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Resumen

El lactosuero generado por la industria lactea es considerado como un residuo agroindustrial.
Debido al desconocimiento de su composicion nutricional, tiene un bajo indice de utilizacion para
la elaboracion de nuevos productos. La presente investigacion tuvo como objetivo escalar el
proceso de obtencidn de Kefiran a partir de suero de queso fresco y granulos de kéfir, desde 0.2 L
a 30 L, utilizando las condiciones éptimas a escala de laboratorio. EI medio de cultivo estuvo
constituido por 46% de suero, sacarosa al 88%, solucion de sales 10X y agua destilada. La
temperatura del lactosuero fue elevada previamente a 45°C para su centrifugacion. Posteriormente
se pasteurizd a 65°C por 30 minutos, suplementado e inoculado con granulos de kéfir. La
fermentacion se desarroll6 bajo condiciones anaerobias, con temperatura de 24°C y por un tiempo
de 48 horas. Para la obtencion de kefiran se realizé una precipitacion alcohélica utilizando alcohol
técnico en una relacion 60:40, por un tiempo de 24 horas a 4°C; finalizado el tiempo de
precipitacion se centrifugd, separando el kefiran del alcohol para luego realizar 3 lavados. El
kefiran fue secado mediante el método de atomizacion, obteniendo el producto final en polvo. Se
calcul6 el rendimiento, obteniendo 2.41 + 0.97 g/L de kefiran, valor que se encuentra por debajo
de la produccion de kefiran a escala de laboratorio. Ademas, se evalu6 la concentracién de kefiran
obteniendo un valor promedio de 63.03 £+ 2.861 mg Glu/ml, y se realiz6 un analisis de
espectroscopia FTIR para determinar mediante sus grupos funcionales que el producto final es

kefiran.

Palabras clave: Lactosuero, Kefiran, granulos de kéfir, escalar.



Summary

Milk whey produced by dairy plants is considered as an agroindustrial waste. Due to lack of
knowledge about its nutritional value, milk whey has a low utilization rate in the manufacture of

new products.

The purpose of this research was to scale up kefiran production process from fresh chesee whey
and kefir grains, from 0.2 L to 30 L by applying optimal conditions tested on a lab scale. The
culture medium was composed by 46% of sweet whey, 88% sucrose, salt solution 10x and distilled
water. Whey was previously heated to 45 °C for centrifugation. Then it was pasteurized at 65°C
for 30 min, supplemented and inoculated with kefir grains. Fermentation was developed under

anaerobic conditions, with temperatures of 24 °C for 48 h.

Alcoholic precipitation was applied in order to obtain kefiran. Technical ethyl alcohol was used in
proportion of 60:40 at 4 °C for 24 h; subsequently, kefiran was separated from the alcohol through
centrifugation and washed three times. It was dried by spray method, obtaining kefiran powder.
The yield was calculated, reaching 2.41 + 0.97 g/L, being less than the value obtained on lab scale.

Also, kefiran concentration was evaluated, reaching an average value of 63.03 + 2.861 mg Glu/ml.

The functional groups of samples were analyzed by FTIR spectroscopy, to determine that final

product is kefiran.

Keywords: milk whey, kefiran, kefir grains, scale up



Capitulo 1

Introduccion
1.1. Problema

El suero de leche es el subproducto mas abundante en la industria lactea, es un residual
obtenido de la manufactura del queso (Urribarri et al., 2004). Segun la Corporacion Financiera
Nacional (2020), en el Ecuador se producen 5.5 millones de litros de leche diariamente; de los
cuales el 48% se envia a la industria, el 35% de esta cantidad se destina a la produccion industrial
de queso, y aproximadamente el 12% de la leche total se destina a la produccion artesanal de queso.
A partir de la utilizacion de 1000 litros de leche se obtiene 100 kg de queso, generando 900 litros
de lactosuero (Pais et al., 2017); subproducto que contiene proteinas, lactosa, minerales y
vitaminas que conforman mas del 50% de solidos de la leche (Hernandez y Ruiz, 2015). El gran

volumen generado no se destina a la obtencion de productos de alto valor agregado.

La falta de investigacion sobre el lactosuero se evidencia en el desconocimiento de su valor
nutricional y de como puede ser aprovechado para su aplicacion en la industria; un porcentaje
aproximado del 50% total del suero es llevado al tratamiento de aguas residuales, alrededor del
40% es utilizado para la alimentacion animal y el 10% es destinado a otros usos (Koutinas,
Menelaou y Nicolaou, 2014). En este sentido, es importante el estudio de este residual con el

propdsito de darle una mejor utilizacion.

Como alternativa para aprovechar el suero de la produccion quesera, esta la elaboracion de
kefiran a partir de granulos de kéfir. Sin embargo, actualmente en el Ecuador existe Unicamente
una produccion a escala de laboratorio y no se ha establecido un proceso adecuado para su

produccién a mayor escala.



1.2. Justificacion

El suero lacteo o lactosuero posee un alto porcentaje de los nutrientes de la leche, los cuales
son esenciales para la alimentacion humana. Debido a esto, es importante la implementacion de
nuevas alternativas para su utilizacion en la elaboracion de productos nutritivos con alto valor

agregado, que ofrezcan mayor rentabilidad para la industria lactea.

El kéfir es una bebida viscosa y ligeramente carbonatada, la cual es producida por la
fermentacion de granulos de kéfir y leche. Dichos granulos son un consorcio de bacterias acido-
lacticas y levaduras, que se encuentran dentro de una matriz gelosa llamada kefiran (Patel y

Prajapati, 2013).

El kefirdn es un exopolisacarido estructurado quimicamente por cadenas de glucosa y
galactosa en proporciones iguales, el cual tiene varias aplicaciones en la industria alimentaria,
principalmente como aditivo, espesante, estabilizador, emulsionante, sustitutivo de grasa y

gelificante; también en elaboracion de peliculas comestibles (Welman y Maddox, 2003).

La presente investigacion tiene como propoésito establecer el proceso de obtencion de
kefiran a escala piloto (30 L), para lo cual se utilizara suero liquido con granulos de kéfir, de
acuerdo con una tecnologia existente en la Universidad Técnica del Norte a escala de laboratorio
(0.2 L), lo cual permitira dar un mejor uso a las grandes cantidades de este subproducto obtenido

en la industria quesera.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Obtener kefiran a partir de suero de queso fresco y granulos de kéfir a escala piloto.
1.3.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar el lactosuero utilizando analisis fisicoquimico.

e Escalar un proceso de laboratorio de 0.2 L a 30 L para la obtencion de kefiran.

e Evaluar la concentracion de kefiran a escala de 30 L.

e Analizar los grupos funcionales presentes en el kefirdn obtenido, mediante espectroscopia

FTIR.



Capitulo 11

Marco Tebrico

La reconsideracion del valor del suero se debe a varios factores como la creciente atencion
a la seguridad ecologica de las fabricas de alimentos, el aumento de la deficiencia de la materia
prima lactea y la invencion de nuevas tecnologias y equipos de procesamiento. Hoy en dia el nivel
de procesamiento industrial de suero de leche se extiende, pero, sin embargo, todavia es

relativamente bajo (Shershenkov & Suchkova, 2015).

2.1. Suero De Leche

Durante la fabricacidn de que queso, se precipita la caseina y el liquido restante es conocido
como lactosuero (Lievore, y otros, 2015); es de color verde-amarillento, translucido, sabor

débilmente dulce y un contenido de materia seca del 5.5 al 7% (Molero, Castro, & Brifiez, 2017).

Este subproducto representa aproximadamente el 90% del volumen de leche y retiene
alrededor del 55% de sus nutrientes, siendo los mas abundantes la lactosa (4.5-5.0% p/v), proteinas

solubles (0.6-0.8% p/v), lipidos y sales minerales (Magalhaes, y otros, 2010).
2.1.1. Composicion Nutricional Del Suero

Segun Johansen (2002), citado en Lievore et al. (2015), la composicion del suero de leche
depende de varios factores, incluyendo el tipo de queso que se procesa, el método de precipitacion
de caseina, las temperaturas aplicadas en su tratamiento, las condiciones de almacenamiento, entre

otras.



Las principales proteinas del lactosuero son: beta-lactoglobulina (B-Lg), alfa-
lactoalbumina (a-LA), inmunoglobulinas, seroalbdmina, peptonas proteasa, lactoferrasa y

transferrina (Motta & Mosquera, 2015).
2.1.2. Tipos de Suero

El lactosuero dulce es obtenido a partir de la elaboracion de quesos duros, semiduros y
algunos quesos blandos, en los cuales se utiliza cuajo, presentando un pH de 5.6 - 6.3. (Motta &
Mosquera, 2015). El suero acido se obtiene de la produccion de queso crema y el yogur colado y
también se produce a partir de la acidificacion quimica de leche en produccion de caseina (Chen

etal., 2016) y presenta un pH entre 4.4 a 5.1.

Tabla 1

Composicién de lactosuero dulce y &cido

Componente Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero acido (g/L)
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
Fosfato 1.0-3.0 20-45
Lactato 2.0 6.4
Cloruros 1.1 1.1

Fuente: Panesar et al., 2007; Huertas 2009

2.1.3. Suero Dulce de Leche

El suero dulce es el resultado de la coagulacion de las micelas de caseina, provocando una

precipitacion de las mismas y obteniendo asi el queso.



