) or below, the shelf e i at least 12 months.

Remase the oultures from the fresser just prior ©o use. DO HOT THAW THESE
CULTURES. Sanmize the gable top of the carton with chlorne. Open the carton and
pour the frozen pelbets dinectly o the pasteurized product using slow agfation.
Agttate the mixbure far 10-13 minutes to dstribute the oulture evenly.

L.casei-0 is mostly applied in combination with other actdifyirg strains. The required
dosage will in such cases mainty deperd on fermentation time and temperature.

Belore recommended dosage range 15 applicable in abowe cases.

Humber of 500 g Amount of milk to Inoculation Rate
cartons be incculated
4 10,000 Litress 2, &0 OLOE
gallore
1 10,000 Litresr 2, L QU0 5E
galliore

L.casei-0 15 Kosher approved (Cirche K D) for year-round use, escluding Fassover.,

BB/ L caaedt- 01 Fro- Py 2000012

Chr. e A%, 10- 12 Bage kS, D% 2570 Horsholm, Tel: s45 45 T4T404. Facc: +45 45 P ). Web: chr Sarmen.com



F-DVS L.casei-01 nu-trish®

Prodhuct informabion

Techmrical information

Figure 1: The effect of temperature on acdification

F-DVS L. casei 01

— ITCREF

—-—— &pPCHnETF

Time {hours)

HB: Wobe that the accurscy of these curves i relative and subject to experimental
error. Please also note that the curee is taken based on the freeze-dried culture.

Techmical Chr. Hansen's worldwide facilities and the perscrmel of cur application and
ervice echmology Cenber are a1 your disposal with assistance and instructions.
References

Reterenoes and analybical methods are availabie upon request.

The information cortained herein s to our knowledge true and cormect and presented inogood fatth. Howeer,
N wArranty, guarantes, or freedom from patent infnngement is implied or inherned. This intormaticn 1s
pitered sobety for your consideration and wentication.

EN-L.casei-0l-Frozen- A - 1001

AR L cmen-31 -Fro-PlinevI001/2 2



FD-DVS L.caszei-01 -
nu-trizh®

Protuct Information

Technical service

Figure 1: The effect of temperatune on aodihoation

FD-DVS L. casei 01

74
— ITCHEF
——- 4IECHI4F
45
"rn I 1 I I I I
o 10 20 u &0 L2 B0 L
Time [hours)
Fermentation comditiors: Lab, milk, 18% T.5.
[0 CH5L"F for 20 mie ). Inoculation: 25z 10001
HE: Wote that the accuracy of these curves s relative and subject o experimental ermor.
Technical Chr. Hansen's worldwide facilities and the personnel of our application and
gmce technology center ane ot your disposal with assstance and instructions.

References
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ANEXO C

DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL (AOAC 991.20)
Fundamento

El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrdgeno organico
contenido en productos alimentarios, compromete dos pasos consecutivos:

a) La descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en
presencia de acido sulfurico concentrado.

b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra

Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacion vy
carbonizacion de la materia organica combinada con la oxidacion de carbono
a diéxido de carbono. El nitrégeno organico es transformado a amoniaco que
se retiene en la disolucién como sulfato de amonio. La velocidad del proceso
puede ser incrementarse adicionando sales que abaten la temperatura de
descomposicion (sulfato de potasio) o por la adicion de oxidantes (peréxido
de hidrégeno, tetracloruro, persulfatos o acido crémico) y por la adicion de un
catalizador. (Nollet, 2005)

INSTRUMENTAL

e Aparato de Kjeldahl, para digestidon y destilacion.
e Matraz Kjeldahl de 50 cm®.

e Matraz Erlenmeyer de 500 cm®.

e Bureta de 50 cm®.

e Balanza analitica. Sensible al 0,1 mg.

REACTIVOS

e Acido sulfarico concentrado

e Solucion 0,1 N de caido sulfdrico, debidamente estandarizado.

e Solucion concentrada de hidréxido de sodio.

e Solucion 0,1 N de hidroxido de sodio, debidamente estandarizado.
e Solucion de sulfuro alcalino o solucién de tiosulfato de sodio.

e Sulfato de potasio o sulfato de sodio anhidro.

e Oxido de mercurico, o mercurio metalico, reactivo para analisis.



Solucion alcoholica de rojo de metilo.

Preparacion de la muestra

1.

llevar la muestra a una temperatura aproximada de 20 °C y mezclarla
mediante agitacion suave hasta que este homogénea, cuidando que
no haya separacion de grasa por efecto de la agitacion.

