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RESUMEN

La conservacion del medio ambiente es uno de los temas de mayor interés social en los
Gltimos tiempos, es por ello que se busca incentivar a las industrias a reutilizar los residuos
como sustrato a través de procesos biotecnologicos. El objetivo de este estudio fue utilizar
suero de leche como materia prima para la obtencion de &cido lactico, en condiciones
anaerobias de fermentacion para el crecimiento del microorganismo Lactobacillus delbrueckii
subs. Bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Se realizd el analisis fisicoquimico y
microbiologico del lactosuero para garantizar la calidad del lactosuero como materia prima
basado en la NTE INEN 2594. El suero fue previamente pasteurizado a 85°C por 15 minutos.
Se estudiaron variables como suplemento el extracto de levadura con fuente de nitrogeno y
vitaminas y la variable temperatura de fermentacion a 38°C y 43°C esto con el objetivo de
optimizar el consumo de lactosa por parte de las bacterias lacticas. Para definir las condiciones
ideales que permitieron maximizar la productividad del acido lactico, se realizaron 6
tratamientos experimentales con 3 repeticiones de cada uno, con esto se pudo determinar el
mejor tratamiento. La extraccion de &cido lactico se realizd a partir del caldo fermentado
mediante filtracién al vacio y destilacion simple. Los datos se registraron en la plantilla de
Microsoft Excel y el posterior analisis de los resultados mediante la técnica estadistica
ANOVA, en la que se llevo a cabo la comparacion de las medias individuales, la comparacion
de diferencias entre factores y la seleccion del mejor tratamiento a través del analisis con
Tukey. Mediante el estudio de la acidez titulable y la medicién del pH, se determind que se
dieron condiciones adecuadas en la maximizacién de la produccion de éacido lactico en el
tratamiento T4 en combinacién con Factor “Al1” con el suero suplementado con extracto de
levadura + CaCOs en una concentracion de 0.5% v/v y Factor "B" que es la temperatura de
fermentacion a 43°C, inoculado con bacterias acido lactica a 0,1% m/v, alcanzando un valor
de 23.29 g/L de acido lactico, otro parametro fisico-quimico es el pH donde se obtuvo un valor
de 3.09 en el producto final.

Palabras claves: Lactosuero, Lactobacillus, Streptococcus, suplemento, Biotecnolégico,
fermentacion, cido lactico.



ABSTRACT

The conservation of the environment is one of the issues of most significant social interest in
recent times, which is why it seeks to encourage industries to use waste to use it as a substrate
through biotechnological processes. The objective of this study was to use whey asraw
material to obtain lactic acid, determining the appropriate conditionsfor the growth of
Lactobacillus delbrueckii subs—Bulgaricus and Streptococcus thermophilus by anaerobic
fermentation. The serum was previously pasteurized at 85°C for 15 minutes. The
physicochemical and microbiological analysis of the whey was to guarantee the quality of the
whey as a raw material according to the NTE INEN 2594 Standard and variables such as
supplement, yeast extract with a source of nitrogen and vitamins + calcium carbonate
neutralizer of pH and temperature were studied. Fermentation at 38°C and 43°C this is to
optimize the consumption of lactose by lactic acid bacteria and to define the ideal conditions
that allowed to maximize of the productivity of lactic acid. Six experimental treatments were
carried out with three repetitions, so it was possible to determine the best treatment. Lactic
acid extraction was performed from the fermented broth by vacuum filtration and simple
distillation. The data was recorded in the Microsoft Excel template, and the subsequent
analysis of the results using the ANOVA statistical technique, in which the individual means,
the comparison of differences between factors, and the selection of the best treatment were
carried out through analysis with Tukey. By studying the titratable acidity and measuring the
pH, it was determined that adequate conditions were given to maximize the production of
lactic acid in the T4 treatment in combination with Factor "Al" with the serum supplemented
with yeast extract. + calcium carbonate in a concentration of 0.5% m/v and Factor "B" which
is the fermentation temperature at 43°C, inoculated with lactic acid bacteria at 0.1% m/v
reaching a value of 23.29 g/L of lactic acid, another physical-chemical parameter is the pH
where a weight of 3.09 in the final product.

Keywords: Whey, Lactobacillus, Streptococcus, supplement, Biotechnological, fermentation,
lactic acid.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.
1.1  Antecedentes.

La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de la economia de paises
industrializados y en desarrollo, el suero de leche y algunos productos que contienen
lactosueros son considerados aliados en la industria alimenticia, especialmente en Estados
Unidos, Australia y la Unién Europea, quienes son los mayores consumidores de este
producto, aunque se debe considerar que en el mundo se producen unos 190 millones de
toneladas de suero de leche por afio. Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en
la industria quesera es eliminada como lactosuero el cual retiene cerca de 55% del total de
ingredientes de la leche como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales. La
composicion de lactosuero varia dependiendo del origen de la leche y el tipo de queso
elaborado, pero en general el contenido aproximado es de 93.1% de agua, 4.9% de lactosa,
0.9% de proteina cruda, 0.6% de cenizas (minerales), 0.3% de grasa, 0.2% de acido lactico y
vitaminas hidrosolubles. (Parra, 2009).

Segln datos del Centro de la Industria Lactea (CIL, 2022), En Ecuador, se generan
cerca de 900 mil litros de suero al dia, pero solo el 10% es utilizado en la industria, esta
subutilizacion se debe a que, en 2019, la Asamblea Nacional resolvié sancionar el uso, oferta o
venta de suero de leche con fines comerciales, excepto para el suero en polvo y sus usos para
la alimentacion animal.

El lactosuero es el mayor subproducto obtenido durante el procesamiento de la leche
en la produccion de quesos, el cual presenta un alto contenido de nutrientes y se desaprovecha
desechandolo generalmente en vertederos, causando un problema de contaminacion ambiental.
(Rivadeneira, 2021).

La fermentacion lactica es uno de los procesos mas empleados para la conservacion de
alimentos. Su efectividad se relaciona con la formacion de metabolitos, &cidos organicos,
etanol, dioxido de carbono y bacteriocinas, en combinacién con un descenso en la actividad de
agua. El efecto de estos metabolitos se refuerza con la interferencia microbiana, ya que
inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos contaminantes, mientras otros proliferan en
el mismo sustrato. Sin embargo, con el fin de que esta interferencia sea efectiva, la flora a
inhibir debe ser superada por la flora adicionada (Martin, 2019)

La fermentacién lactica a partir del suero de leche podria ser una de las
soluciones para este subproducto de la industria lactea que es considerado como un
contaminante, por lo cual, estudios demuestran que se puede obtener acido lactico de la
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fermentacion de este residuo, paraello se debe establecer un sistema de control del
proceso, el cual es llevado a cabo en equipos denominados biorreactores, que son
disefiados mediante estudios rigurosos, para su posterior construccion y operacién, con
la finalidad de obtener la maxima produccion de proceso (UTPL, 2021).

1.2  Planteamiento del problema

Los residuos de la industria lactea en mayor porcentaje es el lactosuero, que son
desechados indiscriminadamente a los vertederos ocasionando una contaminacion de los
recursos hidricos, un dafio a los ecosistemas, asi como a la flora y fauna, es cierto que existen
estudios de utilizacidn de este subproducto, pero no existe un aprovechamiento necesario en
distintas areas de aplicacion. El suero lacteo no puede consumirse directamente, ni utilizar en
la elaboracion de otros productos lacteos sin un tratamiento previo.

Segun (Cisneros, 2022) menciona que, el desconocimiento de los beneficios del uso
del suero de leche obtenido después de procesos tecnoldgicos de la materia prima ha inducido
a un desperdicio de este alimento. En la actualidad aun son pocos los procesos enfocados al
aprovechamiento del suero de leche para la elaboracion de bebidas, alimentos y suplementos
proteicos, sin embargo, aun se liberan grandes cantidades que contaminan el medio en donde
son desechados sin un fin. Solo en el 2019 se produjeron 34.835L de suero de leche segun
informacion recabada de los principales productores de queso del pais. La controversia entre si
es benéfico o no para la salud de personas y animales, no ha permitido el avance en el uso
adecuado de este subproducto lacteo.

Algunas posibilidades de la utilizacion de este residuo han sido propuestas, pero las
estadisticas indican que una importante porcién de este residuo es descartada como efluente el
cual crea un serio problema ambiental, debido a que afecta fisica y quimicamente la estructura
del suelo, lo anterior resulta en una disminucion en el rendimiento de cultivos agricolas y
cuando se desecha en el agua, reduce la vida acuéatica al agotar el oxigeno disuelto. Las
proteinas y la lactosa se transforman en contaminantes cuando el liquido es arrojado al
ambiente sin ningln tipo de tratamiento, ya que la carga de materia organica que contiene
permite la reproduccion de microorganismos produciendo cambios significativos en la DBO
del agua contaminada (Denicia, 2009).

