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Resumen. El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar una leche fermentada con acidez
estandarizada y larga vida a partir de leche con hidrdlisis controlada de lactosa por via enzimatica.
Empleando cultivos probi6ticos Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus rhamnosus y
Bifidobacterium breve. Se evalué la influencia de los productos de hidrélisis de la lactosa en la
formacién de acido lactico durante la fermentacion y postfermentacion, ademas se determinaron
los indicadores fisico-quimicos, microbiolégicos y los atributos sensoriales de las formulaciones
desarrolladas. Se seleccionaron las mejores formulaciones a partir de un disefio experimental de
mezclas, para su evaluacion en la produccion a escala piloto y se evalud la vida de estante de las
leches hidrolizadas fermentadas.
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1 Introduccién

La lactosa es un disacarido que no puede asimilarse en su forma natural, es necesario
hidrolizarla para poder asimilar los mondmeros que se generan: glucosa y galactosa. La
capacidad de producir la B-galactosidasa, enzima responsable de la hidrdlisis en el
intestino delgado, disminuye a medida que el individuo crece, y cuando llega a la edad
adulta es probable que haya perdido parcial o totalmente la actividad de hidrolisis en
su intestino. Esto provocard que cuando consuma lactosa, ya sea en leche o sus
derivados, se presente un cuadro de flatulencia, dolor abdominal y/o diarrea,
denominado “intolerancia a la lactosa” (Lopez y col., 1996).

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

Los microorganismos aerobios ocasionan una serie de cambios quimicos en la leche
en donde los tres componentes méas afectados son lactosa, proteinas y grasa. Los
carbohidratos son el primer nutriente que metabolizan los microorganismos para
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obtener su energia, seguido de proteinas y finalmente lipidos. Los carbohidratos se
oxidan con el fin de proporcionar energia, la glucosa es el monosacérido mas frecuente
en la naturaleza como azucar libre, para obtener glucosa en la leche el disacarido lactosa
es hidrolizado en dos monosacaridos glucosa y galactosa en presencia de la enzima f3-
galactosidasa.

Se han realizado diversas investigaciones con relacion a la hidrolisis enzimatica de
la lactosa, incluyendo las caracteristicas que presentan las diferentes enzimas (pH y
temperatura Optimas, efecto de algunos parametros, etc.), su utilizacion, y las diferentes
fuentes de donde se pueden obtener, que son: hongos como Aspergillus oryzae (Park y
col, 1987) o Aspergillus niger (Jakubowski y col., 1985).

Las caracteristicas y propiedades de las lactasas varian dependiendo de la fuente, por
ejemplo, las de origen flngico presentan mayor termo-estabilidad que las de levadura
y bacterias, y su pH éptimo de actividad cae dentro del rango acido (4,5-6,5) y
temperatura Optima entre 35 y 55°C (Garcia Garibay y Gémez Ruiz, 1996; Jackson y
Jelen, 1989; Park y col, 1979). Las lactasas de levadura y bacterias son en general mas
termolabiles, y su pH o6ptimo de actividad es cercano al neutro, por lo que se les
denomina lactasas neutras. Estas lactasas tienen una temperatura 6ptima alrededor de
37°C, y muestran una pérdida considerable de actividad a pH 5,3, al elevar la
temperatura a 55°C, o bien la pierden completamente a pH 4,5 (Jackson y Jelen, 1989).

En lo referente a las LAB las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las
méas comunmente reconocidas como probidticos. Las bacterias del acido lactico, dentro
de esta clasificacion se encuentran las especies de Lactobacillus, Lactococcus y
Streptococcus thermophilus no se incluyen al género Bifidobacterium ya que no
produce la fermentacién de alimentos y es taxondmicamente diferente. Se trata de una
clase de bacterias unidas por una gran variedad de caracteristicas morfoldgicas,
metabdlicas y fisioldgicas: fermentadoras no patdgenas, no toxigénicas.

