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RESUMEN

En Ecuador la produccién de suero de leche ha aumentado considerablemente y su
escaso aprovechamiento genera impactos ambientales y econémicos para las empresas
productivas. En busca de nuevas alternativas que permitan reutilizar este subproducto
y generar mas utilidades se decidio obtener un producto de alta gama como son los
galacto-oligosacaridos (GOS), que son prebidticos muy beneficiosos para la salud
humana y con caracteristicas positivas para mejorar la calidad de varios productos

alimenticios.

Se estudio la produccién de GOS utilizando como sustrato lactosa y como enzima la
B-galactosidasa inmovilizada de Kluveromyces lactis, la experimentacién se llevé a
cabo en un biorreactor por lotes durante 10 horas, transcurrido ese tiempo se le realiz6
a la muestra un andlisis de HPLC para determinar la cantidad de GOS obtenidos.

La concentracion de lactosa y la temperatura 6ptimos para la produccion se observaron

a 25% y 40 °C, respectivamente, alcanzando 42.80% de concentracion de GOS.

ABSTRACT

In Ecuador, the production of whey has increased considerably and its limited use
generates environmental and economic impacts for productive companies. In search
of new alternatives that allow this by-product to be reused and generate more profits,
it was decided to obtain a high-end product such as galacto-oligosaccharides (GOS),
which are very beneficial prebiotics for human health and with positive characteristics

to improve the quality of food. various food products.

The production of GOS was studied using lactose as a substrate and immobilized -
galactosidase from Kluveromyces lactis as an enzyme. The experiment was carried out
in a batch bioreactor for 10 hours, after which time an HPLC analysis was performed

on the sample. to determine the amount of GOS obtained.

The optimal lactose concentration and temperature for production were observed at

25% and 40 °C, respectively, reaching 42.80% GOS concentration.



1.

2.1.

Introduccion
Uno de los sectores mas importantes dentro de la economia del Ecuador, es el sector
lacteo debido a que este genera plazas de trabajo de forma directa e indirecta en toda
su cadena agroalimentaria. De acuerdo con datos del Banco Central del Ecuador, la
cadena productiva de la industria lactea en el pais genera 1.5 millones de empleos
directos e indirectos y su aporte al Producto Interno Bruto (PIB) fue del 8% en el 2015.
A pesar de esto las industrias lacteas, no le han proporcionado al lactosuero un valor
agregado, que les permita generar nuevos productos de alto contenido nutricional y
lograr ser empresas competitivas.
Para la industria alimentaria la hidrdlisis de la lactosa es un proceso biotecnoldgico de
gran importancia, ya que posee efectos beneficios sobre en la digestion de alimentos
en el ser humano, asi como ventajas tecnologicas y ambientales en su aplicacion
industrial con la posibilidad de obtener galacto-oligosacaridos que son carbohidratos
no digeribles, siendo clasificados como ingredientes prebidticos de alto valor afiadido.
Estudios recientes atribuyen a estos oligosacaridos una serie de potenciales beneficios
para la salud y prevencion de enfermedades (Cavalcante y Pastore, 2015).
Materiales y métodos
En la presente investigacion el trabajo experimental se llevo a cabo en el cantdn
Otavalo de la provincia de Imbabura.
Descripcion de la Metodologia

2.1.1. Evaluacibn de parametros para la produccion de galacto-

oligosacaridos con enzimas inmovilizadas

Para inmovilizar y encapsular la enzima B-galactosidasa se utiliz6 el método de
atrapamiento, el cual consistid en la formacion de perlas empleando alginato de sodio
y cloruro de calcio, posteriormente las mismas fueron sometidas a constante agitacion
produciendo colisiones que destruian las capsulas, por lo tanto fue necesario
determinar las perlas mas resistentes a la traccion mecanicay con capacidad permeable
que permitan el ingreso del sustrato y salida del producto durante la reaccién
enzimatica. Ademas, se utilizo la metodologia de superficie de respuesta para
optimizar resultados y determinar la combinacion de alginato de sodio y cloruro de

calcio mas propicia para formar las perlas mas resistentes.



2.2.

2.1.2. Variables dependientes
Las variables dependientes medidas en el presente investigacion fueron la dureza y
permeabilidad de las perlas de alginato de sodio, para determinar las perlas mas
resistentes a la compresion mecanica se empled un durémetro shore A; el cual mide la
dureza de materiales blandos y semiduros presionando un cuerpo penetrador (indentor
penetrante 2,5 mm) en cada perla de alginato de sodio con una fuerza determinada, de
este modo se mide la deformacion en el punto de presion y finalmente se obtuvo el
valor de la dureza de cada perla en escala shore mediante lectura directa (Fernandez,
2021).