La necesidad de las industrias lacteas es buscar alternativas para disminuir el impacto
ambiental que causa la elaboracion de sus productos y dar un mejor uso al suero lacteo como
subproducto; por ello este estudio sirve para disminuir considerablemente el impacto
ambiental que causa el suero de leche al ser arrojado al medio ambiente ya que en la mayoria
de los casos se considera a éste como un desecho de la elaboracion de productos lacteos.
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1.3 Justificacion

El lactosuero puede ser utilizado como medio de cultivo para la produccién de biomasa
(proteina unicelular como la levadura para panificacion), metabolitos (lipidos, pigmentos,
alcoholes, acidos organicos, biopolimeros) y enzimas. En este medio, la lactosa es la principal
fuente de carbono para los microorganismos, incluso se ha utilizado para células vegetales.
Ademas, el lactosuero suele emplearse para la conservacion y propagacion de cultivos lacticos
o0 en la elaboracion de bebidas fermentadas. (Denicia, 2009)

Esta investigacion estd encaminada a la obtencion de &cido lactico mediante el
aprovechamiento del suero de leche con el cual el aporte a contrarrestar la contaminacion
ambiental causado por este residuo y al mismo tiempo cubrir las necesidades de aplicacion de
acido lactico como aditivos en la industria alimentaria, como, acidificante y potenciador del
sabor en carnes, pescados, bebidas, confiteria, panaderia, frutas, verduras y lacteos., asi
también por sus propiedades antibacterianas en detergentes, para ajustar el pH en cosméticos y
entre otros. Es por ello la necesidad de obtener un producto de origen natural con un buen
perfil medioambiental y biodegradable, donde, el estudio de mercado del &cido lactico esta
disponible para el &cido lactico de origen natural y sintético. Por consiguiente, es importante
que la industria quesera tenga otras opciones para aprovechar el lactosuero transformando a
nuevos subproductos como aditivos alimentarios, preferentemente para el consumo humano,
con el fin de recuperar el valor monetario en las industrias lacteas y aprovechar los residuos
con gran valor nutricional.

Las bacterias acido-lacticas son utilizadas para fermentar o crear cultivos empleados en
la elaboracion de lacteos, constituyendo un vasto conjunto de microorganismos benignos,
dotados de propiedades similares que transforman a acido lactico como producto final del
proceso de fermentacion. Los principales impulsores del mercado del &cido lactico son el
aumento de la demanda en las aplicaciones alimentarias del acido lactico, la disponibilidad de
materias primas baratas, las diversas propiedades funcionales del acido lactico y la aprobacion
reglamentaria de las normas internacionales.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

e Aprovechar el suero de la leche mediante la obtencion de acido lactico.
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1.4.2 Obijetivos especificos

e Determinar las caracteristicas fisico-quimico y microbioldgico del suero de leche.
e Obtener acido lactico a partir del suero de la leche mediante homofermentacién en

condiciones anaerodbicas.
e Caracterizar el acido lactico obtenido de la fermentacion del suero de la leche.
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CAPITULO Il. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO.
2.1 Estado del arte

Segun (Betancourt, 2020) en el estudio de obtencion de &cido lactico, se optd por
utilizar lactosuero y almidon de papa por su bajo costo como sustrato para el estudio del efecto
individual y su interaccién con las bacterias lacticas utilizando lactobacillus bulgaricus y
lactobacillus lactis. El experimento consistié en adicion en diferentes niveles de volumen de
bacteria activada en concentraciones de 100 uL, 500 uL y 1000 uL en 100ml de lactosuero
suplementado que son factores de estudio, la temperatura de fermentacion fue de 37°C, pH
inicial de 6,5 y el tiempo de 24h establecidos como factores fijos, con la finalidad de aumentar
el rendimiento de produccion de acido lactico se procedié a enriquecer el lactosuero y la
solucion del almidén de papa con el 20% de lactosa previo a la fermentacién, este es un
requerimiento minimo de las bacterias lacticas siguiendo la ruta homofermentativas donde los
resultados de acidez titulable indican que el método 1 (lactosuero + Lactobacillus Bulgaricus)
contiene mayor concentracion de acido lactico.

De acuerdo a (Cadena, 2021), la conservacion del medio ambiente es un tema de gran
interés social por el cual se busca impulsar a las industrias la utilizacién de los residuos
agroindustriales como sustratos a traves de procesos de biotransformacion. Por ello la
importancia de obtener &cido lactico a base de lactosuero utilizando Lactobacillus casei. a
través del estudio experimental, el lactosuero mostrd ser un sustrato potencial para la
produccidn de acido lactico al ser suplementado con extracto de levadura, sulfato de amonio y
peptona, inoculado con Lactobacillus casei como variables de estudio y a temperatura de
fermentacion de 29, 37 y 45°C. La determinacidn de los parametros cinéticos de fermentacion
se realizo a partir del balance de biomasa, obteniéndose los resultados de velocidad de
crecimiento (), tiempo de duplicacion (td), tiempo de fermentacién en lotes (t) y rendimiento
producto — sustrato en el cultivo por lotes (Yp/s) donde el T3 presenta mejor resultado con
46,80% a una temperatura de fermentacion de 45°C.

Asi mismo (Arroyo, 2019) mediante su investigacion afirma que el lactosuero es apto
para la obtencién de productos de alto valor agregado, como el acido lactico por el método de
células inmovilizadas del Lactobacillus casei en un proceso continuo. Los factores que se
estudid son la temperatura (29.0, 37.0, 45.0°C) y el flujo de alimentacién (120, 300, 480 ml/h)
determinando la mejor combinacion para la caracterizacidn del &cido lactico. Se determin6 que
las mejores condiciones que permiten la maximizacion de productividad de acido lactico son a
45°C y 480 ml/h de flujo de alimentacion, alcanzando valores maximos de productividad total
de 1.36 g/h, manteniendo el fermentador a un nivel constante de biomasa por periodos
prolongados y que puede ser la base de eficientes sistemas de fermentacion.
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2.2  Marco tedrico

2.2.1 Suero de la leche.

El lactosuero (LS) es el liquido remanente que resulta de la coagulacion de las
proteinas caseicas de la leche durante la elaboracién de queso. El LS representa 90% del
volumen total de la leche y contiene la mayor parte de los componentes solubles en agua, tales
como carbohidratos, minerales, vitaminas hidrosolubles y proteinas solubles. EI LS conserva
50% del total de los solidos de la leche y el 20% de las proteinas, Las proteinas del lactosuero
(PLS) tienen propiedades funcionales y nutricionales unicas, lo cual ha aumentado la demanda
no solo del LS; sino también de sus hidrolizados, ya que actualmente los consumidores estan
interesados en consumir alimentos funcionales. (Rodriguez, 2017)

2.2.2 Composicion del suero de la leche

Segun (Betancourt, 2020) El lactosuero estd compuesto principalmente por agua,
lactosa, proteinas solubles, minima presencia de grasa, sales minerales y vitaminas
hidrosolubles. Factores como origen de la leche, tratamiento térmico, tipo de queso, técnica de
elaboracion de queso y entorno de almacenamiento definen la composicion final del suero
obtenido. La Tabla 1, presenta la proporcion promedio de cada pardmetro mencionado.

Tabla 1
Propiedades fisico-quimicas del lactosuero

Parametros Valor Unidad
Lactosa 4,85 %
Proteina 0,80 %
Ph 6,47 -
Contenido de cenizas 0,80 %
Acidez titulable 0,05 %
Grasa 0,50 %
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Porcentaje de agua 93,2 %

(Betancourt, 2020)
2.2.3 Tipos de lactosuero

Segun (Betancourt, 2020), de acuerdo con el proceso de elaboracion de queso, las
propiedades fisicoquimicas y el sistema de coagulacion empleado, el lactosuero puede ser
clasificado como &cido o dulce.

El suero dulce: se obtiene mediante la coagulacion enzimatica de las caseinas al pH
fisiolégico de la leche (6.5 a 6.8), utilizando cuajo comercial estandarizado (quimosina u otra
proteasa con actividad similar). Presenta un alto contenido de lactosa (46 g/L a 65 g/L) y
proteina (6 g/L a 12 g/L), con bajo contenido de grasa (3 g/L a 5 g/L) y acidez (maximo 2 g/L
de &cido lactico). Este suero proviene de la elaboracion tradicional de queso fresco, panela y
Chihuahua.

El suero acido: proviene de quesos como el poro, Oaxaca, cotija y cocido, donde, en
estos ultimos, se utiliza una coagulacion mixta en su elaboracién (disminucion del pH de la
leche y adicion de cuajo).

2.2.4 Usos del lactosuero

El LS es una fuente de proteina de alta calidad econédmicamente accesible. El 50% del
LS producido a nivel mundial es tratado y transformado en productos alimenticios. EI 45% es
utilizado directamente en forma liquida, 30% se deshidrata para su uso como polvo, 15% se
industrializa para extraer lactosa y con el resto se elabora concentrado proteico de LS en
polvo. En paises como Nueva Zelanda y Japon, esta materia prima se utiliza en la elaboracion
de formulas lacteas, pastas dentifricas, alimentos nutracéuticos, pomadas antifingicas y en la
industria. Ademas, se emplea en la elaboracion de productos lacteos, carnicos, panaderia,
bebidas, postres, confiteria, productos farmacéuticos, formulaciones infantiles y alimentos
dietéticos, entre otros. Uno de los usos mas comunes del LS es como ingrediente en la
produccion de bebidas. Estas se caracterizan por proporcionar energia, regular la temperatura
del cuerpo, evitar la deshidratacion y calmar la sed. Otro uso comdn que se le da a este
subproducto en la industria alimentaria, es para la produccion de requeson o queso ricota.
(Rodriguez, 2017)

2.3 Acido LActico

Es un acido organico natural que puede ser producido por fermentacion o sintesis
quimica, se encuentra presente en muchos alimentos, tanto de forma natural o como producto
de la fermentacion microbiana en varios alimentos fermentados. (Machado, 2019).
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2.3.1 Propiedades fisico-quimico de acido lactico

El &cido lactico es un acido carboxilico cuya formula quimica es CH3CH(OH) COOH,
este compuesto quiral tiene dos isomeros dpticos, uno de ellos es conocido como L(+) acido
lactico (isomero biol6gicamente importante) y el otro es su imagen especular o D(-) acido
lactico . El &cido lactico isdbmero L(+) tiene una rotacién especifica de +3.8°, es decir, que la
direccion de la luz polarizada va en sentido horario. (Flores, 2020)

Tabla 2
Propiedades fisico-quimicos de acido lactico.