En el presente trabajo se determind la cinética de la fermentacidn, postfermentacion
y la vida de estante maxima de una leche fermentada con un cultivo probiético,
constituido de las mezclas de las cepas L. acidophillus, L. rhamnosus y Bifidobacterium
breve, partiendo de una leche con hidrélisis controlada de lactosa.

Para el desarrollo de este estudio se planteo la hipétesis de que en la elaboracion de
leches fermentadas, la hidrélisis controlada previa a la fermentacion de la lactosa
permitira desarrollar un proceso fermentativo y postfermentativo con acidez controlada
debido a la inhibicién enzimatica que ejerce la galactosa en el transporte de la lactosa
residual, conllevando una disminucién del tiempo de fermentacién y extensién del
tiempo estante del producto (ESL).

1.1 Género Bifidumbacterium y su accion probiética

Existen 24 especies de Bifidobacterium hasta ahora reconocidas, 9 aisladas de los seres
humanos: Bif. bifidum, Bif. longum, Bif. infantis, Bif. breve, Bif. adolescentis, Bif.
angulatum, Bif. catenulatum, Bif. pseudocatenulatum vy Bif. dentium. Las
bifidobacterias tienen ahora una larga historia de uso seguro como complementos
dietéticos (Bif. adolescentis, Bif. animalis / Bif. lactis, Bif. bifidum, Bif. breve, y Bif.
longum / infantis) especificamente tienen estatus GRAS (generalmente considerado
COMO Seguro).



Los microorganismos con la mejor oportunidad de pasar por el estdmago y el
intestino delgado y colonizar el medio son aquellos endogenos o propios de la especie
aislada, esto hace que se centre la atencién en el género Bifidobacterium ya que son
extraidos de los animales y los seres humanos.

1.2 Género Lactobacillus y su accién probidtica

Este género se encuentra dentro de la clasificacion de las LAB, diferenciado por su
capacidad de fermentacién de los gllcidos pero presentan algunas caracteristicas
comunes. Son Gram-positivas habitualmente inmoéviles, no esporuladas, &cido
tolerantes, catalasa y oxidasa-negativas, nitrato reductasa negativas. Su capacidad de
biosintesis es débil, lo que explica su incapacidad de sintesis, para diversos
aminoacidos, bases nitrogenadas, vitaminas y acidos grasos, pero también su
metabolismo fermentativo (los ndcleo hemo de las porfirinas), estdn normalmente
desprovistas de citocromos y en consecuencia son incapaces para cualquier respiracion
aerobia 0 anaerobia. Por lo tanto estas bacterias micro-aerofilas, son capaces de
fermentar en bajas concentraciones de oxigeno.

Se han realizado pocos estudios, algunos de ellos recientes, que confirman que el
consumo de L. rhamnosus GG reduce la duracion de la diarrea, en particular de la
gastroenteritis por rotavirus. En la prevencion de la infeccion nosocomial por rotavirus,
un estudio doble ciego realizado en nifios demostrd que una formula suplementada con
B. breve y L. acidophillus redujo la incidencia de la diarrea adquirida en los hospitales,
en comparacién con una formulacién estandar. Muy recientemente se ha realizado un
estudio multicéntrico en Europa, en el cual se observo que la administracion simultanea
de una solucion hipoténica de rehidratacién oral y Lactobacillus GG, en nifios con
diarrea aguda, redujo la duracion de la diarrea y la estancia en el hospital (Falk y col;
2008).

1.3 Control de la fermentacion y postfermentacion

Uno de los problemas durante la fermentacion y postfermentacion es la falta de control
de estos procesos a temperaturas estandares de almacenamiento, transporte, y estante,
produciendo la pérdida de viabilidad y bioactividad de las cepas probiéticas utilizadas
como tales, generando el retorno del mercado a la industria como pérdidas netas a
facturacién por no cumplir el tiempo minimo de vida util.

