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RESUMEN

El suero de leche es el mayor subproducto en la elaboracion de queso,
aproximadamente el 90% de leche empleada es recuperada como suero. En México
el suero desechado se considera un contaminante importante debido a que para su
oxidacion son requeridas altas cantidades de oxigeno, esto derivado de su contenido
de lactosa, ademés de que contiene nutrientes que son desperdiciados. Se han
propuesto estrategias para aprovechar sus componentes primordiales, lactosa y
proteinas, mediante su transformacion en compuestos mas digeribles y de
funcionalidad biolégica y/o tecnologica. Los galactooligosacaridos (GOS),
compuestos considerados prebiodticos, se obtienen mediante la reaccion de
transgalactosilacion de la lactosa con la enzima B-galactosidasa (B-gal), en
condiciones especificas dependientes de la fuente de la enzima. Investigaciones han
buscado mejorar el rendimiento de produccion de GOS, mediante estudios de
cinética enzimética con condiciones variables y el uso de tecnologias emergentes,
como el ultrasonido (US), para asistir la reaccion pero no hay mucha informacion
disponible de los compuestos formados. Por todo lo anterior, los objetivos de este
trabajo fueron la sintesis de GOS asistida por US a partir de lactosa de permeado de
suero dulce (PSD) utilizando B-gal, para aumentar el valor biolégico y el rendimiento
de la reaccion; la caracterizacion cromatografica de los productos de reaccion, y el
desarrollo de una bebida potencialmente prebibtica por su contenido de PSD
reaccionado (PSDR) con presencia de GOS. Al utilizar US para asistir la reaccion y
PSD como sustrato, aumentaron los rendimientos de produccion de GOS en
aproximadamente 10-12%. Se utiliz6 el PSDR con mayor produccion de GOS (el
reaccionado por 90 min con US) para el desarrollo de la bebida, evaluando distintas
formulaciones donde se variaron las cantidades de PSDR y enmascarante de sabor.
La combinacion preferida por los panelistas en la evaluacién sensorial fue la que
tenia 80% PSDR y 0.25% enmascarante (saborizante de menta), debido a un
adecuado equilibrio entre el sabor dulce y fresco. Adicionalmente, mediante
cromatografia de ultra-alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UPLC-
MS) se identificaron los compuestos formados en PSDR, destacando GOS de 3,4y
5 unidades, asi como los disacaridos alolactosa y 6-galactobiosa.

Palabras clave: bebida, galactooligosacaridos, lactosa, suero, B-galactosidasa.
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ABSTRACT

Whey is the largest byproduct in cheese production, with approximately 90% of the
milk used being recovered as whey. In Mexico, discarded whey is considered a
significant pollutant because its oxidation requires large amounts of oxygen, due to
its lactose content, as well as containing nutrients that are wasted. Different strategies
have been proposed to utilize its key components, lactose and proteins, by
transforming them into more digestible compounds with biological and/or
technological functionality. Galactooligosaccharides (GOS), compounds regarded as
prebiotics, are obtained through the transgalactosylation reaction of lactose with the
enzyme [B-galactosidase (B-gal), under specific conditions dependent on the enzyme
source. Research has aimed to improve the production yield of GOS through
enzymatic kinetics studies with variable conditions and the use of emerging
technologies, such as ultrasound (US), to assist the reaction. However, there is limited
information available about the compounds formed. Given all of the above, the
objectives of this work were the US-assisted synthesis of GOS from lactose from
sweet whey permeate (SWP) using B-gal, to increase the biological value and yield
of the reaction; to chromatographically characterize the reaction products; and to
develop a potentially prebiotic beverage due to its content of reacted sweet whey
permeate (RSWP) with GOS content. By using US to assist the reaction and
employing SWP as a substrate, GOS production yields increased by approximately
10-12%. The RSWP with the highest GOS production (reacted for 90 min with US)
was used for beverage development, evaluating different formulations where the
amounts of RSWP and flavor masking agent were varied. The preferred combination
by the panelists in the sensory evaluation was the one with 80% RSWP and 0.25%
masking agent (mint flavoring), due to a suitable balance between sweet and fresh
flavors. Additionally, through ultra-high-performance liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (UPLC-MS), the compounds formed in RSWP were
identified, highlighting GOS with 3, 4, and 5 units, as well as the disaccharides
allolactose and 6-galactobiose.

Keywords: beverage, galactooligosaccharides, lactose, whey, B-galactosidase.
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1. INTRODUCCION
El suero es el subproducto mas importante obtenido por la industria lactea. Se estima

gue se producen alrededor de 9 L de suero por cada kg de queso, equivalente a una
produccién global de suero de alrededor 200 millones de toneladas (Carvalho et al.,
2013; Domingos et al., 2018). Debido a su alto valor nutricional, se ha fomentado su
valorizacion. Cerca del 50% del suero generado en paises desarrollados se
aprovecha como fuente de compuestos valiosos (como proteinas de gran valor
biolégico, lactosa, éacido lactico y minerales) para la industria alimentaria o
farmacéutica. Pese a esto, aun se desperdicia en gran cantidad, promoviendo la
contaminacion ambiental debido a su considerable carga organica, causada
principalmente por su alto contenido de lactosa (35-50 g/L), lo que desencadena en
sus altas demandas biologica (DBO) y quimica de oxigeno (DQO) (Carvalho et al.,
2013; Yadav et al., 2015; Sommella et al., 2016; Panghal et al., 2018).

El derrame de suero en el suelo genera problemas de contaminacién ambiental al
alterar las propiedades fisicoquimicas del suelo, causando disminucién del
rendimiento de los cultivos. Eliminar el suero en cuerpos de agua disminuye el
oxigeno disuelto, lo que representa riesgo significativo para la vida acuética, el medio
ambiente y la salud humana (Yadav et al., 2015). En México, la NOM-001-
SEMARNAT-2021 fija los limites permitidos de contaminantes en las descargas de
aguas residuales hacia cuerpos receptores que son propiedad nacional.
Recientemente se ha prestado mas atencion a la sostenibilidad en la industria
agroalimentaria, junto con el desarrollo sostenible y la economia circular, lo que ha
aumentado el interés por valorizar los residuos de los procesos alimentarios (Barba,
2021). Han emergido tecnologias de procesamiento y enfoques biotecnolégicos para
transformar este subproducto en una fuente de componentes valiosos 0 en una
amplia gama de bebidas que se pueden comercializar (Krélczyk et al., 2016).

Los oligosacaridos prebibticos son compuestos que no pueden ser digeridos y que
difieren en la composicion y configuracion de los residuos de monosacaridos y en el
tipo de enlaces glucosidicos que contienen. Estos prebioticos tienen efectos
benéficos a la salud humana, primordialmente porque modifican la microbiota
intestinal autoctona del colon (van Loveren et al., 2012). Los galactooligosacaridos

(GOS) y la lactulosa son reconocidos como prebiéticos debido a los beneficios que



brindan a la salud, tales como la inmunomodulacion, el metabolismo de los lipidos,
la absorcion de minerales, el control del peso y la prevencién de problemas
relacionados con la obesidad, entre otros. Los estudios in vitro en animales y
humanos (incluidos estudios con bebés) han demostrado ampliamente el efecto
prebidtico de los GOS. Ademas, los GOS han sido reconocidos como seguros
(GRAS) en los Estados Unidos (Anaddn et al., 2016). Los GOS se presentan de
forma natural en la leche de animales y humanos en niveles bajos, pero se producen
principalmente mediante procesos de glicosilacion quimica o rutas enziméticas para
cumplir con las necesidades del mercado (Lappa et al., 2019).

En las ultimas décadas, ha habido un creciente interés en la sintesis de GOS debido
a sus propiedades prebioticas y tecnoldgicas, de modo que han sido de interés las
investigaciones para optimizar la reaccion de transgalactosilacion de la lactosa y, por
ende, mejorar el rendimiento de la produccion de GOS. El ultrasonido es una
tecnologia emergente que, al ajustarse adecuadamente, puede generar cavitacion,
un fenémeno fisico que produce efectos notables en los solutos que se encuentran
en el medio de reaccion, especialmente en las enzimas. La cavitacion puede reducir
la resistencia del sustrato a difundirse en la matriz, lo que aumenta la transferencia
de masa y homogeniza el medio de reaccion. También puede evitar la agregacion de
los solutos y cambiar la estructura de la enzima, lo que puede mejorar el rendimiento
de los productos (Huicochea, 2023).

La industria alimentaria ha encontrado en la bebida de suero una importante opcion
para aprovechar el suero de queso. Se han creado exitosamente bebidas a partir de
suero de leche, ya sean fermentadas, no fermentadas, con o sin alcohol, con gas
(CO2), naturales o con sabor a frutas. La composicion beneficiosa del suero lo hace
una alternativa sencilla, saludable y econémica para que los productores de
alimentos lo incluyan en distintos productos; ademas, la creciente demanda de
alimentos funcionales ha motivado la inclusién de componentes prebidticos en las
bebidas de suero (Souza et al., 2019; Joshi et al., 2020).

Por lo expuesto previamente, en el presente trabajo se propuso el aprovechamiento
del suero lacteo para la sintesis de GOS y su aplicacion en el desarrollo de una
bebida potencialmente prebidtica. Adicionalmente, se estudi6 el efecto de asistir la

reaccion con US sobre el rendimiento y el tipo de GOS formados.



2. ANTECEDENTES

El queso es un producto de alto consumo en México, la Norma Oficial Mexicana 223
(NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018) define al queso como un producto lacteo de
diferentes texturas (blando, semiduro, duro y extraduro), madurado o no madurado
gue puede estar recubierto y cuya proporcion de proteinas de suero y caseina no
debe ser superior a la de la leche. De igual manera, la norma especifica que este
producto es obtenido mediante la coagulacion total o parcial de la proteina de la leche
(entera, descremada y/o parcialmente descremada), crema, mantequilla, o
combinacion de estos productos por medio del uso de cuajo u otros coagulantes
adecuados y escurrimiento parcial del suero resultante.

El queso es un producto lacteo muy consumido a nivel mundial. Existen alrededor de
2000 variedades de queso en el mundo (Moreno, 2019). En 2021, el valor de
mercado mundial del queso se situé en aproximadamente 77,600 millones de
dolares, una cantidad que se estima que superara los 113,000 millones de délares
para el afio 2027 (Figura 1) (Shahbandeh, 2022a).

El queso represento alrededor de 22 millones de toneladas métricas (Figura 2) en la
produccion del 2021. La produccién mundial de queso ha aumentado cada afio desde
2015 (Figura 2), siendo la Unién Europea (UE) responsable de la mitad de la
produccién total (10.55 millones de toneladas métricas) en 2021, liderada por
Alemania con mas de 2.25 millones de toneladas métricas producidas. A nivel pais,
Estados Unidos de América (EUA) fue el principal productor en 2021 (Shahbandeh,
2022a); al igual que en 2020, con aproximadamente 6 millones de toneladas métricas
producidas, seguido de Alemania con 2.35 millones, segun datos de la FAO (Figura
3) (FAO, 2023). Acorde al boletin de leche del 2019, en ese afio México reportd una
produccion de 476,927 toneladas, equivalente a un valor de mercado de 25,554
millones de pesos; los principales tipos de queso producido fueron fresco, doble
crema, amarillo y panela (18.8, 15.3, 11.1 y 11.1% de la produccion de queso,
respectivamente) (SADER/SIAP, 2019).