Parametros Caracteristicas
Formula quimica C3HsOs3
Masa molar 90,080 g/mol

Propiedades fisicas

Estado Liquido

Color Incoloro, ligeramente amarillento
Punto de fusion 18 °C

Punto de ebullicién 122 °C

Solubilidad

Agua Miscible

Etanol Miscible

Eter Miscible

Propiedades quimicas

Acido orgénico débil

Fuente: (Johana, 2020)
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2.4 Meétodos de obtencion de acido lactico

De acuerdo a (Flores, 2020) el &cido lactico puede ser obtenido por procesos quimicos
y por la fermentacién microbiana; sin embargo, el método de obtencidn con bacterias acido
lacticas tiene ventaja sobre el otro método, debido a que de él se puede extraer acido lactico
puro, mientras que por la sintesis quimica siempre quedaran mezclas racémicas. El acido
lactico producido en el proceso bacteriano tradicional debe neutralizarse para mantener el pH
dentro del intervalo de viabilidad de los microorganismos. A escala industrial, esto se hace
tipicamente usando hidroxido de calcio (Ca(OH)2) o carbonato de calcio, que se afiade al
medio de fermentacion. Ademas, la recuperacion del acido lactico a partir de la sal de lactato
de calcio se basa en acidos fuertes como el acido sulfarico (H2SO4).

2.4.1 Sintesis quimica

Esta basada en la reaccién de acetaldehido con &cido cianhidrico (HCN) para dar
lactonitrilo, el cual puede ser hidrolizado a &cido lactico. Esta reaccion ocurre en fase liquida a
altas presiones atmosfericas, el lactonitrilo bruto es recuperado y purificado mediante una
evaporacion. Posteriormente es hidrolizado al &cido lactico en presencia HCI concentrado o en
presencia de H2SO4 para producir sal de amonio y acido lactico. Finalmente, el acido lactico
se esterifica con metanol para producir el lactato metilico, el cual se recupera y purifica a
través de una evaporacion e hidrélisis con agua en presencia del catalizador acido para
producir acido lactico y metanol, éste altimo es recuperado y reciclado con otros fines.
(Betancourt, 2020)".

2.4.2 Obtencion biotecnoldgica

Esta basada en la fermentacién de sustratos ricos en carbohidratos por bacterias u
hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) o L (+), éptimamente activos. La
produccion biotecnolégica depende del tipo de microorganismo utilizado, la inmovilizacion o
recirculacion del microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de
nitrégeno, el modo de fermentacién empleado y la formacion de subproductos. Se emplean
bacterias del &cido lactico (LAB) homofermentativas. (Gaviria, 2020).

2.4.3 Fermentacion lactica

Segun (Thongchul, 2013 citado en Flores, 2020, p.31), la fermentacion microbiana es
un proceso amigable con el medio ambiente por tanto proporciona beneficios a nivel
econdémico y ambiental. Las bacterias acido lacticas se dividen en dos grandes grupos:

2.4.3.1 Homofermentativas.

Las bacterias de este grupo convierten mas del 85% de glucosa en &cido lactico
(principal producto de la fermentacion). Fermentan 1mol de glucosa en 2 moles de &cido
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lactico, generando un rendimiento neto de 2 ATP por mol de glucosa metabolizado, el 4cido
lactico es el principal producto de esta fermentacion, (Flores, 2020).

2.4.3.2 Heterofermentativas.

Este grupo de bacterias &cido lacticas convierte el 50% de glucosa en &cido lactico mas
etanol o acido acético y 50% de CO 2. Fermentan 1 mol de glucosa en 1 mol de &cido lactico,
1 mol de etanol (o &cido acético) y 1 mol de CO.. Para el inicio del proceso de produccién de
acido l4ctico se inicia con un pretratamiento del sustrato, seguido de la fermentacién por lotes
0 por sistema continuo. (Flores, 2020).

2.4.4 Bacterias acido lacticas.

Las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos
que se caracterizan por la produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de
carbohidratos. Son cocos o bacilos Gram positivos, no forman esporas, inmoviles, anaerobios
0 microaerofilos y son oxidasa y catalasa negativos. Se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza y se han aislado de diferentes nichos, incluidos alimentos, plantas y en
diferentes habitats de animales, incluido el tracto digestivo. (Requena, 2018).

Segun el autor antes citado, las bacterias lacticas se clasifican en:

Lactobacillus delbrueckii: es una bacteria gram positiva, con forma de bacilo
alargado y de extremos redondeados. Es catalasa negativa, homofermentativa, y no presenta
flagelo. Pertenece a un grupo de especies que lleva su nombre como especie tipo. Esta
dividida en seis subespecies. A algunas de estas subespecies las consideran probidticos y las
emplean en la industria alimenticia. Su principal uso es para la fermentacion de productos
lacteos y para la producciéon de quesos y yogur. Fermenta carbohidratos, es decir, glucosa,
lactosa, fructosa, manosa y algunas veces galactosa. Es termdfila y tiene una temperatura de
crecimiento de hasta 48 o0 50 °C.

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus: fue aislada por primera vez de leche
bulgara. Esta subespecie es empleada, en combinacion con Streptococcus thermophilus, para
la producciéon comercial de yogur. También se emplea en la produccion de quesos suizos e
italianos. El papel principal en la fabricacion de yogur es acidificar la leche, produciendo una
gran cantidad de acido lactico a partir de la lactosa, también presenta actividad probidtica.

Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis: fue aislado inicialmente de una fuente
lactea. EI empleo de esta subespecie es principalmente para la produccién comercial de queso
mozzarella. Bacteria con un metabolismo homofermentativo, y produce &cido L (+) lactico
como subproducto metabdlico a partir de diversos azucares como la lactosa o la glucosa.
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Ademas, se ha descubierto que puede producir &cido D (-) lactico al ser cultivado en pH bajos,
ésta es la razon que es uno de los microorganismos mas importantes en la industria lactea.

2.4.5 Factores que afectan al crecimiento de género Lactobacillus y la eficiencia en la
produccidn de acido lactico.

Segun (Caiza, 2015), las bacterias acido lacticas se consideran como un grupo de
bacterias mas exigentes ya que requieren sustratos nitrogenados y carbonatados complejos,
ademas de ello también requieren sustratos fosforados y vitaminas. Las bacterias acido lacticas
son anaerobias micro-aerotolerantes es decir que se reproducen en presencia del oxigeno y
ademas de ello son bacterias grampositivas aerotolerantes es decir que no poseen un sistema
respiratorio

2451 pH

Para cualquier microrganismo el pH es un factor fundamental que define el
crecimiento del mismo y su comportamiento, cada especie posee un intervalo para su
crecimiento y un valor éptimo de pH, las bacterias lacticas por general son acidofilas teniendo
un pH optimo entre valores de 4.0 a 6.0. Usualmente estas pueden crecer en un amplio rango
de pH aun si se encuentran en un valor lejano a su punto 6ptimo, aunque si se sobrepasan sus
limites de tolerancia o hay variaciones dramaticas puede ocasionar dafios en el
microorganismo como alteraciones en su membrana plasmatica, inhibicion en la actividad
enzimatica o alterar la ionizacién de sustratos lo que reduciria su disponibilidad para el
organismo (Aragon, 2015).

2.45.2 Temperatura de fermentacion

Segun (Aragon, 2015), la fermentacion lactica tiene lugar por lo general a temperaturas
de 40-45°C, es decir que son las condiciones Optimas de crecimiento del cultivo. La
temperatura es un factor de gran importancia en especial para los microorganismos, los cuales
suelen ser muy susceptibles a cambios en su temperatura ambiente, uno de sus mayores
efectos es en las propiedades cataliticas de las enzimas las cuales poseen un punto 6ptimo en
la cual alcanzan su actividad enzimatica maxima, por debajo de este punto estas pierden
progresivamente su velocidad de catalisis, temperaturas superiores logran desnaturalizar la
enzimas asi como transportadores y demas proteinas, la temperatura ademas puede causar
serios efectos en la membrana celular, solidificandose a bajas temperaturas por su alta
concentracion en lipidos o desestabilizandose y desintegrandose a temperaturas muy elevadas.

2.4.5.3 Suplementos

La influencia de la deficiencia en péptidos (fuente de nitrogeno), en la produccién de
acido lactico a partir de lactosuero es la razon por lo que se emplean diferentes suplementos.
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Por otra parte, el contenido de proteinas es alto y es un excelente medio para los
microorganismos que requieren aminoacidos y son capaces de hidrolizar las proteinas. Las
LAB generalmente tienen requerimientos nutricionales complejos debido a su capacidad
limitada para sintetizar elementos para su propio crecimiento. Si bien las fuentes de carbono se
utilizan para generar energia para la proliferacion, requieren otros nutrientes como fuentes de
nitrégeno, vitaminas y minerales para el mantenimiento, el crecimiento celular y la secrecion
de &cido lactico. (Aragon, 2015).

2.45.4 Extracto de levadura

El extracto de levadura es rico en nitrogeno, vitaminas y otros compuestos
estimulantes en el crecimiento microbiano, razon por la que este es usado como ingrediente en
los medios para el cultivo de microorganismos. Por otro lado, todos los estudios realizados
sobre el efecto de este en los procesos fermentativos han demostrado un aumento en la
produccion de acido lactico (Ortiz, 2018).