Por tener una composicién quimica mas estable permite el procesamiento y obtencion de
subproductos con valor agregado, por lo cual este tipo de lactosuero mas empleado en la industria

alimentaria.
2.2. Granulos De Kéfir

Segun Olivo (2017) los granulos de kéfir estan compuestos por bacterias y levaduras de varias
especies, estas coexisten en asociaciones simbioticas. Tienen en su composicion nutrientes como
vitamina B y K, triptofano, calcio, fosforo y magnesio. Contienen 4.4% de grasa, 12.1% de cenizas,
45.7% de polisacaridos, 27% de proteina insoluble, 1.6% de proteina soluble, 5.6% de aminoacidos
libres. Al inocular granulos de kéfir utilizando leche como medio de cultivo, esta se transforma en

leche fermentada acidificada y carbonatada con baja cantidad de alcohol. (Rosa et al., 2017).

Para la fermentacion se utiliza como indculo un 3% p/v de granulos, los cuales se incuban a
25°C por 20 a 24 h. Después de cada periodo de fermentacion, se da un aumento entre 3 - 3.5% en
la biomasa. Los cultivos de bacterias y levaduras de los granulos de kéfir se encuentran incrustados
en estructuras de polisacaridos. Durante la fermentacion se produce acido lactico y se forman
exopolisacaridos, siendo el kefirdn el mas importante (Guzel-Seydim, Seydim, Karaca, & Gin,

2018).

“La poblacion de levaduras en el grano sintetiza metabolitos bioactivos esenciales para
su crecimiento y para inhibir microorganismos, patdégenos y contaminantes alimentarios”

(Olivo et al., 2017).



Tabla 2

Microbiota de kéfir presente en los granos o bebida

Microorganismos

Bifidobacterias

Bifidobacterium spp.

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium choerinum
Bifidobacterium longum

Bacterias acido lacticas

Lactococcus (Lc.) lactis

Lc. lactis subsp. lactis

Lc. lactis subsp. Cremoris
Lactobacillus (Lb.) kefiranofaciens

Lb. kefiranofaciens subsp. Kefirgranum
Lb. kefiranofaciens subsp. Kefiranofaciens
Lb. kefiri

Lb. kefir

Lb. casei

Bacterias acido acéticas

Lb. Acetobacter lovaniensis
Lb. Acetobacter syzygii

Lb. Acetobacter orientalis
Lb. Gluconobacter japonicas
Lb. Gluconobacter frateurii
Levaduras

Lb. Saccharmyces (S.) cerevisiae
Lb. S. martiniae

Lb S. unisporus

Lb. Candida humilis

Lb. Candida incospicua

Lb. Candida maris

Lb. Klu. Lactis

Lb. Candida kefyr

Lb. Candida colliculosa

Fuente. (Rodriguez, Noriega, Lucero, & Tejada, 2017)

2.2.1. Lactosuero Fermentado Con Granulos De Kéfir

Segun (Huertas, 2009, citado en Carrera, 2019), para disminuir el contenido de lactosa

del lactosuero se realiza una fermentacién con microorganismos de kéfir, dando como resultado

la produccion de acido lactico y metabolitos que influyen en el sabor, textura, solubilidad y

dulzura del producto final.

Se puede crear productos a partir de la fermentacion de suero de leche y granulos de

kéfir, lo cual permite el aprovechamiento de este subproducto. Entre las alternativas esta la



produccién de kefiran, peliculas comestibles, polisacaridos, bebidas fermentadas, leudantes,

starters para la produccién de queso y proteinas celulares.
2.3. Exopolisacaridos

En varias investigaciones (Delaware Vuyst & Deegest, 1999, citado en Moura et al., 2016)
concluyeron que los exopolisacaridos (EPS) son polimeros extracelulares que consisten en cientos
o miles de residuos de monosacaridos que pueden ser producidos por plantas, bacterias, levaduras,
hongos y algas y brindan proteccidn contra ambientes hostiles a los productores. En la mayoria de
los casos, los EPS protegen contra el secado celular, el estrés osmético, la fagocitosis, la presencia
de antibidticos o componentes tdxicos, los ataques de fagos y la depredacidn por protozoos. Estos
polimeros de alto peso molecular son ampliamente explotados industrialmente, especialmente en
las industrias de alimentos, quimica y farmacéutica, debido a sus propiedades de emulsificacion,
estabilizacion, floculacion, control de cristalizacion, inhibicion de la sinéresis, encapsulacion,

formacion de pelicula y eliminacién de materiales pesados.

Para (Badel, Bernardi y Michaud, 2011, citado en Moura et al., 2016) los exopolisacaridos
de las bacterias del acido lactico (LAB) han atraido un interés especial entre la comunidad
cientifica porque son producidos por microorganismos de grado alimenticio, que generalmente se
reconocen como seguros (GRAS) vy, por lo tanto, son inocuos para los humanos. Los
exopolisacaridos producidos por bacterias acido lacticas tienen varios usos para fines alimentarios
y farmacéuticos; por ejemplo, se han utilizado en la produccién de yogur, queso y otros productos
lacteos para mejorar la reologia y la textura (Hidalgo et al., 2012). La EPS mas conocida de la
matriz polimérica de kéfir es el kefiran, un heteropolisacarido producido en laboratorio a partir de

granos de kéfir de leche (Moura et al., 2016).



2.4. Kefiran

El kefiran es un exopolisacarido GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro),
presente en los granos de kéfir, compuesto por residuos de D-glucosa y D-galactosa (Gagliarini et

al., 2018).

Figura 1

Estructura quimica del kefiran.

[ — 6)-D-Gp-1 1-2(6) | B-D-Galp-( 1 =4)-a-D-Galp{ 1=3)-B -D-Galp-{1-4)B-D-Gp1

6(2)

-

p-D-Gp

Nota. Elaborado por Farnworth, (2005).

Segun Rimada & Abraham (2006), citado en Hamet, et al., (2013), el kefiran tiene
propiedades fisicoquimicas interesantes y puede usarse como espesante, estabilizante vy
emulsionante, agente formador de pelicula, sustituto de la grasa o agente gelificante. Aunque la
produccién de kefiran inicialmente se atribuy6 a varias especies de Lactobacillus aisladas de
granos de kéfir; en la actualidad, la produccién del kefiran se atribuye al Lactobacillus

kefiranofaciens. Este lactobacilo es esencial en la formacién del grano.



2.4.1. Propiedades del Kefiran

“Se ha demostrado que el kefirdn mejora la viscosidad y las propiedades viscoelasticas de

los geles de leche acidos; y es capaz de formar geles que tienen propiedades interesantes a bajas

temperaturas” (Zajsek, Gorsek y Kolar, 2013, citado en Carrera 2019).

También, se conoce que las propiedades reoldgicas pueden mejorar considerablemente las

propiedades del gel y asi lograr que no existan pérdidas de agua durante el almacenamiento (Kok-

Tas et al., 2013, citado en Carrera 2019).

Tabla 3

Actividad Bioldgica del Kefiran

Exopolisacarido

Actividad Bioldgica

Kefiran

Control de presion arterial
Prevencion de aterosclerosis

Control de lipidos en higado y sangre
Control de glucosa sanguinea
Disminucion del estrefiimiento
Equilibrio en el microbiota intestinal

Actividades antiinflamatorias,
antimicrobianas, inmunoldgicas,
bifidognénicas, antioxidantes,
enzimaticas,

hipoglicemiantes

Nota: Olivo et al. (2017)

2.4.2. Aplicaciones Y Usos Del Kefiran (ESP)

Tanto en la la industria alimentaria como en la industria de cosmeticos y farmacos se

utiliza el exopolisacarido kefiran para la elaboracion de productos, ademas segln (Zajsek et al.,
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2011, como se cit6 en Carrera (2019), este polimero es ampliamente utilizado como un aditivo

en forma de:

e Espesante

e Estabilizador

e Emulsionante

e Sustitutivo de grasa

e Gelificante

2.5. Escalado de Bioprocesos y Bioseparaciones

Los productos obtenidos a partir de fuentes reciclables, tales como los residuos
agroindustriales, han merecido un interés creciente, debido a que permiten aminorar el impacto
ambiental y los costos en el tratamiento y disposicion de dichos residuos en las industrias. Un

ejemplo de estos productos son polisacaridos o biopolimeros (Rodriguez & Hanssen, 2007).

Los bioprocesos reactivos se dividen en operaciones previas “up-stream” y operaciones
posteriores “down-stream” o bioseparaciones. Las operaciones previas comprenden la preparacion
del medio, la esterilizacién y el funcionamiento del biorreactor (Cooney, 1990, como se citd en
Tejada et al., 2011). “Los procesos de bioseparacion involucran la recuperacion, concentracion,

purificacion y acabado de los productos provenientes del biorreactor” (Tejada et al., 2011).
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Figura 2

Operaciones de bioprocesos

Inéculo Esterilizacion y preparacion del cultivo

\ 4

PRODUCCION DE BIORREACTOR

Producto Intracelular (Separacién celular)

A\ 4

Separacion sélido-liquido

Y Producto Extracelular

Runtura celular

A 4

QanarariAn ractne ralillarac

A

-
»| Recuperacién v concentracion

Agua

Acondicionamiento del producto

Nota. (Elaborado por autores, 2019)
Segun (Tejeda, Montesinos, & Guzman, 2011):

Las bioseparaciones también son muy empleadas en los bioprocesos extractivos, donde el
producto de interés se obtiene directamente de sus fuentes naturales como la obtencion de

proteinas del plasma sanguineo, enzimas de tejidos animales y taninos de plantas. Otro
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campo de aplicacion de las bioseparaciones es en los bioprocesos enzimaticos para el
procesamiento de los productos obtenidos, como en la obtencién de jarabes fructosados.
La aplicacion de las bioseparaciones es muy amplia, pero los principios en que estan

basadas son utilizados de manera similar en los diferentes bioprocesos. (p. 7)

“El objetivo principal es cambiar la escala de una reaccion biolégica aumentando o

disminuyendo el volumen de trabajo, evitando que se reduzca su productividad” (Parra, 2004) .

