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RESUMEN
En Ecuador el aprovechamiento productivo del lactosuero no se considera como mayoritario
debido a la falta de elaboracion de productos a través del fraccionamiento de los principales
constituyentes de este subproducto del sector lacteo, tal es el caso de la lactosa, proteinas
solubles, lipidos y sales minerales. En busca de nuevas alternativas que permitan reutilizar
el suero de leche y generar mas utilidades, se decidié obtener un producto de alta gama como
son los galactooligosacaridos (GOS) obtenidos a partir de lactosa, éstos son considerados
prebidticos, que pueden servir como materia prima para la fabricacion de una variedad de
productos, siendo utilizados principalmente como ingredientes alimentarios que contribuyen
al fortalecimiento del sistema inmune y bienestar del organismo, y que son producidos

industrialmente en forma de jarabe transparente o polvo blanco.

Con la presente propuesta se desarroll6 una tecnologia a escala de laboratorio para la
produccion de GOS mediante inmovilizacion enzimatica de la -galactosidasa (Lactozym
Pure 6500 L), evaluando pardmetros en un reactor de lecho empacado a flujo por un tiempo
de 30 h, posterior a esto a traves del empleo del Programa Estadistico Design Expert, al
mejor tratamiento se hizo un andlisis de Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
(HPLC) para cuantificar la cantidad de galactooligosacéaridos obtenidos.

La concentracién de lactosa y temperatura 6ptimos para la produccion se observaron a 45%

y 40 °C respectivamente, alcanzando 38.89% de concentracion de GOS.



ABSTRACT
In Ecuador, the productive use of whey is not considered the majority due to the lack of
elaboration of products through the fractionation of the main constituents of this by-product
of the dairy sector, such is the case of lactose, soluble proteins, lipids and mineral salts. . In
search of new alternatives that allow the reuse of whey and generate more profits, it was
decided to obtain a high-end product such as galactooligosaccharides (GOS) obtained from
lactose, these are considered prebiotics, which can serve as raw material for the manufacture
of a variety of products, being used mainly as food ingredients that contribute to
strengthening the immune system and well-being of the organism, and that are industrially

produced in the form of transparent syrup or white powder.

With this proposal, a laboratory-scale technology was developed for the production of GOS
by enzymatic immobilization of B-galactosidase (Lactozym Pure 6500 L), evaluating
parameters in a flow-packed bed reactor for a period of 30 h. To this, through the use of the
Design Expert Statistical Program, the best treatment was analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) to quantify the amount of galactooligosaccharides

obtained.

Optimum lactose concentration and temperature for production were observed at 45% and

40 °C, respectively, reaching 38.89% GOS concentration.

Vi



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. PROBLEMA

La industria lactea en el Ecuador es una de las mas importantes, y se concentra
principalmente en la Sierra, region eminentemente ganadera, en donde se producen
grandes volumenes de leche.

Segun el Centro de Industrias Lacteas (CIL), el Ecuador destina 1,2 millones de litros de
leche por dia a la produccion quesera, generando 900 mil litros de suero, de los cuales
unicamente el 10% se esta utilizando para ser procesado y formar parte de otros productos,
esto se debe a que en la mayoria de los casos las industrias lacteas y muchas queserias
artesanales prefieren hacer uso del suero para la alimentacion animal, como fertilizante, o
es eliminado en los desaglies durante la elaboracién de los quesos. El suero al ser un
subproducto importante también constituye un contaminante para el medio ambiente,
alcanzando valores de DQO entre 60-80 kg/m3 y DBO de 30-50 kg/m3, ante lo cual debe
ser tratado en plantas de tratamientos residuales segun lo estipulado por la ley, aumentando
de esta manera costos de produccion dentro de la industria (Mendoza & Gonzalez , 2018)
(Pais et al., 2017).

El aprovechamiento productivo del lactosuero no se considera como mayoritario en el
Ecuador debido a lo mencionado anteriormente, por la falta de elaboracién de productos
a traves del fraccionamiento de los principales constituyentes del suero de leche (lactosa,
proteinas solubles, lipidos y sales minerales), tal es el caso de los galactooligosacaridos
(GOS) obtenidos a partir de lactosa, la misma que puede servir como materia prima para
la fabricacién de una variedad de productos. Las escasas investigaciones de este
oligosacarido y la falta de técnicas para su obtencion, no han permitido dar una apertura
adecuada para la produccion a gran escala de este prebidtico dentro del mercado
ecuatoriano, en el cual su adquisicion es dificil y limitada, debido a que es un producto
que no se elabora en el pais, sin embargo principalmente en Japon y en menor medida en
Europa los GOS estan siendo utilizados como ingredientes alimentarios que contribuyen
al fortalecimiento del sistema inmune y bienestar del organismo, Yy son producidos

industrialmente en forma de jarabe transparente o polvo blanco (Cardelle, 2009).



1.2. JUSTIFICACION

La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de las economias de los paises
industrializados y en vias de desarrollo, asi como del Ecuador. Aproximadamente el 85-95%
de la leche total utilizada para hacer queso se elimina como suero, el cual retiene alrededor
del 55% de los nutrientes totales de la leche, como lactosa, proteinas solubles, grasas y sales

minerales (Parra, 2009).

El significativo valor nutricional que posee el suero ha llevado a la busqueda constante de
nuevos productos y tecnologias que faciliten los procesos, reduciendo costos de produccion
y proporcionando valor agregado a este subproducto con potencial comercial que con
frecuencia suele ser un problema para la industria lactea. El fraccionamiento del suero para
la obtencidn de lactosa es un claro ejemplo de estas tecnologias, que permiten el desarrollo
de productos con caracteristicas especiales, tal es el caso de prebidticos como los
galactooligosacaridos (GOS), que se producen a partir de lactosa por reaccion enzimatica
con la B-galactosidasa. En el Ecuador la produccion de galactooligosacaridos es un sector
que no se abierto campo industrialmente, mientras que en otros paises como: Japén, Holanda
y Corea del Sur, existe un potencial comercial en cuanto a la produccion de GOS, los cuales
estan siendo utilizados como ingredientes en la elaboracién de yogures, barras de cereales,
productos horneados, sopas, salsas, alimentos para bebés, dulces, bebidas tales como zumos
de frutas y bebidas para deportistas, son empleados también en la industria cosmética y
farmacéutica (estimulacion de bacterias saludables de la piel) y como componente de piensos
funcionales para la alimentacién animal (Carrera, 2010) (Rodriguez Colinas , 2013) (lllanes
, Vera, & Wilson ,2016).

Con la presente propuesta se desarroll6 una tecnologia a escala de laboratorio para la
produccion de GOS mediante inmovilizacion enzimatica de la p-galactosidasa, evaluando
parametros en un reactor de lecho empacado a flujo, en donde se utiliz6 como materia prima

uno de los mayores subproductos de la industria lactea, como es el suero de leche.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar pardmetros de operacion en un reactor de lecho empacado a flujo para la obtencion

de galactooligosacéridos mediante enzimas inmovilizadas.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢+ Obtener lactosuero concentrado y desproteinizado.
¢+ Evaluar pardmetros para la produccion de galactooligosacaridos con enzimas

inmovilizadas.

1.4. HIPOTESIS

1.4.1. HIPOTESIS NULA

La concentracion de lactosa y la temperatura no influyen sobre la obtencion de

galactooligosacaridos por el método de inmovilizacion enzimatica de la B-galactosidasa.

1.4.2. HIPOTESIS ALTERNATIVA

La concentraciéon de lactosa y la temperatura influyen sobre la obtencion de
galactooligosacéridos por el método de inmovilizacion enzimética de la p-galactosidasa.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. LACTOSUERO Y SU IMPORTANCIA COMPOSICIONAL

Jelen (2003) y Xia et al. (2005) mencionan que el lactosuero es un liquido verde transltcido
que se obtiene por precipitacion de la caseina en la elaboracion de queso, aproximadamente
por cada kilogramo de queso producido obtenemos 9 kg de lactosuero, que representa cerca
del 85-90% del volumen de la leche y contiene el 55% de sus nutrientes. Entre los
componentes mas abundantes se destacan la lactosa y las proteinas solubles como sustancias
de importante valor nutritivo, sin embargo, también se encuentran presentes otros
componentes principales del lactosuero, los mismos que se encuentran detallados en la Tabla
1, junto a sus valores promedio:

Tabla 1. Componentes principales del lactosuero.

Componentes Valores
promedio
Lactosa (45-50g/1)
Proteinas Solubles (6-8g/l)
Lipidos (4-5g/1l)
Sales Minerales (4-6g/1l)
Agua (93 —95%)

Fuente: Tomado de (Muset & Castells, 2017), adaptado por el autor.

La proteina y lactosa, al ser los componentes principales y de mayor importancia nutricional
del lactosuero son aprovechados en diferentes areas dentro de la industria, tal es el caso de
las proteinas cuyas propiedades quimicas, fisicas y funcionales son adecuadas para su uso
en los campos alimentario, médico y farmacéutico, por ejemplo, como ingredientes
funcionales en los alimentos, en la alimentacién de infantes, tercera edad, productos para
deportistas y en la fabricacion de bebidas fermentadas y no fermentadas, barras de cereales,
embutidos, sopas y salsas. Se pueden diferenciar varios tipos de proteinas, en donde la -
lactoglobulina es el componente principal con aproximadamente un 50% y la a-
lactoalbimina con un 20% de las proteinas solubles del suero, también estan presentes
inmunoglobulinas, seroalbumina bovina y en menor cantidad la lactoferrina,

lactoperoxidasa, y los glicomacropéptidos (Muset & Castells, 2017).



La lactosa es otro componente representativo del lactosuero, que juega un papel importante
dentro de la presente investigacion, debido a sus propiedades de hidrosolubilidad, reducida
higroscopicidad, capacidad edulcorante y su aporte nutritivo, es muy utilizada como
excipiente farmacéutico, en férmulas infantiles para aumentar el contenido en lactosa; en la
industria alimentaria, sirve como soporte de salsas, sopas y chocolates, mientras que en la
industria quimica permite la produccion de espumas de poliuretano. La valorizacion de la
lactosa puede darse a través de varios medios, extraccion, hidrolisis, y utilizacion de esta
como sustrato para la fermentacion microbiana, en estos casos es recomendable una

desproteinizacion previa del suero (Ramirez J. , 2015).

De acuerdo a lo expuesto, el lactosuero es considerado una fuente de interés por sus
nutrientes y también es el mayor subproducto de la industria quesera, ante lo cual existe una
necesidad constante de busqueda tecnoldgica y métodos eficientes, como el fraccionamiento,
que permitan aprovechar cada uno de sus componentes.

2.1.1. CLASIFICACION DEL LACTOSUERO

Segun Parra (2009) la composicion y tipo de lactosuero varia significativamente
dependiendo del tipo de leche, tipo de queso fabricado y el proceso de tecnologia empleado.
Si se emplean enzimas en la coagulacion de la leche el suero se denomina dulce, y si las

enzimas se reemplazan con acidos organicos se denomina acido.

Existen dos tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la eliminacion de la caseina:

¢ El lactosuero dulce es aquel que tiene un pH entre 5.8 y 6.6 aproximadamente, se

obtiene como subproducto de quesos frescos, semiduros y duros, en donde el insumo

principal para su elaboracion es el cuajo. Considerado un liquido sobrante de la

precipitacion de las proteinas de la k — caseina por coagulacion enzimatica. Ejemplos:

queso fresco de mesa, cuajadas, quesos tipo holandés (Ramirez J. , 2012) (Muset &
Castells, 2017) (Garavito & Méndez, 2021).

+¢ El lactosuero acido presenta un promedio de pH de 4.5, proviene de quesos frescos
de pasta hilada principalmente, como resultado del proceso de fermentacién o
adicion de acidos organicos o acidos minerales para coagular la caseina o alcanzar el
pH de hilado. Ejemplos de quesos: mozzarella, doble crema. ricotta, provolone,
cottage, crema (Jelen, 2003) (Bon Rosas , 2005).



De acuerdo con Parra (2009), en la composicién del lactosuero dulce se observa una ligera
diferencia en cuanto al mayor contenido de lactosa y proteina que posee este con respecto al
lactosuero &cido. A continuacion, se presenta en la Tabla 2 el detalle de la composicién

nutricional del lactosuero dulce y acido:

Tabla 2. Composicion del lactosuero dulce y acido.

Componentes Lactosuero dulce (g/f) Lactosuero acido (g/.{)

Sélidos Totales 63.0-70.0 63.0-70.0

Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0

Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0

Calcio 0.4-0.6 1.2-16

Fosfatos 1.0-3.0 2.0-45

Lactato 2.0 6.4

Cloruros 1.1 1.1

Fuente: (Panesar et al., 2007)

Parzanese (2008) también menciona que entre estos dos tipos de suero, el suero dulce tiene
una mejor capacidad de procesamiento y produce mas subproductos de valor agregado
debido a que este contiene aproximadamente 95% de lactosa, 25% de proteinas y 8% de
grasa lactea, es por esta razon que desde hace mucho tiempo se lo emplea para diferentes

fines a través de su reutilizacion y fraccionamiento.