2.5 Separaciény purificacion de acido lactico

Segun (Castro, 2017) afirma que la separacion, purificacion y preconcentracion del
acido lactico obtenido mediante fermentacion es dificil debido a su comportamiento quimico,
en los procesos convencionales se recupera por precipitacion de lactato de calcio con
hidroxido de calcio recuperando por filtracion.

Asi mismo (Gomez, 2019)La principal dificultad en la biosintesis de acidos organicos
tiene que ver con su recuperacion que, ademas, es costosa. Al igual que en la sintesis quimica,
en la sintesis microbiana se persigue la pureza de los productos y que no se formen co-
productos. En forma general la separacion del caldo fermentativo en el que los &cidos
organicos son principalmente, productos extracelulares. La precipitacion, destilacion,
membranas de separacion, filtracion y ultrafiltracion son las técnicas mas utilizadas en una
primera fase de purificacion, la cromatografia y la cristalizacion en la fase de refinamiento de
los &cidos orgéanicos.

2.6 Meétodos de determinacion de Acido lactico

El proceso fermentativo de produccion de &cido lactico debe ser optimizado en
términos de las variables operativas para mejorar el crecimiento de microorganismos y la
produccion del metabolito de interés. Al mismo tiempo, la determinacion (presencia/ausencia)
y cuantificacion (concentracion) de acido lactico, también debe ser optimizada como técnica
analitica cuyo rango de linealidad y respuesta pueda ser reproducible y confiable. (Caiza,
2015)
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2.6.1 Acidez titulable

Segun la normativa NTE (INEN, 2011)la acidez titulable de la leche es “la acidez de la
leche, expresada convencionalmente como contenido de 4cido lactico, y determinada mediante
procesos normalizados”. Se titula la acidez con una solucidon estandarizada de hidroxido de
sodio, usando fenolftaleina como indicador.

Siguen siendo los métodos recomendados por la Norma NTE INEN 13 para su
cuantificacion y por ello, se siguen usando para nuevos desarrollos en un rango de
determinacidn en g/L de acido lactico (Flores, 2020).

2.6.2 Densidad

La densidad es una propiedad basica de cualquier liquido y se define como su masa por
unidad de volumen. Las unidades mas comunes de la densidad son g/ml y kg/m3. En el caso
concreto del agua, su densidad es 1g/ml o bien 1000 kg/m3 (Huerta, s.f).

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 11 (1984) el método para la
determinacidon de densidad consiste en el uso de un densimetro graduado.

2.6.3 Medicion de pH

El pH es el Potencial de Hidrogeno. Es una medida para determinar el grado de
alcalinidad o acidez de una disolucién. Con el pH determinamos la concentracién de
hidrogeniones en una disolucién. Un hidrogenion es un ion positivo de Hidrégeno, es un
«cachito con carga positiva» del Hidrogeno (Huerta, s.f).

2.7 Usos de acido lactico

El &cido lactico es considerado GRAS (Generalmente reconocido como seguro) por la
FDA (Administracion de alimentos y fa&rmacos), A su vez su uso en la industria farmacéutica e
industrial como materia prima para la produccién de éster de lactato, acido propandico, acido
acrilico entre otros. El acido lactico es un conservante y acidulante natural o sintético. Los
aditivos alimentarios consumidos con moderacion, en las cantidades que vienen afiadidas de
fabrica en los productos, en personas sin alergias o intolerancia a ellos, no suponen un riesgo
para la salud si esta autorizada su uso industrial como ingrediente para ese alimento o bebida
(Arroyo, 2019).

2.7.1 Industria alimentaria.

Es uno de los éacidos organicos mas utilizados en la industria alimentaria como
conservante, acidulante y saborizante, siendo un ingrediente importante para la produccion de
productos carnicos curados, productos fermentados, y productos marinados. Se utiliza como
conservante y antioxidante en la industria de los dulces y pasteles. También se utiliza en
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refrescos y productos congelados. El acido lactico en la industria carnica como alternativa para
reducir la contaminacion microbiol6gica en la superficie de canales bovinos (Gomez, 2018).

2.7.2 Cosmetologia.

En concentraciones bajas, el acido lactico actia como hidratante y acidificante de tal
manera que favorece la elasticidad de la piel, mientras que a soluciones altas actia como
peeling de renovacion celular. En bebés resulta ser un agente bactericida para la piel a una
solucion del 10% y es muy comudn su uso para corregir el pH de formulas como champus,
emulsiones, geles, jabones, etc. (Guaman, 2022).

2.7.3 Medicina

El &cido lactico se ha convertido en un producto importante en la industria médica. Al
poder ser asimilado por el organismo, ha encontrado multiples aplicaciones en cirugia,
ortopedia, ortodoncia, oftalmologia, traumatologia y otras ramas de la medicina y como
soporte para el suministro controlado de numerosos medicamentos. Los siguientes son algunos
de los usos en este campo: Estructuras biodegradables para la ingenieria de tejido, Implantes
reconstructivos y bioabsorbibles, placas absorbibles para fijacion interna en fracturas de cara,
cirugia ortognética y craneofacial (Herriman, 2005).
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CAPITULO Il1l. METODOLOGIA.
3.1 Tipo de Investigacion.

Es una investigacion cuantitativa ya que consistio en recolectar y analizar datos
estadisticos con resultados numéricos en aspectos de la calidad de la materia prima y la
cuantificacion del acido lactico aplicando distintos andalisis como, fisico-quimico,
microbioldgico del suero de la leche y la caracterizacion de &cido lactico mediante acidez
titulable y medicion de pH.

Es un estudio experimental porque se trabajo con dos variables no comprobadas bajo
condiciones cientificamente aceptables donde en el proceso de la investigacion se puede
controlar a fin de interpretar los resultados obtenidos.

3.2 Disefio de investigacion

En la presente investigacion se realizé un estudio cuantitativo experimental, en la cual
se analizé dos variables independientes, como factor “A” el efecto de la suplementacion de
suero de leche con extracto de levadura y CaCOz a diferentes concentraciones %(m/v) con
respecto a un tratamiento control sin suplemento y como Factor “B” la temperatura de
fermentacion, con bacteria lactica al 0,1%m/v de concentracion en cada unidad experimental.

Tabla 3

Matriz experimental

Factor “B”

Factor “A” Temperatura de fermentacion
Suero suplementado
38°C 43°C
Ao Control Suero de leche sin el suplemento.
As Suero suplementado al 0,5 % (m/v)
Az Suero suplementado al 1,0 % (m/v)

Nota: El lactosuero fue inoculado con bacteria lactica y suplementado con extracto de levadura y
CaCQOs.
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De la combinacion de los dos factores en estudio resultaron 6 tratamientos como se
detalla en la tabla 4. Se utiliz6 250ml de suero de leche para cada tratamiento por triplicado

con un tiempo de fermentacién de 24 horas.

Tabla 4:
Descripcion de los tratamientos

Tratamientos

Nomenclatura

Descripcion

T1

T2

T3

T4

TS5

T6

AoB1
AoB2
A1B1
A1B:
A:B1

AoB>

Control a 38°C
Control a 43°C
Suplemento al 0,5% a 38°C
Suplemento al 0,5% a 43°C
Suplemento al 1,0% a 38°C

Suplemento al 1,0% a 43°C

3.3 Técnicas de recoleccién de datos

3.3.1 Obtencion del suero de leche

El suero de leche fue abastecido por la empresa de Lacteos “San Salvador” de la
ciudad de Riobamba, se recolecto en frascos de vidrio previamente esterilizadas y trasportadas
hasta el laboratorio de control de calidad de la carrera de Ingenieria Agroindustria y

almacenados a 4°C en refrigeracion.

3.4 Lugar de estudio

El estudio se realizd en los laboratorios de procesos y control de calidad de la carrera
de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Chimborazo UNACH, Riobamba,

Ecuador.
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3.4.1 Procedimiento.

Suero de leche —> RECEPCION DE MATERIA PRIMA

v

CONTROL DE CALIDAD

NO

Si

Rechazo

NTE INEN 2594

PASTEURIZACION 85°C /15min

v

20-22°C <4—

ENFRIADO Y FILTRADO

—

v

Fermento lactico <— |NOCULACION Y SUPLEMENTACION [

0,1% m/v

v

FERMENTACION

—>

v

Filtrado por vacio

<4— EXTRACCION DE ACIDO LACTICO

Destilacion Simple

v
CARACTERIZACION

L

v

ENVASADO

v

<20°C <+—

ALMACENADO

FIN

Grasa y Proteina
E.L y CaCOs.
0.5%. 1.0% m/v

38-43°C/24h

Acidez titulable.
pH
Densidad

llustracion 1: Diagrama de flujo para la obtencién de &cido lactico

Fin
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3.4.2 Descripcion del proceso de obtencion de acido lactico
3.4.2.1 Recepcion de materia prima

Se contd con 6 muestras de suero de leche proveniente de la Empresa de Lacteos “San
Salvador” que fueron colectadas, etiquetadas y transportadas en recipientes herméticos de 1
litro previamente esterilizado. Las muestras fueron remitidas al laboratorio de control de
calidad de Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Chimborazo y se almacenaron
a 4 °C hasta el momento de su analisis fisico-quimico y microbiol6gico. Todos los anélisis se
realizaron por triplicado, en tres dias de produccion diferentes, se tomaron muestras del primer
desuere antes del salado de la cuajada y se enviaron a los laboratorios para su analisis.