El escalado puede iniciar de un proceso nuevo, una planta nueva o se puede establecer un

proceso utilizando equipos ya existentes optimizando la produccion.

Segun Olivares (2009), para realizar un escalamiento de bioprocesos es importante

establecer la capacidad de produccion que se requiere en la etapa up-stream lo cual permite

seleccionar los equipos adecuados para cada escala. Por lo general el escalamiento consta de tres

etapas:

1.

3.

La experimentacion a nivel de laboratorio se realiza en pequefios biorreactores de baja
capacidad o a traves de frascos agitados generalmente de 500 ml. En esta escala se establece
los pardmetros a controlar tales como temperatura, tiempo y pH; asi como la composicién
optima del medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos.

Para escalar una produccion a planta piloto entre 5 a 500 L, se debe seleccionar criterios de
escalamiento que permitan reproducir el experimento y comparar el crecimiento
exponencial de los microorganismos en ambas escalas; al mismo tiempo estudiar los efectos
de aireacion, agitacion, temperatura y pH, para obtener mayor rendimiento.

A nivel industrial (5000 a 400000 litros) se validan los resultados de la experimentacion a

escala piloto. Iniciando una produccién comercial.
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Figura 3

Ejemplo de etapas en el proceso de escalado
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reactors

*COMm missioing,
toubleshooting,
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aptimi zation

Nota. (Gonzalez, 2018)

Segun Olivares (2009) mediante los criterios de escalados es posible relacionar las

variables del medio ambiente entre escalas, con la finalidad de obtener resultados similares. Uno

de los factores importantes es el disefio de los equipos a implementar, debido a que se toman en

cuenta las variables fisicas del biorreactor que permitan mantener las mismas condiciones de

mezclado, agitacion y aireacién del medio de cultivo.

2.5.1. Etapa De Pretratamiento (Up-stream)

Segun Gonzéalez (2018), antes de realizar las biorreacciones la materia prima debe ser

sometida a acondicionamiento, para lo cual se utilizan diferentes operaciones fisicas de

procesamiento de uso comun en la industria, como son la seleccion, tamizado y reduccién de

tamafo. Posteriormente se aplican las etapas de tratamiento previo especificas de los bioprocesos,

como esterilizacion, hidrolisis y formulacion de medios.
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2.5.1.1. Etapa De Biorreaccion

Para Gonzélez (2018), la funcion principal de un biorreactor es mantener un medio éptimo
garantizando la seguridad del cultivo, permitiendo el crecimiento del indculo. La mayoria de los
birreactores estan disefiados para ser esterilizados y mantener la esterilidad durante su operacion.
La biorreaccion es la etapa fundamental del bioproceso, debido a que la fermentacion puede
involucrar la transformacion de sustrato en biomasa o en biomasa con algin producto bioguimico
0 enzima. Alternativamente la conversion puede utilizar células completas o enzimas
(inmovilizadas o en suspension) como biocatalizadores. Los productos resultantes del cultivo
celular pueden ser: productos generados por las células cultivadas, las propias células y productos

generados por transformaciones celulares.

“Las variables mas criticas son la temperatura y la concentracién de oxigeno porque al
incrementar el volumen se hace mas dificil la transferencia de calor y la transferencia de masa,
siendo necesarios sistemas mas eficientes de calentamiento, agitacion y aireacion” (Olivares T. ,

2016).

Tabla 4

Tipos de productos de cultivos de células y sus aplicaciones

Categoria Ejemplos de Productos Area de Aplicacion

Metabolitos o productos Acidos organicos, enzimas,  Alimentos, quimica, energia

generados por células antibioticos, proteinas, farmacéutica (diagnostico,

cultivadas. solventes, colorantes, terapia, profilaxis),
etanol, vitaminas, cosmeéticos, agricultura.
nucledtidos, virus.

Las propias células cultivadas Proteinas unicelulares, Alimentos, medicina,

como productos. tejidos y Grganos para agricultura.

trasplantes, bioinsecticidas.
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Biotransformaciones Tratamientos de agua, aire y
efectuadas por las células suelo.
cultivadas o sus

Transformaciones

componentes. enzimaticas.

Biorremediacion,
contaminacién ambiental,
sintesis quimica.

Nota. (Gonzalez, 2018)

2.5.2. Etapa De Tratamiento De Productos (Down-stream)

Posterior a la etapa up-stream, se realiza la concentracion y purificacion de los productos,

los cuales pueden ser liquidos, lodos, polvos o cristales, para su obtencién se emplean operaciones

como.

e Filtracién

e Centrifugacion
e Sedimentacion
e Floculacién

e Ruptura celular
e Extraccion

e Ultrafiltracion
e Precipitacién

e Cristalizacion
e Cromatografia
e Evaporacion

e Secado

e Empaque
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2.6. Bioproductos De Separacion

Tablab

Productos de biotecnologia

Categoria

Ejemplo

Disolventes
Acidos organicos
Vitaminas
Aminoéacidos
Antibidticos

Azlcares, polisacaridos
Acidos nucleicos

Proteinas purificadas

Proteinas semipurificadas
Células
Extractos celulares crudos

Hidrolizados
Alcaloides y esteroides

Butanol, acetona, etanol, dioles

Acido citrico, lctico, butirico, itaconico
Acido ascorbico, vitamina B12

Lisina, Fenil-alanina, glicina

Penicilina, estreptomicina, gentamicina,
tetraciclina, cefalosporina, lincomicina
Glucosa, fructosa, dextranos, almidén
Plasmidos, ADN, vectores retrovirales,
ribosomas, enzimas diagndsticas
Enzimas terapéuticas, anticuerpos
monoclonales, insulina, interferén, factores de
crecimiento humano, vacunas, citosinas,
interleucinas, hormonas

Proteinas industriales, proteinas del huevo, de
la leche, de la soja o del suero

Levadura del pan, levadura de la cerveza,
lactobacilo liofilizado, algas

De levadura, de soja, de tejido animal

De soja, de suero, de tejidos de animal
Prednisolona, codeina, morfina, quinina,
estricnina, taxol.

Nota. (Ghoch, 2006, como se cit6 en Recasens, 2018)

2.7. Metodologia De Escalado

Olivares (2016) menciona que es importante elegir una metodologia que permita predecir

el comportamiento de las variables no controladas ante un escalamiento. Dentro de estas

metodologias se encuentra:
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a) Fundamentales: ecuaciones de micro balances de transferencia de momento, masay calor.

b) Semifundamentales: ecuaciones simplificadas de transporte, analisis de régimen y
analisis de proceso para encontrar las etapas limitantes.

c) Analisis dimensional: basada en analogias de las ecuaciones generadas de los balances de
momento, masa y calor.

d) Reglas empiricas: de acuerdo con la experiencia se fijan condiciones que son factores

limitantes del proceso.

Los parametros para la purificacion del producto se establecen de acuerdo a las
caracteristicas y necesidades del microrganismo empleado, asi como las limitaciones presentadas

durante la etapa de biorreaccion.

“El escalamiento, puede verse perturbado por las condiciones que afectan el crecimiento
de los microorganismos y la formacion de productos en un proceso bioquimico (temperatura,

presion, pH, velocidad de agitacion y concentracion de nutrientes)” (Olivares T. , 2016).

2.7.1. Escalamiento empirico

Mediante el método empirico, se utilizan los parametros establecidos en el proceso a menor
escala como la agitacién, tiempo de residencia, pH, temperatura, entre otros, con la finalidad de

evaluar su comportamiento y posteriormente ajustarlos para obtener un mejor resultado.
2.7.2. Criterios de Escalamiento

Segun Mufioz (2016), existen diversos criterios de escalamiento, que se encuentran
directamente vinculados con las variables que afectan de manera importante el sistema de

produccién.
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« Numero de Reynolds

« Tiempo de mezcla

» Velocidad en la punta del impulsor

« Potencia por unidad de volumen (P/V)

» Coeficiente volumétrico de transferencia de masa

« Similitud geométrica del reactor

De acuerdo a Olivares (2016) se estima que un tercio de los proyectos de produccion
emplean la regla de mantener p/v, aproximadamente 20% usan la velocidad de la punta del
agitador, otro 20% de las plantas industriales realiza sus escalados en base al tiempo de mezclado.
El resto de los escalados utiliza la concentracion de sustrato o producto limitante o inhibitorio, mas

comUnmente sobre la base de la concentracion del oxigeno disuelto.
Los parametros que influyen en la eficiencia de los bioprocesos son:

« El disefio geométrico

« Las variables de operacion
» Propiedades del fluido

« Procesos de transporte

« Cinética de los organismos
Efectos que puede tener el cambio de escala:

* Disminucion del rendimiento
» Cambio de cinética
» Efecto de la esterilizacién

» Efecto del in6culo
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» Problemas de transporte (homogenizacion)
2.7.3. Factores criticos que influyen en el escalamiento

Segun Harmsen (2013), existen distintos factores criticos de escalamiento de equipos y

operaciones unitarias:
Distribucion del tiempo de residencia

La distribucion del tiempo de residencia es afectada por grandes escalas. En reactores puede causar
menor conversion y mas formacion de subproductos. En separaciones puede causar baja

selectividad.
Mezclado

Al aumentar el factor de escala, se reduce la velocidad de mezclado y con ello la selectividad

permitiendo el desarrollo de subproductos no deseados.
Transferencia de masa

La velocidad de la transferencia de masa disminuye con el aumento de escala, debido a que la

distribucion en el medio no es totalmente homogénea.
Transferencia de calor

La velocidad de transferencia de calor en los aumentos de escala puede disminuir debido la

disminucion de area de superficie especifica.
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Capitulo 111

Materiales y Métodos

3.1. Caracterizacion Del Area De Estudio
3.1.1. Localizacion Del Experimento

El desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Bioprocesos de
la Facultad de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias y Ambientales (FICAYA) de la

Universidad Técnica del Norte.