En 2022, el consumo de queso de la UE fue de alrededor de 9.4 millones de
toneladas métricas, una cantidad que superd con creces las cifras de consumo en

otras partes del mundo. En cuanto a principales consumidores, en ese afio México
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fue el sexto lugar con un consumo de 0.6 millones de toneladas métricas (Figura 4)
(Shahbandeh, 2022a).
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Figura 1. Valor de mercado del queso a nivel mundial de 2019 a 2027
(Shahbandeh, 2022a)
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Acorde a Bintsis y Papademas (2017), el proceso de fabricacion de queso puede
variar segun la region y el tipo de queso que se esté elaborando, pero en términos
generales consiste en 6 etapas fundamentales (Figura 5):
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Preparacion de la leche: esta etapa implica la clarificacion de la leche para
remover impurezas presentes, la estandarizacion del contenido de grasa y
proteina para que sea el adecuado segun el tipo de queso que se va a
producir, la homogeneizacion de la leche para evitar la formacion de glébulos
de grasa y la aplicacion de tratamientos térmicos como la termizacion,
pasteurizacion o ultra pasteurizacion que ayudan a garantizar la inocuidad
(reduciendo o eliminando la carga microbiana presente), mejorar la calidad y
en algunos casos, obtener la textura y sabor deseados en algunos tipos de
quesos.

Coagulacién: implica la separacion de la porcién soélida (cuajada) de la liquida
(suero). Para lograrlo se afiaden agentes coagulantes, como cuajo
(quimosina) o acido lactico, los cuales actian sobre las proteinas de la leche
provocando su coagulacion y formacion de la cuajada. La coagulacion se ve
influenciada por elementos como el pH, la concentracion de calcio, el
contenido de proteina y la temperatura. La adicion de CaCl: a la leche puede
reducir el tiempo de coagulacion y mejorar las propiedades del gel resultante.
Sinéresis: una vez formada la cuajada, se corta en trozos pequefios para
facilitar la salida del suero; el tamafio y forma de los cortes dependera del tipo
de queso que se esta produciendo, ya que afecta la textura y firmeza final del
producto. Luego del corte, se somete a calentamiento gradual y agitacion para
favorecer la expulsién del suero y lograr la consistencia y textura deseada.
Salado: se realiza después del corte de la cuajada y desuerado para mejorar
el sabor y la textura del queso, ademas de ayudar a su conservacion. La sal
puede ser agregada directamente antes del moldeado o después de moldear
el queso puede sumergirse en una solucién salina (salmuera). La cantidad de
sal utilizada depende del tipo de queso que se esté produciendo y puede ir de
0.5 hasta 3% del peso del queso.

Moldeado: se requiere moldear la cuajada para dar forma al queso. El
moldeado puede ser manual o mecanico y depende del tipo de queso que se
produzca. En algunos casos se utiliza una prensa para compactar el queso y

eliminar el exceso de suero y posteriormente dejarlo reposar, con la finalidad



de que adquiera su forma final y se asiente la cuajada. El tiempo de reposo
puede variar acorde al tipo de queso y puede ir desde unas horas a dias.

o Maduracién: es la etapa donde se desarrollan sus caracteristicas
organolépticas como sabor, aroma, textura y apariencia. El queso es sometido
a procesos bioquimicos y microbioldgicos que transforman sus componentes
y le dan propiedades Unicas. En general, se lleva a cabo en camaras frias y
himedas donde se tiene un control de la temperatura, humedad y ventilacién;
se busca propiciar el crecimiento de bacterias y hongos afadidos
intencionalmente que contribuyen al desarrollo del sabor y la textura. El tiempo
de maduracién varia segun el tipo de queso, puede durar desde semanas a
afios. Los cambios son muy complejos, pero generalmente se reconoce que
ocurren tres procesos fundamentales durante la maduracion: glucdlisis,
protedlisis y lipdlisis. Ademas, varios cambios secundarios se dan
simultdneamente, y son estas transformaciones las que principalmente

influyen en los matices mas delicados del sabor del queso.
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Figura 5. Diagrama general del proceso de produccion de queso
2.1.Suero de leche
Se define al suero como “liquido obtenido de la coagulacion de la caseina de la leche,
mediante la accion de enzimas coagulantes de origen animal, vegetal o microbiano,

por la adicion de acidos organicos o minerales de grado alimentario; acidificacion por



intercambio i6nico hasta alcanzar el punto isoeléctrico de la caseina” (NOM-183-
SCFI-2012).

El suero se clasifica ampliamente en 2 tipos: dulce y acido. El suero dulce (SD) es
un subproducto en la elaboracion de quesos duros y semiduros (como el Cheddar y
el Gouda), mientras que el suero acido (SA) es un subproducto de la elaboracién de
productos lacteos con precipitacion acida (como el requeson y el yogur griego). Las
principales diferencias entre el SA y el SD son los valores de pH, el perfil mineral y
las cantidades de lactosa, acido lactico y de proteinas de suero; el SA se caracteriza
por valores de pH mas bajos y mayor contenido de iones de calcio, aniones de fosfato
y acido lactico (Risner et al., 2019; Merkel et al., 2021).

Para la obtencion de SD, se utilizan enzimas de tipo cuajo a un pH minimo de 5.6
para inducir la coagulacion; en el caso del SA, se crea un coagulo cuando la leche
se acidifica mediante cultivo de Lactobacillus o acido mineral a un pH maximo de 5.1.
La composicion del suero y las caracteristicas sensoriales varian segun el tipo de
suero (SA o SD), el origen de la leche (vaca, oveja, bovino, etc.), la alimentacion del
animal, el procesamiento del queso utilizado, época del afio y la etapa de lactancia.
El suero es un producto bastante diluido con un total de solidos de alrededor del
6.5%. Como se menciono anteriormente, los soélidos estan compuestos basicamente
por lactosa, proteina de suero, ceniza, acido lactico y grasa (Cuadro 1) (Arshad et
al., 2022).

Cuadro 1. Composicion de suero (Arshad et al., 2022)

SD (%) SA (%)

Agua 93-94 94 - 95
Lactosa 45-5 3.8-4.3

Proteina 08-1 08-1
Acido lactico trazas Hasta 0.8

Acido citrico 0.1 0.1

Minerales 0.5-0.7 0.5-0.7

Grasa trazas trazas

2.1.1. Carbohidratos
21.1.1. Lactosa
La lactosa es un disacarido [3-D-galactopiranosil-(1—4)-D-glucosa] que por hidrélisis
produce los mondmeros D-glucosa y D-galactosa, es el carbohidrato caracteristico



de la leche y es responsable de alrededor del 75% de los s6lidos del suero. Tiene un
valor comercial bajo como azlcar debido a varias razones: creciente incidencia de
intolerancia a la lactosa (principalmente en poblaciones adultas), débil poder
fermentable en comparacion con los monosacéaridos que lo componen (glucosa y
galactosa) y no se usa como edulcorante de mesa porque no es lo suficientemente
dulce. Hoy en dia, la mayor parte de la lactosa que se produce cada afio se recupera
del suero, y las unidades de procesamiento involucran generalmente las etapas de
concentracion por evaporacion, cristalizacion, separacion, refino, secado y molienda
(Rocha y Guerra, 2020).

La lactosa se emplea en el sector alimentario y farmacéutico. Se usa para
suplementar formulas infantiles y como excipiente en productos farmacéuticos, de
igual manera puede contribuir al sabor y color en productos de panificacién y
reposteria. Se puede emplear para la produccion de glucosa y galactosa mediante
hidrolisis. En comparacion con otros carbohidratos, la lactosa tiene bajo contenido
energético, indice glucémico y de potencial cariogénico. Las caracteristicas
favorables de plasticidad, compresibilidad, lubricacion, firmeza y sabor ligero lo
hacen apto para su uso en la fabricacion y recubrimiento de pildoras y comprimidos
en la industria farmacéutica (de Souza et al., 2010).

Hay varias tecnologias disponibles para el procesamiento de suero de queso para
concentrar y fraccionar las proteinas de suero y para tratar las aguas residuales,
incluidas las tecnologias de membrana. Si bien la mayoria de los procesos se centran
en la concentracién y el fraccionamiento de las proteinas de suero de queso, también
se debe considerar la recuperacion de lactosa debido a su importancia en las
actividades generales de utilizacion de suero y eliminacion de desechos. La lactosa
es un componente importante del suero y su recuperacién ayuda a mejorar la
economia de aprovechamiento del suero y a minimizar los problemas de
contaminacion (ya que la recuperacion de la lactosa en si misma reduce la demanda
bioquimica de los desechos). Los desafios en torno al suero son convertir un
contaminante en productos econémicamente rentables y, al mismo tiempo, disminuir
la huella ambiental de los procesos de la industria lactea; las posibles alternativas

pasaran por la recoleccion del suero y la utilizacion de la lactosa y sus derivados



guimicos bajo las mas variadas formas quimicas (de Souza et al., 2010; Rocha y
Guerra, 2020).

2.1.1.2. Galactooligosacéridos (GOS)

Los galactooligosacéridos (GOS) son prebioticos resistentes a la digestion que
contribuyen a optimizar el efecto de la flora intestinal en la salud humana y fomentan
el desarrollo de bacterias benéficas, como las bifidobacterias y los lactobacilos. El
crecimiento de estas bacterias probidticas puede reducir el nUmero de bacterias
patdgenas, mejorar la inmunidad y prevenir el cancer; algunas investigaciones han
mostrado cémo los probidticos pueden disminuir la permeabilidad intestinal o
estimular la homeostasis del sistema inmunitario de la mucosa del huésped y luego
regular la disbiosis de la microbiota a un estado saludable. Ademas, otros beneficios
de los GOS a la salud humana son la disminucién del pH de las heces, la prevencion
de la cariogenicidad y la reduccién de los niveles de colesterol sérico (Li et al., 2019).
Los GOS se forman durante la hidrélisis de la lactosa con B-gal mediante una
reaccion de transgalactosilacién, durante la cual la enzima transfiere el resto
galactosa del B-galactosido al grupo hidroxilo de una lactosa o un GOS existente
(Rocha y Guerra, 2020).

Los GOS se han convertido en ingredientes atractivos para numerosas aplicaciones
por su bioactividad y funcionalidad tecnoldgica. En la industria alimentaria, se utilizan
como ingrediente en la leche infantil y alimentos a base de cereales, refrescos y
edulcorantes bajos en calorias. En la actualidad, la produccion de GOS tiene un alto
interés comercial en las industrias agroalimentaria y nutracéutica, concretamente en
productos lacteos y de panaderia, nutracéuticos, alimentacion infantil y alimentacién
animal (Li et al., 2019; Rocha y Guerra, 2020).

En un estudio realizado por Barile et al. (2009) se demostro la presencia de GOS de
manera natural en el suero lacteo, caracterizando los GOS por medio de
espectrometria de masas (MS) acoplada a resonancia de ciclotrén idnica por
transformada de Fourier (FTICR) con 2 métodos distintos de ionizacion: ionizacion
por nanoelectrospray (nESI) y ionizacion por desorcion laser asistida por matriz
(MALDI). El estudio se basa en estudios previos que evaluaron la presencia, en el
suero, del oligosacarido sialilactosa, para el cual existe un estandar comercial. A

diferencia de esos estudios, la alta resolucion y el analisis de masa exacta por
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especie proporcionado por la instrumentacion utilizada permitié identificar la
composicién exacta de los oligosacaridos para los que no existen estandares
comerciales. Se logro la caracterizacion de oligosacaridos no descritos anteriormente
en el permeado de suero de queso bovino mediante nESI-FTICR MS y MALDI-FTICR
MS; ademas de la sialilactosa (el oligosacarido mas abundante en el calostro bovino),
identificaron otros 14 oligosacéaridos, la mitad de los cuales tienen la misma
composicion que los oligosacéridos de la leche humana.