3.4.2.2 Analisis Fisico-quimico

Las variables que se tuvieron en cuenta fueron lactosa, proteina lactea, grasa lactea,
solidos totales, cenizas, acidez y pH. Para lo cual, se utilizaron los siguientes protocolos para
efectuar los analisis fisicoquimicos:

Para el andlisis de contenido de Lactosa, proteina lactea, grasa lactea se utilizo el
equipo portatil MILKOTESTER, MILK ANLYZER, que es un sistema de analisis de leche y
suero para medir el recuento de células somaticas con 10 ml de muestra por triplicado para
cada tratamiento.

3.4.2.3 Solidos totales

Los analisis de solidos totales se realizé bajo el método de ensayo NTE INEN 14, el
método se basa en el secado de la muestra en la estufa y se determind por diferencia de peso
entre la muestra seca y himeda, , para lo cual se pesé aproximadamente 10g de suero (ms1) y se
coloco en un crisol esterilizado, a continuacion se llevo a la estufa a una temperatura de
105°C, hasta obtener peso constante, se dejo enfriar en el desecador y se pes6 (mz). Los
resultados se calcularon mediante la siguiente ecuacion.

Ecuacion 1: Contenido de solidos totales.

ml — m
S=—=x100
m2 —m

Donde:

S = contenido de solidos totales en porcentaje de masa
m = masa de la capsula vacia (g)

m» = masa de la capsula con suero (g)

m1 = masa de la capsula con solidos totales ()
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3.4.2.4 Cenizas

Las cenizas es el producto resultante de la incineracién de los sélidos totales mediante
procedimientos normalizados. Para el analisis de cenizas, se usé la muestra seca de sélidos
totales y se colocd en la mufla a temperatura de 550°C hasta obtener el resultante de un color
gris claro, con la ayuda de pinzas se extrajo el crisol con las cenizas, se traslado al desecador y
se tomo el peso final (ms).

Ecuacién 2: Contenido de cenizas.

c=T3-m oo
= —3%
m2 —ml

Donde:

C = cantidad de cenizas del suero en porcentaje de masa.
m = masa de la capsula vacia (g)

my = masa de la capsula con suero (g)

ma = masa de la capsula con cenizas (g)

3.4.2.4.1 Acidez titulable

La acidez expresada en % de &cido lactico se cuantifico por acidez titulable de acuerdo
al método de ensayo a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 13, transfiriendo 20g. de muestra
al matraz Erlenmeyer agregando la solucién estandarizada de NaOH a 0,1 Normal y
fenolftaleina como indicador hasta el viraje a un color rosa. La acidez expresada en % de acido
lactico del suero se calcula mediante la ecuacion siguiente;

Ecuacion 3: Acidez titulable.

V=« N
A=0090————x100
ml —m

Donde:

A = acidez titulable del suero en porcentaje en masa de acido lactico.
V = volumen de la solucion de hidroxido de sodio (cm)

N = normalidad de la solucién de hidroxido de sodio

m = masa del matraz Erlenmeyer vacio ()

my = masa del matraz Erlenmeyer con suero (g)
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3.4.2.4.2 pH

Para la cuantificacion del pH se realizd en un volumen de 50 ml de lactosuero puro
utilizando un pH-metro digital (HACH-sensio3) que es un instrumento cientifico que mide la
actividad del ion hidrogeno en soluciones acuosas indicando su grado de acidez o alcalinidad,
el pH es un punto importante para el proceso de fermentacion por parte de las bacterias
lacticas.

3.4.2.5 Analisis microbiolégico

Los analisis microbiolégicos se llevaron a cabo siguiendo la metodologia descrita en la
norma NTE INEN 2594 donde esta establecido como requisito para la aceptacion o rechazo de
la materia prima (suero de leche) destinado a posterior procesamiento. Las unidades de
muestra se mantuvieron en condicion de refrigeracion a 4°C durante 12 horas.

Para la siembra, a partir de la unidad de muestra de 1000ml se tom6 0,1 ml de suero de
leche, con la ayuda de los tubos de ensayo Yy las pipetas se realizo diluciones de 10%, 102 y 10-
3 y posteriormente la siembra en las placas de agar por duplicado homogenizando con
movimientos en sentido horario y antihorario, dejamos en reposo 15 min para que se
solidifique y finalmente colocamos las cajas invertidos en la incubadora.

Para obtener efectividad en los resultados del analisis microbioldgico, fue necesario los
medios de cultivo reconstituidos, de calidad uniforme y de grado analitico que es un medio
selectivo para los microorganismos en analisis. Todo el material de vidrio como cajas Petri,
frascos autoclavables, vasos de precipitado y enseres como espatula, pinzas, fue previamente
esterilizados.

3.4.3 Pasteurizacion

Se realiz6 un tratamiento térmico a una temperatura de 85°C durante 15
minutos para reducir la carga microbiana presente en el lactosuero, y también la
precipitacion de toda la proteina contenida en el sustrato.

3.4.3.1 Enfriado

El enfriamiento del suero de leche se realiz6 con agua fria hasta llegar a una
temperatura de fermentacion entre 38°C y 43°C, temperatura Optima para el proceso
metabolico de bacterias lacticas.

3.4.3.2 Filtrado de lactosuero

Esta operacidon unitaria consiste en separar los grumos de proteinas formado durante la
pasteurizacion gque queda suspendido en el lactosuero, se utilizé un colador de malla plastica
esterilizada. Para un mejor filtrado se utilizd una bomba de vacio con el papel filtro Whatman
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namero 40, con lo cual se separd los solidos de menor tamafio evitando que dichos cuerpos
influyan negativamente en el proceso de fermentacion lactica.

3.4.3.3 Inoculacion

La cepa utilizada fue el co-cultivo liofilizado Lactobacillus delbrueckii subs.
Bulgaricus y Streptococcus Thermophilus, bajo el nombre de, YOGHURT LAT BY E5
especificado en la ficha técnica (anexo 1) en 0,1% m/v de concentracion en cada unidad
experimental. El microorganismo fue escogido teniendo presente su capacidad
homofermentativa de produccion de acido lactico y su uso frecuente en la elaboracion del
yogur y por varios reportes bibliograficos de produccion de acido lactico a partir de lactosuero
inoculado con dicho microorganismo.

3.4.3.4 Suplementacion de lactosuero

El suero de leche pasteurizado en un volumen de 250ml, fue suplementado en
concentraciones de 0%, 0,5%; 1,0% m/v con extracto de levadura y CaCOs. que es fuente de
nitrégeno y vitaminas como estimulante del crecimiento microbiano a un pH inicial de 6,4
para una fermentacion completa.

3.4.4 Fermentacion

La fermentacion se llevo a efecto en condiciones anaerobias. Este proceso se realizé en
los matraces Erlenmeyer previamente esterilizados con 250 ml de sustrato que fueron
cubiertos con el papel aluminio para evitar la penetracion de la luz y tapadas con valvulas de
fermentacion-Airlock, para asegurar anaerobiosis durante la fase de produccién, estas valvulas
de aire protegen de la accion perpendicular del oxigeno para evitar la contaminacion durante la
fermentacion por el tiempo de 24 horas. La fermentacion se realiz6 en dos etapas, la primera a
38°C +1 y la segunda a 43°C+1 controlando la temperatura en un bafio maria.

3.45 Extraccion de acido lactico
3.45.1 Filtrado al vacio

Luego de 24 horas, el producto resultante de la fermentacion, fue filtrado con la ayuda
de una bomba de vacio, con el fin de separar la parte sélida que son las células de los
microorganismos de la parte liquida que son las enzimas lacticas.

3.4.5.2 Destilacion simple

Debido a que el acido forma esteres internos de alto punto de ebullicion, en este
proceso se aplicd la destilacion simple que es una técnica de laboratorio utilizada en la
separacion de sustancias miscibles con diferente punto de ebullicion. El caldo fermentado es
una mezcla homogénea de lactato, agua y otros componentes con diferente punto de
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ebullicion, para ello, vertimos 150 ml de caldo fermentado en un baldn de destilacion lo cual
se encaja a un tubo refrigerante, para ello activamos la circulacion de agua fria al condensador
a través de mangueras de latex y al otro punto del destilador colocamos un vaso de precipitado
para recoger el componente evaporado. Se aplicd calor con un reverbero sobre el balon de
destilacién, donde los componentes mas volatiles entre ellos el agua se evapord, teniendo
presente que el punto de ebullicién de acido lactico es de 120°C y el punto de ebullicién del
agua a 95°C, después de mantener el volumen constante, el producto concentrado que es el
acido lactico se sometié a una prueba de caracterizacién para determinar la pureza del
producto final.

3.4.6 Evaluacion del rendimiento de acido lactico
3.4.6.1 Acidez titulable.

El contenido de &cido lactico se evalud por el método de acidez titulable expresada
convencionalmente como gramos de acido lactico por cada litro, con el método de ensayo de
acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 13. EI método aplicado consiste en la
titulacion de la muestra de volumen conocido en un matraz Erlenmeyer, se adicionan 3 gotas
de la solucion de fenolftaleina como indicador y se titula con una solucién estandarizada de
0,1N de hidréxido de sodio previamente colocada en una bureta hasta un viraje de la solucion
a ligeramente rosado. Con base al % en masa de acido lactico (A) y la densidad relativa del
suero (d) se puede calcular los gramos de &cido lactico por cada litro del suero fermentado
(9/L) aplicando la ecuacién 4.