Tabla 6

Ubicacion del area de estudio

Ubicacién del area de estudio

Provincia: Imbabura
Canton: Ibarra
Parroquia: San Francisco
Altitud: 2256 m.s.n.m
Temperatura 19°C
promedio:

HR promedio: 71%

Nota. Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) (2019)

3.2. Materiales y Equipos
3.2.1. Materia Prima E Insumos

e Suero de leche

e Cultivo: Granulos de kéfir
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e Fosfato monobasico de potasio, K;HPO4
e Sulfato de amonio, (NH4)2SO4

e Sulfato de magnesio, MgSO4

e Sacarosa, C12H22011

e Agua Esterilizada, H20

e Alcohol técnico, CH3CH,OH

3.2.2. Equipos

e Centrifuga de discos
e Marmita

e Fermentador 80 L

e Spray dryer

e Cuarto frio

e Balanza infrarroja

e Refractometro digital

e Medidor de pH y conductividad
3.3. Metodologia
3.3.1. Caracterizar el Lactosuero utilizando Analisis Fisicoquimico.

Tabla 7

Analisis fisicoquimico para Lactosuero dulce

Analisis Método Norma Unidad
Lactosa AOAC 984.15 %(m/m)
Proteina lactea  Kjeldahl NTE INEN 16 %(m/m)
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Grasa lactea Gerber NTE INEN 12 %(m/m)

Ceniza NTE INEN 14 %(m/m)
Acidez Titulacion NTE INEN 13 %
titulable

pH AOAC 973.41

En la presente investigacion se utilizo 14.44 L de suero de queso fresco (suero dulce)
en cada fermentacion, el cual fue receptado de la empresa Floralp S.A ubicada en la ciudad de
Ibarra, provincia de Imbabura. Se realiz6 un tratamiento previo de pasteurizacion a una

temperatura de 65°C por un tiempo de 30 minutos.
3.3.2. Escalado del Proceso de Laboratorio de 0.2 L a 30 L para la Obtencion de Kefiran

Con el fin de obtener kefiran a escala piloto de 30 L, se desarrollé un proceso que se
muestra mediante un diagrama de flujo (con los pardmetros que se aplicaron durante el proceso),
asi como también el diagrama instrumental referente a los equipos utilizados en el laboratorio

de Bioprocesos de la Universidad Técnica del Norte.

Figura 4

Diagrama de flujo del proceso de obtencion de kefiran a escala piloto
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Figura 5

Diagrama instrumental del proceso de obtencion de kefiran a escala piloto.
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Descripcion del Proceso para la Obtencion de Kefirén a Escala Piloto
Centrifugacion 1. Se elevd la temperatura del suero a 45°C y se centrifugo utilizando
una descremadora de discos (Modelo Elecrem 3) por un tiempo de 3 h.

Pasteurizacion. El suero centrifugado fue llevado a pasteurizacion a 65°C durante 30

min.

Mezclado. Se preparé el medio de cultivo, mezclando los componentes necesarios para

la obtencion de kefiran, los cuales fueron previamente pesados de acuerdo a la formulacion.

Homogeneizacion. Los 30 L de mezcla, fueron homogeneizados en una marmita con

agitador, durante 10 min.

Pasteurizacion. La temperatura de la mezcla homogeneizada se elevo a 90°C por un

periodo de 15 min.

Enfriamiento. La mezcla fue enfriada hasta una temperatura de 24°C.
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Inoculacion. Se pesaron 1153 g de cultivo (granulos de kéfir) utilizando una balanza

digital, y se procedi6 a inocular en la mezcla.

Fermentacion. La mezcla fue llevada a incubacion por 48 h a 24°C empleando un

fermentador con agitacion.

Inactivaciéon térmica. Se llevd la mezcla a 65°C durante 15 min con la finalidad de

inactivar enzimas generadas durante la fermentacion, las cuales pueden degradar el kefiran.

Precipitacién alcoholica. Se midi6 30 L de mezcla y 45 L de alcohol técnico y se

almaceno en refrigeracion mediante el uso de un cuarto frio a temperatura de 4°C durante 24 h.,

Centrifugacion I1. Se dividi6 cada muestra en 2 lotes de 37.5 L y se procedio a
centrifugar cada lote, mediante el uso de una descremadora de discos (modelo elecrem 3), a

4°C por 5 h.

Lavado I, II, Il1l. Se realiz6 tres lavados por cada lote centrifugado. La biomasa
obtenida se re disolvid en 10 litros de agua previamente pasteurizada y a 65°C. Posteriormente
se centrifugd mediante el uso de una descremadora (modelo elecrem 3) con un tiempo de 6 h

por cada lote.

Secado Se realizé el secado en Spray Dryer (FT80/81). Para las repeticiones F1, F2 Y
F3 se utiliz6 una temperatura de entrada de 175°C y 85°C de salida. Para F4 Y F5 se utiliz6 una

temperatura de entrada de 185°C y 95°C de salida.

Pérez (2016) menciona que el principio de similitud se aplica con la finalidad

de

mantener constantes las variables y parametros que intervienen en el bioproceso.

Para realizar el escalado de obtencidn de Kefiran en una planta piloto, se tomo

en
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cuenta el proceso de obtencion a escala laboratorio como se muestra en el siguiente

diagrama de flujo:

Figura 6

Diagrama de flujo del proceso de obtencion de kefirén

SUERD DE

GRANULOS (48H)
SOLUCION ) (110°C, 15 min) (ir2zc) DE KEFIR (T ("C) ¥ SL*
DE SALES. {10 min) “C)
SACARDSA, 4+ 37% (36MM])
e I ! ' 1
MEZCLADOHHDMCX;ENIMION H ESTERILIZACION H ENFRIAMIENTO H INOCULACION H INCUBACION
RESIDUAL . RESIDUAL .
AGUA, 85°C ACLIOSO AGLA, BE'C ALCOHOLICO H°C. 24 h) (B5°C, 15 i)
& T I
CENTRIFUGACION PELLET | ceNTRIFUGACION| | PRECIPITACION| | INACTIVACION le | HomocENZACIEN
1 [ CON SOLVENTE TERMICA
x
(4°C, 45 min (E 2000 xg) (4°C. 45 min @ 2000 xg)
RESENIAL RESIDUAL .
ACUOSO AGUA 65°C sy AGUA, B5C [75°C. 4B h)
f 1 1
PELLET /~ PELLET( )
CENTR'FI:'G‘“C'DN \5‘ CE”TRWGM'ON SECADOD |—»| KEFIRAN [—»  ALMACENAMIENTO
¥
(4°C. 45 min @ 2000 xg) (4°C, 45 min @@ 2000 xg)

Nota. (Carrera, 2019)

Parametros de Fermentacién. En la presente investigacion se evaluaron las condiciones
de fermentacion establecidas a escala de laboratorio por Carrera (2019) en la investigacion

“Obtencion de kefirdn a partir de suero y granulos de kéfir”.

Tabla 8

Condiciones optimas de fermentacion a escala de laboratorio

Variables Valores
Temperatura (°C) 24
Tiempo (h) 48

Suero de leche (%) 46
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El escalado de la fermentacion se realiz6 a partir la formulacion 6ptima para la obtencion
de kefiran establecida a escala de laboratorio como se observa en la tabla 9, desde un volumen de

caldo de cultivo de 0.2 L hasta un volumen de 30 L.

Tabla 9

Formulacién para fermentacion a escala de laboratorio

Componente % %Brix
Suero de leche 46 7.2
Sales 9.6 1.2
Sacarosa 88% 13.2 74.4
Agua 27.6 0.0
Inéculo 3.6

TOTAL 100 14

Formulacion para fermentacion a escala de 30 L

La formulacion esta constituida por una mezcla del 46% de lactosuero, sacarosa al 88%
(m/v), solucion de sales a 10X conformada por fosfato monobasico de potasio KoHPO4 al 1% m/v,
sulfato de magnesio MgSOs al 5% m/v y sulfato de amonio (NH4)2SO4 al 1% m/v. Con la
finalidad de que cada fermentacion se desarrolle bajo condiciones similares, el valor de los grados

Brix de la solucion madre debe ser 14 (Carrera, 2019).

ml - Brixl + m2 - Brix2 + m3 - Brix3 + m4 - Brix4
ml+m2+ m3+ m4é

°Brix =

Masa total

my =2Xm; = ml+m2+m3+m4
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Masa total con in6culo
mT + ml = mT’

Porcentaje de indculo

m_ 37y
mr. 7
Tabla 10

Nomenclatura de formulacion

Nomenclatura Valores
ml masa Suero 46 %
m2 masa sol. 10K 10 %
m3 masa sol. 88% sacarosa
m4 masa agua destilada
indculo granulos de kéfir 3.70 %
mr masa total 30 kg

Tabla 11

Formulacién para fermentacién a escala de 30L

Masas (fermentacion) Volumen (1)
masa Suero 13.8 kg 14.4419
masa sol. 10K 3 kg 3
masa sol. 88% sacarosa 4.8409 kg 4.8409
masa agua destilada 8.3591 kg 8.3591
indculo 1.15265 kg
masa total 30 kg 30.64186047
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Condiciones para la Inactivacion Térmica de la Mezcla. La inactivacion térmica se

realizo con el fin de inactivar enzimas que afectarian al proceso de obtencidn de kefiran.