Se ha reportado con anterioridad (Zerva et al., 2021) la caracterizacion de GOS
formados, en suero acido, a partir de lactosa con B-gal de Thermothielavioides
terrestris, una enzima novedosa de produccion heteréloga. No obstante, son
escasos los datos sobre la composicion de GOS derivados de lactosa en SD (el cual
tiene un mayor contenido de lactosa que el suero &cido, lo que podria mejorar el
rendimiento de GOS producidos) con B-gal de Kluyveromyces lactis (K. lactis), una
enzima comercial. Los enlaces glucosidicos, la composicibn monomérica y la
longitud de la cadena pueden afectar las propiedades prebioticas; de modo que,
realizar la caracterizacion mencionada previamente otorgara informacion critica para
respaldar las relaciones entre la estructura y las posibles propiedades prebidticas de
los GOS formados con el uso de una enzima de facil acceso y un sustrato que
posiblemente permita mayores rendimientos.

En diversos estudios (Adamczak et al., 2009; Manucci, 2009; Fischer y Kleinschmidt,
2015; Gonzalez et al., 2017; Eskandarloo y Abbaspourrad, 2018; Yarfiez et al., 2021;
Zerva et al., 2021; Bolognesi et al., 2022; entre otros) se ha evidenciado la sintesis
de GOS a partir de suero (dulce y acido) y soluciones de lactosa pura haciendo uso
de B-gal recombinante y/o nativa, en su forma libre e inmovilizada, proveniente de
diferentes fuentes. Ademas, en dichas investigaciones se ha trabajado en optimizar
la reaccion transgalactosilacion por medio del estudio de cinéticas de reaccidon ante
el cambio en factores como fuente de la enzima, concentracion de sustrato, pH y
temperatura.

En un trabajo reciente (Duan et al., 2021), se investigo la utilizacion integrada de
suero lacteo en la produccion de GOS, utilizandolo como medio de cultivo de bajo

costo para el crecimiento de probioticos (Lactobacillus bulgaricus L3) que fueron
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utilizados en la produccion de enzima (B-gal) que cataliza la sintesis de GOS

utilizando nuevamente el suero como el sustrato (Figura 6).
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Figura 6. Utilizacion integrada de suero lacteo en la produccién de B-gal y la
sintesis de GOS seguida de purificacién (Duan et al., 2021)

2.1.2. Impacto econémico (nacional e internacional)

La produccion mundial de suero esta creciendo entre un 1% y 2% anualmente, se
estima que el valor de la produccién de suero es nueve veces el del queso producido
(Sharma et al., 2018). En 2021, el mercado mundial de proteina de suero se valoré
en alrededor de 10,300 millones de dolares y espera que alcance los 18,120 millones
de délares en 2029 (Shahbandeh, 2022b), con una tasa de crecimiento anual del
7.5% entre 2021 y 2029 (Figura 7). En México, el valor del mercado de proteina de
suero aumento6 un 28.6% del 2014 al 2018, y en 2019 se valord en 794.1 millones de
dolares; se espera que este valor aumente a una tasa de crecimiento anual del 17.7%
para el 2023, alcanzando un valor de 1,525.2 millones de délares (Growth Market
Reports, 2021).

El segmento de concentrado de proteina de suero (WPC) dominé el mercado y
representd mas del 48,0 % de los ingresos globales en 2021 (Figura 8). Los WPC se
utilizan como fuente de proteina para alimentos y productos nutricionales para nifios
recién nacidos. El WPC muestra propiedades gelificantes cuando se descompone en
agua y se calienta, esta propiedad es muy Uutil para aplicaciones en la industria
alimentaria y carnica (MMR, 2022).
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Figura 8. Mercado global de proteina de suero en 2021, por tipo (MMR, 2022)

La Figura 9 muestra la dindmica del mercado de la proteina de suero en el 2021 y su
estimacion hasta el afio 2029. El aumento de la prevalencia de las enfermedades
relacionadas con el estilo de vida y la creciente conciencia sobre el estilo de vida
saludable estan estimulando la demanda de proteina de suero. Los suplementos de
proteina se recomiendan con frecuencia en los gimnasios y centros de bienestar, lo
gue esta atrayendo la consideracion de los compradores hacia la proteina de suero.
Debido a sus propiedades antibacterianas y antihipertensivas, la proteina de suero
se utiliza en la industria alimentaria en cereales, chocolates, bebidas, variedades de
alimentos para nifios, productos lacteos y productos horneados; esto seguira
impulsando acuerdos de proteina de suero en todo el mundo (MMR, 2022).
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Figura 9. Segmento de aplicacion de la proteina de suero en el periodo 2021-2029
(MMR, 2022)

2.1.3. Impacto ambiental

El suero se caracteriza por su alto rango de demanda biolégica de oxigeno (DBO,
cantidad de Oz en mg necesaria para la oxidacion biologica de la carga organica por
litro de suero) y demanda quimica de oxigeno (DQO), 30-50 g/L y 60-80 g/L,
respectivamente. La lactosa es la principal responsable de las elevadas DBO y DQO
(Tsakali et al., 2010; Sharma et al., 2018).

Historicamente, la eliminacion del suero de queso incluia principalmente la descarga
en rios, lagos o cuerpos de agua locales, alimento para animales y alimentacion
directa a rumiantes. Una alternativa diferente seria liberar el suero en lagunas para
su oxidacion o en el sistema de alcantarillado doméstico, pero la DBO y la DQO
elevadas del suero de queso generalmente conducen a un excedente de materia
organica en el sistema. La liberacion del suero de queso por estas vias no
proporciona ningun producto valioso, es costosa y exige una gran cantidad de mano
de obra para las empresas de produccion, que normalmente corren con todos los
costos directos de manejo y transporte. En orden a construir soluciones integradas
para el problema de eliminacion de suero, debe ser reconocido como una fuente y
no solo como un desperdicio, en vista de su enorme prospectiva como sustrato para
productos de valor agregado (Sharma et al., 2018).

Teniendo en cuenta que anualmente se producen miles de millones de toneladas de
suero en todo el mundo, se requieren nuevos métodos para utilizarlo. En los ultimos
afos se han realizado varios estudios sobre la importancia del valor nutricional del

suero y las propiedades de sus ingredientes. Actualmente se sabe que su contenido
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principal, las proteinas del suero, tienen propiedades antimicrobianas, antivirales y
antioxidantes, pueden ofrecer una especie de proteccién contra el cancer y las
enfermedades del corazon y ayudan a mejorar las defensas inmunitarias. Debido a
las dificultades sustanciales encontradas en el tratamiento del suero como un
desecho biologico y su alto potencial para ser materia prima valiosa para la
produccion de sustancias bioactivas y alimentos de valor agregado, esta Ultima
parece ser la Unica tendencia aceptada y popular para tratar este subproducto de la
industria lactea (Tsakali et al., 2010).

Durante muchos afos, el suero generado como un subproducto de la produccion de
gueso, fue considerado un material de desecho, se rociaba en los campos como
fertilizante o, en el mejor de los casos, se secaba como suero en polvo destinado a
las aplicaciones de alimentacion animal. La utilizacion global del suero se muestra
brevemente en la Figura 10. Durante las ultimas décadas, las empresas lacteas han
aplicado diferentes tecnologias para procesar el suero de queso, lo que resulté en la
separacibn de sus componentes principales, que comprenden fracciones
enriquecidas en proteinas, lactosa y minerales. Estas tecnologias se han basado
generalmente en procesos de cristalizacion, membrana y cromatograficos (Tsakali et
al., 2010).

Produccion mundial de suero
145 millones de toneladas

v Pienso, fertilizante, residuo
60 millones de toneladas

Utilizado industrialmente
85 millones de toneladas

v

Suero en polvo Concentrado/aislado de Otros productos
+Lactosa proteina de suero de leche industriales
49 millones de toneladas 30 millones de toneladas 6 millones de toneladas

Figura 10. Balance actual de la utilizacion global de suero (Tsakali et al., 2010)
Los hidrolizados de proteina y lactosa del suero son productos obtenidos a partir de
la hidrdlisis enzimatica o acida del suero lacteo, que consiste en romper las proteinas
y la lactosa del suero en fragmentos mas pequefios (como péptidos, aminoacidos

libres y azucares simples). La parte proteica del suero tiene un alto valor biolégico
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gue puede mejorarse mediante la hidrélisis enzimatica de estas proteinas en
péptidos, lo que a su vez aumenta las propiedades funcionales, tecnoldgicas y
bioactivas de sus proteinas. Ademas, se ha mostrado que la reduccién del contenido
de lactosa, ya sea por fermentacion o hidrélisis enzimatica controlada, es favorable
para un mayor alcance de los productos (especialmente para las personas que
presentan intolerancia a la lactosa) y tiene un efecto beneficioso en la mayor
digestibilidad del suero (Ghosh et al., 2017).

2.2.3-galactosidasa (B-gal)
La B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es un tipo de glucésido hidrolasa (GH), que cataliza
la hidrdlisis de lactosa y la transgalactosilacién. Se ha utilizado ampliamente para
descomponer la lactosa en galactosa y glucosa en la industria lactea. Ademas, puede
producir GOS mediante transglicosilacion durante la hidrdlisis de lactosa u otros
galactésidos estructuralmente relacionados; por lo tanto, puede usarse ampliamente
en aplicaciones relacionadas con la nutricion y el procesamiento de alimentos. Hasta
la fecha, las B-galactosidasas se han purificado y caracterizado a partir de diversos

organismos, como bacterias, hongos, levaduras, plantas y mamiferos (Li et al., 2019).

2.2.1. Estructura

El tetramero de 3-gal (Figura 11) consta de cuatro cadenas polipeptidicas (A, B, Cy
D), cada una de 1023 aminoacidos. Cada monémero de 1023 aminoacidos se
compone de cinco dominios (1-5, que son respectivamente de color morado, verde,
amarillo, azul y rojo en la Figura 11) (Matthews, 2005).

El dominio 3 tiene una estructura de barril o/ con el sitio activo ubicado en carbono
terminal del extremo del barril. Los cuatro mondmeros se agrupan alrededor de tres
ejes de simetria, se puede considerar que estos ejes forman tres interfaces distintas
entre diferentes pares de mondémeros: la interfaz larga relaciona A con By C con D,
la interfaz de activaciéon relaciona A con D y B con C y la interfaz mas pequefa
relaciona A con C y B con D. Como se ve en la Figura 11, el monémero A dona su
bucle del dominio 2 para completar el sitio activo del monémero D; asimismo, un
bucle del monémero D completa el sitio activo del monomero A. La donacion y
aceptacion reciproca también ocurre entre el monémero By C por lo que se producen

un total de cuatro sitios activos funcionales (Matthews, 2005).
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Figura 11. Estructura del tetramero de 3-gal. La coloracion es dada por el dominio:
naranja, péptido complementario; morado, dominio 1; verde, dominio 2; amarillo,
dominio 3; azul, dominio 4; rojo, dominio 5. La distincibn del mismo dominio en
subunidades distintas se hace por el uso de tonos claros y oscuros de un color
determinado (Matthews, 2005)

El dominio 3 tiene una estructura de barril a/f con el sitio activo ubicado en carbono
terminal del extremo del barril. Los cuatro mondmeros se agrupan alrededor de tres
ejes de simetria, se puede considerar que estos ejes forman tres interfaces distintas
entre diferentes pares de monémeros: la interfaz larga relaciona A con By C con D,
la interfaz de activacion relaciona A con D y B con C vy la interfaz mas pequefia
relaciona A con C y B con D. Como se ve en la Figura 11, el monémero A dona su
bucle del dominio 2 para completar el sitio activo del monémero D; asimismo, un
bucle del monémero D completa el sitio activo del monomero A. La donacion y
aceptacion reciproca también ocurre entre el monémero By C por lo que se producen

un total de cuatro sitios activos funcionales (Matthews, 2005).