Ecuacion 4: Acidez en gramos sobre litro (g/L).
Acidez =10+ A xd
Donde:
d = densidad relativa del suero (g/cmq)

A = acidez titulable del suero de leche (%)

3.4.6.2 Medicion del pH.

La determinacion de pH se procedié con un pHmetro digital de sobremesa, una vez
calibrado el potenciémetro con solucion buffers requeridos, se sumergié en una muestra de 20
ml del concentrado sumergiendo hasta que se estabilice el valor, la prueba se realizd por
triplicado de cada unidad de estudio.

3.4.6.3 Densidad
Para medir la densidad se realizd el anlisis gravimétrico por el método del picnémetro
(AOAC962.37), con la muestra problema a temperatura ambiente (20°C), por triplicado. Se
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peso el picndmetro vacio en la balanza analitica, mo. Seguidamente, se llené el picndmetro con
agua destilada hasta rebosar y se pesd mi. Se esterilizo el picnémetro en la estufa durante 30
minutos a 105°C. Por altimo, se llen6 el picnémetro con la muestra problema con ayuda de
una jeringay se pesé m.
Ecuacion 5: Densidad
m2 — mO0 H20
= — %
ml —mO0 P
Donde:
p: Densidad
mo: masa del picnometro vacio
m1: masa del picnémetro con agua
m3: masa del picnémetro con la muestra
pH20O: densidad del agua.
3.4.7 Envasado

El acido lactico resultante fue envasado en recipientes de vidrio previamente
esterilizado para garantizar la conservacion del producto.

3.4.8 Almacenado

La temperatura de conservacién debe ser <20 °C en espacios frescos protegido de la
luz.

3.5 Procesamiento de datos

Para el registro de datos se utilizo la plantilla de Microsoft Excel y posterior analisis de
resultados con el programa estadistico SPSS Statistics. Los resultados se analizaron con el
Disefio en bloques completos al azar con dos factores independientes donde se comparé la
variabilidad del factor tratamiento que es suero suplementado y la temperatura de
fermentacion, mediante técnica estadistica de analisis ANOVA donde con la prueba F
determind si habia diferencias significativas entre las medias con un intervalo de confianza de
95%. para comparar la varianza entre las medias de los tratamientos con un nivel de
significancia de 0,05 aplicando la prueba Tukey.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados.
4.1.1 Anadlisis Fisico-quimico

A traveés de los analisis fisico-quimico del suero de la leche residuo de la fabricacion
del queso, se determind los parametros de buena calidad del producto

Tabla5
Resultados del analisis fisico-quimico del suero de leche

Parametros Valor
Lactosa, % 4,79
Proteina Lactea, % 0,83
Grasa Lactea, % 0,05
Solidos totales % 6,48
Ceniza, % 0,62
Acidez titulable, % (calculada como &cido lactico) 0,16
Ph 6,4

De acuerdo a los andlisis fisico-quimico del suero de leche se establecié como suero de
leche dulce en el cual el contenido de lactosa con valores de 4,79%, proteinas 0,83% grasa
lactea 0,05%, pH 6,4 y acidez titulable con 0,16%. definiendo como materia prima apto para
su posterior proceso.

4.1.2 Andlisis microbiologico

Los resultados se obtuvieron a traves de conteo en las placas seleccionadas de colonias
tipicas y atipicas, calculando el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
centimetro cubico de muestra.

Tabla 6
Resultados del andlisis microbioldgico del suero de leche en estudio
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Microorganismos Valores (UFC/g)

Aerobios mesofilos. 250

Escherichia coli Ausencia
Staphylococcus Aureus. Ausencia
Salmonella Ausencia
Listeria monocytogenes Ausencia

Con respecto al andlisis microbiolégico se evidencié la presencia de 250 UFC/g,
Aerobios mesdfilos, mientras que los microorganismos Escherichia coli, Staphilococcus,
Salmonella y Listeria monocytogenes, presentaron ausencia en todas las muestras, por
consiguiente, el suero de leche se consider6 apto como materia prima 0 como ingrediente para
la aplicacion en la industria alimentaria como suplemento dietético y para la elaboracion de un
subproducto.

4.1.3 Caracterizacion de acido lactico.
4.1.3.1 Acidez titulable y medicién de pH

La caracterizacion de los parametros de acidez titulable y el pH, se realizé al producto
concentrado, al mantener el volumen constante en el proceso de la destilacidn, obteniéndose
los resultados de concentracion de acido lactico en g/L. El analisis se realizé por triplicado de
cada grupo experimental donde los resultados donde los resultados fueron analizados
estadisticamente. A continuacion, se detallan la media de los resultados obtenidos.

Tabla 7
Resultados de acidez titulable y pH.

Acidez titulable

Tratamientos Nomenclatura (g/L) pH
T1 AoB1 13,67 9,55
T2 AoB2 14,80 4,89
T3 Ai1B: 21,07 3,58
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T4 A1B: 23,29 3,09
TS5 AzB1 17,73 4,05

T6 AxB> 19,29 3,93

Nota: Ao: Tratamiento control; Ai: Suplemento al 0,5%; A,: Suplemento al 1,0%; B;: 38°C: B,: 43°C.
Factor A-B: difieren estadisticamente con P<0,05

En base al analisis estadistico ANOVA (anexo 3), se observo diferencias significativas
con P<0,05 entre los tratamientos, para la variable suplemento como Factor “A” asi también
para la variable temperatura de fermentacién como el Factor “B”. para la seleccion del mejor
tratamiento se realizo prueba de Tukey donde se observo divididos en tres subconjuntos, con
aquello se identifico con mayor produccion en el T4 a partir de la fermentacion de lactosuero
suplementado con extracto de levadura y CaCOs al 0,5% y temperatura de fermentacion de
43°C inoculado con Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus y Streptococcus Thermophilus,
con una produccién de 23,29 g/L. de &cido lactico con respecto al tratamiento control que fue
fermentado sin suplemento con resultado de 14,80 g/L. Por consiguiente, se evidencio que el
extracto de levadura y CaCOs como suplemento aportd significativamente con fuente de
nitrogeno estimulante en el crecimiento bacteriano en la fermentacion lactica.

De acuerdo a los resultados estadisticos de pH, esto se pudo deducir que el mayor
porcentaje de reduccion de pH=3,09 alcanzd en el T4. Teniendo en cuenta lo anterior y
contrastando los resultados obtenidos en la cuantificacion de &cido lactico por acidez titulable,
el mayor porcentaje de reduccion de pH registrado coinciden con la mayor produccién de
acido lactico obtenido en T4 con un total de 23,29 g/L de &cido lactico.

A continuacidn, se presenta las caracteristicas fisico-quimicas del acido lactico con los
resultados del mejor tratamiento.

Tabla 8
Caracteristicas fisico-quimicas de acido lactico.

Caracteristicas Valor
Acidez titulable 2,27 %
Concentracion 23,29 g/L
pH 3,09
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Densidad

Color

1,12 g/ml

Amarillo transparente

El &cido lactico obtenido en cuanto al acidez titulable presenta una concentracién de
23,29 g/L de acido lactico, pH de 3,09 con una densidad de 1,12 g/ml y el color presentd un

amarillo transparente y el valor de la densidad es el resultado del mejor tratamiento.

4.2 Andlisis del beneficio/costo

Tabla 9: Costo de materia prima e insumos.

Insumos Cantidad Costo $.
Lactosuero SL. 1,25
Bacteria lactica 1,00. 0,25
Extracto de levadura 1,25g. 0,25
Carbonato de calcio 1,25g. 0,5
Total 2,25

Tabla 10: Costos de produccién y precio de venta

COSTOS DE PRODUCCION

Materia prima directa $2,25
Mano de obra directa $ 50,00
Costos indirectos de fabricacion $ 1,50
Total, costos de produccién $ 53,75
Unidades producidas 60
Precio de venta unitario $0,90
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Iva 12% $0,11

Utilidad 20%

Precio de venta al publico $1,23

Tabla 11: Analisis beneficio/costo

Tasa de descuento 12%
Flujo neto efectivo $73,64
VAN $65,75
Costo de produccion $53,75
B/C 1,22

De acuerdo a la formulacion del mejor tratamiento se establecié que el benéfico/costo
del ejercicio fue de $1,22 estableciendo que por cada délar de inversion se obtienen 22
centavos de utilidad con una produccién de 60 unidades con contenido neto de 50ml de acido
lactico.

4.3 Discusiones
4.3.1 Calidad de la materia prima
a. Fisico-quimico

El control de calidad del suero de leche en base a la composicion fisico-quimico,
visibilizd variaciones minimas en porcentajes normales comparado con los valores
establecidos por la Norma INEN 2594, estuvieron dentro de rango aceptable como requisito
del suero de leche para su posterior procesamiento. Ademés, al comparar con estudios
realizados por (Puente, 2017) donde el contenido de lactosa y el pH fueron similares con
valores de 4,4% vy 6,5 respectivamente. Sin embargo, al relacionar el resultado de proteina
presentd 1,1% resultando mayor al valor obtenido en el suero lacteo de esta investigacion, asi
también (Arroyo, 2019), en los resultados de la caracterizacion del lactosuero pasteurizado
obtuvo una composicién en lactosa de 2.08% Yy de proteina total de 0.46%. EI pH del suero

(6.8) lo define como un suero dulce. ElI contenido de lactosa de 2,08 es uno de los
componentes principales que presento el suero de leche. En este caso representa la principal
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fuente de carbono para el metabolismo de la cepa de Lactobacillus casei, menciona el autor en
sus resultados.

b. Microbioldgico.