La hidrolisis de la lactosa en sus dos monosacaridos por la accion de la enzima B-
galactosidasa, puede ser una alternativa para resolver este problema de acidificacién no
controlada en estante bajo condiciones propias, teniendo en cuenta que se podria
cuantificar la glucosa y galactosa resultante de este proceso enzimatico, la cual puede
ser utilizada como fuente energética por las LAB dando como resultado 4cido lactico
en el proceso.
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Fig. 1. Ruta indirecta de Leloir de transformacion de la glucosa
Fuente: Stephanopoulos G, Aristidou A, Nielsen J. 1998

En este sentido resultaria importante la determinacion del porcentaje idéneo de
hidrélisis para el control de la fermentacion lactica bajo condiciones estandares y a su
vez determinar su viabilidad y funcionalidad al fin de vida util.

Al respecto no se ha encontrado alguna publicacion relacionada con la
estandarizacién de la acidez en la fermentacion y postfermentacion.

1.4 Cinética enzimatica

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de reacciones biol6gicas, su
nomenclatura varia de acuerdo a la recomendacion de la comision internacional de
enzimas. Este sistema divide a las enzimas en seis clases de acuerdo al tipo de reaccion
catalizada.

Son capaces de manipular otras moléculas, llamadas sustratos. Un sustrato es el que
puede ser capaz de unirse al centro catalitico de las enzimas y que esta a su vez lo
reconozca Yy llegar a transformarse en una serie de pasos determinado mecanismo
enzimatico. Algunos tipos de enzimas tienen la posibilidad de unir varios sustratos
distintos y/o liberar diversos productos.

Las reacciones quimicas pueden clasificarse de diferentes maneras, una de ellas es
una base cinética, es decir por el orden de reaccién, aqui podemos encontrar reacciones
de orden cero, primer, segundo y tercer orden segin como resulte influida la velocidad
de reaccion por la concentracion de los reaccionantes bajo un conjunto de condiciones
determinado.



1.5 Obtencién del kmy la V méx.

La velocidad de reaccion que se obtiene a esa alta concentracion de sustrato se define
como la velocidad méaxima (V max.) de la reaccién enzimatica bajo las condiciones
especificadas. La concentracién de sustrato [S], a la semivelocidad maxima de reaccion
(%2 V) se puede determinar de la figura 4 y representa la constante de Michaelis 0 km,
la cual es una caracteristica para cada enzima. La inversa de km, o 1/ km, mide la
afinidad de la enzima por el sustrato. Mientras mas pequefio sea el valor de km, mayor
sera la afinidad de la enzima por el sustrato.

Fig. 2. Cinética enzimaética
Fuente: Hanes and Woolf, 1932 (Wikipedia, 2010)

2 Metodologia

El trabajo de experimentacion se llevd a cabo en los laboratorios certificados de
quimica, microbiologia y biotecnologia de UDALAB y el laboratorio de procesamiento
de lacteos de la carrera de Ingenieria en Alimentos de la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad del Azuay.

La leche pararealizar este trabajo fue recolectada en una hacienda ganadera ubicada
en la parroquia Victoria del Portete del Canton Cuenca.

En las mismas se realizaron anlisis de control de acuerdo a lo indicado en la norma
técnica ecuatoriana INEN 9:2012 para leche cruda, los cuales se realizaron en los
laboratorios de quimica UDALAB de la Facultad de Ciencia y Tecnologia -
Universidad del Azuay.
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2.1 Tratamiento Térmico de la Materia Prima

Una vez realizados los analisis de control en la leche cruda, esta fue sometida a
diferentes tratamientos térmicos, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Temperatura y tiempo de proceso térmico

Leche 1 Leche 2 Leche 3
72°C por 15 seg. | 85°C por 30 min. | 90°C por 5 min.

Para cada analisis de hidrolisis se recolectaron tres muestras de cada una de las leches
tratadas.

2.2 Inoculacién de la enzima

Luego de ser sometidas a los diferentes tratamientos térmicos, las muestras de leche
fueron almacenadas en refrigeracion a una temperatura de 4°C, posteriormente se
inocularon cada una de las muestras con la enzima comercial B-galactosidasa a
diferentes tiempos y temperaturas.