Si se forman grumos de crema y estos no se dispersan, calentar la
muestra en bafio Maria hasta 35° - 40 °C, mezclando cuidadosamente
e incorporando cualquier particula de crema adherida al recipiente, y
enfriar rapidamente hasta 18° -20°C. Si quedan particulas blancas o
grumos de grasa adheridos a las paredes del recipiente, la
determinacion no dara resultados exactos.

Procedimiento

1.

La determinacion debe realizarse por duplicado sobre la misma
muestra preparada,

Pesar, con aproximacion al 0,1 mg, aproximadamente 5g de muestra.
Transferir la muestra al matraz Kjeldahl y agregar el catalizador,
formado por 0,7g de 6xido mercurico y 15 g de sulfato de potasio en
polvo.

Agregar 25 cm? de caido sulfarico concentrado, y un trozo pequefio de
parafina para reducir la formacién de espuma durante la digestion.
Agitar el matraz y colocarlo en forma inclinada en la hornilla del
aparato kjeldahl. Calentar suavemente hasta que no se observe
formacion de espuma.

Agregar aproximadamente 200 cm® de agua destilada, enfriar la
mezcla hasta una temperatura inferior a 25 °C, agregar 25cm?® de la
solucion de sulfuro alcalino y agitar la mezcla para precipitar el
mercurio,

Agregar unas pocas granallas de zinc para evitar proyecciones
durante la ebullicion.

Inclinar el matraz y verter por sus paredes, cuidadosamente, para que
se formen dos capas, 50 cm?® de la solucién concentrada de hidréxido
de sodio.

Inmediatamente, conectar el matraz kjeldahl al condensador mediante
la ampolla de destilacion. El extremo de salida del condensador debe
estar sumergido en 50cm® de la solucién 0,1 N de &cido sulfarico



contenida en el matraz Erlenmeyer de 500 cm® a la cual se han
agregado unas gotas de la solucion alcohdlica de rojo de metilo.

10. Agitar el matraz kjeldahl hasta mezclar completamente su contenido y
luego calentarlo.

11.Destilar hasta que todo el amoniaco haya pasado a la solucidon acida
contenida en el matraz Erlenmeyer.

12.Usando la soluciéon 0,1 N de hidroxido de sodio, titular el exceso de
acido contenido en el matraz Erlenmeyer.

13.Realizar un solo ensayo en blanco con todos los reactivos, sin la
muestra y siguiendo el mismo procedimiento descrito a partir del paso
3, para cada determinacion o serie de determinaciones.

CALCULOS:
El contenido de proteinas en la leche se calcula mediante la ecuacion

siguiente:

P= (1,40) (6,38) LN 1-V2N2)~(V3N1-VaNZ)

m

Siendo:

P= contenido de proteinas en la leche, en porcentaje de masa.

V1= volumen de la solucién de acido sulfuarico empleado para recoger el
destilado de la muestra, en cm?.

N1=normalidad de la solucion de &cido sulfurico.

V2=volumen de la solucion de hidroxido de sodio empleado en la titulacion,
en cm?®.

N2= normalidad de la solucion de hidréxido de sodio,

V3= volumen de la solucién de acido sulfurico empleado para recoger el
destilado del ensayo en blanco, en cm?.

V4= volumen de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la titulacion
del ensayo en blanco, en cm?.

m= masa de la muestra de la leche, en g.



ANEXO D

DETERMINACION DE GRASA (NMX-AA005-SCFI-2000)

Método de Soxhlet
Fundamento
Es una extraccion semicontinua con un disolvente organico. En este
método el disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre
la muestra la cual queda sumergida en el disolvente. Posteriormente éste
es sifoneado al matraz de calentamiento para empezar de nuevo el
proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso
(Nielsen, 2003)
-MATERIAL Y EQUIPO

e Sistema extractor Soxhlet

e Balanza analitica

e Papel filtro o dedal de celulosa

e Bafo termorregulado

e Estufa de aire 103 + 2°C

e Tamiz de malla de 1 mm

e Manto calefactor o rotavapor

e Material usual de laboratorio
REACTIVOS

e Eter etilico P.E. 40-60°C

e Eter de petréleo P.E. 40-60°C
PROCEDIMIENTO
Preparacion de la muestra:

e En muestras con mucha humedad homogeneizar y secar a 103+ °C

en estufa de aire considerando el tipo de muestra.

e Molery pasar por tamiz de malla de 1 mm



e Pesar en duplicado 2 a 5 gramos de muestra preparada en el dedal
de extraccion o papel filtro previamente pesado y tapado con
algoddn desgrasado. Registrar m

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

e Pesar el matraz de extraccion Registrar m1

e Poner el matraz de extraccion en el sistema soxhlet el dedal en el
tubo de extraccién y adicionar el solvente al matraz.

e Extraer la muestra con el solvente por 6 a 8 horas a una velocidad
decondensacion de 3-6 gotas/seg.