Al comparar con la NTE (INEN, 2011) para lactosuero liquido donde establece
conteos menores a 30000 UFC/ml, se determind que el nivel de calidad se encontrd dentro de
los parametros establecidos. También los estudios realizados por (Santillan, 2015) como
resultado del andlisis microbiolégico, presentaron ausencia de Escherichia coli, Staphylococcu
aureus y Salmonella, al igual que el estudio realizado por (Cruz, 2018) donde se observo los
conteos en placa de Aerobios Mesofilos en valores entre 4,36x 10> UFC/ml y 6,90x10*
UFC/ml. Las diferencias encontradas entre los resultados de esta investigacion y los autores
citados pueden estar asociadas a las condiciones ambientales, ordefio, como también la
procedencia de la leche empleada para la fabricacién del queso, la calidad inicial de la leche
con la que se elabora el producto y el tipo de almacenamiento que se le da al suero resultante
de la elaboracion de queso, que son factores que afectan directamente a la composicion y las
caracteristicas fisico-quimicas y microbiolégicas del suero de leche.

4.3.2 Efectos de la suplementacién y la temperatura de fermentacion en la produccion
de &cido lactico.

En la produccion de &cido lactico a partir del suero de leche inoculado con
Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus y Streptococcus Thermophilus, y suplementado con
extracto de levadura, se evidencié una variacion significativa en la produccion de é&cido
lactico. Los resultados fue similar a otras investigaciones como el de (Velasques, 2014) que
reportd una produccion de 21, 91 g/L con un tiempo de fermentacion de 108h a 37°C
inoculado con Lactobacillus Bulgaricus, asi también como el de (Montafio, 2016) con una
producciéon de 36,7 g/L con un tiempo de fermentacion de 72h utilizando Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus. Ambos autores trabajaron con mayor tiempo de fermentacion,
que pudo ser un factor importante para una mayor produccion de &cido lactico. Asi también
(Betancourt, 2020) presento el rendimiento mas alto con una produccion de 6,91% de acido
lactico, en las condiciones de 100uL de bacteria Lactobacillus Bulgaricus activada, tiempo de
fermentacion de 24h y a una temperatura de 37°C.

El uso de suplementos en la combinacion de extracto de lavadura y CaCOsz con la
bacteria lactica aportan una importante concentracion de fuente de nitrégeno al medio
estimulando en el desarrollo de bacterias y metabolitos primarios. El factor de dilucion
utilizado corresponde a T4 con el 0,5% de suplemento y B, 43°C valor de suplemento menor
al factor de dilucién al T5 y T6, pero a este valor el microorganismo utilizado demostr6 mejor
aprovechamiento de los sustratos y conversion de acido lactico con respecto al tratamiento
control, Asi mismo, (Cadena, 2021) se enfoca en el suplemento y menciona que se evidencio
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que para las variables analizadas el mejor tratamiento fue T5 (suero dulce suplementado con
sulfato de amonio y peptona y temperatura de 37 °, otro aspecto importante es la combinacién
con la temperatura (45 °C) reportada como Optima.

Tomando como referencia el pH inicial de 6,5 como se presenta en la tabla 8, el factor
Az presentd una variacion significativa de pH a 3,34, esto se debe a que el cultivo lactico con
el suplemento y a una temperatura optima de crecimiento permitié la fermentacion de la
lactosa en &cido lactico. Suceso también reportado por (Betancourt, 2020), que inicié con un
pH de 6,5 y tuvo un descenso muy significativo a 2,32 en los tres méetodos experimentales
durante el tiempo de 24 horas y a una temperatura de fermentacion de 37°C.

El &cido lactico obtenido en cuanto al color, el valor de pH y la densidad es similar al
estudio realizado por (Flores, 2020), que presento un color amarillo transparente y pH 3,1, las
demas variables como, la concentracion y el porcentaje de acidez titulable son diferentes con
valores 31.65 g/l y 3,2% respectivamente, esto puede ser debido a que se necesitaria de un
paso de purificacion para aumentar la pureza como lo recomienda (Caiza, 2015).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Los principales factores que afectan la calidad en la composicion fisicoquimica y
microbioldgica del lactosuero obtenido de la elaboracion de queso se relacionan, muy
posiblemente, con la calidad inicial de la leche con la que se elabora el producto y con
el tipo de almacenamiento y manipulacién que se le da al suero de leche, en este
estudio se utilizé suero dulce con un pH inicial de 6,4 y 0,16 % de &cido lactico, en
base a los analisis fisico-quimico y microbiol6gico se determind valores que estan
dentro del rango permitido por la NTE INEN 2594 para la aceptacion de lactosuero
como materia prima.

Se obtuvo &cido lactico del suero de leche mediante la homofermentacion inoculado
con Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus y Streptococcus Thermophilus, en
condiciones anaerobias donde las bacterias lacticas asimilan mejor su metabolismo por
los aminodcidos esenciales que contiene el suero de leche que convierten la lactosa
presente como sustrato en acido lactico.

Mediante la caracterizacion de &cido lactico se concluye que el suero de leche
inoculado con Lactobacillus delbrueckii subs. Bulgaricus y Streptococcus
Thermophilus, suplementado con extracto de levadura y CaCOsz a una concentracion de
0,5% y temperatura de fermentacion de 43 °C, presentd una mejor concentracion de
23,29 g/L de acido lactico, el valor de pH presentd un descenso muy significativo a
3,09 que es uno de las propiedades fisico quimicas del acido lactico.
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5.2 RECOMENDACIONES

Es necesario que los productores estandaricen los procesos de elaboracion de queso y
establezcan sistemas que garanticen las buenas précticas de manufactura en el manejo
de lactosuero, para asi mantener la buena calidad de este residuo y obtener como
materia prima o como ingrediente apto para su posterior procesamiento y no desechar.

Implementar sistemas y métodos de obtencion de acido lactico mediante la
fermentacion lactica, para controlar el problema ambiental y econémico generados por
desecho en grandes cantidades de suero de leche.

El &cido lactico antes de envasar debe ser  pasteurizado para reducir los
microorganismos patdgenos presentes en el producto sin que esto afecte a las
caracteristicas propias del alimento.
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7  ANEXOS

Anexo 1: Ficha técnica del fermento lactico.

‘aof‘i WO o]

ESPECIFICACIONES DEL PRODUCTO
CULTURA LEOFILIZADA YOGURT LAT BY Ee

llustracién 2: Ficha tecnica

Cultura onginal de bactena de acido lactico definda thermophilic para

:  producdon de yogurt con propedades de sabor mejoradas.

Lactobacllus delbrueciol subsp. Bulgancus y Streptococous

2 Themmophius.

Para DVS aplicacidn directa. La cultlura es apropiada para a

¢ produccitn de yogurt batido, con fnaa o del tipo bebible.

Desinfacte ol embalaje con etancl ames de la apertura, anada la

1 cultura en condiciones asépticas y mezcle bien para la preparacion.

Bolsas de hoja de metal de aluminio.
LATBYESSOL, 100L, 2500, S00 L

* Aplicacion DVS LAT BY E5/500 L, 1000 L. 2000 L

12 meses en-18°C

: Bacteria de acido lactico - minuto. CFU 9.5 x 10 /g

Enterobacteriaceae ‘ausenteen1g
Levadura ausenteen 1 g

. Staphylococcus aureus ‘Aausemeenig

Saimonella ‘ausente en 25 g

Para obtener un producto de alta calidad final, recomendgamos

; empezar a enfriar cuando se haya alcanzado un PH de 4.9-4,85
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[lustracion 2: (continuacion)

Acidification curve LAT BY E5
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Anexo 2: Procedimiento.

llustracién 3: Pasteurizacion del suero de leche.

A

Interpretacion: A: Pasteurizacion. B: Refrigeracion. B: Filtrado.

lustracion 4: Analisis fisico quimico

A

Midiendo
Suero
Temp.26.6 C
Por Favor Espere
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Interpretacion: A: Anélisis de grasa, proteina, lactosa. B: Adecuacion de las muestras. C:
Anélisis de solidos totales. D: Analisis de Cenizas en la mufla.

llustracién 5: Fermentacion

A B
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Interpretacion: A. Pesaje de medio de cultivo y suplementos. B: Inicio de la fermentacion a
bafio maria. C: Caldos en forma de lactato de calcio. D: Refrigeracion.

Ilustracion 6: Extraccion de Acido Lactico

54



Interpretacion: A: Filtrado al vacio. B: Evaporacion con agitacion. C: Destilacion al vacio.
D: Producto concentrado.

llustracion 7: Caracterizacion de acido lactico por Acidez Titulable y Prueba de pH.

Interpretacion: A: Titulacién con Hidréxido de sodio y fenolftaleina como indicador. B:
Medicion de pH de acido lactico.
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Anexo 3: Andlisis estadisticos
Acidez titulable.

Tabla 12:
Matriz de datos de resultados de acidez titulable

Temperatura de fermentacion

Suero 38°C 43°C
suplementado oy R2 R3 R1 R2 R3
Control 13,79 13,50 13,73 14,89 14,80 14,71
Al 20,82 20,29 20,10 23,23 23,23 23,41
A2 17,76 17,67 17,76 19,24 19,34 19,29

Nota: los valores estan expresados en gramos de &cido lactico por cada litro (g/L) del
suero de leche.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con el Disefio en bloques completos al azar con dos
factores independientes donde se compard la variabilidad del factor tratamiento que es suero
suplementado en diferentes concentraciones, el factor temperatura de fermentacién detallado
en bloques y la variable de respuesta es el acido lactico en g/L.