Tabla 2. Temperatura y tiempo de inoculacion de la enzima B-galactosidasa

Temperatura Tiempo de Inoculacion

4°C 12 horas
32°C 2 horas
50°C 0,5 horas

La cantidad de enzima estuvo en funcion del volumen de leche utilizado en cada
muestra, para ello nos basamos en la tabla 3 de dosis estimada de lactasa.

Tabla 3. Dosis estimada de Lactasa

Dosis de ha- | Tiempo de | Temperatura| Grado de

lactase reaccion de reaccién hidrdlisis
(ml/L) (horas) (oC) (%)
0,3-0,5 10 5 20
0,5-0,8 4 30 50

29-44 1 40 80
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2.3 Analisis de muestras hidrolizadas
2.3.1 Determinacion del Porcentaje de Hidrolisis

El grado de hidrdlisis se determind mediante el analisis de descenso en el punto
crioscépico.

Este método se fundamenta en la disminucién del punto de congelacion, el momento
que ocurre la hidrolisis de la lactosa, se forman glucosa y galactosa incrementando el
contenido de solutos en la solucién.

Para este método se utiliz6 un crioscopio (Funke Gerber, modelo Cryostar I)
previamente calibrado, en la que para cada una de las muestras resultantes del proceso
de hidrdlisis se realizaron lecturas por duplicado para minimizar el porcentaje de error
en el resultado de cada una de ellas. El porcentaje de hidrolisis alcanzada se obtuvo a
partir de la formula 1.

% Hidrdlisis Alcanzada = 350,77 * (Crioscopia Final) — (Crioscopia Inicial) (D)
0,00285
2.3.2 Cuantificacion del Contenido de Lactosa

Para cuantificar el contenido de lactosa se tomé como referencia la Norma Mexicana,
NMX-F-219-1972. Para calcular el porcentaje de lactosa se utilizo la siguiente formula

(2):

mg de Cu20= volumen titulante x 0,1N x 63,54 2

Tabla 4. Equivalencias

1 mol lactosa 4 moles de acido lactico
360,64 g de lactosa | 360,4 g de 4cido lactico

69,5 mg de lactosa 50 mg de glucosa

7,0 mg de galactosa

2.3.3 Formulacién de la leche fermentada

Para poder realizar los experimentos respectivos, se formulé una base lactea que
contenia: inulina (3 g/L),carragenato (1,5 g/L), citrato de potasio (3 g/L) y politrifosfato
de sodio (0,2 g/L)



2.3.4 Disefio Experimental

Como se ha destacado anteriormente, lo que se pretende encontrar es la mejor
interaccion para la funcionalidad probidtica de un producto fermentado mediante un
disefio experimental, en este caso se eligié un disefio centroide simplex aumentado
(disefio de mezclas) con 6 puntos espaciados en el perimetro, un adicional de 3 puntos
axiales localizados en el interior a medio camino entre el centroide y los vértices y 1
punto en el centro.

Aplica una metodologia de planeacién y analisis que asegura obtener conocimiento,
cuenta con g componentes o ingredientes y cada tratamiento en el experimento consiste
en una combinacion particular o mezcla de dichos ingredientes, las proporciones en las
que participan los componentes de la mezcla deben satisfacer dos restricciones:

0 <xi <1, para cada componente i;

La primera indica que las proporciones tienen que ser cantidades entre cero y uno, y
la segunda condiciona a que las g proporciones sumen siempre la unidad, lo cual causa
que los niveles de los componentes xi no sean independientes entre si (Gutiérres, 2008).

2.3.5 Desarrollo experimental

Las variables identificadas para realizar las pruebas determinadas en el disefio
experimental, fueron tres tipos de bacterias conocidas por sus propiedades prébioticas,
estas bacterias se tomaron del cepario de microorganismos ATCC del laboratorio de
microbiologia de UDALAB.

Estas bacterias son: Bifidobacterium breve (ATCC 15700), Lactobacillus
acidophilus (ATCC 4356) y Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469).

Se determinaron las variables para el disefio de mezclas, se procedi6 a establecer la
distribucion de las variables para los experimentos, y las mismas quedaron como se
presentan en la tabla 5.