2.1.2. APLICACIONES DEL LACTOSUERO EN LA INDUSTRIA

La busqueda constante para aportar con nuevos productos que contribuyan al mercado y que
provengan de subproductos de la industria alimentaria, como de la lactea, permite que surjan
una gran variedad de alternativas para el uso del lactosuero, facilitando su aprovechamiento
en varios campos. En la Tabla 3 podemos encontrar las principales aplicaciones y productos

provenientes del lactosuero:

Tabla 3. Aplicaciones o aprovechamiento del lactosuero.

Aplicacion Beneficios
- Productos de panaderia como Incrementa el valor nutricional, actia como emulsificante,
croissants, tortas. remplaza la adicion del huevo dandole cuerpo a la masa.
- Productos lacteos como Valor nutricional, emulsificante, gelificante, mejores
bebidas fermentadas y quesos. propiedades organolépticas, mejor consistencia,
cohesividad.

- Bebidas como jugos de frutas, Valor nutricional, solubilidad, viscosidad, estabilidad
refrescos, bebidas coloidal.




achocolatadas, bebidas a base
de leche.

- Postres como barras de
yogurt, helados

Propiedades emulsificantes, dar cuerpo y textura a los
productos.

- Confiteria

Como emulsificante y facilitar el batido.

- Productos carnicos

Pre—emulsificante, gelificante, mejor solubilidad.

- Alimentos nutricionales

Alimentos de mayor valor nutricional y bajo costo, alimentos
para deportistas, formulas nutricionales especiales para
mantener peso saludable, férmulas infantiles.

- Concentrados de proteina

Productos alimenticios especiales, suplementos
nutricionales, productos de panaderia y confiteria. Contiene
aproximadamente 25-89% de proteina, 4-52% de lactosa y
1-9% de grasa.

- Obtener aislados de proteina

Para suplementos de proteina, bebidas y productos altos en
proteinas. Contiene 90-95% de proteina, 0.5-1% de lactosa y
0.5-1% de grasa.

- Obtener hidrolizados de
proteina

Para férmulas infantiles, productos para deportistas,
productos nutricionales especiales. Contiene
aproximadamente 80-90% de proteina, 0.5-1% de lactosa y
0.5-0.8% grasa.

- Purificacidn de proteinas
aisladas

a-lactoalbuminas, B-lactoglobulinas, inmunoglobulinas,
glicoproteina como lactoferrina y lactoperoxidasa.

- Fuente de compuestos
bioactivos

Péptidos y proteinas con potencial antihipertensivo,
actividad antimicrobial, antioxidante.

- Fuente de lactosa

Compuesto transportador en productos farmacéuticos,
componentes de férmulas infantiles, materia prima para la
produccién de derivados de lactosa: lactulosa, GOS, latitol,
glucosa.

Para bioconversion de lactosa: alcohol, acido lactico,
biocombustible.

- Fuente para extraer minerales

Calcio, fosforo.

Fuente: De Wit (1998, citado en Poveda , 2013)



2.1.3. TECNOLOGIAS PARA EL APROVECHAMIENTO DE LACTOSA
PROVENIENTE DE LACTOSUERO

En los antecedentes se verifica el potencial del lactosuero para su uso, y en la actualidad
existen diversas tecnologias y procesos que facilitan su aprovechamiento. En la Tabla 4 se
muestra las principales operaciones unitarias que intervienen en el proceso de fragmentacion

y obtencién de componentes de interés del lactosuero, como la lactosa:

Tabla 4. Principales Operaciones Unitarias llevadas a cabo para obtener lactosa concentrada.

Operaciones Unitarias Compuesto Eliminado

Prefiltracion Impurezas
Centrifugacién Grasa

Microfiltracién (MF) Caseinay grasa residual
Ultrafiltracion (UF) Retenido proteico
Concentracién Agua

2.1.3.1.Prefiltracion y Centrifugacion como pretratamientos del lactosuero.

Los pretratamientos permiten obtener mejoras en cuanto a los flujos de permeado para el
proceso posterior mediante la tecnologia de membranas, debido a que facilitan la remocion
de macroparticulas, grasa, caseina y microorganismos presentes en el lactosuero, reduciendo

de esta manera el colmataje en las membranas empleadas.

¢ Prefiltracion: permite retener particulas de queso, restos de grasa en suspension e
impurezas, como pelusas o pelos que pudiesen estar presentes en el lactosuero, para
lo cual se emplean telas finas como lino, lienzo, mallas, las mismas que poseen un

didmetro de 0.1 mm de poro (Camacho, 2009).

s Centrifugacion: Muifii et al. (2005) hacen referencia a que la centrifugacion
constituye un importante pretratamiento del lactosuero, en el cual se emplea una
centrifuga de discos, en donde para mejorar la eficiencia del descremado, el
lactosuero debe ingresar a una temperatura de 35 a 40 °C, logrando de esta manera
la separacion de las minusculas gotas de grasa presentes en la materia prima, las

cuales en su mayoria tienen diametros aproximados de 2 a 10 pum.



2.1.3.2.Tecnologia de Membranas para la recuperacion de compuestos de interés del

lactosuero.

El lactosuero contiene componentes valiosos de importancia comercial cuando se separa,
ante lo cual su fraccionamiento es esencial para explotar todo su potencial.
Aproximadamente el 90% del lactosuero en base al peso seco esta representado por la lactosa
y las proteinas, que pueden ser recuperadas a traves del uso de membranas, la cual
actualmente es una tecnologia que permite la separacion de los diferentes componentes del
lactosuero (Pouliot, 2008) (Atra, Vatai, Bekassy - Molnar, & Balint, 2005).

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de una membrana como barrera de separacion
selectiva, por medio de la cual atraviesan ciertos componentes (permeado), bajo la accion de
la presion y el tamafio molecular menor al de las porosidades de la membrana , mientras que

otros componentes no permeables no pasaran a través de esta (retenido) (Camacho, 2009).
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Figura 1. Principio bésico de operacién de una membrana.

Fuente: (Cuartas, 2005)

Diferentes estudios se han concentrado en el empleo de membranas para lograr separar
componentes de interés, como son la lactosa y las proteinas, estableciendo parametros de
operacion que mejoren la obtencién de los mismos, en cuanto al desempefio de las
membranas (UF y NF) se puede caracterizar en términos de flujo de permeado, retencion de
la membrana, y rendimiento, dichos parametros seran determinados por el diametro de poro

de la membrana, temperatura, presion y el caudal de reciclado (Atra et al.,2005).

En algunos paises la utilizacion de tecnologia de membranas aplicada en los procesos de
concentracion y fraccionamiento del lactosuero, ha permitido obtener concentrados con un

contenido proteico del 30% al 80%, los mismos que estan siendo aprovechados para el



enriquecimiento de alimentos, tales como bebidas, pan y sopas, favoreciendo de esta manera
a aliviar las carencias proteicas provocadas por el crecimiento poblacional desmedido. Al
mismo tiempo, se ha logrado mejorar el uso de la lactosa como sustrato en procesos de
fermentacion, y en la concentracion y cristalizacion de la misma para su uso en la industria

farmacéutica (Faria , Garcia , & Garcia, 2003)
2.1.3.2.1. Ventajas y Desventajas de la Tecnologia de Membranas

Dentro de la industria lactea el empleo de membranas es una tecnologia muy difundida a
nivel mundial, por lo tanto, es necesario conocer las ventajas y desventajas de la misma, que

se presentan en la Tabla 5:

Tabla 5. Ventajas y Desventajas de la Tecnologia de Membranas.

Ventajas Desventajas

Se recuperan compuestos del suero con gran Problemas de mantenimiento como fugas o
valor nutricional y funcional. contaminaciones.

Se reduce la emision de residuos que atentan  Ensuciamiento por la acumulacién de

contra el medio ambiente. sustancias en la superficie y dentro de los
poros.

La separacion se realiza de forma continua. Disminucidn del flujo por taponamiento de
poros.

Los procesos son facilmente combinables con  En matrices complejas necesita de un
otros procesos de separacion, el escalado de pretratamiento.
los procesos es sencillo.

No altera térmicamente los componentes del  Los reemplazos de membranas se realizan con
producto y no es preciso anadir aditivos. personal especializado.

No hay modificacién de la naturaleza de los
productos tratados.

Fuente: De Chacén (2006, citado en Hermosa , 2021)

En base a la anterior tabla se puede definir que la separacién por membranas ofrece varias
ventajas en términos de consumo de energia, operacion a baja temperatura, sin requisitos de
aditivos y facil integracidn con operaciones posteriores. Una limitacién importante en estos
procesos es el manejo en cuanto a la concentracion de solidos, debido a que, trabajar a altas
concentraciones es un inconveniente por la obstruccion o ensuciamiento de las membranas
y el efecto de polarizacion de la concentracion (Pinelo , Jonsson, & Meyer, 2009) (Vegas et
al., 2008).

La mayoria de las operaciones con membranas presentan una disminucion del flujo a lo largo

del tiempo relacionado al ensuciamiento, inclusive una reduccion de hasta un 80% del
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rendimiento inicial puede tardar minutos o meses, por esto se considera importante la aplicacion
de pretratamientos y una limpieza adecuada de las membranas empleadas, tal es el caso que
para la limpieza de membranas con residuos organicos y biol6gicos (proteinas, lipidos,
biopolimeros, almiddn), el agente méas utilizado es el Na(OH) (sosa caustica), el cual por lo
general se prepara en solucion acuosa al 0.1 N, y remueve facilmente los residuos antes
mencionados debido a que es compatible con la mayoria de los materiales de las membranas
(Riquelme, 2010).

2.1.3.2.2. Clasificacion de las Tecnologias de Membranas

Existen diferentes tecnologias de membranas descritas en la Tabla 6, las cuales permiten la
separacion de los componentes del suero para su aprovechamiento posterior, entre la méas
destacada se encuentra la Ultrafiltracién (UF), ampliamente usada debido a su eficiencia y

relativo bajo costo.

Tabla 6. Clasificacion de las Tecnologias de Membranas.

Tecnologia Concentrado Permeado
Microfiltracion (MF) Lipidos, bacterias, proteinas de Agua, minerales, lactosa,
peso molecular alto. proteinas pequefias.
Ultrafiltracion (UF) Proteinas y lipidos. Lactosa, sales minerales, agua.
Nanofiltracion (NF) Pequeiias moléculas, sales Agua, iones monovalentes.

divalentes, 4cidas disociadas, agua.

Osmosis Inversa (Ol) Todos los solutos Agua

Fuente: Tomado de (Torres J. , 2001) (Parzanese, 2008), adaptado por el autor.

2.1.3.3.Fraccionamiento y Concentracion del lactosuero

% Microfiltracion
La Microfiltracion (MF) es empleada en la separacion de particulas que poseen un tamarfio
comprendido entre 0.05 y 10 um, en la cual se trabaja con presiones de operacion que van
de 0.5 a 3 bar. Por lo general su uso se enfoca en la retencion de solidos en suspension,
siendo empleada en la etapa de limpieza, concentracion o como pretratamiento. La MF en
algunos casos facilita la eliminacion completa de bacterias y esporas (tamafio: ~0.4 a 2 um)

de la leche y los diferentes derivados lacteos, permitiendo extender su vida atil y
convirtiéndose en una alternativa a la ultrapasteurizacion (lbafiez, 2007) (Saboya &
Maubois, 2000) (Griep, Cheng, & Moraru, 2016).
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La MF contribuye a obtener productos de calidad al ser aplicada en la produccion de
derivados lacteos, debido a que permite la eliminacion de bacterias, esporas y grasa en la
obtencion de WPC (Concentrado de proteina del suero), WPI (Aislado de proteina del suero)
y también reduce particulas no requeridas en el permeado de lactosa, contribuyendo para la

utilizacion de la misma en procesos posteriores (Lipnizki, 2010).

¢ Ultrafiltracion

La Ultrafiltracion (UF) es un proceso de separacion por membranas comdnmente utilizado
para retener macromoléculas de peso molecular entre 1 y 200 kDa. Su principal aplicacion
es como etapa de concentracion o purificacion en la industria lactea (leche, suero, produccion
de queso, obtencién de concentrados proteicos). Las membranas empleadas en la UF tienen
un tamafo de poro que oscila entre 0.001 y 0.1 um las cuales facilitan la retencion de
proteinas y la permeacion selectiva de lactosa, minerales, agua y compuestos de baja masa
molar. Dentro de otros campos la UF también se usa en la industria metaldrgica, en la
industria textil y en la potabilizacion de aguas, asi como en el tratamiento de aguas residuales
(Brans, 2006) (Ibafiez, 2007).

« Concentracién

Illanes (2016) menciona que, la produccidon de lactosa a partir de suero permeado considera
la concentracion, como una operacion unitaria que generalmente se realiza mediante
evaporacion de efectos multiples; en algunos casos, el permeado estd preconcentrado por
6smosis inversa, y la preconcentracion junto con la desmineralizacion parcial se puede

realizar mediante nanofiltracion.