2.2.2. Mecanismos de reaccion
La enzima tiene un sitio activo que se compone de dos residuos cataliticos: un
nucledfilo catalitico y un catalizador acido/base. Primero, el nucledfilo catalitico ataca

el carbono anomérico de la lactosa, generando el intermediario galactosil-enzima con
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liberacion simultdnea de glucosa (Figura 12a). Posteriormente, este intermediario
sufre un proceso de hidrdlisis o transgalactosilacion, ambas reacciones requieren la
asistencia de un catalizador acido/base. En la reaccién hidrolitica se tiene galactosa
como producto si el aceptor es el agua (Figura 12b); de lo contrario, la lactosa en el
medio puede actuar como aceptor con lo que se da la formacion de GOS a través de
un mecanismo de transgalactosilacion (Figura 12c) (Bultema et al., 2014; Liburdi y
Esti, 2022).

Catalizador dcido/base G\ucosi
e _
Lactosa l:\//\o ,.-.X_,.-\\\,,n. b) Hidrélisis L
(w - L o t T M "
g S G ' il =
Ho- Lo "k/"c' /_‘ *-‘.{/'0 H20 L”c\
b HDH,W e o) . —_— — - o
! \ 1 1
aH a oH aH &
N ) S Galactosa - o

MNucledfilo ) ! i
Complejo galactosil-enzima

o
rlTH
N\ 0 ‘&-:f’" c) Transgalactosilacion

|
™ HE. .

Lactosa

. S,
ANV S P G

h P L ) _— 5 Q
o i e N LT N
:ﬁ GOS
Figura 12. Mecanismos de reacciéon de [3-gal con lactosa como sustrato: a) formacion
del complejo galactosil-enzima; b) reaccion de hidrdlisis; ¢) mecanismo de
transgalactosilacién (Bultema et al., 2014).

Las B-galactosidasas estan ampliamente distribuidas en numerosos sistemas
biolégicos (microorganismos, plantas, tejidos animales, etc.); sin embargo, en
comparacion con las fuentes animales y vegetales, los microorganismos producen
mayores rendimientos de enzimas. Las distintas (3-galactosidasas tienen diferentes
afinidades por el agua y los sacaridos (producen diferentes cantidades de GOS a la
misma concentracion de lactosa); parece probable que la fuente de la enzima sea el
factor principal que influye profundamente en las reacciones de hidrélisis y
transgalactosilacion. Otro factor importante es la concentracion inicial de lactosa ya
que en altas concentraciones algunas [3-galactosidasas cambian de un mecanismo
hidrolitico a uno de sintesis, donde se forma como producto un GOS. A mayor

temperatura mejora la solubilidad de la lactosa y, por lo tanto, una alta concentracion
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inicial puede mejorar la sintesis de GOS. Ademas, se sabe que el pH puede influir
en la cinética de la hidrdlisis de lactosa y la produccion de GOS, lo que sugiere que
puede ser util controlar las tasas de sintesis y degradacion de los oligosacéaridos
variando el pH del medio, para aumentar el rendimiento de GOS (Bultema et al.,
2014; Liburdi y Esti, 2022).

Las propiedades cataliticas, la funcion y la especificidad de la B-gal difieren
significativamente por la fuente microbiana, en términos de peso molecular, longitud
de la cadena de aminoacidos, posicion del sitio activo, pH Optimo, temperatura
optima y estabilidad (Liburdi y Esti, 2022).

2.2.3. Aplicaciones en el area de alimentos

La actividad hidrolitica de la 3-gal se ha utilizado en la industria alimentaria durante
décadas para ayudar a absorber la lactosa no digerida. Actualmente, muchos nifios
y adultos en todo el mundo enfrentan el problema de la dispepsia e intolerancia a la
lactosa causada por la deficiencia de lactasa; la disminucién de la actividad o la
reduccién de la sintesis de B-gal, que ocurre en el intestino delgado, es la razén
detras de estos trastornos. Aproximadamente el 70 % de la poblacion mundial
presenta intolerancia a la lactosa. Para superar las limitaciones impuestas por la
intolerancia a la lactosa, en la industria alimentaria se ha utilizado 3-gal para degradar
la lactosa presente y obtener productos lacteos libres de lactosa (Li et al., 2019;
Liburdi y Esti, 2022).

Hay una creciente inclinacion de los consumidores hacia los productos lacteos libres
de lactosa a medida que se vuelven mas conscientes de la salud y las alternativas
no lacteas basadas en plantas que estan disponibles para personas con intolerancia
a la lactosa. El mercado de estos productos es el segmento de crecimiento mas
rapido en la industria lactea, el mercado mundial de productos libres de lactosa tuvo
un valor de 12,100 millones en 2022 y se estima que alcanzara 18,400 millones para
2028, con una tasa de expansion anual de 8.7% entre 2023 y 2028 (Market Data
Forecast, 2023).

La actividad hidrolitica también ha sido util para reducir la cristalizacion en helados y
leche condensada, producida por la alta concentracién de lactosa. El uso de B-gal en
el tratamiento de la lactosa no solo mejora la textura, sino que también hace que los

productos sean mas faciles de digerir; los productos finales de la hidrdlisis de la
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lactosa (glucosa y galactosa) se fermentan mas facilmente, lo que reduce el tiempo
total necesario para lograr el pH preferido en diversos alimentos como yogur y
requesén. Ademas, reduce la necesidad de agregar edulcorantes adicionales (lo que
a su vez reduce la cantidad de calorias en el producto final). Adicionalmente se ha
aplicado en la hidrdlisis de la lactosa del suero para convertirlo en otros productos,
como jarabes dulces que se utilizan en la industria de la panaderia y la confiteria.
(Saqib et al., 2017; Xavier et al., 2018; Li et al., 2019; Liburdi y Esti, 2022).

Los GOS producidos a partir de B-gal por la actividad de transgalactosilacion durante
la hidrdlisis de la lactosa se utilizan como ingrediente en los alimentos prebioticos.
Los GOS son prebidticos no digeribles que ayudan a modificar la microflora intestinal
para la salud humana y también promueven el crecimiento de bacterias Utiles en el
intestino, como las especies Lactobacillus y Bifidobacterium. Dado que el cuerpo
humano carece de la enzima necesaria para hidrolizar los enlaces B, estos GOS
actiuan como fibra soluble y son fermentados por la flora colénica que reside en el
intestino grueso; los productos finales de esta fermentacién son &cidos grasos de
cadena corta que disminuyen el pH de las heces y el ambiente acido general inhibe
la formacion de bacterias patdégenas. Dado que estos GOS no pueden ser digeridos
por las bacterias de la boca (como Streptococcus), no contribuyen al desarrollo de la
cariogenicidad. Una amplia variedad de beneficios a la salud esta relacionada con
los GOS, como el efecto anticancerigeno, la reduccion de los niveles de colesterol
sérico (producida cuando se unen al colesterol en el intestino delgado) y la mejora
de la funcidon hepatica. Debido a las condiciones acidas, los GOS pueden
almacenarse durante un periodo de tiempo mas largo a temperatura ambiente y se
puede aplicar a una variedad de productos sin descomposicion alguna; las empresas
qgue se dedican a la produccién de alimentos infantiles incluyen GOS en sus
productos alimenticios a base de leche y cereales (Saqib et al., 2017).

La produccion enzimatica de los GOS es de relevancia por los problemas asociados
a su produccion y/o purificacion, la B-gal de K. lactis es una de las enzimas mas

utilizadas.

2.3. Ultrasonido (US)
Tecnologias emergentes, como el US, recientemente han ayudado al procesamiento

convencional de alimentos. El US es una tecnologia capaz de promover ciertas
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reacciones lo que disminuye el tiempo de procesamiento, ademas de ser respetuosa
con el medio ambiente. Bajo ciertas condiciones de intensidad y frecuencia, el US
puede tener efecto en mejorar el momento vibratorio de las enzimas, esto podria
facilitar el contacto entre el sustrato y el sitio activo de la enzima. En cambio, en
condiciones adversas, puede causar la inactivacion de la enzima (Rico et al., 2018).
El término “ultrasonido” se refiere a las ondas sonoras que tienen una frecuencia mas
alta que el limite superior del rango de audiciébn humano (20 kHz). Cuando estas
ondas viajan a través de un medio, causan compresiones y rarefacciones
(descompresiones) en las particulas del medio, lo que genera una gran cantidad de
energia debido a la turbulencia y al aumento de la transferencia de masa. En su
aplicacion en alimentos, el US se puede clasificar en dos categorias segun su
intensidad y frecuencia: US de baja y alta intensidad (Bhargava et al., 2021).

Las ondas ultrasonicas de baja intensidad y alta frecuencia son aquellas que tienen
una frecuencia superior a 100 kHz y una intensidad inferior a 1 W/cm?. Su uso se
centra en el andlisis no destructivo y en el control de calidad de alimentos durante el
procesamiento y almacenamiento, asi como en la regulacion de la calidad de las
frutas y verduras en operaciones previas y posteriores a la cosecha. Por otro lado,
las ondas ultrasénicas de alta intensidad y baja frecuencia son disruptivas y tienen
efectos considerables sobre las propiedades fisicas, bioquimicas y mecéanicas de los
alimentos. Estas ondas tienen una frecuencia entre 20 y 100 kHz y una intensidad
en el rango de 10 a 1000 W/cm?. Se utilizan para emulsionar, desespumar, regular
microestructuras y modificar la textura de productos grasos, la cristalizacion y las
propiedades funcionales de las proteinas. Ademdas, se aplican en diversas
operaciones unitarias como la congelacion, el secado, el ablandamiento y la
concentracion. La cavitacidén acustica es un efecto tipico del US de alta intensidad,
se produce por la formacién, crecimiento y colapso de burbujas grandes que liberan
gran cantidad de energia (Fu et al., 2020; Bhargava et al., 2021).

Rico et al. (2018), evaluaron el efecto del US sobre la generacion de GOS y acido
gluconico en un sistema multienzimatico utilizando B-gal de K. lactis. Determinaron
gue no hubo un efecto significativo en la actividad y cambios de estructura de la B-
gal en una solucion de lactosa al 40% con uso de US directo (con sonda) a una

frecuencia de 20 kHz, 30% amplitud, 30% pulsos y 40 °C de temperatura. El
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rendimiento maximo de GOS que obtuvieron fue de 45%. Finalmente, observaron un
ligero aumento cuando se hizo uso de US después de 2 h de reaccion.

En un estudio mas reciente elaborado por Huicochea (2023), se evidencié que la
utilizacion de US de alta intensidad para asistir la reaccién con B-gal aumenta la
produccion de GOS. El tratamiento de mayor rendimiento (35.81+1.81%) fue el de
40% amplitud y 10% pulsos, con 120 min de reaccién en una solucién de lactosa.
Cuando se hizo la reaccion en suero acido, el rendimiento méaximo (28.32+0.10%)
fue con el tratamiento de 20% amplitud y 10% pulsos.