Tabla 13
Descripcion de los resultados entre factores

Temperatura de Fermentacion * Suero Suplementado
Variable dependiente: Acido Lactico

Intervalo de confianza

Temperatura de Suero Media Error 95%
Fermentacion Suplementado tip. Limite Limite
inferior superior
Control 13,673 ,076 13,508 13,838
38°C
A1 21,070 ,076 20,905 21,235
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A; 17,730 ,076 17,565 17,895

Control 14,800 ,076 14,635 14,965
43°C Ax 23,290 ,076 23,125 23,455
Az 19,290 ,076 19,125 19,455

Nota: Los resultados de la Media estan expresados en(g/L).

Las diferencias se consideraron significativas a un valor p<0,05. De acuerdo a los
resultados se observo la accion de los suplementos en el sustrato que mejor6 el metabolismo
celular de las bacterias lacticas con respecto al tratamiento control. Con respecto a la
temperatura de fermentacidn también se observé una variacién entre los resultados.

Andlisis de varianza ANOVA

Tabla 14
Analisis de varianza (ANOVA) Acidez titulable.

Pruebas de los efectos inter — sujetos

Variable dependiente: Acido Lactico g/L

Suma de

: . Medi .
Origen cuadrados tipo Gl © ,Ia.l F Sig.
m cuadratica

Modelo corregido 202,6012 5 40,520 2350,508 ,000
Interseccion 6033,877 1 6033,877 350015,448 ,000
Temperatura de Fermentacion 12,038 1 12,038 698,287 ,000
Suero Suplementado 189,654 2 94,827 5500,750 ,000
Temperatura de Fermentacion 909 5 455 26376 000
* Suero Suplementado
Error ,207 12 ,017
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Total 6236,685 18

Total corregida 202,808 17

a. R cuadrado =,999 (R cuadrado corregida = ,999)

Dado que el valor p para temperatura de fermentacion y suero suplementado son
menores que 0.05, esto nos dice que ambos factores tienen un efecto estadisticamente
significativo en los resultados. Asi mismo que para el efecto de interaccién entre factores nos
dice que existe un efecto de interaccion significativo.

Tabla 15
Prueba estadistica de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.

Residuo para Acido Lactico. 0,127 18 0,200" 0,973 18 0,847

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

De acuerdo a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, el p = 0,847 que es mayor a
0,05, en consecuencia, esto demostrd que los datos del analisis de &cido lactico por acidez
titulable tienen una distribucién normal, por consiguiente, se realizé pruebas paramétricas.

Comparaciones multiples

Luego del andlisis de varianza se confirm6 que existio diferencias significativas entre
los datos, por lo tanto, se realizo comparaciones mdltiples basado en método de Tukey
conocido también como método de la diferencia honestamente significativa de Tukey, se
utilizé un solo factor con el cual se compar6 todos los posibles pares de medias entre grupos.

Tabla 16
Prueba de Tukey para comparaciones multiples entre grupos

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Acido Lactico
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DHS de Tukey

Intervalo de confianza 95%

()Suero (J)Suero Diferencia de Error ti S
Suplementado ~ Suplementado medias (I-J) P g Limite Limite
inferior superior
Aq -7,9433" ,07580  ,000 -8,1456 -7,7411
Control
A -4,2733" ,07580  ,000 -4,4756 -4,0711
Control 7,9433" ,07580  ,000 7,7411 8,1456
Ax
A 3,6700" ,07580  ,000 3,4678 3,8722
Control 4,2733" 07580  ,000  4,0711 4,4756
Az
AL -3,6700" ,07580  ,000 -3,8722 -3,4678

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,017.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

La comparacion maltiple entre factores evidencio la diferencia de medias que presento
entre todos los grupos con valor de significancia < 0,05, entonces ningun factor fue igual, por
consiguiente, se determind que los resultados de los tratamientos tuvieron una diferencia
significativa.

Prueba Tukey para acidez titulable

Tabla 17
Prueba de Tukey para comparaciones por subconjuntos homogéneos entre grupos

Acido Lactico g/L
DHS de Tukey?®
Subconjunto

Suero Suplementado N
1 2 3
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Ao Control 6 14,2367

Az 6 18,5100

A1 6 22,1800
Sig. 1,000 1,000 1,000
b. Alfa = ,05.

En base a la prueba de Tukey por subconjuntos se identificd el mejor tratamiento
basadas en las medias observadas en el factor A: con una concentracion de 0,5% de
suplemento con mayor produccion con un valor medio de 22,18 g/L de acido lactico,

Suero_Suplementado
—— A0 (cortrol)
1

22 50 a2

20,00

17 20

Acido Lactico giL

15,00 o

12,50

T T
3g°C 43°C
Temperatura de Fermentacion

lustracion 8: Acidez titulable con respecto a la temperatura de fermentacion.

Ademas, se visualiz6 mediante la grafica de medias marginales estimadas donde indica
la concentracion de A.L en g/L con respecto a la temperatura de fermentacion, por
consiguiente, promedio de cada combinacion entre factores, a mayor temperatura es mayor la
produccion de &cido lactico, que presentd a 43°C de temperatura de fermentacion.

Medicién de pH
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Tabla 18
Matriz de datos de los resultados de pH.

Temperatura de fermentacion

Suero 38°C 43°C
suplementado
R1 R2 R3 R1 R2 R3
Control 5,12 5,10 511 5,01 5,03 5,02
Al 3,97 3,98 3,95 3,85 3,88 3,86
A2 4,19 4,18 4,19 4,08 4,10 4,09
Andlisis estadistico
Tabla 19
Estadistico Descriptivo de la medicion del pH
Variable dependiente: pH
Suero Suplementado ~ Temperatura Fermentacion ~ Media  Desviacion tipica N
38°C 5,5567 ,02082 3
Control 43°C 4,8967 ,07234 3
Total 5,2267 ,36462 6
38°C 3,5833 ,03606 3
As 43°C 3,0900 ,07638 3
Total 3,3367 27544 6
38°C 4,0567 ,02082 3
Az
43°C 3,9300 ,07000 3
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Total 3,9933 ,08335 6
38°C 4,2344 1,07664 9
Total 43°C 4,1367 ;59281 9
Total 4,1856 ,84462 18
Tabla 20
Anélisis de varianza ANOVA de pH.
Variable dependiente: pH
Origen cuadfsdn:)z '?i(:)o Il cu?der(;l?ca F Sig.
Modelo corregido 12,0912 5 2,418 800,165 ,000
Interseccion 315,340 1 315,340 104340,360 ,000
Suero Suplementado 11,049 2 5,524 1827,934 ,000
Temperatura Fermentacion ,043 1 ,043 14,235 ,003
M0 2 0 sk o
Error ,036 12 ,003
Total 327,467 18
Total corregida 12,128 17

a. R cuadrado =,997 (R cuadrado corregida = ,996)

El nivel de significancia de los resultados del pH de &acido lactico, es menor al valor
alfa de 0,05. Para el suplemento el valor de p<0,001, Para temperatura de fermentacion el

valor de p=0,003,

62



Tabla 21
Prueba de normalidad con los datos de pH

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Residuo para pH ,134 18 ,200" ,958 18 565

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

De acuerdo a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, el p = 0,565 que es mayor a
nivel de significancia de 0,05, en consecuencia, se acepto la hipétesis nula y se rechazo la
hipdtesis alternativa, esto demostro que los datos del analisis de acido lactico por medicion de
pH tienen una distribucion normal, por consiguiente, se realizd pruebas paramétricas.

Comparaciones multiples

Se realiz6 comparaciones multiples basado en método de Tukey conocido también
como metodo de la diferencia significativa de Tukey, se utilizé un s6lo factor con el cual se
compar6 todos los posibles pares de medias entre grupos, con un intervalo de confianza de
95%.

Tabla 22
Comparaciones multiples con prueba de Tukey

Variable dependiente: pH

DHS de Tukey
Intervalo de confianza 95%
(nSuero (J)Suero Diferencia de Error ti Si
Suplementado  Suplementado  medias (I-J) - g Limite Limite
inferior superior
Control Ar 1,8900°  ,03174 ,000 1,8053 1,9747
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Az 1,2333*  ,03174 ,000 1,1487 1,3180

Control -1,8900"  ,03174 ,000 -1,9747 -1,8053
~ Az -6567°  ,03174 ,000 -, 7413 -,5720
Control -1,2333" 03174 ,000  -1,3180 -1,1487
. Aq ,6567°  ,03174 ,000 5720 , 7413

Al realizar la comparacion entre los grupos del factor “A” se evidencid que existio
diferencias muy significativas donde los valores de nivel de significancia p < 0,001 en todos
los casos.

Prueba de Tukey para pH

Tabla 23
prueba de Tukey del pH en subconjuntos

pH
DHS de Tukey?®
Subconjunto
Suero Suplementado N
1 2 3

A1 6 3,3367
Az 6 3,9933
Control 6 5,2267
Sig. 1,000 1,000 1,000

A través de la prueba de Tukey, se evidenci6 que ningun grupo experimental es igual,
se formo tres subconjuntos con los factores Az, A2 y el tratamiento Control con valores de pH
3,33; 2,99 y 5,23 respectivamente.
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Medias marginales estimadas de pH

6,00

5,507

5,007

4,507

pH Acido Lactico

4,009

3,509

3,009

Suero_Suplementado
—— AD (contral)
— A1

A2

T T
L g 43°C

Temperatura_Fermentacion

llustracion 9: Resultados de pH con respecto a la temperatura

En la gréfica se observa que hay un descenso progresivo del valor de pH en funcién a
la temperatura de fermentacion, a 43°C se evidencié mayor descenso de pH.
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