La evaporacion se basa en la energia térmica, en la cual una solucion se concentra debido a
la separacion de sus componentes entre los estados gas - liquido, en los alimentos liquidos
como el lactosuero la fase volatil es principalmente el agua, la cual es removida en base a la
diferencia entre las presiones de vapor de los componentes del fluido. Esta técnica es muy
utilizada industrialmente, debido a que logra mejorar las concentraciones de los
componentes de interés sin embrago, se requiere de mayor energia (Monceaux & Kuehner,
2009) (Hunter & Hayslet, 2002).

2.1.3.4.Diagrama del proceso productivo para la obtencion de lactosa concentrada

En el Diagrama 1, se esquematiza el proceso de transformacion del lactosuero dulce hasta la

obtencion de lactosa concentrada:

12



Prefiltrado

Centrifuga

7

Grasa

Celda CF042SS

Microfiltracién

Ultrafiltracién

Lactosa
Concentrada

mpuresas (MF) (UF) Evaporador
/\ Permeado ~ Lactosa
k/ ~ Agua
T ] ]
Cas«:;r;?dtglrasa Proteina Agua
Diagrama 1. Proceso de obtencion de lactosa concentrada.
22. LACTOSA Y SU APROVECHAMIENTO DENTRO DE LA

INDUSTRIA

La lactosa (4-O-B-galactopiranosil-D-glucopiranosa, C;,H,,0;;) es un disacarido que

comprende una molécula de glucosa ligada a una molécula de galactosa por un enlace

B (1-4). La lactosa en soluciones acuosas esta presente en las formas o y p (Figura 2) (Génzle,

Haase, & Jelen, 2008).

CH,0OH

C —CH
A N
HC C
OH
|" / \()
HO C 0

OH

CH,0H CH,0H CH,0OH
c e OH
N C CH HC 0
HC o]
/ /| M /o
- OH ~ HC C HC CH
HC CH OH
2\
4 \| ]|/| |\[[ / \0 \ ]|/
c—cC Ho €7 O c—cC
OH H
H ‘ |
OH OH
o B-lactose

o-lactose

Figura 2. Estructura de la molécula de lactosa en configuraciones a y f3.

Fuente: (Ganzle, Haase, & Jelen, 2008)

Es uno de los compuestos mas representativos del lactosuero, con un contenido del 4.5%, es

considerablemente menos dulce que la sacarosa o la glucosa debido a que tiene un poder

edulcorante del 20% y 30% de la sacarosa respectivamente, por lo que su contribucién a la

dulzura es irrelevante. Adicionalmente cabe destacar que, en términos practicos, la lactosa
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es un azlcar que tiene baja solubilidad en el agua (alrededor de 180 g/{ a temperatura

ambiente) por lo que tendera a precipitar a concentraciones mas altas y a temperaturas bajas,
de forma que afecta las propiedades organolépticas y funcionales de los productos que la
contienen como, por ejemplo, en los helados. Ante lo mencionado, se proponen técnicas que
permitan un mejor aprovechamiento de los componentes de este disacarido, explotando
completamente su potencial para su uso posterior en nuevos productos, tal es el caso de los
galactooligosacaridos (GOS) producidos a partir de lactosa ( Livney, Donhowe, & Hartel,
1995) (Schaafsma, 2008).

En el comercio existen cuatro grados principales de lactosa (fermentativa, cruda, comestible
y farmacoldgica) que son utilizados para diferentes actividades industriales. En particular,
la lactosa se usa ampliamente como un relleno o aglutinante en la fabricacion de tabletas y
capsulas farmacéuticas, desde otro punto de vista es un compuesto de interés cuando se
transforma de su forma nativa a otros productos de valor agregado como se observa en la
Figura 3, en donde se puede visualizar los siguientes compuestos: lactulosa, GOS,
lactosucrosa, lactitol, acido lactobidnico, tagatosa, epilactosa y fructosil-GOS (Gémez &
Sanchez , 2018).
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oligosaccharides HO EOHO Lactosucrose Galacto-oligosaccharides
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Figura 3. Estructura quimica de oligosacaridos derivados de la lactosa.

Fuente: (Gémez & Sanchez, 2018)

A nivel mundial las investigaciones sobre el aprovechamiento de la lactosa se orientan a

estudiar y mejorar la hidrolisis de este compuesto para ser aplicado al procesamiento de
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productos y subproductos lacteos. Por ejemplo, en los campos de los productos lacteos
liquidos, a fin de mejorar la hidrdlisis de la lactosa; en el control de la cristalizacion de la
lactosa en productos lacteos concentrados; en la aplicacion del lactosuero y su permeado en
el campo alimentario y no alimentario ; en la produccion de oligosacaridos y
exopolisacaridos; en la mejora de la produccién de cultivos celulares, y en el desarrollo de
nuevos sabores y productos desde la hidrdlisis de la lactosa (quesos, bebidas, jarabes,

compuestos quimicos, etc.) (Gomez & Sanchez , 2018) (Ganzle, Haase, & Jelen, 2008).

2.3. GALACTOOLIGOSACARIDOS (GOS) Y SUS PROPIEDADES

Los GOS son oligosacaridos no digeribles, los cuales alcanzan el colon y estimulan el
crecimiento o la actividad de las bacterias benéficas del sistema digestivo, su indigestibilidad
se debe a que estos compuestos tienen configuracion B y las enzimas digestivas
gastrointestinales humanas son mayoritariamente especificas de enlaces a-glicosidicos
(Sako, Matsumoto, & Tanaka , 1999).

Entre los principales beneficios de los GOS resaltan su efecto prebiotico, siendo utilizados
como aditivos en las leches infantiles por imitar a los oligosacaridos de la leche materna
(HMOs) en la modulacion de la microbiota intestinal, en la prevencion de la adhesion de
patégenos y en la estimulacion del sistema inmune. No obstante, su diversidad y complejidad

es menor en comparacion con los HMOs (Chen & Génzle, 2016; Vera & lllanes , 2016).

Su efecto prebiodtico dependera de la longitud de la cadena que presenten, observandose
mejores efectos en tri- (GOS-3) y tetra-sacaridos (GOS-4), los cuales normalmente

representan mas del 90% de los oligosacaridos sintetizados (lllanes & Guerrero , 2016).

Adicional a esto los GOS presentan excelentes propiedades para su incorporacion en
diferentes matrices alimenticias ya que son: estables a temperatura ambiente y durante largos
periodos de almacenamiento, solubles en agua, estables a pH éacido y frente al calor, etc.
Estas y mas propiedades generales de los galactooligosacéaridos, se detallan en la Tabla 7.
Tomando a consideracidn sus propiedades, los GOS son utilizados como ingredientes en una
amplia variedad de productos alimenticios, especialmente yogures, barras de cereales,
productos horneados, sopas, salsas, alimentos para bebés, dulces y bebidas tales como zumos

de frutas y bebidas para deportistas (Rodriguez Colinas , 2013).
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Dentro del campo de utilizacién de los GOS, también esta presente, la elaboracion de piensos
funcionales para la alimentacion animal, que de a poco se va expandiendo dentro del
mercado, esta alimentacion estaria dirigida tanto para animales de granja y mascotas como
en acuicultura, sin embargo aun no se tiene claro si los GOS seran competitivos en todos los
mercados de alimentacion animal. Adicionalmente, cabe destacar que los GOS han sido
propuestos en cosméticos y medicamentos como ingredientes, en base a la estimulacién de

las bacterias saludables de la piel (Illanes , Vera, & Wilson ,2016).

La importancia de los GOS dentro de otro &mbito, se ve enmarcado en la produccion de
beneficios econdmicos y ambientales, debido a que permite la utilizacion de uno de los
mayores residuos contaminantes dentro de la industria lactea como es el lactosuero, el mismo
que tiene un potencial amplio debido a la cantidad de nutrientes que presenta y que

contribuyen en los diferentes campos industriales.

Tabla 7. Propiedades Generales de los GOS.

Propiedades fisico — quimicas

Solubilidad en agua 80% (p/p)

Dulzor 30 - 60% sacarosa

Apariencia Translucidos

Viscosidad Similar al jarabe de maiz con alto contenido en fructosa

Estabilidad Estable a 160 °C / 10 min / pH 7; estable a 100 °C/ 10 min / pH 2;
estable a 37 °C/ meses / pH 2

Punto de congelacién Se ve reducido en alimentos

Propiedad humectante Aumenta capacidad de retencién de humedad para prevenir

excesiva sequedad

Actividad de agua Baja actividad de agua reduciendo contaminaciéon microbiana

Cariogeneidad Bajo potencial para su desarrollo

Propiedades fisiologicas

Digestibilidad No digestibles, pero fermentables, estimandose el valor calérico
entre 1 —2 kcal/g

Propiedades prebidticas Actividad metabdlica y proliferacidn de bacterias bifidogénicas

Fuente: (Rodriguez Colinas , 2013)

2.3.1. FORMACION DE GALACTOOLIGOSACARIDOS

Los GOS son compuestos obtenidos industrialmente a partir de lactosa mediante

transgalactosilacion catalizada por p-galactosidasas; aunque, también se encuentran
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presentes de forma natural en la leche y en alimentos comunes como frutas, vegetales y miel
(Rastall, 2010).

Rodriguez (2015) menciona que, la B-galactosidasa cataliza la transferencia de una unidad
de galactosa presente en un B-galactésido como la lactosa, a un aceptor que contiene un
grupo hidroxilo. Esto se da a través de un mecanismo general de reaccion (Figura 4)
propuesto en tres pasos: En el primer paso se forma el complejo enzima-galactosa y la
liberacion simultanea de la glucosa. Posteriormente, el complejo enzima-galactosa sufre un
ataque nucleofilico transfiriéndose a otro aceptor con un grupo hidréxilo. Cuando la
transferencia se realiza al agua produce galactosa y si la transferencia es a otro carbohidrato
como la lactosa, se producen di- tri- y/o GOS de mayor grado de oligomerizacion.

HIDROLISIS

"ey
Log LAt

¥
G]ll(.()bd /
Galactosa

&/ QL TRANSGALACTOSILACION
HO. no&;é/on OH o

” % Lo OH o
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o _OH HO~ | o o+
i

Lactosa

Figura 4. Mecanismo de reaccioén en la sintesis de GOS mediante $-galactosidasas.
Fuente: (Rodriguez Colinas , 2013)
Adicionalmente Rodriguez (2015) manifiesta que la formacion de GOS viene determinada
por un balance entre ambas reacciones: hidrolisis y transgalactosilacién. En el caso de
soluciones con baja concentracion de lactosa se favorecera la hidrolisis con la consecuente
formacion de galactosa, y a concentraciones elevadas de sustrato, la molécula de lactosa
actla de nuevo como aceptor forméandose asi una serie de GOS con diferente grado de

polimerizacion.

La composiciéon de la mezcla de GOS resultante dependera de la fuente de la enzima
empleada, concentracion y naturaleza del sustrato y de las condiciones de reaccion (pH,

temperatura y tiempo), mientras que sus propiedades dependeran de su estructura,
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composicion quimica y del grado de polimerizacion (Corzo, Montilla , Cardelle, & Olano,
2009).

2.3.2. PRODUCCION INDUSTRIAL DE GOS

La sintesis de GOS a una escala productiva industrial se lleva a cabo utilizando lactosa
refinada o permeado de suero concentrado como sustrato y enzimas libres en disolucion
como catalizador. El uso mayoritario de enzimas libres se debe principalmente a que las
[B-galactosidasas presentan un costo menos significativo que otros aspectos del proceso. La
produccién de GOS con enzimas solubles presenta, sin embargo, importantes desventajas.
Por un lado, en la mayoria de los casos se opera de forma discontinua, por lotes (batch-
mode), lo que implica una eficiencia muy baja en el uso del catalizador, puesto que la enzima
se utiliza solo una vez durante un corto periodo de tiempo y después es desechada. Por otro
lado, la operacion que supone la inactivacién y extraccion del catalizador utilizado del medio
de reaccion presenta serias dificultades cuando ha de realizarse a gran escala, y mas aun si
el medio presenta alta viscosidad (Gonzélez , 2017).

Gonzalez (2017) también menciona que los biocatalizadores mas citados para la produccion
de GOS son las B-galactosidasas de A. oryzae, K. lactis y B. circulans, presentando todas
ellas condicion de GRAS.

Las principales empresas productoras de GOS, se observan en la Tabla 8, en donde se
identifica la marca del producto que comercializan. Cabe destacar que, dentro del mercado,
las preparaciones de GOS se presentan en forma de jarabes concentrados (70-75 °Bx) y en

forma de polvo.

Tabla 8. Principales productores industriales de galactooligosacéridos.