2.4.Bebidas de suero

El suero se ha utilizado en bebidas debido a sus propiedades funcionales, como
sabor, textura, viscosidad y estabilidad coloidal. Aunque se ha trabajado en la bebida
de suero, todavia no se ha aprovechado a gran escala debido a desafios como la
conciencia del consumidor, la competencia de otros productos y la disponibilidad
limitada en el mercado. La conversion del suero en bebidas, tanto con fermentacion
como sin fermentacion, es la forma mas atractiva de aprovecharlo para consumo
humano. Los factores como el pH, la solubilidad, la dispersabilidad y la presencia de
otros ingredientes afectan las caracteristicas de la bebida de suero. A lo largo de los
afios se han desarrollado diferentes tipos de bebidas a base de suero, incluyendo
bebidas alcohdlicas, carbonatadas, con sabor a frutas, naturales y fermentadas
(Cuadro 2) (Panghal et al., 2018).

Cuadro 2. Resumen de nuevas bebidas a base de suero

Objetivo de estudio Resultados clave Referencia

e Mayor viscosidad a mayor cantidad
de estabilizante.

e La adicion de estabilizante no afecto
pH ni sélidos solubles totales.

e En almacenamiento por 30 dias, el
recuento total de aerobios en placa, | Abella et al.
coliformes y hongos y levaduras (2016)
fueron inferiores a 102 UFC/mL

de estabilizante en (mi.c.r(,)biolégicamente aceptablf-:-_).
diferentes porcentajes AdICIOI’j d_e 0.125% de establllzap,te

(0, 0.1, 0.125 y 0.15) fue la qptlma porque en la evaluacu?n

sensorial fue la muestra que mas

Bebida deportiva a
base de suero acido
(3.32% lactosa)
fermentado con
Lactobacillus
bulgaricus y
Streptococcus
thermophilus; adicién
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gustaba y porque contenia un 22.1%
de carbohidratos (por lo que podria
clasificarse como una “bebida
deportiva hipertonica”).

Bebida deportiva a

Para la bebida deportiva a base de
suero acido de yogurt se
seleccionaron jugo de lima, menta y
jengibre como enmascarantes del
sabor distintivo del suero.

El perfil nutricional coincidio con el de

L. . : . Villarreal
base de suero acido las bebidas deportivas comerciales y (2017)
de yogurt los consumidores encontraron
aceptable la bebida en los estudios
sensoriales.
La evaluacién sensorial determiné
gue fueron aceptables las bebidas
con un 35-45 % de suero.
La acidez de las bebidas aumenté
gradualmente durante el
almacenamiento en frio; mientras que
. el pH y contenido fendlico total se
Bebida fermentada p. y
. redujeron.
probidtica (a base de - .
La actividad antioxidante se
SD) de mora negra, . , .
o incremento al aumentar el porcentaje
almacenada a 4+1°C . .
) de jugo de mora negra pero | AbdulAlim etal.
por 21 dias. Se R
disminuyo6 durante el (2018)
formularon 5 mezclas .
almacenamiento.
de suero de leche Tod | ‘ v
dulce:jugo de moras 0 gs as mugs ras uvieron
negras propiedades sensoriales aceptables,
SWBM3 (25% de suero de leche:75%
de jugo de moras) obtuvo las
puntuaciones organolépticas mas
altas.
Bebidas carbonatadas L, .
La produccion de alcohol comenzé
de suero fermentadas . .
., después de 15 dias.
por la adicion de . . :
. - Mas variaciones en las propiedades
Clavispora lucitaniae fisicoquimicas y microbioldgicas de la Kaur et al.
con incorporacion de g y g (2018)

jugo de frutas de pifia
y fresa (15, 20, 25y
30%)

bebida almacenada a temperatura
ambiente que en la almacenada en
refrigeracion.
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https://www.emerald.com/insight/search?q=Simarjit%20Kaur

La puntuacibn mas alta de color,
sabor, sensacion en boca vy
aceptabilidad general se encontré en
el tercer dia, las puntuaciones fueron
mayores cuando la bebida se
almacen6 a temperatura de
refrigeracion.

La vida de anaquel sensorial fue de
90 dias para la bebida refrigerada y
de 60 dias para la bebida almacenada
en condiciones ambientales.

En la fermentacién hubo produccion
natural de COz2, el bajo contenido de
alcohol anadia efervescencia, brillo,
sabor 4cido y aroma.

Produccion de bebidas
tipo yogurt
fermentadas por medio
de la combinacion de
suero acido con leche

Al combinar suero acido con leche es
posible obtener productos similares al
yogurt.

En el almacenamiento (21 dias a
5£1°C), la acidez aumenté y el
contenido de acetaldehido disminuyo,

. . Skryplonek
UHT, leche al igual que las propiedades yP
. , . (2018)
condensada sin azucar sensoriales.
o leche desnatadaen |e¢ La prueba de preferencia del
polvo; consumidor indico mejores
complementacion con propiedades sensoriales en las
oligofructosa y WPC bebidas a base de suero y leche
condensada.
e La adicibn de XOS mejoré las
propiedades de la bebida: actividad
L, antioxidante, inhibicion de enzimas
Preparacion de una . : .
. (convertidora  de angiotensina,
bebida a base de . . .
a-amilasa y a-glucosidasa), perfil de
suero sabor fresa con . . Souza et al.
L L. aroma, viscosidad, textura y sabor; lo
xilooligosacaridos ue resulté en una mayor aceptacion (2019)
(XOS) afadidos gensorial Y P
(1.25 g/100 mL) N _
e Adicionar XOS aporta cantidades
adecuadas de prebidtico en el
producto (1.25 g/mL).
Produccion y e EI producto final presento Tawfeuk y
evaluacion de bebidas caracteristicas sensoriales optimas. Khalil (2019)
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de doum a base de
SD. Por medio de
maceracion de doum
en suero a una
proporcion 1:5,
durante tiempos de 4,
8y 12 horas

La muestra fresca tuvo mejores
resultados en algunos parametros
evaluados como contenido fendlico
total, contenido total de flavonoides y
actividad antioxidante; ademas de
excelente apariencia, color, olor,
sabor y aceptabilidad general.

Los principales problemas que generalmente se encuentran en las bebidas a base

de suero son (Chavan et al., 2015):

e Cristalizacién de la lactosa durante el almacenamiento a temperatura de

refrigeracion.

e Coagulacién de proteinas de suero durante la aplicacién de tratamientos

térmicos.

e Laalta viscosidad de los concentrados afecta la efectividad de los tratamientos

térmicos.

e Corta vida 0til cuando se almacenan a temperatura ambiente.

e Resabio no deseado ocasionado por el alto contenido de minerales en el

Suero.

La demanda de productos innovadores y funcionales por parte de los consumidores

ha impulsado la investigacion en la optimizacion de la produccion de bebidas de

suero. Se han investigado diferentes métodos de procesamiento de alimentos para

mejorar la vida Gtil y calidad de las bebidas a base de suero, incluyendo métodos no

térmicos como los procesos de membrana, ultrasonidos de alta intensidad y la

tecnologia de dioxido de carbono supercritico. En los dltimos afios, se han

comercializado numerosas bebidas y productos similares que contienen

componentes aislados de suero (como proteinas de suero), con fines refrescantes,

de valor agregado y/o funcionales (Barukdic¢ et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION

La produccion mundial de leche esta por encima de 800 millones de toneladas al afio
y casi dos tercios de ésta se utilizan para producir queso y mantequilla. Sin embargo,
durante el procesamiento de estos productos soélo el 10-20% de la leche utilizada es
recuperada como el producto final de interés, por lo que el resto se obtiene como
suero. El suero de leche producido por las industrias es desechado en su mayoria y
es considerado un contaminante importante debido a la gran cantidad de materia
orgénica que contiene, lo cual ocasiona que tenga altas demandas biologicas y
guimicas de oxigeno. La produccién anual de suero a nivel mundial se estima en 180
millones de toneladas, que contienen importantes cantidades de proteinas y lactosa,
aproximadamente 1.5 y 8.6 millones de toneladas, respectivamente. Aunque la
produccién de suero aumenta cada afio, menos de la mitad se utiliza en otros
procesos, lo que implica que una cantidad significativa de los nutrientes de la leche
no se utiliza de manera eficiente para beneficio de la humanidad, lo que puede tener
graves implicaciones en términos de sostenibilidad. Para fomentarla, es necesario
encontrar métodos rentables y sostenibles que permitan la utilizacién del suero; por
lo tanto, es esencial considerar su valorizacion a través de diferentes tecnologias y
productos con el fin de aprovechar eficazmente los valiosos nutrientes contenidos en
el suero y reducir su impacto ambiental.

El suero de leche posee una amplia variedad de nutrientes, tales como lactosa y
proteinas. La lactosa, un tipo de azlcar natural presente en la leche, puede ser dificil
de digerir en algunas personas, lo que se conoce como intolerancia a la lactosa.
Dada la creciente prevalencia de esta afeccion en adultos y nifios a nivel mundial, se
estan investigando nuevas formas de convertir la lactosa en compuestos mas
biodisponibles. Los GOS son prebiéticos que se producen a partir del proceso de
transgalactosilacion de la lactosa, y que promueven el crecimiento y la actividad de
bacterias intestinales beneficiosas lo que puede tener efectos positivos a la salud
como mejorar la digestion, fortalecer el sistema inmunolégico y reducir el riesgo de
enfermedades créonicas. Ademas, estos compuestos poseen propiedades
tecnoldgicas que permiten su uso en la industria alimentaria. La reaccidn suele tener
rendimientos bajos en la formacion de GOS a partir de lactosa, por lo que se han

buscado alternativas para propiciar las condiciones adecuadas de reaccion para una
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mayor obtencion de GOS; una de estas alternativas es la aplicacion de US para
coadyuvar la reaccion. A pesar de que se han llevado a cabo diversos estudios para
medir la cantidad de productos de transgalactosilacion de la lactosa en el suero de
leche, actualmente hay poca informacién sobre su caracterizacion.

En general, incluir alimentos que contienen prebiodticos en la dieta diaria puede
contribuir a mejorar la salud digestiva y reducir el riesgo de enfermedades cronicas.
Es importante desarrollar alimentos que contengan estos componentes para mejorar
la salud de los consumidores, satisfacer la demanda del mercado y fomentar la
innovacion en la industria alimentaria. Adicionalmente, elaborar bebidas a base de
suero puede ser una solucién econémica y practica para aprovechar las propiedades
nutricionales y funcionales de los componentes del suero, y también para satisfacer
la creciente necesidad de los consumidores por productos innovadores y

beneficiosos para la salud.
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4. OBJETIVOS
4.1.0bjetivo general

Producir y caracterizar GOS a partir de PSD y emplearlos en el desarrollo de una
bebida.

4.2.0bjetivos especificos

Obtener y caracterizar fisicoquimicamente SD y PSD

Evaluar, por medio de HPLC y UPLC-MS, el efecto del US en el rendimiento
y la composicion de GOS sintetizados a partir de la reaccion de la lactosa
presente en PSD con (3-gal de K. lactis.

Formular una bebida a base de PSDR con presencia de GOS y evaluar su
calidad a través de pardmetros fisicoquimicos, microbiolégicos vy
bromatologicos.