Tabla 12

Condiciones Optimas de Inactivacion térmica

Variables Valores
Temperatura (°C) 65
Tiempo (min) 15

3.3.3. Evaluar la Concentracion de Kefirdn Obtenido del Proceso a Escala De 30L.

Para determinar la concentracion de kefiran durante su proceso de obtencién, se realiz6 una

curva de calibracion utilizando distintas concentraciones de glucosa.

Se tom6 6 ml de alcohol técnico a -20°C y 4 ml de lactosuero fermentado. Esta muestra
fue llevada a centrifugacion a (Sorvall ST 16 Centrifuge) a 4°C por 20 min a 4000 xg.
Posteriormente se separ0 el sobrenadante y el precipitado se lavd dos veces con agua destilada

bajo las mismas condiciones para eliminar residuos.

Se mezclaron los sobrenadantes de las dos centrifugaciones para realizar la técnica analitica
del fenol-acido sulfdrico; 1ml de muestra, 1ml de fenol y 3ml de &cido sulfdrico. La absorbancia
se determino a una longitud de onda de 485 nm usando un espectrofotometro UV/Visible (6705

UV/vis Spectrophotometer).
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3.3.5. Analizar los grupos funcionales presentes en el kefiran obtenido, mediante

Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier.

Para identificar los grupos funcionales presentes en la estructura del kefiran, se realiz6 un
analisis FTIR y se compard los resultados obtenidos por otros investigadores, llegando a

determinar si el producto obtenido se trata de kefiran.

“Una de las técnicas de toma de huellas dactilares mas empleadas para caracterizar los
ingredientes alimentarios y detectar adulterantes es la espectroscopia infrarroja de transformada
de Fourier (FTIR), esta técnica es rapida, no destructiva y se considera como un método analitico

verde” (Daza & Parra, 2020)

La luz infrarroja que emite el espectrofotometro pasa a través de la muestra, la cual absorbe
algunas longitudes de ondas, mientras que las demas llegan al detector donde se aplica la
transformada de Fourier, el espectro obtenido permite identificar los grupos funcionales presentes

en la muestra y su ubicacion en las respectivas longitudes de onda (Britos, 2013).

Tabla 13

Asignacion de bandas o picos FTIR

NUmero de onda (cm™) Asignacion
Alcohol y fenoles
3600 Estiramiento O-H del alcohol
3550-3500 Estiramiento C-O
1300-1000
Eteres
1100 Estiramiento C-O-C
Aldehidos y cetonas
2900-2700 Estiramiento C-H de aldehido
1740-1720 Estiramiento C=0 de aldehido alifatico
1730-1700 Estiramiento C=0 de la cetona alifatica
1720-1680 Estiramiento C=0 del aldehido aromatico
1700-1680 Estiramiento C=0 de la cetona aromatica
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1750-1730
1730-1705
1310-1250
1300-1100

3300-2500
1700
1430
1240
930

1840-1800
1780-1740
1300-1100

Eteres

Estiramiento C=0 alifatico
Estiramiento C=0 aromatico
Estiramiento C-O aromatico
Estiramiento C-O alifatico

Acidos carboxilicos
Estiramiento O-H
Estiramiento C=0

Flexion C-O-H en el plano
Estiramiento C-O

Flexion C-O-H fuera del plano
Anhidridos

Estiramiento C=0
Estiramiento C=0
Estiramiento C-O

Fuente: (Mondragén, 2017)
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Capitulo 1V

Resultados y Discusion

4.1. Caracterizacion Fisico Quimica del Suero de Queso Fresco

Se determind que el suero de queso fresco utilizado para la obtencion de kefiran, cumplié con

los pardmetros establecidos en la norma NTE INEN 2594:2011.

Tabla 14

Caracterizacion fisicoquimica del lactosuero dulce

Grasa (%) 0.2
Solidos totales (%) 8.15
Densidad (g/cm3) 1.026
Lactosa (%) 4.68
Proteina (%) 2.94
Acidez titulable (%) 0.1
pH 6.4
Temperatura 4°C

Nota. FLORALP S.A. (2021)

El resultado obtenido en cuanto al porcentaje de grasa del suero de queso fresco (suero
dulce) fue de 0.2%, valor que se encuentra dentro de los parametros especificados en la norma
NTE INEN 2594:2011 (0.3%), siendo similar a lo que mencionan Alava et al. (2014), para el

suero dulce de queseria que van desde 0.1 - 0.5%.

Se estableci6 el valor de pH 6.4, cumpliendo con el rango de 6.8 a 6.4 especificado en
lanorma NTE INEN 2954:2011. El resultado es cercano al valor reportado por Montesdeoca y

Chavez (2020) de 6.66 y Alava et al. (2014) de 6.52.
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Se obtuvo un 0.1% de &cido lactico, valor que se encuentra dentro de lo establecido por
lanorma NTE INEN 2954:2011 en el cual se especifica un porcentaje de 0.16%. Cabe recalcar
la importancia del porcentaje de &cido lactico presente en el lactosuero utilizado (suero dulce)
ya que esta influye en el proceso de fermentacion tal como mencionan Montesdeoca y Chavez
(2020) Si se van a utilizar cultivos microbioldgicos para la fermentacion, la acidez inhabilita el
crecimiento de los microorganismos y con ello las caracteristicas fisicoquimicas y

microbiolodgicas del producto a procesar.

El contenido de lactosa tuvo como resultado 4.68% cumpliendo la norma INEN NTE
2954:2011, en la cual se indica un porcentaje maximo de 5 para el lactosuero dulce. Resultados
cercanos a los obtenidos por Montesdeoca y Chavez (2020) de 3.71% Yy superior al porcentaje

de lactosa reportado por Alava et al. (2014) de 4.648%.

El porcentaje de solidos totales fue de 8.15%, siendo superior al valor reportado por
Montesdeoca y Chavez (2020) de 5.85%. Segun Alava et al. (2014) el contenido de sélidos
totales puede variar dependiendo del contenido de proteina, lactosa, sales minerales que tenga
el suero analizado y puede estar sujeto también, al tipo de proceso utilizado en la elaboracion

del queso; en donde la materia seca del suero consigue quedarse en la masa de cuajada obtenida.

En cuanto a la proteina, se obtuvo 2.94%, resultando superior al valor minimo. de 0.8%
especificado en la norma NTE INEN 2954:2011. Asimismo, fue superior a lo reportado por
Montesdeoca y Chavez (2020) de 0.94%; y a lo determinado por Alava et al. (2014), quienes

obtuvieron contenidos de proteina entre 0.85% - 1.25%.
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4.2. Escalamiento del Proceso de Laboratorio de 0.2 L a 30 L para la Obtencion de Kefiran.

En la figura 6 se presenta la descripcion del proceso de obtencién de kefiran a escala
piloto y a escala de laboratorio. Como se puede observar, en ambas escalas existe similitud en
los parametros de temperatura y tiempo de las etapas up-stream y down-stream. Sin embargo,
existe diferencias en cuanto a los equipos utilizados debido a su volumen como por ejemplo en
la fermentacion como describe Carrera (2019) la preparacion de 200 ml de caldo de cultivo e
inoculacion de 3.7 g de granulos de kéfir se realizd en un matraz Erlenmeyer con ayuda de un
agitador termostatico para la incubacion; mientras que para la fermentacion a escala piloto, en
base al mejor tratamiento obtenido en laboratorio se preparé 30 L de caldo de cultivo con el

in6culo, en un fermentador con agitador de paletas planas de capacidad de 80 L.

Figura7

Comparacion del proceso de obtencion de kefiran a escala de laboratorio y escala piloto

ESCALA DE LABORATORIO (0.2 L) ESCALA PILOTO 30 L)
SUERO DE LECHE [ SUERO DE LECHE .
SOPCIN DR SALES | HOMOGENEIZACION HILLCYONDESALES HOMOGENEIZACION
SACARCSA — T SACARCSA — 2 27
AGUA DESTILADA Y ESTERILIZACION AGUA DESTILADA Y ESTERILIZACION
110°C. 15min [ 110°C, 15min
GRANULOS DEKEFIR3,7% !  FERMENTACION GRANULOS DEKEFIR3.7% 3 FERMENTACION
48h, 24°C s = 48h, 24°C : %

ALCOHOL TECNICO 60:40 »

e PURIFICACION ALCOHOL TECNICO 6040 —p|  pURIFICA CION

AGUA 65°C

INT® 170°C; EXT°=85°C

75°C, 48h — | SECADO EN ESTUFA INT® 180°C: EXT=95°c  — P

SECADO POR
ATOMIZACION

l -

KEFIRAN KEFIRAN
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La produccion de kefirdnse llevo a caboen 5 repeticiones de acuerdo con la
formulacion establecida para escala de 30 L. Cada etapa fue desarrollada en equipos semi
industriales de los laboratorios de Bioprocesos y Unidades Edu-productivas con el criterio

empirico en cuanto al escalado.
4.2.1. Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo es aquel en donde se concentrd el kefiran a partir del indculo
(granulos kéfir). Esta fuente de alimentacion para los granulos de kéfir se desarroll6 a partir de
suero en un 46% el cual fue pasteurizado a 65°C por 30 min y centrifugado, posteriormente

con sacarosa 88% Yy una solucién de sales10X.

La solucién de sales 10X esta conformada por H2PO4 al 1% (m/v), MgSOs al 5% (m/v)
y (NH4)2SOs al 1% (m/v). Enla tabla 15se muestra la masa de sales calculada para la

preparacion de 3 kg (3 L) de esta solucion.