¢ Una vez terminada la extraccion eliminar el solvente por
evaporacion en rotavapor o bafio Maria bajo campana. Hasta que
no se detecte olor a éter.

e Secar el matraz con la grasa en estufa a 103+ 2°C por 10 min,
enfriar en desecados y pesar. Registrar m2.

CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS

m2-ml

% grasa cruda = x100

m

Donde: m peso de la muestra
m1 tara del matraz solo

m2 peso matraz con grasa.

100

% grasa cruda en base seca = %grasa cruda X ———
100—%humedad

Dénde : m peso de la muestra

m1 tara del matraz solo

m2 peso matraz con grasa.

Los resultados se informan en % de materia grasa en base seca o
humeda. Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con 2
decimales.

Repetitividad: La diferencia de los 2 resultados no debe ser superior al 2 %

del promedio.



ANEXO E
DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

Fundamento

Carbohidratos se realiza por diferencia entre ceniza y humedad



ANEXO F
DETERMINACION DE LA HUMEDAD (AOAC 950.46)
Fundamento

Se calienta el producto a 105 °C hasta eliminar completamente la materia
volatil, y se determina la humedad a partir de la diferencia de peso.

Instrumental:
e Beakers
e Balanza Analitica.
e Estufa.

e Desecador.
¢ Varilla agitadora de vidrio.

Procedimiento:

1. Pesar de 2 a5 g de muestra previamente homogenizada,

2. Pasar la muestra a cépsula de aluminio, pesa filtro o vaso de
precipitacion con arena mas un agitador.

3. Llevar a la estufa por un tiempo de 4 horas y a la temperatura de 105
°C hasta peso constante.

CALCULOS:
El contenido de humedad se calcula mediante la siguiente ecuacion:

MI-M2
M1-M

% H= x 100

Siendo:

H= contenido de humedad en porcentaje de masa.
M=masa de la capsula con arena y varilla en g.

Ml=masa de la capsula con arena y varilla y muestra en g.

M2=masa de la capsula con arena y varilla y residuo seco en g.



ANEXO G

DETERMINACION DE LA CENIZAS (AOAC 940.26)

Fundamento

En este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a
una temperatura que fluctda entre los 550 -600°C; el material inorganico que
no se volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza. (Nollet, 2005)
Instrumental

Balanza analitica, sensible a 0,1 mg.

Capsula de platino de otro material inalterable a las condiciones del
ensayo, de fondo plano, con didmetro de 50-60 mm y altura de 20-25 mm.

Estufa, con ventilacion y regulador de temperatura, ajustada a 103°C +

2°C.

Mufla, con regulador de temperatura ajustado a 530°C + 20 °C.

Desecador, con cloruro de calcio anhidro u otro deshidratante adecuado.

Procedimiento

1.

Lavar cuidadosamente y secar la capsula en estufa ajustada a
103°C * 2 °C durante 30 min. Dejar enfriar en el desecador y pesar
con aproximacioén 0,1 mg.

Transferir a la capsula la muestra preparada inmediatamente y
pesar con aproximacion a 0,1 mg aproximadamente 5 g de
muestra.

Transferir la capsula a estufa ajustada a 103°C + 2 °C y calentar
durante 3 h.

Colocar la capsula cerca de la puerta de la mufla abierta y
mantenerla alli durante unos pocos minutos para evitar pérdidas
por proyeccion de material que podrian ocurrir si la capsula se
introduce directamente en la mufla.

Introducir la capsula e la mufla 530 °C +20°C hasta obtener
cenizas libres de particulas de carbon (esto se obtiene al cabo de 2
a3h).

. Sacar la capsula (con las cenizas), dejar enfriar en el desecador y

pesar con aproximacion al 0,1mg. Repetir la incineracion por



periodos de 30 min, enfriando y pesando hasta que no haya
disminucién en la masa

El contenido de cenizas se calcula mediante la siguiente ecuacion:

M3-M
M2-M

C= x100

Siendo:

C: cantidad de cenizas, en porcentaje de masa;

m: masa de la capsula vacia, en gramos;

m2: masa de la capsula con la leche (antes de la desecacion), en g

m3: masa de la capsula con las cenizas (después de la incineracién), en g.
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