28



5. METODOLOGIA
5.1.Produccion y caracterizacion de suero dulce (SD) y permeado de suero dulce

(PSD)

5.1.1. Obtencion de SD a partir de la produccién de queso panela
Se elaboré queso panela para la obtencion de suero dulce. Para ello, inicialmente se
calento la leche pasteurizada a 37 °C, después se agrego6 cuajo microbiano y cloruro
de calcio (CaClz) grado alimenticio (en proporcién de 1 mL y 2 g por cada 10 L de
leche, respectivamente), se mezclo y se dejo reposar por 45 min. Finalizado el tiempo
de reposo, se hizo un corte de la cuajada en cubos de aproximadamente 1 cm y se
permitid el desuerado por 5 min, posteriormente para favorecer el desuerado se
calent6 en rampa de temperatura por 30 min alcanzando una temperatura de 40 °C
y se mantuvo agitacion constante. Finalmente pudo retirarse el SD.

5.1.2. Ultrafiltracion
Se removieron inicialmente las caseinas utilizando el método propuesto por Abadia
et al. (2018) por medio de centrifugacion a 10000 g durante 30 min a 4 °C y posterior
filtracion al vacio con papel filtro No. 4. Después, se ultrafiltré el suero mediante el
uso de una unidad de separacion de membrana en placa con una membrana MT
(PES, con un tamafo de poro de 5000 Day a una presioén menor a 2 bar). La corriente
del concentrado se reenvio al tanque de alimentacién mientras que la del permeado
se recogié en un contenedor distinto. Al finalizar este proceso, se recuper6 el PSD
siguiendo la metodologia descrita por Gonzélez et al. (2017).

5.1.3. Analisis fisicoquimicos

5.1.3.1. pH
Se determino el valor de pH con el procedimiento descrito en la NMX-F-317-S-1978
con el uso de un potenciometro calibrado con soluciones buffer de pH 4, 7 y 10.
5.1.3.2. Humedad y solidos totales (ST)

El contenido de humedad se determind utilizando el método establecido por la NOM-
116-SSA1-1994. Por triplicado se pesaron 4+0.5 g de muestra (el peso exacto se
anoté como P2) en un crisol llevado a peso constante (P1). Los crisoles con muestra
se secaron en una estufa durante 2 h a una temperatura de 110 £ 5 °C. Pasado el
tiempo, se pusieron los crisoles en desecador para su alcance a la temperatura del

ambiente. Posteriormente, se registré el peso exacto de cada crisol y se regresaron

29



otros 30 min al horno. Se repitié el proceso hasta que se obtuvo un peso constante
(registrado como P3). Se usaron los 3 pesos que se registraron (del crisol vacio, del
crisol con muestra antes del secado y del crisol con muestra después del secado)
para calcular el contenido de humedad mediante la siguiente férmula:

P, — (P; — Py)

% humedad = 2 x 100
2

En donde:
P1 = Peso del crisol (g)
P2 = Peso de la muestra humeda (g)

P3 = Peso del crisol mas muestra seca (g)

El contenido de ST fue calculado por la férmula:
% ST = 100 — % humedad

5.1.3.3. Azucares reductores (AR)
Para determinar el contenido de AR se utilizé el método DNS propuesto por Gil et al.
(2006). Se tomo un tubo de ensayo que contenia 0.5 mL de muestra y 0.5 mL de
reactivo DNS, y se colocé dentro de un bafio a ebullicion durante 5 min. Después,
los tubos se dejaron enfriar a la temperatura ambiental y se afiadieron 5 mL de agua
destilada. Por ultimo, se midié la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro UV-
VIS. Se determindé el contenido de AR utilizando una curva patron de lactosa que se
construyo utilizando las concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 1y 2 g/L. Para construir la
curva patrén, las soluciones de lactosa se reaccionaron con el reactivo DNS de la
misma manera que se hizo con las muestras.

5.1.3.4. Proteina

5.1.3.4.1. Método Kjeldahl

El método de Kjeldahl indicado por la NOM-F-68-S-1980 se utilizé para determinar el
contenido de proteina total. Se colocaron en un tubo Kjeldahl aproximadamente
0.5+0.05 g de muestra (P), 3.5g K2SOs4 y 0.4 g CuSO4 y 15 mL de H2SOa.
Posteriormente, los tubos se colocaron en el digestor. El equipo trabajé a 150 °C
durante 30 min, luego a 250 °C por 30 min mas, después a 350 °C por otros 30 min
y finalmente a 400 °C por 60 min. Para asegurar que la digestion se hubiera

completado, se levant6 la gradilla y se comprobd que los tubos mostraran una
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coloracion verde clara debida a la presencia de cobre. Los tubos se dejaron enfriar
durante aproximadamente 30 min y, una vez frios, se afadieron 100 mL de agua
destilada de manera lenta. Los tubos se colocaron individualmente en el destilador,
y a la par se acoplé un matraz de 250 mL, que contenia 25 mL de acido boérico y una
mezcla de indicadores, para recibir el destilado. Finalmente, el destilado recuperado
se titul6 con HCI 0.1 N hasta el vire de verde a rojo y se calcul6 el contenido de
nitrégeno utilizando la siguiente formula:

VXN x0.014 x 100

%N = P

En donde:
V = mililitros de HCI utilizados para la titulacion de la muestra — mililitros
de HCI utilizados para la titulacién del blanco
N = Normalidad del HCI (eg/L)
P = gramos de muestra

0.014 = Miliequivalentes del nitrégeno

Se calculé el porcentaje de proteina a partir del porcentaje de nitrégeno con la
férmula:

% proteina = % N X 6.25

5.1.3.4.2. Método Bradford

El reactivo se prepar6 disolviendo 100 mg de Azul de Coomassie G-250 en 50 mL
de etanol al 95%. Después se agregaron 100 mL de acido fosforico al 85%. Y
finalmente, se completé el volumena 1 L.

Para determinar el contenido de proteina, se colocaron en tubos Eppendorf 200 L
de muestra o estandar de la curva y a continuacion se adicioné 1 mL del reactivo de
Bradford. Se mezcl6 con un vortex y se midio la absorbancia a 595 nm en un tiempo
no menor a 5 min y no superior a 1 h de reaccion.

La curva estandar se elabor6 con el uso de diluciones seriadas disponibles en el kit
“‘Quick Start Bovine Serum Albumin Standard Set” de la marca Bio-Rad, las
concentraciones utilizadas fueron: 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 y 2 mg/mL (BioRad,
México). Con los resultados obtenidos se elabor6é una gréfica de absorbancia vs

concentracion (mg/mL), con la grafica se obtuvo la ecuacién de la recta y en base a
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ésta se calculo el contenido de proteina. Todas las determinaciones se hicieron por
triplicado.
5.2.Efecto del US en el rendimiento y la composicion de GOS producidos

5.2.1. Determinacion de la actividad enzimatica
Se establecio la actividad de la enzima por medio del método propuesto por Gonzalez
et al, (2017) con modificaciones, utilizando como sustrato o-nitrofenol
3-D-galactopiranésido (0-NPG). A 1.35 mL de amortiguador de fosfato potasico
20 mM (pH=6.5) se adicionaron 100 pL de solucién enzimatica, 100 pL de o-NPG
34 mM (disuelto en amortiguador de fosfato potasico 20 mM). Se incub6 a 40 °C
durante 10 min y, transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion mediante la adicion
de 100 pL de Na2COs de concentracion 1 M. Se midio la densidad 6ptica a 420 nm
utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific Genesys 10). Se define
una unidad de actividad de lactasa (U) a la cantidad necesaria de la enzima para la
liberacién de 1 umol de o-nitrofenol (o-NP) por minuto a 40°C, durante un periodo de
tiempo de 10 min. Para hacer la muestra del blanco de calibracién se empleé agua
destilada en lugar de la enzima. La relacién entre la concentracion de o-NPG vy la
absorbancia maxima del o-NP a 420 nm se determind haciendo una curva de
calibracion a diferentes concentraciones de o-NP (0.4, 3.6, 6.8, 9.8, 12.8 mM) a
temperatura ambiente. La determinacion se realizo por triplicado.

5.2.2. Desmineralizacion de PSD
Se removid el calcio presente en PSD por medio de la técnica que se reporta en la
patente No. 7927641. Para ello, el pH del permeado se ajustdé a 7.2 con el uso de
NaOH 0.1 N. La mezcla se calentd a 80°C por 30 min, para después centrifugarse a
6000 rpm y finalmente filtrarse al vacio.

5.2.3. Hidrdlisis y transgalactosilacion de lactosa con 3-gal
En base a lo reportado por Huicochea (2023), en la reaccion de la lactosa presente
en el suero con B-gal se propicia la formacién de GOS con la aplicacion de US. Por
lo que se llevo a cabo la reaccidn con y sin aplicacion de US empleando las mejores
condiciones de reaccion reportadas por el mismo autor para favorecer la formacion
de GOS: por 3 horas, a 270 g/L de concentracion inicial, pH=6.5, T=40 °C y con
enzima libre en proporcién de 6 U/mL. Ademas, se realizaron las reacciones con y

sin aplicacion de US en 2 distintos sustratos: PSD y solucion de lactosa en buffer,
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ambos con una concentracion ajustada de lactosa de 270 g/L. En los tratamientos en
los que se hizo uso de aplicacion de US fue a una amplitud de 40% con un ciclo
pulsado de 3 s “encendido” y 27 s “apagado”.

Se realizaron los 4 tratamientos (Cuadro 3) por triplicado. La toma de muestra se hizo
al inicio de la reaccion (t=0 min) y cada 30 min (a los 30, 60, 90,120, 150 y 180 min).

Cuadro 3. Tratamientos para la reaccion con -gal

Tratamiento Sustrato Aplicaciéon de US
PS PSD Si
PNS PSD No
LS Lactosa en buffer Si
LSN Lactosa en buffer No

PS: permeado sonicado. PNS: permeado no sonicado. LS: lactosa sonicada.
LSN: lactosa no sonicada.

5.2.4. Cuantificacion
Para cada estandar (galactosa, glucosa, lactosa, maltotriosa y estaquiosa), se
construyeron curvas de calibracion utilizando 5 concentraciones diferentes (0.125,
0.25, 0.50, 0.75 y 1 mg/mL). Se cuantifico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (HPLC) la cantidad de GOS en las muestras tomadas de los distintos
tratamientos a los respectivos tiempos de reaccion. Las muestras fueron diluidas con
agua grado HPLC para que tuvieran una concentracién aproximada de 1 mg/mL, se
pasaron por un filtro de tamafio de poro de 0.45 ym y se analizaron en un HPLC con
detector de indice de refraccion y columna Hi-Plex Ca (Duo). Se utilizé6 como fase
movil agua grado HPLC desgasificada y filtrada. Las condiciones utilizadas fueron:
Tcoumna=80 °C, flujo=0.3 mL/min, Vinyeccion=10 PL Y tcorida=30 min. Los datos se
procesaron utilizando el software HP ChemStation.

5.2.5. Caracterizacion
Se realiz6 la caracterizacién de los productos de transgalactosilacion de la lactosa
presente en suero mediante un sistema de cromatografia liquida de ultra-alta
resolucion (UPLC) acoplado a espectrometria de masas (MS) acorde al método
propuesto por Zerva et al. (2021) con modificaciones. El sistema consistié en una
cromatografia liquida de interaccion hidréfila para la separacion de mono, di y
oligosacaridos; empleando una columna XBridge BEH Amide (2.1 mm x 150 mm,

2.5 um). Previo al andlisis, se diluyeron las muestras 150 veces en una solucion
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acetonitrilo (ACN)/agua (50:50). La columna se utilizé a 35 °C. Para la fase movil, se
utilizé6 agua (disolvente A) y ACN/agua (95:5) (disolvente B), ambos contenian
formiato de amonio 1 mM y acido férmico 0.01%. En el gradiente de elucién se inicid
con una fase movil de 100% B por 2 min, seguido de una disminucién gradual hasta
el 10% B en 10 min (t:12 min) y se mantuvo constante por 2 min (t:14 min). Para
finalizar en restaurar al 100% B en 0.1 min (t: 14.1 min) y mantener equilibrando la
columna durante 11 min, lo que resulté en un tiempo de analisis de 25 min. Se
establecié un caudal de fase movil en 0.1 mL/min y el volumen de inyeccion de la
muestra fue de 8 L. Las condiciones de espectrometria de masas fueron: se opero
en modos de ionizacion positivo y negativo, energia de colision baja=4 eV, rampa de
energia de colision alta=10-50 eV, temperatura de la fuente=120 °C (con nitr6geno
como gas de desolvatacion, 350 L/h a 250 °C), voltaje del capilar=2.5 kV (en positivo)
y 2.7 kV (en negativo).