Una vez realizadas las mezclas de las bacterias probidticas en la leche preparada y
pasteurizada, se determind su rendimiento dependiente del crecimiento bacteriano los
cuales se encontraban dentro de lo estipulado por la NTE INEN 2395:2011, la cual
indica que el minimo que puede haber de bacterias probioticas es de 106 (6 log)
UFC/gramo de producto. Se realizaron pruebas de capacidad probi6tica, a través de
analisis in vitro en el laboratorio de microbiologia, estas pruebas fueron: tolerancia al
acido, tolerancia a las sales biliares y actividad antipatdgena.
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Tabla 5. Disefio experimental de mezclas con las variables identificadas de las BAL

Catacion
X1 X2 X3 Rendimiento | __ 9¢!
producto
final
Numero . . o
de Bifidumbacteri Lactobacill | Lactobacill Log Yo de_ )
: us us aceptacio
experimen um breve . . UFC/gramo
to acidophilus | rhamnosus n
1 0 0 9,8 71
2 1 0 8,3 68
3 0 1 8,5 57
4 1/2 1/2 0 7 77
5 1/2 0 1/2 7 80
6 0 1/2 1/2 7.6 77
7 1/3 1/3 1/3 7.5 78
8 1/6 1/6 2/3 7,3 79
9 1/6 2/3 1/6 7 79
10 2/3 1/6 1/6 7,3 82

Para determinar el o los experimentos que serian aceptados, se requirié de un grupo
de catadores semientrenados para realizar las pruebas sensoriales. Para esto se aplico
una escala hedénica de 4 a 1, para medir el grado de satisfaccion de los catadores en
cuanto a aspecto, olor y sabor del producto. De este panel de catacién se pudo
determinar que los experimentos 5y 10 fueron los aceptados.

3. Resultados y discusion

En la determinacién del mejor proceso de hidrdlisis enzimatica se realizaron varias
pruebas a diferentes temperaturas de pasteurizacion, ver tabla 1. Los experimentos de
hidrdlisis se realizaron de acuerdo a lo descrito en la tabla 2. Las dosis de la enzima [3-
galactosidasa estuvieron en funcion de lo recomendado por el proveedor, ver tabla 3.

Entre los tres sustratos lacteos se consider6 de acuerdo a los resultados obtenidos,
que el tratamiento previo de 720C por 15 segundos fue en el que mejor proceso de
hidrélisis se obtuvo.

De los datos obtenidos en la hidrdlisis de la leche en el primer tratamiento se
realizaron regresiones lineales para las diferentes temperaturas y sus resultados en
horas.
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Fig. 3: Hidrdlisis de lactosa a temperatura de 32°C por 2 horas.

Una vez realizados todos los tratamientos enzimaticos a diferentes tiempos y
temperaturas en el sustrato 1, se tiene que el mejor proceso se did a un tiempo de 2
horas y 320C y 0,2 mL de inoculo de enzima, dando como resultado un 94% de
hidroélisis y por lo tanto la mejor respuesta posible. Comparando con datos obtenidos
por otros autores, incluida la empresa Hansen, productora y comercializadora de la
enzima lactasa, a una temperatura de 500C se obtiene un porcentaje de actividad
relativa cercana al 100%. Revisando los resultados obtenidos se observé que a 500C
por 30 minutos se obtiene una hidrdlisis cercana al 100% pero con el inconveniente de
que la leche se oscurece ligeramente debido a las reacciones de Maillard. Inclusoa la
temperatura de 320C se requirié de menor cantidad de inoculo de la enzima, siendo
totalmente efectiva.

Tabla 6. Resumen de tiempo, temperatura, cantidad de enzima utilizada y resultados
del % de hidrdlisis en el primer sustrato.

Tiempo | Temperatura| mL enzima hid(r)g)lisis
12h 40C 0,37 79,5
2h 320C 0,2 94,3
0,5h 500C 2,05 93,9
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Comparando los diferentes tratamientos de hidrdlisis enzimatica, se determiné que
el mejor proceso es a 320C por 2 horas 0 120 minutos.