Marca Empresa productora Organismo productor de la
B-galactosidasa

Oligomate Yakult Pharm Ind Co. (Japdn) Sporobolomyces singularis,
Kluyveromyces lactis

Vivinal GOS Friesland foods Domo (Holanda) Bacillus circulans

Cup-Oligo Nissin Sugar Mfg. Co. (Japdn) Cryptococcus laurentii

BiMuno Clasado Ltd. (Malta) Bifidobacterium bifidum

Bioligo GL 5700 IMF  Ingredion Incorporated (Corea del Sur) B. circulans, Aspergillus
oryzae

Fuente: (lllanes , Vera, & Wilson, 2016)

18



2.3.3. ENZIMAS B-GALACTOSIDASAS EMPLEADAS PARA LA OBTENCION
DE GOS

El origen de la enzima p-galactosidasa (lactasa) puede ser muy variado utilizandose
microorganismos, plantas y animales, presentando diferentes propiedades. La utilizacion de
microorganismos presenta ventajas en cuanto a manipulacion, bajo costo, altos rendimientos
en la sintesis, etc. La B-galactosidasa méas estudiada ha sido la de Escherichia coli; sin
embargo, considerando que las aplicaciones van destinadas a alimentos, es l6gico utilizar
enzimas GRAS (generally recognized as safe) tales como las que proceden de Aspergillus
niger, A. oryzae, Kluyveromyces lactis y K. fragilis existiendo diferentes preparados de p-
galactosidasas comerciales (Corzo, Montilla, Cardelle, & Olano, 2009).

Al trabajar con diferentes tipos de suero hay que considerar las enzimas a ser empleadas, tal
es el caso de que, para el tratamiento de suero &cido se utilizan enzimas obtenidas de hongos,
mientras que las cepas de Kluyveromyces son méas convenientes para trabajar con suero
neutro (Mahoney & Adamchuk, 1980).

Bohorquez (2016) también manifiesta que, el origen de la enzima (-galactosidasa permitird
que ella produzca diferentes tamafios o tipos de GOS; la enzima de B. circulans producira
GOS-2 y GOS-3 y en menor cantidad GOS-4 y GOS-5; la Kluyveromyces spp. Mayor GOS-
2 y algunos GOS-3, mientras que la enzima A. oryzae mayor cantidad de GOS-3 y una
pequefia cantidad de GOS-4, siendo esta Ultima muy utilizada en alimentos y de bajo costo.

A nivel mundial, la produccién de GOS va creciendo dia a dia, ante lo cual existen diferentes
proveedores de este oligosacarido, el cual puede obtenerse a través de bacterias, levaduras y

hongos, como se muestra en la Tabla 9:

Tabla 9. Algunas de las preparaciones enzimaticas de [-galactosidasas disponibles
comercialmente.

Origen Nombre Comercial Proveedor
Bacterias
Bacillus sp. Novozym 231 Novozymes A/S, Bagsvaerd, Denmark
Escherichia coli. B -galactosidase Sigma-Aldrich,UK
Levaduras
Kluyveromyces lactis Lactase DSM Food Specialities, Delft, The

B -galactosidase Netherlands

Saccharomyces fragilis B -galactosidase SNAM Progetti, Italy
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Kluyveromyces marxianus Lactozyme Sigma-Aldrich,UK

Kluyveromyces sp. Lactase NL Sigma-Aldrich,UK
Candida pseudotropicalis Neutral Maxilact Novozymes A/S, Bagsvaerd, Der'Imark
Enzyme Development Corporation, NY,
Lactase USA

Pfizer, Milwaukee, USA

Hongos Sumylact Sumitomo Chemical, Japan
Aspergillus niger Lactase Valio Laboratory, filand
. Fungal lactase Enzyme Development corporation, NY, USA
Aspergillus oryzae . ) .
Biolactase Biocon (US) Inc., Lexington, USA
Lactase 2214C Rohm, Darmstadt, Germany

B —galactosidase Sigma-Aldrich, UK

Fuente: (Panesar , Panesar , Singh, Kennedy, & Kumar , 2006)

Cabe destacar que, para la utilizacion de la enzima, cualquiera que sea su origen, siempre es
necesario el conocimiento previo en cuanto a la estabilidad en el medio de trabajo y su
actividad, debido a que estos parametros pueden modificarse en cuanto a la temperatura, pH,

y agregado de ciertos cationes en determinadas concentraciones.

2.4. INMOVILIZACION ENZIMATICA  PARA MEJORAR
PROCESOS PRODUCTIVOS

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en
una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad

catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente (Arroyo , 1998).

Arroyo (1998), manifiesta que entre las ventajas y desventajas de las enzimas inmovilizadas
se encuentran las siguientes:

s Ventajas

1. Elaumento de la estabilidad de la enzima.

2. Laposible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costes del proceso.

3. La posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y control, adaptado

a la aplicacion de la enzima inmovilizada.

+» Desventajas:

1. Laalteracion de la conformacion de la enzima respecto de su estado nativo.

2. La gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas

fracciones de proteinas inmovilizadas con un diferente nimero de uniones al soporte.
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3. Siempre suele haber una pérdida de actividad de la enzima durante la movilizacion.

4. El biocatalizador es mas caro que la enzima nativa.

El uso de equipos idoneos que permitan la facilidad de obtencion del producto de interés es
muy importante, ante lo cual el la Figura 5, podemos encontrar una clasificacion de reactores

enzimaticos que emplean enzimas inmovilizadas.

2) Tanque agitado y 3) Lecho fluidizado v

1) Tanque agitado alimentacion continua alimentaciéon continua
o o o o — [ Producto =T Producto

oo
& o,
Q [+]
P Sustrato = P S Sustrato |
4) Lecho empaquetado y 5) Lecho empaquetado, en
alimentacion continua continuo y con reciclado
Producto Producto i i i6 i
6) Tanque agitado, alimentacién continua

v recuperacion por ultrafiltracion

Producto
——

Sustrato -

Sustrato Sustrato

Figura 5. Reactores enzimaticos que emplean enzimas inmovilizadas.
Fuente: (Arroyo , 1998)
Estos reactores con enzimas inmovilizadas permiten el empleo de cargas elevadas de enzima,
la cual mantendra su actividad durante mas tiempo. Estos sistemas pueden incluir el
reciclado, lo que permite la obtencion de productos con mayor pureza, cabe destacar que la
formacion de productos en modo de flujo continuo es significativamente Gtil para una alta

eficiencia de produccién en comparacion con el proceso de modo por lotes (Arroyo , 1998).

La mayoria de los estudios utilizan B-galactosidasa en estado libre para la conversién
enzimatica de lactosa en GOS. Sin embargo, el uso de enzimas en un estado libre tiene varias
limitaciones; por ejemplo, altos gastos, baja estabilidad operacional y desafios en la
recuperacion y reutilizacion. La inmovilizacion de enzimas en soportes adecuados puede
superar algunos de los inconvenientes relacionados con el uso de enzimas de estado libre en

reactores convencionales por lotes. La inmovilizacion de enzimas proporciona varias
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ventajas, que incluyen una mayor estabilidad de la enzima y la formacion del producto en
modo de flujo continuo, costos de procesamiento reducidos, calidad y pureza del producto
mejoradas y la eliminacion de la separacion de la enzima de la mezcla de reaccion
(Eskandarloo & Abbaspourrad, 2018).

A continuacidn, en la Figura 6 se presentan los diferentes métodos para inmovilizar enzimas:

& Unipunto Multipunto

Entrecruzamiento Adsorcion fisica Enlace covalente

Atrapamiento

," . \\ @ @
€ € @ ¢\

-
........

Microencapsulacion Material Fibras

Figura 6. Métodos para inmovilizar enzimas.

Fuente: (Gonzalez , 2017)

2.4.1. METODO DE ATRAPAMIENTO

El atrapamiento es un método irreversible de inmovilizacion enziméatica donde las enzimas
son atrapadas en un soporte o en el interior de fibras, ya sea en el entramado de un material
0 en membranas poliméricas (incluyendo la microencapsulacion), lo que permite la entrada
y salida de los sustratos y productos, pero retiene las enzimas (Figura 7). Las matrices
utilizadas normalmente son de materiales poliméricos como agar, alginato de calcio,
poliacrilamida, k-carragenina y colageno. En cuanto a las membranas, son de Nylon,

celulosa, polisulfona y poliacrilamida (Gonzélez , 2017).

Ademaés de la simplicidad metodoldgica de esta forma de inmovilizacion de enzimas, otra
gran ventaja es la proteccion de la enzima del contacto directo con el ambiente minimizando
asi aquellos factores que afectan la actividad enzimatica como las burbujas de aire y el
contacto con solventes hidrofobicos. La principal limitante de la utilizacion de esta

metodologia es que el enrejado polimérico formado puede en ocasiones provocar problemas
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de transferencia de masa; es decir, el enrejado, siendo una barrera, puede llegar a disminuir
la interaccion adecuada entre la enzima y el sustrato, teniendo asi una implicacion directa en

la cinética de reaccion (Salazar et al., 2014).

Figura 7. Método de atrapamiento de enzimas.

Fuente: (Rodriguez & Castillo , 2014)

2.4.1.1.Atrapamiento en alginato de calcio

La inmovilizacion de las enzimas [-galactosidasa es una alternativa para aumentar la
eficiencia del proceso de hidrolisis y transgalactosilacion de la lactosa. A nivel mundial,
diferentes autores han inmovilizado la lactasa en diversos soportes con el objetivo de
conservar y aumentar su actividad, asi como generar mayor resistencia de la enzima al

sustrato en diversas condiciones (Gomez & Sanchez, 2018).

Prashanth & Mulimani (2004) inmovilizaron enzimas en perlas de alginato de calcio segun
el método de Ates y Mehmetoglu. Se mezcla 4 ml de solucidn de alginato de sodio (3.75%)
con una solucion de enzima de 1 ml hasta una concentracién de alginato final homogénea de
3%. La mezcla es extruida gota a gota utilizando una aguja de jeringa hipodérmica estéril en
una solucion de CaCl> 0.2 M mantenida a 4 °C para formar perlas. Las perlas se dejan
endurecer en la solucion de CaCl, durante 2 h. Las perlas esféricas resultantes se lavan con
agua destilada estéril. Las perlas se almacenan en tampdn acetato 0.2 M (pH 4.8) a4 °C. Se
utiliza glutaraldehido como agente de reticulacidn segin el método de Ates y Mehmetoglu.
Las perlas de alginato de calcio se tratan durante 3 minutos en 5 ml de glutaraldehido al 1%.
Las perlas se separan por filtracion, se lavan con agua estéril y se almacenan a 4 °C hasta su

uso.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Bioprocesos
localizado en las Unidades Eduproductivas de la Universidad Técnica del Norte. Los analisis
fisico — quimicos del suero de leche, lactosa desproteinizada y concentrada se realizaron en
dos laboratorios particulares localizados en la ciudad de Quito, los cuales son: Laboratorio
de Andlisis y Aseguramiento de Calidad (Multianalityca S.A.) y Laboratorio de Analisis de
Alimentos, Aguas y Afines (LABOLAB).

Tabla 10. Ubicacién del area de estudio.

Caracteristicas Detalle
- Provincia Imbabura
- Cantoén Ibarra
- Altitud 2225 m.s.n.m.
- Temperatura media anual Temperatura promedio de 18 °C
- Humedad relativa promedio 73%
- Precipitacion 623 mm/afio

Fuente: (GAD Municipal San Miguel de Ibarra , 2018)

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

En la presente investigacion se utiliz6 la siguiente materia prima, reactivos de laboratorio,

equipos, materiales y utensilios:

3.2.1. MATERIA PRIMA E INSUMOS
e Suero de leche
e Enzima B-galactosidasa (Lactozym Pure 6500 L)
e Membranas de UF y MF

3.2.2. REACTIVOS DE LABORATORIO
e Hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N
e Alginato de Sodio (C4H;0O¢Na)
e Cloruro de Calcio (CaCl,)
e Acido Citrico (C¢HgO,) 0.1 M
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Fosfato Disodico (Na,HPO,) 0.2 M
Reactivo DNS
Agua destilada

EQUIPOS

Reactor empacado a flujo

Centrifuga (Modelo LWA 205 — 19 discos)
Celda CF042SS

Evaporador

Potenciometro

Espectrofotdmetro

Refractometro ABBE

Balanza analitica

Mesa de acero inoxidable

Cuarto frio

MATERIALES

Vasos de precipitacion 250 ml
TermoOmetro de mercurio
Probeta 100 ml

Tubos de ensayo

Gradillas plasticas

Cubetas de espectrofotometro
Balon 50 ml

Viales plasticos 3 mi

UTENSILIOS
Biddn (Capacidad 20 {)
Baldes plasticos (Capacidad 20 {)

Cuchara de madera

Cucharas plasticas

Cocina de induccion

Olla de induccion (Capacidad 5 {)
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e Telalienzo (0.1 mm diametro de poro)

e Jarras de plastico (Capacidad de 2 )

e Licuadora

e Cernidor metélico

3.3. METODOS

3.3.1. OBTENCION DE LACTOSUERO CONCENTRADO Y
DESPROTEINIZADO

Para llevar a cabo la fase experimental fue necesario la adquisicion de la materia prima, el
lactosuero, que fue adquirido en la industria lactea Floralp S.A. ubicada en Caranqui

perteneciente al canton lbarra. Se transportaron galones de 20 { hasta el laboratorio de

Bioprocesos localizado en las Unidades Eduproductivas de la UTN, en donde se procedié a
su almacenamiento en el cuarto frio (T =7 °C).