5.3.Formulacién de una bebida a base de permeado de suero dulce reaccionado

(PSDR) y evaluacion de su calidad

Se utilizé un disefio factorial 22 para establecer las distintas formulaciones a evaluar,
de manera que se evaluaron 4 formulaciones. Se variaron las cantidades de PSDR
y enmascarante. Las distintas formulaciones de la bebida evaluadas se muestran en

el Cuadro 4.

Cuadro 4. Formulaciones evaluadas de la bebida

Proporcién (%)
Componente | Formulacién | Formulacién | Formulacion | Formulacion
1 (542) 2 (351) 3 (729) 4 (267)
Agua 48.9 48.75 18.9 18.75
PSDR 50 50 80 80
Saborizante 1 1 1 1
Enmascarante 0.1 0.25 0.1 0.25

5.3.1. Analisis microbiol6gicos
Previo a realizar la evaluacion sensorial, se hicieron los analisis microbiologicos
correspondientes para garantizar la inocuidad de las 4 bebidas que se
proporcionarian a los panelistas. Los analisis microbiol6gicos fueron establecidos en

base a lo fijado por la NOM-218-SSA1-2011 y se realizaron acorde a los métodos
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establecidos en las normas mexicanas NOM-113-SSA1-1994 (coliformes), NOM-
111-SSA1-1994 (hongos y levaduras) y NOM-092-SSA1 (mesofilos aerobios).

5.3.1.1. Coliformes
Se utilizé el método descrito en la NOM-113-SSA1-1994 para determinar la cuenta
de coliformes. En una placa Petri, se agregoé 1 mL de muestray 15 a 20 mL de agar
bilis rojo violeta. Después de homogeneizar la muestra con el medio, se permitié que
las placas solidificaran. Las placas se incubaron por 24 = 2 h a una temperatura de
35 °C. Se report6 el numero de colonias como UFC/g.

5.3.1.2. Hongosy levaduras
Se utilizé el método descrito en la NOM-111-SSA1-1994 para determinar el contenido
de hongos y levaduras. En una placa Petri, se agregé 1 mL de muestray 15 a 20 mL
de agar papa dextrosa acidificado con acido lactico. Después de homogeneizar la
muestra con el medio, se permitio que las placas solidificaran para después ser
incubadas a una temperatura de 25 + 1 °C durante 5 dias. Se hicieron los conteos
de las placas desde el tercer hasta el quinto dia y se reportd el nimero de colonias
como UFC/g.

5.3.1.3. Mesofilos aerobios
Se utilizo el método descrito en la NOM-092-SSA1-1994 para determinar el recuento
de mesdfilos aerobios. En una placa Petri, se agregaron 1 mL de muestra y 15 a
20 mL de agar para métodos estandar. Se homogeneiz6 la muestra con el medio y
una vez solidificadas las placas, se incubaron a una temperatura de 35 + 2 °C durante
48 + 2 h. Se reportd el niumero de colonias como UFC/g.

5.3.2. Evaluacion sensorial

La mejor formulacion se determiné en base a los resultados de una evaluacion
sensorial donde 50 consumidores evaluaron el agrado general en las 4 formulaciones
por medio de una escala heddnica de 7 puntos e indicaron la de su mayor y menor
preferencia, el formato que se proporciond para la evaluacién sensorial de los
consumidores se observa en el Anexo 1. El panel de evaluacion consistié en 50
personas, el numero de participantes requeridos se basa en lo indicado por (Portero,
2018) respecto a que el tamafio minimo del panel sensorial en una prueba de
preferencia y aceptabilidad debe ser de 50 personas, ademas de que ha sido el

namero de participantes utilizados previamente (da Silveira et al., 2015) en la
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evaluacion sensorial de bebidas a base de suero lacteo. Los participantes reclutados
fueron estudiantes y docentes de la Universidad Autbnoma de Querétaro, no
entrenados, sin exclusion de género, de edades entre 18 y 70 afios, que consumian
productos lacteos 3 0 mas veces por semana y que no presentaban intolerancia a la
lactosa y/o alergia o alguna enfermedad que no les permitiera llevar a cabo la
evaluacion sensorial. Se recolectd de cada evaluador un consentimiento informado
(Anexo 2), que incluyé de manera general las caracteristicas del estudio, evitando
dar informacion que pueda sesgar su evaluacion. Los consumidores fueron
reclutados por medio de infografia en fisico y en digital (Anexo 3).
Para la evaluacion sensorial, a cada panelista se le dieron 10 mL de bebida (T=4 °C)
de cada una de las formulaciones elaboradas colocadas en vasos de plastico
inocuos, acomodadas de manera aleatorizada e identificadas con un codigo no
informativo de 3 digitos. Entre cada muestra, el evaluador tomé agua y comi6 un
trozo de galleta para limpiar su paladar. El panelista registro los resultados de su
evaluacion en el formato de evaluacion sensorial (Anexo 1). La formulacion
establecida como la mejor en base a los resultados de la evaluacion sensorial fue
considerada como el producto final y a éste se le hicieron los analisis de calidad
correspondientes.
5.3.3. Evaluacion de la calidad del producto final
5.3.3.1. Andlisis fisicoquimicos
5.3.3.1.1. pH
El pH fue medido acorde a lo mencionado previamente en el punto 5.1.3.1.
5.3.3.1.2.  Acidez titulable
Se emple6 el método definido en la NOM-F-420-S-1982 para la determinacion de
acidez titulable. A partir de los mililitros de NaOH 0.1 N gastado en la titulacién, se

calculé el valor de acidez titulable con la formula:

] ] g V NaOH x N NaOH X Eq.acido
acidez titulable (Z) =

V muestra
En donde:

V NaOH = mililitros de NaOH 0.1N gastados en la titulacién
N NaOH = normalidad de la solucion de NaOH (eq/mL)

Eq. Acido = equivalentes de acido lactico (90 g/eq)
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V muestra = volumen de la muestra a titular (10 mL)

5.3.3.1.3.  Grados Brix
La medicion del contenido de sdlidos solubles totales se llevo a cabo utilizando un
refractometro y se expreso en grados Brix (°Bx), siguiendo el procedimiento descrito
en la NMX-F-236-S-1979.

5.3.3.1.4. Actividad de agua (Aw)
Para medir el valor de Aw, acorde al método ISO:18787, se utilizo el equipo Aqualab
series 3. En primer lugar, se encendio el equipo y se dejé en funcionamiento durante
30 min para luego calibrarlo con agua desionizada. Posteriormente, se coloco la
muestra en la celda del equipo, procurando no llenarla méas alla de ¥ partes de su
capacidad. A continuacion, se situ6 la celda en el portacelda y se cerr6 girando la
perilla para dar inicio al andlisis de la muestra. Una vez que el equipo emitié un sonido
y una luz parpadeara, indicando el final del analisis, se tom¢ la lectura final mostrada
en la pantalla.

5.3.3.1.5. AR
El contenido de AR fue determinado acorde a lo mencionado previamente en el punto
5.1.3.3.

5.3.3.2. Bromatoldgicos

Los parametros bromatolégicos se analizaron siguiendo los procedimientos
establecidos por las normas mexicanas: humedad (NOM-116-SSA1-1994), cenizas
(NMX-F-066-S-1978), grasa (NOM-086-SSA1-1994), proteina (NOM-F-68-S-1980) y
carbohidratos (por diferencia). Los andlisis se realizaran por triplicado.

5.3.3.2.1. Humedad
El contenido de humedad fue determinado acorde a lo mencionado previamente en
el punto 5.1.3.2.

5.3.3.2.2.  Cenizas
El contenido de cenizas se determiné utilizando la técnica establecida por la NMX-F-
066-S-1978, se emplearon los mismos crisoles con muestra libre de humedad
utilizados en la determinacion de humedad. Primero se calcind la muestra
calentandola en un plato caliente hasta que cesé la emision de gases, después se
colocé en la mufla el crisol con la muestra y se incinerd por 2-3 h a una temperatura

de 500-550 °C. Una vez que paso el tiempo, los crisoles se retiraron cuidadosamente
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y se dejaron enfriar en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiental. Se
registro el peso (P3) de los crisoles que contenian las cenizas y se utilizo junto con
los mismos pesos de los crisoles vacios (P1) y de las muestras (P2) empleados en la
determinacién de humedad para calcular el porcentaje de cenizas con la férmula:

_P1

X1
) 00

% cenizas =

En donde:
P1 = Peso del crisol vacio (g)
P2 = Peso de la muestra (g)

P3 = Peso del crisol con cenizas (Q)

5.3.3.2.3. Grasa

Se utilizé el método establecido en la NMX-F-086-S-1978 para determinar el
contenido de grasa cruda. Se emplearon vasos de precipitados previamente llevados
a peso constante (P1). Se colocaron aproximadamente 4+0.5 g de muestra seca (P2)
en cada cartucho y se afadieron 80 mL de éter de petréleo en el vaso de
precipitados, todo se monté en el sistema Goldfish. Conectadas las mangueras de
recirculacion de agua, se procedi6 a calentar gradualmente hasta que se tuviera una
velocidad de condensaciéon de 5 o 6 gotas por segundo en el cartucho, manteniendo
la temperatura del agua de recirculacion a 4 °C. La extraccion se llevo a cabo durante
4-6 h. Luego, el solvente restante en el vaso se evaporé por calentamiento en una
parrilla y, una vez enfriado a la temperatura del ambiente en desecador, se registré
su peso (Ps). Para calcular el porcentaje de grasa cruda en la muestra, se utilizo la
formula:

P, —P
2 1100

% grasa cruda =
2

En donde:
P1 = Peso del vaso sin grasa (g)
P2 = Peso de muestra (g)

Ps = Peso del vaso con grasa (g)

5.3.3.2.4.  Proteina
El contenido de proteina fue determinado acorde a lo mencionado previamente en el
punto 5.1.3.4.2.
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5.3.3.2.5.  Fibra dietética

El contenido de fibra dietética fue determinado haciendo uso del “kit de ensayo de
fibra dietética total” de la marca Sigma, siguiendo el procedimiento establecido por el
manual del kit, que se basa en el método AOAC 985.29. El ensayo se basa en la
determinacion del contenido total de fibra dietética de los alimentos utilizando una
combinacion de métodos enzimaticos y gravimétricos.