Tabla 15

Solucioén de sales 10X

SALES MASA (g)
1% Fosfato de potasio 30
5% Sulfato de magnesio 150
1% Sulfato de amonio 30

Nota. La mezcla conformada de sacarosa 88%, solucion de sales 10X y suero de leche
al 46%, fue pasteurizada a 90°C por 15 min y posteriormente llevada a temperatura

ambiente.
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4.2.2. Produccién de Kefiran

Finalmente, el medio de cultivo conté con las siguientes caracteristicas: una
concentracion media de 15.54 °Brix, pH 5.62 y 24°C. Posterior a la homogenizacion del medio
de cultivo,se procedi6 a inocular1153 g degranulos de kéfircon base a
la formulacion descrita en la tabla 11. Para esta etapa se usd un Biorreactor de 80 L, con un

agitador de paleta planas y control de temperatura y pH.

El proceso de incubacion tuvo una duracion de 48 h a 24°C en un medio anaerobio y
lentamente agitado para que los granulos de kéfir se distribuyan en toda el area del medio de

cultivo.

Tabla 16

Crecimiento del indculo (granulos de kéfir) a las 48h de fermentacion

Fermentacién Peso inicial (g) Fermentacion 48h (g) Crecimiento indculo (%)

F1 1153 1303.7 13.07
F2 1153 1300.8 12.81
F3 1153 1308.4 13.47
F4 1153 1302.8 12.99
F5 1153 1306.1 13.27

Promedio 1304.36 13.12

La tabla 16 muestra los resultados después de 48 h de la etapa de fermentacion, en
promedio el crecimiento del inoculo fue de 13.12%. Similar a lo mencionado
por Garcia y Hernandez (2015), la biomasa de los granulos de kéfir aumenta lentamente

después de 24 horas, alrededor de 5-7% de su biomasa.



Figura 8

Porcentaje de crecimiento del in6culo durante las fermentaciones

Crecimiento inaculo (%)
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4.2.3. Etapa de Purificacién

Después de una incubacion de 48 h se filtraron los granulos de kéfir del medio de
cultivo y este Gltimo fue llevado a 65°C por 15 min para asi eliminar cualquier traza de
microorganismaos que pudieran alterar el producto final. Para la extraccion de
kefiran se desarroll6 una precipitacion alcoholica en la cual se utilizé alcohol técnico en una

relacion 40:60, esto fue llevado a 4°C por 24 h.

Se emple6 una descremadora de discos (modelo elecrem 3) para la separacion del
sobrenadante y el precipitado. Posteriormente se extrajo el precipitado (kefiran) presente en los
discos de la descremadoray se diluyé en agua destilada a 65°C. La disolucién se llevd
nuevamente a centrifugacion. Este proceso se repitid 3 veces para cada lote con la finalidad de

eliminar trazas de alcohol y sales del medio utilizado para la fermentacion.
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Tabla 17

Kefiran obtenido de cada repeticion posterior a la precipitacion y lavados

Fermentacion Precipitado(g) Lavado Il (g) Rendimiento

F1 893.2 442.5 49.5%
F2 963 539.8 56.1%
F3 911.3 460.3 50.5%
F4 933.2 413.1 44.3%
F5 953.6 473 49.6%

En la tabla 18, se muestra los gramos de kefiran obtenidos por litro de medio de cultivo
en cada una de las repeticiones a escala piloto y de laboratorio. Se puede observar que se obtuvo

mayor cantidad de Kefiran a escala laboratorio.

Tabla 18

Comparacion del rendimiento de kefiran obtenido a escala piloto y de laboratorio

Escala de Laboratorio Escala Piloto
Exp. Kefiran (g/L) Exp. Kefiran (g/L)
1 5.28 1 0.90
2 5.2 2 3.05
3 5.05 3 1.97

4 3.23
Prom. 5.18+0.40 2.41 +£0.97

Nota. Elaborado por autores (2021)
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4.2.4. Obtencidn de kefiran en polvo por atomizacion

El kefiran lavado fue diluido en agua destilada en una relacion de 1:2 con la finalidad

de acondicionarlo para el uso del spray-dryer y evitar incrustaciones en el equipo. El producto

en liquido es ingresado en una cdmara de secado por un sistema de dispersion de gotas sobre

las cuales se sopla aire caliente, eliminando la humedad unida a las particulas por evaporacion

permitiendo obtener el producto en polvo. Las temperaturas se configuraron teniendo en cuenta

que el kefiran no es un producto termolabil por lo cual no se veria alterado por el calor en el

proceso de secado.

Tabla 19

Condiciones para el secado por spray dryer

Fermentacién Temp. Temp. ~ Flujo. , Presion (Bar) Humedad
Entrada Salida Alimentacion (%)

F1 170 85 12 4 12.83

F2 170 85 12 4 12.96

F3 170 85 12 4 958

F4 180 95 12 4 9.49

F5 180 95 12 4 947

4.2.4.1. Medicién de humedad del kefiran en polvo

La medicion del porcentaje de humedad de kefiran obtenido, se realizd en una balanza

infrarroja del laboratorio de anélisis de las Unidades Edu Productivas.
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Tabla 20

% de humedad kefirén en polvo

Fermentacion Humedad
F1 12.83%
F2 12.96%
F3 9.58%
F4 9.49%
F5 9.47%

4.3. Evaluar la concentracion de kefiran obtenido a escala de 30 L

Para la determinacion de carbohidratos totales presentes en el kefiran, se realiz6 una
curva patron de glucosa mediante el método de Dubois et al. (1956), a través de
espectrofotometria a una longitud de onda de 480 nm y con diferentes concentraciones a partir

de un patrén de glucosa de 1 mg/ml.

Tabla 21

Concentraciones de glucosa (pug/ml).

Concentracion Abs1l Abs Abs Abs Promedio

(ug Glu/ml) 2 3

10 0.027 0.025 0.027 0.026 +0.001
20 0.041 0.048 0.043 0.044 +0.004
30 0.073 0.075 0.077 0.075+0.002
50 0.099 0.103 0.104 0.102 +0.003
60 0.122 0.110 0.118 0.117 +0.006
80 0.155 0.174 0.155 0.161+0.011
90 0.173 0.191 0.170 0.178+0.011

100 0.216 0.216 0.213 0.215+0.002




En la figura 9 se muestra la relacion lineal que existe entre la concentracion de glucosa (um
Glu/ml) y la absorbancia dentro de los valores establecidos para el analisis. Mediante la

ecuacion Abs = 0.0021-C (ug/ml) se calculd la concentracion de kefirdn obtenida en cada

fermentacion.

Figura 9

Curva de calibracién de glucosa para la concentracion de kefiran
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Nota. El grafico representa la curva de calibracion de glucosa para la concentracion de kefiran,

con un coeficiente de regresion R?=0,9914 lo cual indica que existe un ajuste cuadratico bueno.

Como resultado de la aplicacién del analisis fenol- acido sulfdrico se obtuvo una
concentracion promedio de kefiran de 63.03 £ 2.861 mg Glu/ml, la cual es mayor al valor
obtenido en la investigacion de Sabokbar et al. (2015) cuya concentracion méaxima fue de 60.04

+1.13 mg Glu/ml.
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Tabla 22

Concentraciones de kefiran (mg Glu/ml).

Abs Abs Abs Abs Concentracion de

Fermentacion 1 2 3 promedio kefiran mg Glu/ml
F1 0.181 0.183 0.185 0.183 67.13 £ 0.002
F2 0.173 0.176 0.179 0.176 64.50 £ 0.003
F3 0.177 0.185 0.181 0.181 66.38 £ 0.004
F4 0.189 0.190 0.192 0.190 69.88 £ 0.002
F5 0.169 0.173 0.168 0.170 62.25 £ 0.003

Promedio 63.03 + 2.861

Nota. Elaborado por autores (2021)

Comparando con los resultados de investigaciones a escala de laboratorio y en la
elaboracion de una bebida funcional a base de lactosuero y granulos de kéfir en las cuales se
obtuvo 177.5 mg Glu/ml y 199.4 mg Glu/ml respectivamente. Se puede evidenciar que en el
bioproceso a escala piloto existié una menor concentracion de kefiran debido al manejo del
experimento. Tomando en cuenta uno de los pardmetros criticos del escalado, como es el
tiempo de reaccion en las dos etapas del bioproceso; Bolivar (2007) menciona que “Los
tiempos caracteristicos que reflejan la rapidez con que se efecttan los diversos subprocesos
fisicos, tienden a aumentar durante el escalado y en ocasiones perjudican etapas sensibles del

proceso”.



4.4. Analizar los grupos funcionales presentes en el kefiran obtenido, mediante
Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier.
Para identificar los grupos funcionales presentes en la estructura del kefiran, se realizd

un analisis FTIR y se comparé con los resultados obtenidos por otros investigadores, llegando

a determinar si el producto obtenido se trata de Kefiran.

El kefiran descrito por Fujisawa (1998) es una matriz gelatinosa rica en polisacaridos que
consta de cantidades iguales de galactosa y glucosa, esta originada del cimulo de granos de keéfir,
mismo que es un producto lacteo liquido, fermentado por la accion de hongos y bacterias
especificas (Machado et al., 2013). Las muestras de kefirdn presentan trazas de alcohol en su

composicién debido al proceso de separacion que se llevo a cabo utilizando alcohol técnico a 96°.

Figura 10
Espectro FTIR de exopolisacarido de kéfir.
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Figura 11

Espectro FTIR de muestras de kefiran a escala piloto.
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En el presente grafico se observa las muestras de kefiran analizadas con la técnica de
Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier, resultado de la interaccion entre la
radiacion infrarroja y la muestra analizada, donde el eje de las “x” esta representado por los
valores del intervalo de longitud de onda, en nimero de onda (cm™). Mientras que el eje de las

y”, esta representado por los valores de la intensidad transmision o transmitancia en este caso

particular (Mondragon, 2017).