2.1.3. Evaluacion de parametros para la produccion de galacto-

oligosacaridos con enzimas inmovilizadas

Para optimizar los resultados en la produccion de galacto-oligosacaridos (GOS) con la
enzima B-galactosidasa Lactozym 6500 se empled la metodologia de Superficie
Respuesta, con el fin de determinar cuéles son las condiciones mas favorables de
temperatura y concentracion de lactosa. Los ensayos se desarrollaron mediante la
aplicacion de un Disefio Compuesto Central con dos factores de estudio (temperatura
y concentracion de lactosa), evaluando como variable respuesta la concentraciéon de
azucares reductores como medida indirecta de la produccion de GOS.
Para determinar la cantidad de GOS obtenidos en el experimento se realizd una prueba
de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) al mejor tratamiento que fue

establecido por el programa estadistico Design Expert.

Disefio experimental

En la presente investigacion, se utilizdé el método de superficies respuesta con un
Disefio Centra Compuesto (DCC) para la evaluacion de dos variables a tres niveles,
donde el factor A corresponde a la concentracion de alginato de sodio (%) y factor
B la concentracion de cloruro de calcio (%)), obteniendo un total de 12 tratamientos
evaluados en la investigacion.

3. Resultados y discusion

Tabla 1.

Resultados de dureza y permeabilidad



Tratamiento  (CA) % (CC)% (D) kg/mm? (P) mg/min

Tl 2.50 1.25 6.525 0.73
T2 3.00 2.00 19.793 2.03
T3 2.00 1.00 6.525 0.50
T4 2.50 1.50 11.963 1.17
T5 2.50 1.75 13.05 0.77
T6 2.50 1.50 11.528 0.83
T7 2075 1.50 14.138 0.93
T8 2.50 1.50 11.963 1.03
T9 3.00 1.00 20.663 2.17
T10 2.50 1.50 11.963 1.03
T11 2.25 1.50 9.788 1.07
T12 2.00 2.00 7.613 1.07
Tabla 2.

Resultados de porcentaje (%) Azucares Reductores obtenidos en funcién la

Temperatura y Concentracion de lactosa durante el proceso de conversion enzimatica

Tratamiento Factor 1 Factor 2 Respuesta
Temperatura (°C) Lactosa Azlcares Reductores (%)
(%)
T1 60 45 27.67
T2 50 30 43.61
T3 50 35 37.97
T4 55 35 29.23
T5 50 35 38.68
T6 50 40 39.42
T7 40 45 27.60
T8 40 25 31.95
T9 45 35 36.99
T10 50 35 39.15
T11 50 35 39.69
T12 60 25 35.31




Tabla 3.

Anélisis de varianza para la variable concentracion de azucares reductores

Fuente Sum de df  Medios F-valor p-valor
cuadrados cuadrados
Modelo 270.12 5 54.02 9.04 0.0092  significante
A-T 0,.0450 1 0.0450 0.0075 0.9337
B-L 44.09 1 44.09 7.38 0.0348
AB 2.71 1 271 0.4527 0.5261
A2 105.57 1 105.57 17.66 0.0057
B2 39.92 1 3992 6.68 0.0415
Residual 35.86 6 598
Lack of Fit ~ 34.27 3 1142 21.46 0.0157  significante
Pure Error 1.60 3 0.5323
Cor Total 305.99 11

R2

0.8828

R2? Ajustado  0.7851

CV%

6.87

Tabla 4.

Punto 6ptimo para el experimento de concentracion de azlcares reductores

N° Temperatura Lactosa Azucares Reductores Atractivo
(°C) (%) (%)
1 40.000 25.000 33.003 1.000  Seleccionado
2 40.247 25.000 34.038 0.994
3 41.698 25.000 39.595 0.957
4 41.792 25.000 39.924 0.954
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Figura 1.

Porcentajes de azucares del hidrolizado de lactosa (Anexo 3. Analisis de HPLC)
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3.4. Discusiones

El modelo estadistico utilizado exploré dentro de un rango de concentraciéon de
alginato de sodio entre 1y 3% (m/v) y de 1y 2% (v/v) para el factor concentracion de
cloruro de calcio. El tiempo de gelificacion y volumen de la solucion célcica se
mantuvieron constantes.