3.3.1.1.FLUJOGRAMA DEL PROCESO

Para la obtencion de lactosuero concentrado y desproteinizado, se establecié un proceso
productivo, el cual fue adaptado a los equipos con los cuales cuenta el laboratorio de
Bioprocesos, en donde el lactosuero fue sometido a una serie de pretratamientos con el fin
de disminuir los componentes que causan obstruccion y disminucion del flujo en las
membranas, antes de ingresar al tratamiento por ultrafiltracion y posterior concentracion.
Entre estos pretratamientos se encuentran, la filtracion previa o prefiltracion, centrifugacion
y microfiltracion (MF), a través de los cuales se realiza la reduccion selectiva de
componentes no requeridos al final del proceso. Cada una de las operaciones de
pretratamiento y tratamiento para la obtencion del lactosuero concentrado y desproteinizado

se encuentran esquematizadas en el Diagrama 2.
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Diagrama 2. Proceso de obtencion del lactosuero concentrado y desproteinizado.

LACTOSUERO

PREFILTRADO
Tela lienzo de 0.1 mm

CENTRIFUGADO
T=35-40°C

MICROFILTRADO
Membrana (0.1 pm )

ULTRAFILTRADO
Membrana (100 kDa)

CONCENTRADO
Ts=52-75°C
Presién de Vapor = 0.2 bar
Flujo = 5 {/h

LACTOSUERO
CONCENTRADO Y
DESPROTEINIZADO

Residuos

Grasa

Caseina y grasa
residual

Retenido Proteico

Agua

Como paso previo se realizo la toma de muestras para la caracterizacion del suero dulce en

su composicion fisico — quimica, esto con el fin de determinar variables de interés al inicio

y el final del proceso.

Las muestras tomadas del lactosuero dulce proveniente de la elaboracién de queso fresco

fueron sometidas a un analisis proximal conforme se representa en la Tabla 11.

Tabla 11. Analisis fisico - quimicos del lactosuero al inicio del proceso.

Analisis Método Norma
Lactosa % (m/m) Cromatografia AOAC977.20
Proteina lactea % (m/m) Kjeldahl INEN ISO 8968
Grasa lactea % (m/m) Gravimétrico AOAC 2003.06
pH Potenciometria AOAC973.41
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3.3.1.2. OPERACIONES UNITARIAS DEL PROCESO

Las operaciones tomadas a consideracion para la obtencion de lactosuero concentrado y
desproteinizado, conjuntamente con el equipo empleado y sus especificaciones se detallan
en la Tabla 12.

Tabla 12. Operaciones realizadas para la obtencién del lactosuero concentrado y desproteinizado.

Operacion Equipos Especificaciones

Prefiltracion Tela lienzo Didmetro de poro 0.1 mm

Centrifugacion Descremadora tipo centrifuga, modelo Numero de discos 19

LWA 205
Microfiltracion Celda CF042SS Membrana con Diametro de poro de
0.1 um
Ultrafiltracion  Celda CF042SS Membrana con Diametro de poro de
100 kDa
Concentracion  Evaporador de pelicula ascendente Capacidad méaxima del tanque de

alimentacion 30 {

Las operaciones de Microfiltracion (MF) y Ultrafiltracion (UF) se llevaron a cabo en una
unidad de filtracion de flujo cruzado o tangencial a escala de laboratorio, la misma que esta
constituida por el equipo modular que es la celda CF042SS, disefiada para evaluar procesos
de filtrado con membranas planas, y el equipo periférico el cual tiene como partes

fundamentales la bomba de alimentacion y el tanque de almacenamiento.

Posterior a las operaciones de membrana el permeado de lactosuero, fue concentrado en un
evaporador de pelicula ascendente, con el fin de eliminar el agua existente y obtener lactosa

concentrada, la cual fue caracterizada mediante un andlisis cromatogréafico.
3.3.2. EVALUACION DE PARAMETROS PARA LA PRODUCCION DE
GALACTOOLIGOSACARIDOS CON ENZIMAS INMOVILIZADAS

Para llevar a cabo el presente objetivo, se tomo a consideracion la utilizacion del paquete
estadistico Design Expert en su version 13 para desarrollar el disefio del experimento,
permitiendo determinar las condiciones méas favorables de temperatura y concentracion de

lactosa que permitan la produccion de galactooligosacaridos.

3.3.2.1.Método del Experimento

En la presente investigacion se empled el Método de Superficie de Respuesta (MRS) con

optimizacion mediante un Disefio Central Compuesto (DCC) para la evaluacién de dos
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factores en estudio A (Temperatura) y B (Concentracién de lactosa), estableciendo un rango

de minimos y méximos determinados para cada factor.

El Método de Superficie de Respuesta empleado, permitio la optimizacion de los resultados
en cuanto a la produccion de galactooligosacaridos (GOS) con la enzima B-galactosidasa
(Lactozym Pure 6500 L), para lo cual se realizaron 13 tratamientos, en los cuales se
evaluaron como variable de respuesta la concentracion de azUcares reductores como medida

indirecta de la produccion de GOS.

Posterior a esto se determino el mejor tratamiento, al cual se aplico un analisis de HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia) para determinar la cantidad de GOS obtenida en
dicho tratamiento.

3.3.2.2.Factores en Estudio

Los factores en estudio planteados en la presente investigacién son Temperatura (Factor A)
y Concentracién de lactosa (Factor B). En la Tabla 13 se describen los valores de los niveles

minimos, maximos y puntos centrales para cada variable independiente:

Tabla 13. Niveles de los factores de Temperatura y Concentracion de Lactosa.

FACTOR A
Temperatura (°C)
Nivel minimo Punto central Nivel maximo
40 50 60
-1 0 1
FACTOR B
Concentracion de Lactosa (%)
Nivel minimo Punto central Nivel maximo
25 35 45
-1 0 1

3.3.2.3. Tratamientos

Para esta investigacion en el disefio experimental se obtuvieron 13 tratamientos, con cinco
repeticiones al punto central y puntos aleatorios para los lados axiales. En la Tabla 14 se

pueden visualizar los valores obtenidos para cada variable independiente:
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Tabla 14. Combinacion de tratamientos de acuerdo con las variables independientes.

Variables Independientes

Tratamiento

TEMPERATURA (°C) CONCENTRACION DE LACTOSA (%)
T1 60.0 45.0
T2 50.0 35.0
T3 40.0 45.0
T4 40.0 25.0
T5 50.0 35.0
T6 64.1 35.0
T7 50.0 49.1
T8 50.0 35.0
T9 50.0 35.0
T10 60.0 25.0
Ti1 35.9 35.0
T12 50.0 35.0
T13 50.0 20.9

3.3.2.4.Unidad Experimental
Cada unidad experimental estuvo conformada por 100 ml de lactosa (sustrato) y 13 ml de

enzima encapsulada (alginato + enzima).

3.3.2.5.Variables de respuesta a evaluar
Para todos los tratamientos propuestos se evalu6 la concentracion de azUcares reductores con
el objetivo de encontrar el mejor tratamiento que permita determinar la produccion de
galactooligosacaridos (GOS). A continuacion, en la Tabla 15 se muestran la variable de

respuesta a evaluar del producto final:

Tabla 15. Variable de respuesta a evaluar.

Variable Método Unidades

Concentracion de azUcares reductores DNS %

La concentracién de azUcares reductores se determind mediante el método DNS , para lo
cual se construy6 una curva de calibracién con soluciones patron de glucosa estandar a
diferentes concentraciones, que mediante espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda

de 540 nm hizo posible la cuantificacion de azlcares reductores de las muestras resultantes
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de la conversion enzimaética, el mejor tratamiento fue analizado mediante Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) con el fin de cuantificar la cantidad de GOS obtenidos.

La experimentacion se realizo en un reactor de lecho empacado a flujo, equipo en el cual se

evaluaron los parametros de operacion con el propdsito de determinar las mejores

interacciones entre las variables en estudio (temperatura y concentracion de lactosa).

A continuacion, se describe cada una de las partes del reactor y sus funciones.

3.3.2.6.Reactor de lecho empacado a flujo

En la Figura 8 se puede visualizar el esquema general del reactor de lecho empacado a flujo

empleado en la obtencion de GOS.

X/
L X4

X/
°

Entrada de Sustrato

Sensor de nivel

Salida de Sustrato
Llave de paso

Entrada de agua

Soporte

— Salida de agua

I Reactor

Bomba de sustrato

Termostato -

Sustrato

Bomba de agua
Calentador
de agua

Figura 8. Esquema del reactor de lecho empacado a flujo.

Reactor: Equipo el cual esta rodeado por una chaqueta que permite la circulacion
constante de agua caliente (relacionada con la temperatura de trabajo) y tiene en su
interior las perlas de alginato con B-galactosidasa encapsulada.

Termostato: Permite el control adecuado de temperatura de trabajo para cada uno
de los tratamientos.

Sensor de nivel: Facilita el llenado y descarga del sustrato.

Llave de paso: Regula la descarga del sustrato antes de entrar en contacto con la

enzima encapsulada.
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+ Calentador de agua: Calienta el agua que ingresa a la chaqueta del reactor hasta la
temperatura requerida en cada tratamiento.

+ Bomba de agua: Succiona el agua que ingresa en la chaqueta del reactor.

+ Bomba del sustrato: Succiona el sustrato que ingresa al sensor de nivel.

¢+ Soporte: Brinda estabilidad a cada una de las partes del equipo y esta constituido de

material metéalico.

3.4. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

3.4.1. DIAGRAMAS DE FLUJO DEL EXPERIMENTO

El desarrollo experimental de la investigacion planteada que permitié la obtencion de
galactooligosacaridos con enzimas inmovilizadas se dividié en dos fases principales: la
primera corresponde a la obtencion de lactosa concentrada (Diagrama 3) y la segunda fase
es la reaccion enzimética en el reactor de lecho empacado a flujo (Diagrama 4). A partir de
estas dos fases se realiz6 la medicién indirecta de GOS a través de la prueba de DNS a cada
uno de los tratamientos y al mejor de ellos se procedio a aplicar un andlisis de HPLC para

cuantificar la cantidad de GOS obtenidos.

FASE 1: Obtencion de lactosa concentrada

RECEPCION DE
MATERIA PRIMA

y
PREFILTRACION Residuos (restos de
Telalienzo de 0.1 mm queso)

A 4
CENTRIFUGACION
T=35-40°C

—> Grasa

A4
MICROFILTRACION
Membrana MF (0.1 pm)

A
ULTRAFILTRACION
Membrana UF (100 kDa )

Permeado

— Retenido proteico

A

CONCENTRACION
Ts=52-75°C, — Agua
PV = 0.2 bar, Flujo = 5 {/h

I

Lactosa Concentrada

Diagrama 3. Proceso de obtencion del lactosuero concentrado y desproteinizado.
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FASE 2: Reaccion enzimatica en el reactor de lecho empacado a flujo

LACTOSA CONCENTRADA
S?Iu.aon Buffer MEZCLA
Citrico/Fosfato pH=6
A4
B-galactosidasa REACCION
encapsulada t=30h
\ 4
Agua helada (4 °C) ENFRIAMII?NTO B-galactosidasa
t=5min encapsulada

}

Sustrato rico en GOS

Diagrama 4. Proceso de transgalactosilacion de la lactosa.
3.4.2. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

En esta seccion se describe la concentracion de lactosa y la reaccién enzimaética llevada a

cabo en el reactor de lecho empacado a flujo:

3.4.2.1. FASE 1: Obtencion de lactosa concentrada

3.4.2.1.1. Adquisicion de materia prima

Se emple6 materia prima procedente de la industria lactea Floralp, en donde se adquirieron
20 { de lactosuero de queso fresco, con los cuales se llevé a cabo el presente trabajo de
investigacion.

3.4.2.1.2. Envasado y transporte del lactosuero

Posterior a la compra, la materia prima fue envasada en galones de 25 { cerrados
herméticamente. A continuacién, se transportd el lactosuero desde la industria lactea hasta
las Unidades Eduproductivas de la Universidad Técnica del Norte.

3.4.2.1.3. Recepcion de materia prima

La recepcion de materia prima fue llevada a cabo en las Unidades Eduproductivas, en donde
se procedio a almacenar el lactosuero en un cuarto frio (T = 7 °C) dentro de la unidad de
Lacteos, con el fin de que éste no comience con su proceso de deterioro y acidificacién
(Figura 9).
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A &
Figura 9. Recepcién y almacenamiento de lactosuero.

3.4.2.1.4. Prefiltracion

El lactosuero fue sometido a un proceso de filtracion previa para retirar las macroparticulas
producto de la elaboracion de queso fresco, aqui se hizo uso de una tela fina o lienzo de

0.1 mm de diametro de poro (Figura 10).

Figura 10. Filtracién previa del lactosuero.
3.4.2.1.5. Centrifugacion
Se procedid a extraer la grasa del lactosuero por medio de la utilizacion de una descremadora

tipo centrifuga (modelo LWA 205 de 19 discos), para lo cual se calentd el suero a una

temperatura de 35-40 °C con el fin de facilitar la separacién de la materia lipidica (Figura

11).
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Figura 11. Centrifugacion del lactosuero.