El andlisis del espectro de la quinta muestra indica una similitud enorme con los

espectros de las muestras uno y tres, dejando en evidencia en la seccién de la izquierda dos picos
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en los nimeros de onda 3276.57 cm™ y 2927.35 cm™. De igual forma que en los espectros de
las tres muestras, se puede ver dos picos que reflejan una banda ancha en el rango de (3200-
3500) cm™, debido a vibraciones de estiramiento en los enlaces (O-H, C-H). Se acredita con
esto la existencia de compuestos como azlcares (carbohidratos), proteinas, alcoholes, y

aldehidos.

Siguiendo con el espectro en este sector entre (1650-600) cm™, se encuentra otro pico
en 1396.62 cm, lo cual coteja con lo indicado en Radhouani et al., (2018), donde el pico
ubicado alrededor de 1410 cm™ proviene de una combinacion de flexion del enlace O-H del
grupo C-OH, y flexién de la union (C-H) de los alquenos. Al igual que en el estudio de
Mondragén (2020), donde la banda alrededor de 1400 cm™ se atribuye a los grupos CHa- y OH.

Todo lo cual respalda la presencia de hidrocarburos.

Por otro lado, se observa en el sector de la derecha o de la huella dactilar el primer pico
ubicado en 1075.80 cm™, en este caso describe Mondragon (2020) la presencia de carbohidratos
como la glucosa en 1073 cm™ con vibraciones de estiramiento en los grupos (C-O y C-C) y
flexion en (C-O-H). Posteriormente se observa otro pico en 1237.94 cm™, esto se explica como

modos vibracionales de extension y flexién correspondientes al grupo de cetonas (C=0-C).

Una diferencia del espectro con la tercera muestra, es un pico ubicado en 1451.03 cm™,
el cual explicado por Radhouani et al., (2018), indica que las bandas alrededor de 1400 cm™ se
atribuyen a los grupos CH2 y OH, especificamente que los picos en 1443 cm™ se deben a la

flexion en (C-H y O-H), indicando azUcares y proteinas.

Los espectros de la segunda y cuarta muestra son similares, casi todos sus picos se

encuentran en los mismos nimeros de onda, lo cual se puede apreciar tanto en el lado de los
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grupos funcionales, como en el de la huella dactilar. A la izquierda en la primera seccion se
observa ambos picos a 3277.77 cm™, lo cual indica vibraciones de estiramiento de enlaces de
(O-H y C-H), y a 2923.18 cm™. segun el estudio de Djobo (2014), que describe el espectro de
la leche en polvo, la banda ubicada entre (2700-2900) cm™, esta asociada con la vibracion de
estiramiento de C — H, y se asigna al grupo de los aldehidos. Con el caso analogo de la leche en
polvo por su composicion, estado y origen de una matriz lactea, se puede inferir que el espectro
muestra la existencia de compuestos como alcoholes y aldehidos. Ademas de carbohidratos y

proteinas.

Se observa de igual forma en ambas muestras que los picos ubicados en el espectro entre
615.27 cm™ y en 655.99 cm™, indica presencia de azlcares y carbohidratos, también las bandas
observadas en esta misma region se relacionan con modos vibracionales de flexion (OH), de

compuestos fenolicos.

El pico ubicado a 1107.26 cm™, da origen a vibraciones de estiramiento del enlace (C-
OH) demostrando la presencia de alcoholes primarios y carbohidratos como la fructosa al
ubicarse en el rango de (1025-1100) cm™. Para el pico que sigue ubicado en 1452.39 cm?, el
estudio de Radhouani et al. (2018), explica que las bandas alrededor de 1400 cm™ se atribuyen
a los grupos CH2 y OH, adicional expone que los picos en 1443 cm™ se deben a la flexion en

(C-H y O-H), indicando azUcares y proteinas.

Para los picos en 1580.52 cm™ y 1625.82 cm™?, los estudios mencionados confirman la
presencia de aminas tipo 1 y 2, relacionados con un estiramiento en el enlace (C-N) y un
balanceo en el enlace (N-H). La Unica diferencia en el espectro de la muestra F4, con respecto

al analisis de F2, es el pico ubicado en el nimero de onda de 1196.30 cm™*; segiin Mondragén
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(2020), los picos ubicados entre el rango de (1100-1200) cm™ estan relacionados con un
estiramiento del enlace (C-O). Se identifican también modos vibracionales de extension y

flexion correspondientes al grupo de las cetonas (Dominguez et al., 2019).

Después de analizar los picos de los espectros de IR correspondientes a todas las
muestras, se puede encontrar una gran cantidad de compuestos relacionados con los picos en los
diferentes numeros de onda como alcoholes poliméricos, azlcares (carbohidratos), proteinas y
aldehidos. Debido a la utilizacion de sulfato de amonio en la fermentacion; se puede observar
en los espectros de las muestras trazas de amidas y aminas tipo 1y 2, lo cual indica que estos

compuestos no fueron eliminados en su totalidad durante la etapa de purificacion.

En esta investigacion se correlaciona y corrobora la mayoria de los compuestos presentes
en las muestras en polvo de kefiran aisladas de la matriz de los granos de kéfir, comparando con
distintos estudios de muestras semejantes como en el estudio de Chen et.al (2016) acerca de la
caracterizacion de exopolisacaridos obtenidos de Kéfir tibetano, en el cual el espectro presenta
un pico en 3390 cm™, atribuido al grupo hidroxilo y un pico cerca de 2927 cm™ asociados con
el estiramiento del enlace C-H y CH> alifético, similares a los picos obtenidos en los espectros

de todas las muestras.

De la misma manera, en la investigacion de Radhouani et al. (2018) titulada
“Biopolimero de Kefiran: Evaluacion de sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas”, se
reportan componentes del biopolimero de kefiran, como azUcares, hidrocarburos (alcanos),
alcoholes y proteinas, mismas que fueron encontradas en el analisis de la Espectroscopia

Infrarroja, de las cinco muestras en polvo de kefiran.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Mediante el andlisis fisico — quimico del lactosuero obtenido de la empresa
FLORALP S.A. se determin6é que cumplié con los parametros establecidos en la
norma ecuatoriana INEN 2594: 2011, para su utilizacion como materia prima en el

proceso de obtencion de kefiran.

Por el método fenol sulfarico se logré elaborar una curva de calibracién con la cual
se estimo la concentracion promedio de kefirdn de 63.03 + 2.861 mg Glu / ml, valor

que se encuentra dentro de lo reportado en otras investigaciones.

Utilizando un criterio empirico se pudo desarrollar un proceso de obtencion de
Kefiran a escala piloto, aplicando los parametros dptimos de escala de laboratorio.

Con lo cual se obtuvo en promedio un rendimiento de 2.41 + 0.97g kefiran / L.

En los analisis de Espectroscopia FTIR, los espectros obtenidos de las 5 muestras son
similares al espectro de kefirdn comercial, ya que presentan los mismos grupos

funcionales; por lo tanto, se sugiere que el producto obtenido se trata de kefiran.
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5.2. Recomendaciones

Se sugiere establecer los parametros 6ptimos para el secado de kefiran por el
meétodo de atomizacion.

Es necesario realizar experimentos para purificar el alcohol técnico del
proceso de precipitacion y poder reutilizarlo en varias repeticiones.

Se sugiere investigar otros métodos de separacion para sustituir a la
centrifugacion que permitan disminuir las pérdidas de kefiran durante la etapa
de purificacion.

Es necesario estudiar el comportamiento de kefiran en la creacién de nuevos

productos.
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Anexos
Anexo 1. Norma INEN 2594:2011 Requisitos suero de leche liquido

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION
Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2594:2011

SUERO DE LECHE LiQUIDO. REQUISITOS.

Primera Edicion

FLUIDWHEY. REQUIREMENTS

Frst Egiton

DESCRIPTORES: Teonciogia de los atmentos. leche y productos lacteos, otros producios 1acieos, suero de leche liquido, requisitos.
ALO3.01448

CDU. 637.142

Chu: 3112

ICS:§7.100.99
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InstRuto Ecustoriano de Normalizacidn, INEN — Casilla 17-01-3999 - Baquerizo Moreno EB8-29 y Almagro - Quito-Ecuador - Prohibids ls reproduccion

S INEN

ICS.67.10099 AL 03.01-448
Norma Técnica SUERO DE LECHE LIQUIDO. NTE INEN

Ecuatoriana REQUISITOS. 2594:2011

Voluntaria 2011-08

1. OBJETO
1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el suero de leche liquido, destinado a posterior
procesamiento como materia prima o como ingrediente.

2. ALCANCE
2.1 Esta norma se aplica al suero de leche liquido, para uso en la Industria alimenticia y otras como:
higiene, cosméticos, farmacéutica. No se permite el uso, del suero de leche, en los productos lacteos
en los que la norma pertinente lo considere como adulterante.

3. DEFINICIONES

3.1 Para los electos de esta norma se adoptan las siguientes definiciones:
3.1.1 Suero de leche. Es el producto lacteo liquido obtenido durante la elaboracion del queso, la caseina
0 productos similares, mediante la separacidn de la cuajada, después de la coagulacidn de la leche
pasteurizada y/o los productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulacién se obtiene mediante la
accidn de, principaimente, enzimas del tipo del cuajo.
3.1.2 Suero de leche dcido. Es el producto lacteo liquido obtenido durante la elaboracion del queso, la
caseina o productos similares, mediante la separacion de la cuajada después de la coagulacion de la
leche pasteurizada y/o los productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulacién se produce,
principaimente, por acidificacién quimica y/o bacteriana.