Ademas, el experimento exploro dentro de un rango de temperatura entre 40 y 60 °C
y de 25y 45% para el factor concentracion de lactosa. El tiempo de reaccién, volumen
del sustrato, velocidad de agitacion y unidades enzimaticas se mantuvieron constantes.
Respecto a la variable temperatura, se puede mencionar que al incrementar la
temperatura el porcentaje de azlcares reductores aumenta, lo que no es favorable, ya
que da incidencias que no se estd dando en gran cantidad la formacion de GOS; pero
al reducir la temperatura el contenido de azlcares reductores disminuye siento una
buena sefial para la investigacion, puesto que Bohdrquez (2016) menciona que la
disminucion de éstos beneficia la formacion de GOS. Asi mismo sucede con el factor
concentracion de lactosa, ya que el experimento mostrd una menor produccion de
azucares reductores en concentraciones bajas de lactosa; y esto concuerda con lo citado

por Rodriguez (2015) en donde indica que niveles bajos de lactosa favorecen la
11



formacion rapida de GOS y niveles mas altos de lactosa la aparicion tardia de los GOS.
Con el andlisis de varianza ANOVA se logré determinar que el experimento realizado
tiene una confiabilidad del 88.28% vy el anélisis de varianza del modelo, indica que el
valor-p utilizado para la variable de respuesta (azucares reductores) es significativo
debido a que muestra un valor de 0.0092, el cual es menor a 0.05, por lo tanto, se
acepta la hipotesis alternativa, la cual nos indica que la temperatura y concentracion
de lactosa influyen sobre la obtencién de galacto-oligosacaridos mediante enzimas
inmovilizadas.

El valor F del modelo de 9.04 implica que el modelo es significativo. Hay solo un
0.92% de probabilidad de que un valor F tan grande se produzca debido al ruido.
Ademas, en el andlisis de varianza muestra que el coeficiente de determinacion
ajustado (R? aj.) es de 0.7852 indicando que el modelo utilizado para la blsqueda del
punto 6ptimo es satisfactorio, ya que este valor es mayor a 0.700.

El mejor tratamiento corresponde a los parametros: 40 °C de temperatura 'y 25% (m/v)
de lactosa, estos resultados concuerdan con Martinez (2007) quien en su estudio sobre
la optimizacion de las condiciones para la formacion de GOS durante la hidrélisis de
lactosa a partir de la B-galactosidasa Kluyveromyces lactis, obtuvo como mejores
condiciones de reaccion 40°C y 250 g/L.

En este trabajo investigativo la produccion de glucosa y galactosa utilizando 25% de
lactosa inicial, es similar a lo reportado por Vera (2012), quienes obtuvieron una
produccion de 8% de glucosa y 3.8 % de galactosa en la reaccién de la enzima b-
galactosidasa, como también con los resultados obtenidos por Albayrak y Yang
(2001), quienes obtuvieron un 13% de glucosa y 3% de galactosa. Delgado (2017)
seflala que la relacion de Glucosa/galactosa permite evaluar la hidrélisis vs
transgalactosilacion, por ello afirma que a medida que aumenta esta relacion y es
mayor a 1, la reaccion de transgalactosilacion se ve favorecida, puesto que la galactosa
del medio se reduce para incorporarse a los GOS y la glucosa libre actia como
inhibidor no competitivo, esto concuerda con los resultados obtenidos, puesto que la
relacion de glucosa/ galactosa que se obtuvo es de 2.1, lo que indica que la produccion
de GOS no se vio afectada por el incremento de glucosa durante la reaccion.
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Como resultado la concentracion de GOS fue de 42.80% y 49.20% de conversion de
lactosa, los resultados de concentracion de GOS obtenidos en la investigacion son altos
en comparacion a otros autores, por ejemplo, Guio (2014) obtuvo 24.5% y Cortez
(2021) alcanzo6 12.01%. En cuanto a la conversion de la lactosa es similar a 45.7%
obtenida por Cortez (2021) y baja en comparacion con las de Guio (2014) que reportd
78.8% y Rico (2018) 80%, por lo que se puede decir que la conversion de lactosa fue

baja, afectando a la produccién GOS.

4. Conclusiones

e La combinacion apropiada del material de soporte para inmovilizar la enzima
B-galactosidasa fue alginato de sodio 3%(m\v) y cloruro de calcio 2%(v\v), en
cuyas perlas se logroé alcanzar una dureza y permeabilidad adecuada que
permitié la conversion de lactosa a GOS en las condiciones requeridas por el
disefio experimental.

e Con una temperatura de 40 °C y una concentracion baja de lactosa del 25% se
logré conseguir en menor tiempo una buena conversion de lactosa a GOS
obteniendo un rendimiento total del 42,80%.

e Se acepta la hipoétesis alternativa ya que se demostrd que los factores
temperatura y concentracion de lactosa influyen en el proceso de conversion

enzimatica del sustrato de lactosa a galacto-oligosacaridos.
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