De los experimentos que se realizaron con el disefio de mezclas para adicionar las
bacterias lacticas y elaborar yogurt, se realizaron determinaciones del REP por
duplicado de los experimentos seleccionados por el panel de catacion, los cuales fueron
los experimentos 5 y 10. En estos experimentos se obtuvieron recuentos en placa (REP)
de las bacterias probidticas mayores a 6.6 Log UFC/gramo, como indica la norma
técnica ecuatoriana.

Se determiné la capacidad probiotica de las bacterias lacticas adicionadas en el
sustrato y que fueron las responsables de producir el yogurt en la leche hidrolizada.

Una de las primeras pruebas fue la tolerancia al acido, en el cual se probé la
capacidad de las bacterias de soportar situaciones extremas como pH bajo y se prob6
el crecimiento en medios de cultivo con &cido lactico.

Tabla 7: Resultados de la tolerancia al 4cido

pH de
) Mezcla de
medl_o de . Lb'. Lb. B. breve bacterias
cultivo acidophilus | rhamnosus |
MRS (log (log (log BAL
. UFC/gramo) (log
adicionado | UFC/gramo) | UFC/gramo) UFClgramo)
HCI 6M g
0 8,69 8,58 8,42 7,59
2 <1 <1 <1 <1
% 0 0 0 0
2,5 15 <1 1,1 1,36
3 17,2612 0 13,064 17,918
% 2 <1 3 5,2
23,0149 0 35,629 68,511

Las mezclas de las BAL dieron mejores resultados al encontrarse un porcentaje de
supervivencia del 68%.

En la tolerancia a la bilis, las pruebas se realizaron en un medio de cultivo que
contiene bilis de buey desecada, en la misma se prob6 la resistencia o sensibilidad de
las bacterias BAL a mantenerse en este tipo de ambientes, propio del sistema digestivo.



Tabla 8: Resultados de la tolerancia a las sales biliares 0.3%

Mezcla de
. Lb'. Lb. B. breve bacterias
acidophilus | rhamnosus
(log (log (/Iog ) ?IA L
UFC/gramo 0g
UFC/gramo) | UFC/gramo) UFClgramo)
Inicial 8,2 8,32 8,41 7,6
Final 3,45 3,15 4,8 5,42
% 42,073 38,414 58,536 66,097

En cuanto a la actividad antipatégena, se determin6 que los halos de inhibicién de
las mezclas de bacterias estaban en el orden de los 17 mm en las mezclas de bacterias
BAL sobre Staphylococcus aureus y E. coli, no siendo efectivos contra Salmonella, lo
cual demuestra que debido a las bacteriocinas que producen las BAL, inhiben el
crecimiento de patégenos in vitro.

En los productos obtenidos en los experimentos 5 y 10, se realizaron analisis de
acidez, para determinar el tiempo de vida Gtil. Comercialmente un yogurt tiene una vida
de estante de 30 dias, tiempo en el cual se asume que existen cambios considerables
como el aumento de acidez, en el caso de los experimentos 5y 10, la acidez se mantuvo
constante desde la hora 3 hasta la semana 4, que se encontr6 en 900D.

De acuerdo a Serras, et al. (2008), la actividad de las bacterias &cido lacticas que
estan presentes en el yogur es muy baja a temperaturas de refrigeracion, pero aln siguen
vivas y contintan transformando la lactosa en &cido lactico, lo que provoca una
disminucion del pH y un aumento de la acidez (se estima que tras unas 4-7 semanas, el
aumento de la acidez es del orden del 0,2%). Sin embargo, en el producto elaborado en
los experimentos, debido a que el sustrato contiene muy poca lactosa, por la hidrdlisis
previa, no se da la produccion de cido lactico en este tiempo, debido a que se forma
en minimas cantidades que no afectan al producto en la vida de anaquel y que podria
llegar a ser consumido por mas tiempo.