3.1.3 Suero de leche dulce. Es el producto definido en 3.1.2, en el cual el contenido de lactosa es
superior y la acidez es menor a la que presenta el suero de leche acido.

3.1.4 Suero de leche concentrado. Es el producto liquido obtenido por la remocion parcial de agua de
los sueros, mientras permanecen todos los demas constituyentes en las mismas proporciones relativas,
4. CLASIFICACION

4.1 Dependiendo de su acidez y del contenido de lactosa, el suero de leche liquido, se clasifica en:
4.1.1 Suero de leche dcido
4.1.2 Suero de leche duice

5. DISPOSICIONES ESPECIFICAS
5.1 El suero de leche liquido, destinado a posterior procesamiento debe cumplir con los requisitos
establecidos en el Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura, y provenir de productos que hayan
utiizado leche pasteurizada para su elaboracion.

5.2 No debe contener sustancias extrafas a la naturaleza del producto y que no sean propias del
procesamiento del queso.

5.3 Los limites maximos de plaguicidas no deben superar los establecidos en el Codex Aimentarius
CAC/MRL 1 en su ultima edicion.

5.4 Los limites maximos de residuos deo medicamentos veternarios no deben superar los
establecidos en el Codex Alimentario CAC/MRL 2 en su Gltima edicion.

(Continua)
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6. REQUISITOS
6.1 Requisitos fisicos y quimicos

6.1.1 El suero de leche liquido, ensayado de acuerdo con las normas comespondientes, debe
cumplir con lo establecido en la tabla 1.

TABLA 1. Requisitos fisico-quimicos del suero de leche liquido

Requisitos Suero de leche dulce Suero de leche Método de ensayo
dcido
Min. sf.‘ un._Tgn.

| Lactosa, % (m/m) - =

Proteina lackea, % (m/m) 0,8 - 08 - NTE INEN 16
| Grasa lactea, % (mJm) = 03 - 03 NTE INEN 12
| Ceniza, % (mim) = 07 - 07 NTE INEN 14

Acdez Wulatle, % (calcdada | — 016 035 - NTE INEN 13

[ Ac $C0)

o 68 64 55 48 AQAC 87341

6.1.2 Requisitos microbioldgicos. El suero de leche liquido ensayado de acuerdo con las nomas
correspondientes, debe cumplir con lo establecido en la tabla 2,

TABLA 2. Requisitos microbiolégicos para el suero de leche liquido.

Requisito n m L] (3 Método de ensayo

—~ de o

|_aerctios mesdlios ulc/g S 30000 100 000 ! NTE NEN 15295

3 col ukc g, 5 <10 - [*] NTE INEN 15298

| Staphylocoocus auraus ukcg. ) <10 100 1 NTE INEN 152914 |
Samonea /25g 5 Msencia - 0 NTE INEN 152915
Deteccién = Listeda

|__monocytogenes 259 5 auserca - 0 1SO 112901

Donde

n = Niomero de muestras a examinar,

m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

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

¢ = Niomero de muestras permisibles con resultados entre m y M.

6.1.3 Aditivos. Se permite el uso de los aditivos enlistados en la NTE INEN 2074,

6.1.4 Contaminates. El limite maximo no debe superar lo establecido en el Codex Alimentarius
CODEX STAN 193-1995, en su Gitima edicion.

6.2 Requisitos complementarios. El suero de leche liquido debe mantener la cadena de frio en ol
almacenamiento, y distribucién a una temperatura de 4 T +2 Ty su transporte debe ser realizado en
condiciones idoneas que garanticen el mantenimiento del producto.

7. INSPECCION
7.1 Muestreo. El muestreo debe realizarse de acuerdo con lo establecido en la NTE INEN 4.

7.2 Aceptacion o rechazo. Se acepta el lote si cumple con los requisitos establecidos en esta
noma: caso contrario se rechaza.

7.21 El producto rechazado debe identificarse claramente para evitar el mal uso.

(Continua)
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APENDICE Z
Z.1 DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 4 Leche y productos lacteos. Muestreo

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 12 Leche. Determinacion del contenido de grasa.
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 13 Leche. Determinacion de la acidez titulable.
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 14 Leche. Determinacion de solidos totales y cenizas.
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 16 Leche. Determinacion de proteinas.

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 15295  Control  microbiologico de  los  alimentos.
Determinacion del numero de microorganismos
aerobios mesofilos REP.

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-8 Control  microbiologico de los  alimentos.
Determinacion de coliformes fecales y escherichia
coli

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-14 Control  microbiologico de  los  alimentos.
Staphylococcus aureus. Recuento en placa de
siembra por extension en superficie

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 152915  Control microbloldgico de los alimentos. Salmonella.
Método de deteccion

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2074 Aditivos alimentarios permitidos para consumo
humano. Listas positivas. Requisitos.

CAC/MRL 1 Lista de limites maximo para residuos de plaguicidas

CAC/MRL 2 (rev. 2008) Lista de Limites Maximos para Residuos de
Maedicamentos Veterinarios  Programa conjunto
FAQOMS

CXS 193-195 (Enm. 2009) Norma general del Codex para los contaminantes y

las toxinas presentes en los aimentos y piensos

Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura para alimentos procesados. Decreto Ejecutivo
3253, Registro Oficial 696 de 4 de Noviembre del
2002

AOAC Official Method 984.15 Lactose in mik. Enzymatic method. Final accion. 18
Ede.

AOAC Official Method 973.41 PH of water. 18 Edc.

ISO 11290-1:1996 Microbiology of food and animal feeding stuffs --
Horizontal method for the detection and enumeration
of Listeria monocytogenes ~ Part 2: Enumeration
method

Z.2 BASES DE ESTUDIO

CFR Code of Federal Regulations Titie 21, chapter |, subchapter B, part 184 Direct Food Substances
Affirmed as Generally Recognized as Safe, subpart B, page 118, Sec. 184.1979 Whaey.

U.S. Department of Health and Human Services, Public Health Service, Food and Drug Administration,
GRADE "A” Pasteurized Milk Ordinance, 2009 Revision.

Republica de Colombia. Ministerio de la Proteccion Social. Resolucion No. 2997 del 29 de agosto del
2007. Medificado por Resolucién 1031 de 2010 del 19 de marzo del 2010

CODEX STAN 289-1995(Rev. 2003, Enm. 2006). NORMA DEL CODEX PARA SUEROS EN POLVO

-3- 2011517

61



INFORMACION COMPLEMENTARIA

Documento: TITULO: SUERO DE LECHE LIQUIDO. REQUISITOS. Cadigo:
NTE INEN 2594 AL 0301448
ORIGINAL: REVISION:
Fecha de iniciacion del estudio: Fecha de aprobacion anterior por Consejo Directivo
2010-12 Oficializacion con el Caracter de
por Acuerdo Ministerial No.  de
publicado en ¢l Registro Oficial No. de
Fecha de iniciacién del estudio:
Fechas de consulta pablica: de a

Subcomité Técnico: LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Fecha de iniciacion: 2011-01-20

Integrantes del Subcomité Téeenico:

NOMBRES:

Dr. Rafael Vizcarra (Presidente)

Fecha de aprobacion: 2011-02-09

INSTITUCION REPRESENTADA:

Centro de la industria lictea, CIL-ECUADOR

Dra. Teresa Rodriguez INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE,
Guayaquil

Dra. Indim Delgado ALPINA ECUADOR S.A.

Dra. Ménica Sosa INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE, Quito

Ing. Rocio Contero UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

Ing. Paola Simbafia UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

Tiga. Tatimna Gallegos MINISTERIO DE SALUD - SISTEMA
ALIMENTOS

Dr. David Villegas MIPRO

Sr. Rodrigo Gomez de la Torre PRODUCTORES DE LECHE

Dra. Katya Yépez NESTLE ECUADOR

Dr. Galo lzuricta PATEURIZADORA QUITO

Ing. Lourdes Reinoso SFG - MAGAP

Ing. Danicl Tenorio AILACCEP

Dm. Ménica Quinatoa

Dr. Rodrigo Duciias
Dm. Ma. Isabel Salazar

DIRECCION PROVINCIAL DE SALUD DE

PICHINCHA
REYBANPAC

INDUSTRIAS LACTEAS TONIS.A.

Ing. Jorge Chavez MAGAP

Ing. Franklin Hernandez UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE
Ing. Fernando Paraga PROLAC

Ing. Angel Oleas PROLAC

Dr. Marlon Revelo PASTEURIZADORA QUITO

Tlgo. Ernesto Toalombo
Dra. Ana Maria Hidalgo

Dr. Alexander Salazar
Dr. Antonio Camacho
Ing. César Guzman
Ing. Juan Romero

Ing Leomardo Bafio

EL SALINERITO

LABORATORIO OSP - UNIVERSIDAD

CENTRAL

REYBANPAC- LACTEOS

ACA FOOD SAFETY
ASAMBLEANACIONAL
LACTEOS SAN ANTONIOS A.
ASO SIERRA NEVADA

Dr. Alfonso Alvarez ALPINA ECUADOR SA.
Ing. Galo Sandoval UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
Ing. Maria E. Davalos (Secretana Tecnico) INEN

La Subsccretaria de Industrias, Productividad ¢ Innovacion Tec

Productividad aprobo este proyecto de norma

logica del Mini

io de Industrias y

Oficializada como: Voluntaria

Por Resolucion No. 11205 de 2011-07-12

Registro Oficial No. 511 de 2011-08-11

62



Anexo 2. Espectroscopia FTIR muestras de kefiran en polvo
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