3.4.2.1.6. Microfiltraciéon

Mediante el equipo modular que es la celda CF042SS localizado en el laboratorio de
Bioprocesos, se realizé la operacion de microfiltracion tomando a consideracion el ajuste de
la presion, lo cual permite regular el flujo del caudal de alimentacion proporcionando un

mayor rendimiento en el proceso (Figura 12).

Figura 12. Unidad de filtracion de flujo cruzado.

Las caracteristicas del equipo modular empleado se pueden visualizar en la Tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas técnicas de la celda CF042SS.

PARAMETRO DESCRIPCION
Area activa de la membrana 42 cm?
Presién mdaxima 69 bar — 1 000 psig
Temperatura mdaxima 80 °C
O-rings Viton
Rango de pH Segun la membrana
Velocidad de flujo cruzado Variable
Material de la celda Acero inoxidable
Dimensiones
- Profundidad de ranura 2.28 mm
- Ancho de ranura 39 mm

Fuente: (Sterlitech Corporation, 2018)
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Proceso:

Se hizo uso de membranas de microfiltracion con un diametro de poro de 0.1 pm,
procedentes de la Corporacion Sterlitech, cuyas dimensiones son las siguientes, 11.3 mm
(largo) por 5.7 mm (ancho) y corresponden a las medidas de la celda CF042SS, equipo
utilizado para llevar a cabo las operaciones de membranas. Ante lo cual como primer paso

se procedid a colocar la membrana de lamina plana en el médulo de filtracion (Figura 13).

=

Figura 13. Colocacion de la membrana plana de microfiltracion.

Después de la realizacion de varias pruebas, se establecieron los parametros adecuados para
la utilizacién del equipo y se dio inicio a la experimentacién, los mencionados parametros

estan especificados en la Tabla 17:

Tabla 17. Parametros de trabajo en la unidad de Microfiltracion.

Especificaciones Parametros

Frecuencia 15 Hz

Presién de Entrada (P in) 300 psi

Presiéon de Salida (P out) 300 psi
Caudal 1 {/min

Para llevar a cabo cada una de las experimentaciones se carg6 el tanque de alimentacion con

10 { de suero que se calentaron hasta una temperatura de 35 °C y se fue agregando 5 { de a

poco a medida que el tanque lo permitia, hasta terminar de procesar 20 { de suero (Figura

14).
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Figura 14. Carga de lactosuero en el tanque de alimentacion.

Para la utilizacion de la unidad de filtracién es necesario abrir todas las valvulas y luego
encender la bomba de alimentacién, la cual va a trabajar a una frecuencia de 15 Hz,
posteriormente cerramos el bypass y configuramos la presion de alimentacion cerrando
gradualmente la valvula del concentrado. Una vez terminada la operacion de microfiltracion
se procedi6 a apagar la bomba de alimentacién y a la apertura de todas las valvulas para

aliviar la acumulacion de presion existente en el sistema. (Figura 15).

Figura 15. Apertura de las valvulas del sistema al finalizar el trabajo en el equipo.

El lactosuero microfiltrado fue almacenado para su posterior ultrafiltracién, y la membrana
utilizada se lavd con agua destilada con el fin de eliminar las particulas presentes,
posteriormente se colocd la misma en un recipiente plastico para su limpieza con Na(OH) al

0.1 N. Las membranas empleadas se pueden visualizar en la Figura 16.

Figura 16. Membranas de microfiltracién empleadas durante la operacién.
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3.4.2.1.7. Ultrafiltracion

El lactosuero proveniente de la microfiltracion, es utilizado para llevar a cabo la
ultrafiltracion, mediante la cual se tuvo como fin recuperar el permeado rico en lactosa y la

eliminacidn selectiva de retenido proteico (Figura 17).

Figura 17. Recuperacion del permeado de lactosa a través del equipo de filtracion tangencial.

Condiciones de Operacién
Parametros Fijos:

< Se trabajo con 4.5 { de lactosuero previamente tratado para llevar a cabo cada una de

las experimentaciones. Antes de iniciar con la ultrafiltracion se cargé el tanque de

alimentacion con 1 { de lactosuero por 3 minutos a una presion de 100 psi, debido a

que el equipo presenta volimenes muertos en las tuberias de 0.5 { del retenido.

®,

%+ La membrana de ultrafiltracion empleada fue de 100 kDa cuyas dimensiones son las
siguientes: 11.3 mm (largo) por 5.7 mm (ancho).

¢ El lactosuero ingreso6 a una temperatura de 35 °C, pH de 6.5y 7.6 °Bx.
Parametros Variables:

®,

++ La ultrafiltracion se dio inicié con una presion de entrada de 300 psi y de salida de
290 psi, presiones que cambiaron durante la operacion hasta alcanzar una presion de
entrada de 400 psi y de salida de 350 psi.

3.4.2.1.8. Evaporacion

Mediante la evaporacion, se llevd a cabo la eliminacion de agua, con el fin de concentrar el

permeado de lactosuero.

El equipo empleado en esta operacidn, fue un evaporador de pelicula ascendente (Figura 18).
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Figura 18. Evaporador de pelicula ascendente.

Las especificaciones de uso del evaporador de pelicula ascendente se presentan en la Tabla
18.

Tabla 18. Caracteristicas técnicas del evaporador de pelicula ascendente.

PARAMETRO DESCRIPCION
Flujo de producto 1-16{/h
Flujo de agua helada 1-10{/h
Longitud del tubo evaporador 1.36m
Area de transferencia de calor 0.06 m?
Tasa mdéxima de evaporacion 10 {/h
Consumo maximo de vapor 15 kg/h
Presidon maxima de vapor (trabajo) 1.7 bar
Area del condensador 0.17 m?
Capacidad maxima del tanque de alimentacion 304
Capacidad del tanque de condensado 5.0{
Capacidad del tanque de concentrado 5.0{
Bomba CIP (capacidad) 8 {/m

Sistema de vacio 22 mmHg absolutos

Fuente: (Sterlitech Corporation, 2018)
Parametros de Operacion

Parametros Fijos:

++ Se trabaj6 con permeado de lactosa para cada experimentacion. Antes de comenzar

con la concentracion se cargé la bandeja de producto con 6 { de lactosa.
% La concentracion se llevd a cabo a una presion de vapor de 0.2 bar y un flujo de 5 {/h

¢ El permeado de lactosa ingresé a una temperatura de 7 °C, pH 6.00 y 7.8 °Bx.
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Parametros Variables:

++ La operacion se llevd a cabo a una temperatura de salida del producto de 52 °C, la
misma que iba fluctuando hasta un maximo de 75 °C.
+« La lactosa concentrada fue sometida a un andlisis fisico — quimico para determinar

su porcentaje de concentracion.

3.4.2.2.FASE 2. Reaccion enzimatica en el reactor de lecho empacado a flujo

Para llevar a cabo la reaccion enzimatica fue necesario la utilizacion del reactor de lecho
empacado a flujo, al igual que la lactosa concentrada y la enzima p-galactosidasa. Previo a
la reaccion, la enzima fue encapsulada en alginato de sodio, para lo cual se tomo a

consideracién los siguientes pasos:

% Pesaje: En primer lugar, se procedid al pesaje de 1.5 g de alginato de sodio en
una balanza digital (Ap = 0.01 g) (Figura 19).

Figura 19. Pesaje de alginato de sodio.

%+ Mezclado: Se agregd 50 ml de agua destilada a una temperatura de 35 °C y
1.5 g de alginato pesados previamente en una licuadora manual, a través de la

cual se logroé la homogenizacion de la solucién (Figura 20).

Figura 20. Licuado de alginato de sodio.
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+“+ Reposo: La solucion que se formo se llevé a refrigeracion (T = 4 °C), durante un
periodo de tiempo de 30 minutos, sin embargo, para evitar la precipitacion del

alginato fue necesario licuar la solucién cada 15 minutos (Figura 21).

—
e ———

Figura 21. Reposo de la solucién de alginato de sodio.

% Encapsulacion: En este paso se empled la enzima p-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis de la marca comercial Lactozym Pure 6500 L.
Se inicié con una solucion de enzima y agua destilada relacion 1:5, se utilizd
2.4 ml por cada 12.5 ml de la solucién de alginato de sodio preparada
anteriormente. Para obtener una correcta homogenizacion se agitd ligeramente la
mezcla (enzima + solucion de alginato) y posterior a esto se realizd la
encapsulacion enzimatica mediante el goteo de la solucion formada en cloruro de
calcio CaCl; al 2% (Figura 22).

Figura 22. Encapsulacién de la enzima 3-galactosidasa.

% Gelificacién: Las perlas de alginato formadas, se dejaron en reposo en cloruro

de calcio durante un periodo de tiempo de 30 minutos, con el fin de que los iones
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de sodio se intercambien con los iones de calcio y asi lograr un gel insoluble en

agua (Figura 23).

Figura 23. Gelificacion de las perlas de alginato de sodio.

% Filtrado y lavado: Después de la gelificacion, se eliminé el cloruro de calcio de
las perlas de alginato, por medio de la utilizacién de un colador metéalico, para lo
cual se realizd también diferentes lavados con agua destilada, con el fin de

eliminar cualquier residuo del cloruro de calcio (Figura 24).

Figura 24. Filtrado y lavado de las perlas de alginato.

3.4.2.2.1. Reacciéon Enziméatica

Antes de iniciar con la reaccion enzimatica se prepar6 disoluciones de lactosa al 25%, 35%
y 45%, ajustando el pH a 6 con el tampdn citrico/fosfato, para cada uno de los tratamientos
se empled 100 ml. Posteriormente se agregd las perlas de alginato de sodio con f-
galactosidasa encapsulada en el interior del reactor de lecho empacado a flujo. El tiempo de
reaccion fue de 30 horas, durante las cuales, la temperatura del reactor fue controlada
mediante un termostato y un flujo constante de agua caliente (Figura 25):
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Figura 25. Colocacion de las perlas de alginato en el reactor de lecho empacado a flujo previo a la
reaccion enzimatica.

3.4.2.2.2. Choque Térmico

Al pasar las 30 horas de reaccion enzimatica, se procedio a tomar una muestra del reactor,
para someterla a ebullicion (t = 10 min) y posterior choque térmico (t =5 min), empleando
agua helada, todo esto con el fin de lograr una inactivacion de la reaccion enzimatica
(Figura 26):

Figura 26. Choque térmico de la muestra tomada del reactor.

3.4.2.2.3. Cuantificacién

Finalmente, las lecturas se hicieron por espectrofotometria Uv-Vis a una longitud de onda
de 540 nm utilizando el método DNS para conocer la concentracion de azUcares reductores,
como medida indirecta de la produccion de GOS (Figura 27). Posterior a esto a través del
empleo del Programa Estadistico Design Expert, al mejor tratamiento se hizo un analisis de
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) para cuantificar la cantidad de

galactooligosacéridos obtenidos.
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Figura 27. Cuantificacion de azlcares reductores por espectrofotometria.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION DE LACTOSUERO CONCENTRADO Y DESPROTEINIZADO

4.1.1. CARACTERIZACION DEL LACTOSUERO

La materia prima empleada (lactosuero) fue caracterizada mediante analisis
fisico — quimicos antes de ingresar al proceso de obtencion de lactosuero concentrado y

desproteinizado. En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del suero de leche.

Tabla 19. Caracteristicas fisico — quimicas del suero de leche.

Componentes del lactosuero

Lactosa Proteina Grasa pH Referencias
(%m/m) (%m/m) (%m/m)
4.68 0.53 0.22 6.5 Este estudio
5.0 0.8 0.3 6.8 (INEN, 2011)

El valor alcanzado en la caracterizacion del lactosuero en cuanto a pH fue de 6.5, similar a
lo reportado por Muset & Castells (2017), quienes definen que los valores de pH entre 5.8 y
6.6 corresponden a un suero dulce, lo cual nos permite definir que el suero empleado en el
proceso es dulce, y tuvo una composicion de lactosa de 4.68%, proteina lactea de 0.53% y
contenido graso de 0.22%. Ademas, se establece que los valores citados estan dentro de los
rangos aceptables de acuerdo a lo establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana de suero de
leche liquido NTE INEN 2594:2011.

En base a lo manifestado por Parzanese (2008), el lactosuero al ser dulce tendra una mejor
capacidad de procesamiento y producira mas subproductos de valor agregado, ante lo cual
es la materia prima idonea para llevar a cabo investigaciones relacionadas con el
fraccionamiento de productos de interés, como es el caso de la lactosa a través de la cual se
puede obtener galactooligosacaridos, esta informacion concuerda con lo que plantea
Gonzélez (2017), en donde hace referencia que la sintesis de GOS a una escala productiva
industrial se lleva a cabo utilizando como materia prima lactosa refinada o permeado de

suero concentrado proveniente de lactosuero dulce.

Cabe destacar que existen algunos factores que afectan directamente la composicién y las

caracteristicas fisico — quimicas de la leche y que estan relacionados al lactosuero, ante lo
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cual los valores obtenidos pueden variar en cuanto a otras investigaciones. Tal es el caso de
Novoa (2019), en cuya investigacion hizo uso de materia prima (lactosuero dulce)
procedente de la industria lactea Floralp y obtuvo una composicion de lactosa de 2.08%,
proteina lactea de 0.46% Yy contenido graso de 0.35%. La variacion en cuanto a los
resultados, en comparacion a esta investigacion se debe a la procedencia de la leche
empleada en la fabricacion del queso, las diferencias en el proceso de obtencion del
lactosuero, como también a las condiciones ambientales (ordefio y época climatica)
(Montesdeoca & Piloso, 2020).