Con los experimentos 5 y 10 se realizaron pruebas sensoriales con un panel
semientrenado, y se evalud el producto durante las 4 semanas que dur6 el estudio.
Corroborando lo expresado en la curva de acidificacion, ya que el producto se mantuvo
estable por encima de las 4 semanas.

Al ser un producto hidrolizado, la cantidad de lactosa presente es minima en relacion
con un yogurt en el que no hubo este tratamiento previo, por lo tanto este tipo de
alimentos tienden a tener un tiempo de vida de anaquel méas largo, debido a que las
rutas metabolicas (la glucosa via glucdlisis y la galactosa por la ruta de Leloir o la ruta
de la tagatosa-6-fosfato) utilizada por las bacterias lacticas no provocan una acidez
rapidamente, que es la que produce el deterioro sensorial que no gusta al consumidor.
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Fig. 4: Curva de Acidificacion en funcién del tiempo de almacenamiento

A las diferentes temperaturas y tiempo de tratamiento se obtuvieron substratos
hidrolizados en un buen porcentaje, pero a 4°C por 12 horas se obtuvo 79% de
hidrolisis, que aungue es una buena cantidad de producto hidrolizado, no satisfacia las
expectativas que se tenian para realizar las fermentaciones ya que seguia habiendo una
buena cantidad de lactosa. Ademas es tiempo de hidrélisis es muy extenso y podria
provocar un incremento de la flora de los psicrotrofos, llegando a desnaturalizar la
proteina o desestabilizarla para los futuros procesos fermentativos. Aunque la enzima
a temperaturas de 5°C por 24 horas utilizando diferentes dosis es muy utilizado a nivel
industrial para procesos no constantes y fluctuan por determinados factores y no
aseguran un porcentaje definido de hidrolisis, y este trabajado ha logrado demostrar
que es factible de realizarlo en procesos industriales tan complejos como lo es el del
control de las curvas de fermentacion en leches hidrolizadas fermentadas probioticas.

4. Conclusiones

Una vez obtenidos los resultados se determind que la muestra con mayor porcentaje de
hidrolisis fue la muestra sometida una temperatura de 32°C por un lapso de dos horas
(Temperatura de pasteurizacion previa de 72°C por 15 segundos) , se realizaron
diferentes repeticiones y se hizo un promedio para disminuir el error en los resultados
obtenidos; Ademas se cuantific el contenido de lactosa glucosa y galactosa generado
durante esta etapa, hay que recalcar que en nuestro pais no existen técnicas ni
normativas que regulen estos procesos en las industrias, razén por la que se tom6 como
referencia la norma Mexicana para determinacién de lactosa.

A partir de esta muestra se elaboraron diferentes pruebas de formulacién de yogur,
simulténeamente a estas se realizaron anélisis microbiol6gico tanto para control y de
viabilidad de crecimiento de cepas, de lo cual se obtuvieron resultados favorables en
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los dos tipos de analisis, cumpliendo con la normativa INEN para leches fermentadas
en nuestro pais.

También se llevd un control para evaluar la calidad del producto, se hizo un
seguimiento de la de acidez que presentaba el mismo, estos resultados se pueden
observar en el grafico de la curva de acidificacion, aqui podemos observar que el
producto al cumplir con su proceso de fermentacion llega a una acidez maxima y no
existe una variacion de acidez al transcurrir del tiempo, tecnol6gicamente estos puntos
permitiran prolongar la vida Gtil del producto; Estos resultados se complementaron con
la evaluacion sensorial con un panel semientrenado, de lo cual se obtuvo una aceptacion
muy positiva del producto.

Para finalizar, este producto al tener un proceso de elaboracién estandarizado y
contener cepas probidticas viables puede ser considerado como un producto funcional,
debido al gran aporte nutricional que brinda a su consumidor, esta razén puede hacer al
mismo objeto de una investigacién mas completa, basado en otras condiciones mas
controladas como podrian ser temperatura de almacenamiento, tipo de envases y otros
parametros que puedan influir sobre la calidad del mismo, incluso se podria realizar
estudios de intervencion en personas que presenten cualquier tipo de intolerancia a la
lactosa.
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