En cuanto al proceso, es importante contar con un suero el cual contenga porcentajes
menores de proteina y mayor cantidad de lactosa, debido a que esto facilita la adquisicion
de un permeado rico en lactosa y la facil eliminacién del retenido proteico a traves del uso
de tecnologias de membranas. Adicionalmente, cuando la cantidad de grasa es menor, se
disminuye el colmataje u obstruccion de los poros de las membranas empleadas en las
operaciones de microfiltracion y ultrafiltracion del lactosuero, permitiendo obtener mejoras

en cuanto a los flujos de permeado.

4.1.2. PARAMETROS PARA EL PROCESO DE CONCENTRACION

A partir de la caracterizacion de la materia prima se procedié a realizar la obtencion de
lactosuero concentrado y desproteinizado a través de diferentes operaciones unitarias, tales
como: prefiltracion, centrifugacion, microfiltracion, ultrafiltracion y concentracion. Aqui
también se establecieron parametros que se adaptaron a los equipos disponibles en el

laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Técnica del Norte.

En la Tabla 20 se resumen las operaciones llevadas a cabo junto al resultado obtenido:

Tabla 20. Resultados de las operaciones unitarias.

Operacion Unitaria Resultado llustraciones

1) Prefiltracion Suero libre de residuos. - ‘ ]
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2) Centrifugacion Reduccidn de grasa (Inicial 0.22%
- Final 0.18%)

3) Microfiltracion (MF)  80% de rendimiento del
experimento.

FRV=6.7

4) Ultrafiltracion (UF) Remocidn del 68.9% del retenido
proteico.

5) Concentracion Concentracién de lactosa 48%.

1) Prefiltracion: permitio la eliminacion de residuos presentes en el lactosuero, entre los

principales residuos se encontraron restos de queso. A continuacion, se presenta la Tabla 21
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en la cual se encuentran las cantidades de suero prefiltrado, los pesos obtenidos de la materia

retenida en la tela lino y los porcentajes que estos representan.

Tabla 21. Pesos de entrada y salida del prefiltrado y el porcentaje que representa.

. .. Suero Residuo  Porcentaje
Experimentacion
kg g %
1 20.0 0.22 0.0011
2 25.0 0.35 0.0014

Como se puede visualizar en la Tabla 21, el porcentaje de residuos recogidos a través de la
operacion de prefiltracion es menor a 0.01%, considerandose un valor despreciable a nivel
de laboratorio. Sin embargo, a escalas industriales en donde se manejan grandes volumenes
de lactosuero los porcentajes serian significativos. Tal como lo indica Camacho (2009), en

donde hace referencia a que el procesamiento de 16 000 { de leche al dia, representaria

alrededor de 80 kg de desechos sélidos.

2) Centrifugacion: Contribuyd a la disminucion de grasa desde una concentracion de 0.22%
hasta 0.18% lo que involucra una separacion del 0.04% de la grasa presente inicialmente en
el suero. El resultado no fue el esperado y esto estuvo relacionado con el equipo empleado,
debido a que la centrifugadora no contaba con los requerimientos adecuados para llevar a

cabo el proceso de separacion de grasa del suero de leche.

3) Microfiltracion: La materia prima proveniente de la centrifugacion fue sometida a una
operacion de microfiltracidn, en donde se tomo6 a consideracion el Factor de Retencion
Volumétrica (FRV).

Segln Zeman & Zydney (1996) el FRV es la relacién entre el volumen de alimentacion (Va)

y el volumen de retenido (Vr) y tiene a su vez relacion con el proceso.

Va
FRV=— (1)
Vr

En la Tabla 22 se muestran los volumenes obtenidos de retenido como de permeado,

empleados en la microfiltracion.
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Tabla 22. Volumen de alimentacion, de permeado y de retenido de la microfiltracion.

Volimenes Cantidad
Volumen de alimentacién (Va) 204
Volumen de permeado (Vp) 16
Volumen de retenido (Vr) 34

Se conoce que mientras menos volumen de retenido se obtenga, mayor sera el Factor de

retencion volumétrica, indicando una mayor eficiencia dentro de la operacion.

FRV=6.7

Para el experimento se obtuvo un FRV de 6.7, mientras que el volumen de permeado
recuperado represent6 un rendimiento del 80%. Los valores son similares a los reportados
por Camacho (2009), en cuya investigacién consiguié un FRV de 5 y un rendimiento del
75% en el volumen de permeado recuperado, sin embargo estos valores difieren con respecto
a Jaramillo (2021) en donde alcanz6 un redimiento en la operacién de microfiltracion
tangencial de 65%, y esto estuvo relacionado en cuanto al reemplazo de membranas de
microfiltracion por papel filtro industrial, ante lo cual es importate destacar que el uso
adecuado de membranas especializadas en derivados lacteos contribuyen a aumentar el

rendimiento de la operacién de microfiltracion.

En cuanto a las pérdidas de volumen, se define que estan relacionadas a la presencia de
volimenes muertos y la retencion de algunas particulas en las membranas, en nuestro caso
se evidencio pérdidas debido a la presencia de lactosuero en las tuberias y bomba de la
unidad de filtracion, lo cual represent6 una pérdida en volumen del 5% que corresponde al

volumen de retenido.

4) Ultrafiltracion: En la operacion de ultrafiltracion se obtuvo permeado de lactosa y la
eliminacion selectiva del retenido proteico. En la Tabla 23 se muestran los voliumenes de

retenido como de permeado, empleados en la ultrafiltracion.
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Tabla 23. Volumen de alimentacion, permeado, retenido de la ultrafiltracion.

Volimenes Cantidad
Volumen de alimentacién (Va) 4.5
Volumen de permeado (Vp) 0914
Volumen de retenido (Vr) 3.14

En base a los datos antes descritos, se logro una remocion de 68.9% de retenido, siendo un
valor similar al reportado por Mufi et al. (2005), los cuales consiguieron en su
experimentacién el mayor porcentaje de retencién de proteina que fue de 71.60%. Por lo
tanto, se define que los porcentajes de remocién de proteina son altos y contribuyen en la
operacion posterior a la ultrafiltracion permitiendo concentrar el permeado de lactosa

desproteinizada.

5) Concentracion: La lactosa proveniente de la ultrafiltracion fue sometida a una operacion
de concentracién, mediante la cual se elimind el agua presente en la misma. En esta
operacion se tomo a consideracion una temperatura de evaporacion que fluctuaba de 50 a
72 °C, y esta dentro de los parametros descritos por Vélez (2018) quien manifiesta que la
evaporacion de leche en las plantas industriales se lleva a cabo entre 40 y 75 °C.

4.2. EVALUACION DE PARAMETROS PARA LA PRODUCCION DE
GALACTOOLIGOSACARIDOS CON ENZIMAS INMOVILIZADAS

Antes de iniciar con la reaccion enzimatica fue necesario determinar la duracion del proceso,

ante lo cual se establecié el tiempo de reaccion:

% Tiempo de reaccion: Para determinar este tiempo se tomaron en cuenta las
referencias bibliograficas que indican las mejores condiciones para la produccion
de GOS. Una vez iniciada la reaccion enzimatica, se procedié a tomar muestras
cada hora del sustrato (lactosa) para cuantificar mediante espectrofotometria Uv-
Vis. Durante el proceso se registré un incremento de los azUcares reductores al
alcanzar las 12 horas de reaccion, momento en el cual la lactosa se hidroliza,
durante las 13 horas siguientes se continu6 con la hidrolisis, sin embargo, a partir
de la hora 26 fue evidente la disminucion de la concentracion de azlcares

reductores en la reaccion, aqui empieza la produccion de GOS, ademas, se
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observé que a partir de la hora 28 el cambio en la concentracion de azucares
reductores se estabiliza (Figura 28). Por lo tanto, se establecié un tiempo de
reaccion de 30 horas y se trabajo con el mismo criterio para todos los

tratamientos.

AZUCARES REDUCTORES

40.00
35.00

%)

< 30.00
2

‘Q 25.00
o

20.00
15.00
10.00

CONCENTRA!

5.00
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123 456 7 8 91011121314151617 1819202122 2324252627282930

TIEMPO (h)

Figura 28. Curva de concentracion de azucares reductores en funcion del tiempo.

Una vez determinado el tiempo de reaccion enzimatica, se dio inicio a la fase experimental
en donde se evaluaron los pardmetros descritos en la metodologia, como son la temperatura
(T°) y la concentracion de lactosa (%). A través del desarrollo de Disefios Compuestos
Centrales y un analisis de Superficie de Respuesta se optimizo la concentracion de azucares
reductores como medida indirecta de GOS y se establecié la mejor combinacion entre los

factores en estudio.

En la Tabla 24 se detallan las relaciones de los factores en estudio como Temperatura (Factor
1) y concentracion de lactosa (Factor 2), conjuntamente con los rendimientos expresados en
porcentaje (%) de azucares reductores, obtenidos durante la reaccion enzimatica para la

produccion de GOS.

Tabla 24. Resultados de porcentaje de (%) de AzUcares Reductores para cada uno de los
tratamientos.

Factor 1 Factor 2 Respuesta

Tratamiento 2 ,
Temperatura (°C) Concentracion de lactosa (%) Azucares

reductores (%)

T1 60.0 45.0 31.67

T2 50.0 35.0 33.75
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T3 40.0 45.0 20.34
T4 40.0 25.0 30.89
5 50.0 35.0 33.08
T6 64.1 35.0 26.47
T7 50.0 49.1 29.19
T8 50.0 35.0 33.14
T9 50.0 35.0 32.10
T10 60.0 25.0 25.37
Ti1 35.9 35.0 24.48
T12 50.0 35.0 32.18
T13 50.0 20.9 33.74

En este experimento el tiempo de reaccion (30 horas), volumen de sustrato (100 ml),

concentracion de enzima (2.4 ml) y flujo de alimentacién (30 ml/h - D = 2.4 h™1), se

mantuvieron constantes.

A continuacidn, se presenta el andlisis de varianza de la variable de respuesta (% azUcares

reductores) para analizar la significancia del modelo propuesto.

4.2.1. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA VARIABLE DE RESPUESTA

PARA LA OPTIMIZACION

El andlisis de varianza de la variable de respuesta (% azUcares reductores) se muestra en la

Tabla 25, este analisis permitié conocer si el modelo estadistico sugerido es Util para

determinar el punto 6ptimo que nos permita obtener la mayor concentracion de GOS en

funcion de los azUcares reductores.

Tabla 25. Andlisis de varianza para la variable concentracién de azucares reductores.

Fuente Suma de GL Cuadrados F-valor p-valor Significancia
cuadrados medios

Modelo 209.87 5 41.97 38.61 <0.0001 Significativo

A-Temperatura 9.30 1 9.30 8.55 0.0222

B-Con. Lactosa 14.27 1 14.27 13.13 0.0085

AB 70.98 1 70.98 65.28 <0.0001

A? 113.44 1 113.44 104.33 < 0.0001

B? 7.57 1 7.57 6.96 0.0335

Residuo 7.61 7 1.09

Falta de ajuste 5.65 3 1.88 3.85 0.1129 no
significativo

Error Puro 1.96 4 0.4896

Total 217.48 12
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R? 0.9650
R? Ajustado 0.9400
CV.% 3.51

Mediante el analisis ANOVA se logr6 determinar que el valor obtenido de 38.61 para el
F-modelo es significativo, y el resultado del coeficiente de determinaciéon ajustado
R2 = 0.9400 permite saber que el modelo estadistico sugerido para este trabajo es Util en la
busqueda del punto 6ptimo para la produccion de GOS ya que segin Gutiérrez & Salazar
(2016) si el modelo no presenta un coeficiente de determinacion minimo de 0.70, no es

recomendable el uso del mismo para la prediccion de variables resultado.

El analisis p-value permitio conocer la significancia de la variable dependiente sobre el
proceso productivo, por lo que se determind que los factores A (Temperatura), B
(Concentracion de lactosa) y la interaccion AB asi como los cuadrados A2, B2 resultan ser
términos de modelo significativo que influyen en la produccion de GOS, esto debido a que
los valores resultantes son < 0.05. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa, la cual nos
indica que la concentracion de lactosa y la temperatura influyen sobre la obtencion de

galactooligosacéridos por el método de inmovilizacion enzimética de la B-galactosidasa.

Al mismo tiempo, un bajo valor del coeficiente de variacion que se observa en la Tabla 25

(CV = 3.51%) indica una buena precision y confiabilidad de los experimentos realizados.

4.2.2. DETERMINACION DEL PUNTO OPTIMO PARA EL EXPERIMENTO
CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES

En la Figura 29 se muestran los graficos que reflejan el area explorada, donde la interaccion
entre los factores en estudio (temperatura, concentracion de lactosa) definen el punto éptimo
en funcion de la variable respuesta (concentracidn de azlcares reductores). Se establece que
a medida que mas se acerque a las areas rojas del disefio, la concentracidén de azlcares
reductores aumenta, por lo tanto, para la optimizacion el &rea explorada corresponde a las

zonas celestes y azules.
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Factor Coding: Actual 3D Surface
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Figura 29. Superficie de respuesta estimada (a) y grafico de contorno (b).

Mediante el analisis de los resultados con el uso del paquete estadistico Design Expert 13 se
encontraron 5 soluciones de optimizacién correspondientes a la combinacion de las variables

temperatura (°C) y concentracion de lactosa (%), sin embargo, s6lo una fue seleccionada,
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mostrandose las condiciones de optimizacion en cuanto a la concentracion de azlcares
reductores en la Tabla 26, para la validacion del punto éptimo se realizaron tres réplicas del

experimento a las condiciones sugeridas.

Tabla 26. Punto éptimo para el experimento de concentracién de azucares reductores.

N° Temperatura Lactosa Azucares Reductores Atractivo
(°c) (%) (%)
1 40.00 45.00 21.14 0.940 Seleccionado

4.2.2.1. Validacion de las condiciones establecidas para la optimizacion

Los resultados obtenidos para la validacion del punto 6ptimo después de la experimentacion
se muestran en la Tabla 27, verificAndose que el valor registrado (Media Real) se encontrd
dentro del rango de valores sugeridos por el programa, demostrandose la validacion de la

optimizacion de la variable respuesta.

Tabla 27. Resultados de la optimizacién de la Concentracién de Azlcares Reductores.

Analisis Media predicha Desv. Est. 95% IP Bajo Media Real 95% IP Alto

Concentracién de

21.14 1.04 17. 20.12 24.2
AzuUcares Reductores 0 » 0 ?

4.2.3. ANALISIS DE HPLC AL MEJOR TRATAMIENTO

El mejor tratamiento corresponde a los siguientes parametros: 40 °C (temperatura) y 45%
(concentracion de lactosa), estos resultados estdn en relacion a las investigaciones

bibliograficas consultadas.

En el caso de la temperatura es un factor que hay que tener en cuenta en la produccion
indirecta de GOS, tal como lo indica Bohdrquez (2016), en cuya investigacion define que
las bajas temperaturas producen menos azUcares reductores y por ende mas GOS, ademas
coincide con el rango de temperatura de trabajo de la enzima [3-galactosidasa Lactozym Pure
6500 L que es 40 a 50 °C , ante lo cual 40 °C es la temperatura adecuada para ser empleada,

y esta en concordancia con otros autores, tales como Gonzalez (2017) y Guio (2014) quienes
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emplearon la misma enzima comercial y temperatura, siendo esta un parametro util dentro

de las investigaciones propuestas para la produccién de GOS.

En cuanto a la concentracion inicial de lactosa, es importante definir que esta afecta
directamente la sintesis de GOS, debido a que los valores altos de la misma aseguran la
presencia de menos moléculas de agua y favorecen la reaccion de transgalactosilacion, sin
embargo, a menores concentraciones de lactosa se favorece la reaccion de hidrélisis (Osman,
2016). En cuanto a lo citado se define que la mejor concentracién de lactosa (45%) dentro
de esta investigacion, contribuye a la formacion de GOS y estd en relacion a las
investigaciones de Sanz (2009) y Olivenza (2015), quienes emplearon concentraciones altas
de lactosa de 40% y 60% respectivamente, con las cuales alcanzaron mayores niveles de
GOS, sin embargo, la aparicion tardia de estos es evidente, ante lo cual es recomendable

trabajar con concentraciones bajas para que la reaccion se lleve a cabo de manera rapida.

Al mejor tratamiento obtenido y contrastado con la literatura se procedié a realizar un
andlisis de HPLC para identificar y cuantificar azUcares por separado (Figura 30) como son:
lactosa, glucosa y galactosa, obteniendo 16.30%, 10.40% y 7.10% respectivamente. Los
resultados obtenidos son superiores a los reportados en la investigacion de Albayrak & Yang
(2001), quienes obtuvieron 13% de glucosa y 3% de galactosa, sin embargo difieren en
cuanto a la investigacion de Sanz (2009) quien reportd 29.68% de glucosa y 12.14% de
galactosa. Lucero (2022) menciona que el conocimiento en cuanto a las concentraciones de
azUcares presentes en el sustrato (glucosa y galactosa) nos permite definir que la reaccién de
transgalactosilacion se ha llevado a cabo, puesto que, si se hubiese realizado Unicamente la

reaccion de hidrdlisis, se asume que las cantidades hubiesen sido similares.

50.0
38.89%
40.0

30.0
20.0 16.3%

10.4%
10.0 7.1%

00 _

Lactosa Glucosa M Galactosa GOS

Figura 30. Porcentajes de azlicares del andlisis de HPLC.
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Para determinar la concentracion de GOS, se tomo en cuenta la ecuacion de (Zheng et al.,
2006):

» Concentracidn glucosa + Concentracidn galactosa ()
Concentracion GOS = ——— X 100%
Concentracion inicial de lactosa

4 +7.
Concentracion GOS = % X 100% = 38.89%

El resultado en cuanto a la concentracion de GOS de este estudio es de 38.89%, este valor
es alto en comparacion a los valores alcanzados por otros autores. Guio (2014) utilizando la
misma fuente de enzima (Lactozym Pure 6500 L) obtuvo en su estudio 32.7%, mientras que
Martinez & Cardelle (2008) alcanzaron un valor de 17% utilizando la B-galactosidasa K.
lactis del preparado comercial Lactozym 3000 L HP G. Sin embargo el valor reportado en
la teoria es bajo en cuanto al valor de Lucero (2022) quien alcanz6 una concentracion de
42.80% de GOS.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

X/
°e

X/
L X4

El lactosuero dulce empleado fue idoneo para la obtencidn de lactosa concentrada
debido a su bajo contenido de proteina (0.53%), lo que permitié una separacion
eficiente de los compuestos de interés evitando obstrucciones en los poros de las
membranas utilizadas y por lo tanto un mejor flujo del permeado en cada una de las

operaciones.

La encapsulacion de la enzima p—galactosidasa en soporte de alginato de sodio al
3%, permiti6 una mayor estabilidad de operacién en el reactor y una fécil
recuperacion del sustrato, sin que exista la necesidad de separar la enzima a partir de

la mezcla.

Con un tiempo de trabajo de 30 horas se consiguié una conversion del 63.78% de
lactosa en GOS, este tiempo se encuentra en el rango normal que emplean los
reactores de lecho empacado a flujo, debido a la lenta reaccion que existe entre la

—galactosidasa y la lactosa.

Se acepta la hipdtesis alternativa ya que los factores en estudio (temperatura y
concentracion de lactosa) si influyen sobre la obtencion de galactooligosacaridos

mediante enzimas inmovilizadas.

5.2. RECOMENDACIONES

7
°e

X/
°

Utilizar centrifugas especificas para lactosuero, que permitan la maxima separacién
de grasa y caseinatos, asi se evitaria la obstruccion de los poros en las membranas de

microfiltracion.

No someter al equipo de filtracion tangencial (Celda CF042SS) a presiones mayores

de 500 psi en la operacion de ultrafiltracion para evitar dafios en las membranas.
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X/

¢+ Estudiar otros métodos de inmovilizacion y enzimas comerciales que permitan una

mayor produccion de galactooligosacéaridos.
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Anexo 1

ANEXOS

Analisis de proteina y lactosa del lactosuero de queso fresco.

LAE[=]LAB

AN/\LISIS DE ALIMENTOS AGUAS Y AFINES

NFORME DE RESULTADOS

Orden de trabajo N° 212948
Informe N*° 212948
Hopa 1 de 1

DATOS PROPORCIONADOS POR EL CLIENTE

Nombre:

Direccion:

Muestra:

Descripcion:

Fotha Eiaboracon:

Fecha Vencimiento:

Fecha de Toma:

Lote:

Envase:

Conservacién de la muestra:

DATOS DEL LABORATORIO
Fecha de recepcion:
Toma de muestra por:

Fecha de realizacion del ensayo:

Fecha de emision del informe:
Condiciones ambientales:

KATHERINE VICTORIA MARTINEZ LEINTON
Ibarra

Lactosuero de queso fresco

Liquido

03 de agwsiv del 2021

07 de agosto del 2021

Frasco de vidrio color ambar

Refrigeracion

05 de agosto del 2021
Cliente

05 - 13 de agosto del 2021
13 de agosto del 2021
24.3°C 36% HR

ANALISIS QUIMICO:
FPARAMETRO UNIDAD METGDOS RESULTADGS
Proteina % PEE/LA/01 INEN ISO 8968 0,53
Lactosa % PEE/LA/09 ADAC 977.20 4,68
(‘\'..J‘-.» A g
Dra Ceciliatl?aga
GERENTE GENERAL

El presente informe es valido sélo para la muestra analizada, tal como fue recibida en LABOLARB
LABOLARB 1o se tespumsabiliza por lus datos pm]\»ruuxmdus por ¢l chiente.

Lste informe no debe |

(‘\ L»

H

) mis que en su

Las e

T T no se

denuro act acance de acreditacion ael DAL,

I previa autorizacion escrita de LABOLARLsz £

' o |
1“ A
LoV

B

RNAGC3I5 OF ALIME KOS

INEFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA NOTIFICACION SANITARIA
Andlists fisico, quimica, microbloldgico, entomoldgico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceadas, cosmélicos, pusticidas, suslos, metales pesados ¥ otros
Fco, Andrade Marin E7-29 y Diego da Almagro Telf.: 2563-225 /.2561.350 £ 3238-501/.3238-504 Cel.= 099 950 0412 /099 944 2153 / 098 700 1501

E-mallt secretaria@labolab.com.ec I servicioaiclients@labotab.com.ec [ cecliahzuraga@iabolab. com.gc / informes@tabolab.com.ec
Quito + Ecuador
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Anexo 2

Anélisis de grasa del lactosuero de queso fresco.

Multianalityca S.A.

io de Andlisisy jento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-FQ.56058b

DATOS DEL CLIENTE

Cliente: KATHERINE VICTORIA MARTINEZ LEITON
Direccion: CIUDADELA LA VICTORIA
Teléfono: 0997799327

DATOS DE LA MUESTRA

Muestra de: ALIMENTO

Descripcion: LACTOSUERO DE QUESO FRESCO

Lote —- Contenido Declarado: 110mL
Fecha de Elaboracion: 2021-08-03 Fecha de Vencimiento: -~

Fecha de Recepcion: 2021-08-05 Hora de Recepcion 11:16:27
Fecha de Anadlisis: 2021-08-05 Fecha de Emision: 2021-08-10
Material de Envase: ==

Toma de Muestra realizada por: El cliente.

Los resultados reportados en el presente informe se refieren a los datos y las muestras

Observaciones: entregadas por el cliente a nuestro laboratorio.

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Color: Caracteristico. [olor: |Caracteristico.
Estado: Liquido. |Conservacién: |Refrigeracién
Temperatura de la muestra: 52C

RESULTADOS FISICOQUIMICO

METODO DE METODO DE

PARAMETROS RESULTADO UNIDAD ANALISIS ANALISIS DE

INTERNO REFERENCIA

GRASA 0.22 % MFQ-02 AOAC 2003.06

Se prohibe la reproduccion del presente informe de resultados, excepto en su totalidad previa autorizacion escrita de Multianalityca
SA.

Cualquier informacion adicional correspondiente a los ensayos esté a disposicion del cliente cuando lo solicite.

El Tiempo de Retencion de las Muestras en el Laboratorio a partir de la fecha de ingreso sera de 15 dias para muestras perecibles y 1
mes calendario para muestras medianamente perecibles y estables. Muestras para analisis microbiolégicos 5 dias laborables a partir
de la fecha de andlisis, posterior a este tiempo, el laboratorio no podra realizar reensayos para verificacion de datos o valores no
conformes por parte del cliente.

Toda la informacion relacionada con datos del cliente e items de ensayo (muestras) y que pueda afectar a la validez de los resultados,
ha sido proporcionada y son responsabilidad exclusiva del cliente. El laboratorio se responsabiliza Ginicamente de los resultados
emitidos los cuales corresponden a la muestra analizada y descrita en el presente documento.

El laboratorio declina toda responsabilidad, acerca de desvios encontrados en las muestras entregadas por el cliente y que pueden
afectar a la validez de los resultados, particular que es comunicado al cliente en caso de ser detectado por el laboratorio.

El tiempo de almacenamiento de los informes de resultados y toda la informacion técnica relacionada al mismo para dar trazabilidad
sera de 5 afios a partir de su fecha de emision. (Punto 8.4.2 CR GAO1 Criterios Generales Acreditacién de Laboratorios de Ensayo y
Calibracion segn NTE INEN- ISO/IEC 17025:2018).

Quim. Mercedes Parra
Jefe Divisién Instrumental

EDMUNDO CHIRIBOGA N47-154 Y JORGE ANIBAL PAEZ
La concepcion - QUITO - PICHINCHA - ECUADOR
Telf: (02) 226 7895, 226 9743, 244 4670 / email: informes@multianalityca.com
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