A las muestras de la bebida (libres de humedad) se les agreg6 buffer de fosfatos
0.08 M (pH=6) y se reaccionaron con a-amilasa por 15 min a 95 °C. Se ajusto el pH
a 7.5+£0.2 con NaOH 0.275 N, se agrego la proteasa y se incubé 30 min a 60 °C.
Posteriormente, se ajusté el pH entre 4.0 y 4.6 con HCI 0.325 M, se adicioné la
amiloglucosidasa y nuevamente se incubd 30 min a 60 °C. Se agreg6 etanol para
precipitar la fibra dietética soluble durante toda una noche. Después el residuo fue
filtrado y lavado con etanol (de 2 distintas concentraciones, 78 y 95%) y acetona,
secado a 105 °C por una noche y pesado. Finalmente, para calcular el contenido de
fibra dietética se restaron al residuo los pesos de cenizas y proteina con la férmula:

_ (Pm)(% proteina)  (Pm)(% cenizas)
100 100
Pm

Pr — Pb

x 100

% fibra dietética total =

En donde:
Pr = Masa del residuo (g)
Pm = Masa de la muestra (Q)
Pb = Masa del blanco (g)
5.3.3.2.6.  Carbohidratos
Se estimo el porcentaje de carbohidratos en la bebida por diferencia, en base a las
normas de etiquetado nutricional de la Administracion de Alimentos y Medicamentos

de los Estados Unidos (FDA), mediante la formula:

% carbohidratos = 100 — % humedad — % proteina — % grasa — % cenizas

(CFR, 2024)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Obtencion y caracterizacion de SD y PSD

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del SD
obtenido de la elaboracién de queso panela y del PSD obtenido por la ultrafiltracion
del SD. Se observa que hubo diferencias significativas en todos los parametros entre
las muestras de SD y PSD. Al ultrafiltrar la muestra, hubo una disminucion ligera de
pH. El proceso de ultrafiltracion consiste principalmente en la retencion de las
proteinas del suero en la fraccion del concentrado, mientras que en el permeado se
encuentran la mayor parte de la lactosa, minerales y agua; debido a esto es que se
puede notar que en el permeado hubo un contenido casi nulo de proteina, una
reduccion de aproximadamente 1% del contenido de lactosa y a su vez, al disminuir
el contenido de solidos totales respecto al suero. Cabe resaltar que los resultados
obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica de SD y PSD coinciden con los

previamente reportados por Melnikova et. al (2023) y por Pérez et. al (2020).

Cuadro 5. Caracterizacion fisicoquimica de SD y PSD
Muestra| pH*DE % ST £ DE | % AR (lactosa) + DE | % proteina = DE
SD 6.66 + 0.012 | 8.39 £ 0.022 4.94 £ 0.072 *1.12 £ 0.042

PSD 6.55 + 0.01° | 5.75 £ 0.01° 3.95+0.15° **(0.01 + 0.00°

* método Kjeldahl

** método Bradford

Datos presentados como la media + la desviacion estandar (DE) de 3 réplicas.
Comparacion de medias entre muestras por prueba t de student (a=0.05).

6.2. Efecto del US en el rendimiento y la composicién de GOS producidos
6.2.1. Efecto de la aplicacién del US en los productos de la reaccién
Se observa en la Figura 13 el rendimiento de GOS formados (cuantificados como tri
y tetrasacéridos) a lo largo de la reaccion. Para calcular el rendimiento de GOS
producidos a partir de lactosa, primero se determinaron los contenidos (en mg/mL)
de tri y tetrasacaridos de cada una de las muestras, utilizando la curva de calibracion
respectiva para cada tipo de compuesto. Después se calcul6 el rendimiento por la

formula:

o . [trisacaridos] + [tetrasacaridos]
% rendimiento produccion GOS = x 100
[LaCtosainicial]
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El rendimiento de produccion de GOS se considerdé como el porcentaje de GOS
producidos (estimados como la suma de tri y tetrasacéaridos) respecto a la cantidad
de lactosa al inicio de la reaccion, por lo tanto, a su vez representa el porcentaje de
conversion de lactosa en GOS. Puede apreciarse que del minuto 0 al 60 todos los
tratamientos tienen un comportamiento similar en términos de formacion de GOS, no
hay diferencia significativa entre todos los tratamientos (p=0.37 y 0.99 en la
comparacion de los 4 tratamientos a 30 y 60 min de reaccion, respectivamente, por
medio de una prueba ANOVA con n=3 y a=0.05), sin embargo, transcurrido este
tiempo los tratamientos de soluciones de lactosa en buffer (con y sin aplicacion de
US) y de permeado sin sonicacion presentan una disminucion de los GOS, lo cual
pudo deberse al consumo del sustrato (lactosa) que es necesario para propiciar la
reaccion de transgalactosilacion y/o a una hidrélisis de los GOS que ya se habian
formado (Huicochea, 2023). Por otra parte, en el tratamiento donde se utilizo
permeado como sustrato y se aplicé US para asistir la reaccion hubo un aumento de
produccion de GOS, incrementando ~11.5% el rendimiento respecto al rendimiento
maximo del 25% de los demas tratamientos, en este tratamiento no hubo diferencias
significativas (p=0.92 como resultado de la comparacién de medias por ANOVA con
n=3y a=0.05) en los rendimientos a partir de los 90 min de reaccion. Adicionalmente,
resulté evidente que la aplicacién de US tuvo un efecto en el rendimiento de GOS
producidos ya que los tratamientos con sonicacion (ya sea con lactosa en buffer o
permeado como sustrato) presentaron mayor formacion de GOS que en los que no
se aplico US. Similar a lo reportado por Bhargava et al. (2021), donde se sugiere que
el US favorece las reacciones enzimaticas al disminuir la energia de activacion
necesaria para que éstas se lleven a cabo y a su vez facilita el acceso del sustrato al
sitio activo de la enzima. Huicochea (2023) reportd que al aplicar US para asistir esta
reaccion enzimatica hay una mayor conservacion de la actividad de la enzima; por
otro lado, Cérdova et al. (2023) obtuvieron un mayor rendimiento de GOS producidos
en una reaccion asistida con US en suero nativo. Finalmente, también resulta
evidente que hubo un aumento en la formacion de GOS al utilizar permeado que
lactosa en buffer como sustrato, lo que concuerda con lo reportado previamente por
Fischer y Kleinschmidt (2018) que obtuvieron mayores rendimientos con B-gal de K.

lactis en permeado de suero dulce que en lactosa en buffer lo cual atribuyen a la
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presencia de minerales en el permeado (principalmente K* y Na*) que tienen efecto

activador en la enzima.
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Figura 13. Rendimiento de GOS producidos a lo largo de la reaccion. LS=lactosa en
buffer con sonicacién, LNS=lactosa en buffer sin sonicacion, PS=permeado con
sonicacidén, PNS=permeado sin sonicacion. Datos presentados como la media + DE
de 3 réplicas. Las letras diferentes en un mismo tiempo de reaccidén indican
diferencias significativas entre tratamientos, en base a una comparacion de medias
por prueba Tukey (a=0.05).

En la Figura 14 se aprecia la cinética de disminucion de lactosa durante las 3 horas
de reaccién con la enzima B-gal de K. lactis, se puede apreciar una reduccion de
aproximadamente un 80% del contenido de lactosa inicial al haber transcurrido las 3
horas de reaccion. Es apreciable que a lo largo de la reaccion parece haber un menor
consumo de lactosa (debido a que se encuentra en mayor concentracion) en el
tratamiento de permeado sonicado, lo cual parece ser contradictorio debido a que al
ser el tratamiento con mayor produccion de GOS se esperaba un mayor consumo de
lactosa ya que es uno de los sustratos requeridos para producir GOS. Sin embargo,
cabe resaltar que en el método empleado para la cuantificacion (HPLC) todos los
disacaridos eluyen al mismo tiempo de retencion, por lo que la lactosa y otros
disacéaridos son cuantificados en conjunto. Dado esto, no fue posible distinguir la
presencia de otros disacaridos presentes por medio de este método de
cuantificacion. No obstante, puede sospecharse que se trata de disacaridos distintos
de la lactosa formados por la reaccion, ya que previamente ha sido reportado por
Rico et. al (2020) que hay una mayor formacion de disacéaridos y trisacaridos al utilizar

la enzima B-gal de K. lactis.
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Figura 14. Contenido de lactosa a lo largo de la reaccion. LS=lactosa en buffer con
sonicacion, LNS=lactosa en buffer sin sonicacién, PS=permeado con sonicacion,
PNS=permeado sin sonicacion. Datos presentados como la media + DE de 3
réplicas. Las letras diferentes en un mismo tiempo de reaccion indican diferencias
significativas entre tratamientos, en base a una comparacion de medias por prueba
Tukey («=0.05).

La Figura 15 muestra el contenido de galactosa en el transcurso de la reaccion. De
manera general, se observa un creciente aumento de la cantidad de galactosa con
el aumento del tiempo de reaccion. Es perceptible que hay aumento en la liberacion
de galactosa en los tratamientos donde se emple6 US para asistir la reaccion, a
causa de que, como ya menciond previamente, el US favorece la actividad de esta
enzima en particular. Dicha actividad puede catalizar tanto la reaccion de
transgalactosilacion como la de hidrdlisis (en la cual se forma la galactosa). Por otra
parte, en soluciones de lactosa en buffer fue mayor el contenido de galactosa
obtenida que en permeado, lo que podria ser un indicativo de que al utilizar lactosa
en buffer como sustrato se favorece mas la reaccion de hidrdlisis y al utilizar
permeado se ve favorecida la reaccion de transgalactosilacion; lo anterior puesto que
la menor concentracion de galactosa en los tratamientos con permeado apunta a un
mayor consumo de ésta como sustrato para la formacion de GOS, lo que se

confirmaria a su vez por la mayor produccion de GOS en dichos tratamientos.

43



w
o
o

—o—LS
—&—LNS
——PS
—8—PNS

N
(92
o

N
o
o

150

100

Concentracion (mg/mL)

(94
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (min)

Figura 15. Contenido de galactosa a lo largo de la reaccion. LS=lactosa en buffer con
sonicacion, LNS=lactosa en buffer sin sonicacién, PS=permeado con sonicacion,
PNS=permeado sin sonicacion. Datos presentados como la media + DE de 3
réplicas. Las letras diferentes en un mismo tiempo de reaccion indican diferencias
significativas entre tratamientos, en base a una comparacion de medias por prueba
Tukey («=0.05).

La cinética de formacion de glucosa se puede ver en la Figura 16. Al igual que con
la galactosa, se evidencia una clara tendencia de aumento en la concentracién de
glucosa al aumentar el tiempo de reaccion. No obstante, la concentracion de glucosa
durante y al final de la reaccion es mayor a la de galactosa (Figura 15) debido a que
a pesar de que ambos compuestos son resultado de la reaccién de hidrdlisis, que es
llevada a cabo por la enzima B-gal, es importante recordar que asimismo la enzima
lleva a cabo la reaccién de transgalactosilacién en la cual utiliza lactosa y galactosa
para formar GOS (Li et. al, 2019), lo que justificaria la menor cantidad de galactosa
gue de glucosa. Asi también, la aplicacion de US permitié la obtenciéon de mayor
cantidad de glucosa lo que constata una vez mas que la enzima tiene mayor actividad

(en este caso de hidrdlisis) ante el uso de ese tratamiento.
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Figura 16. Contenido de glucosa a lo largo de la reaccion. LS=lactosa en buffer con
sonicaciéon, LNS=lactosa en buffer sin sonicacion, PS=permeado con sonicacién,
PNS=permeado sin sonicacion. Datos presentados como la media + DE de 3
réplicas. Las letras diferentes en un mismo tiempo de reaccion indican diferencias
significativas entre tratamientos, en base a una comparacion de medias por prueba
Tukey («=0.05).

6.2.2. Caracterizacion de los productos de la reaccién

Mediante el uso de UPLC-MS se caracterizaron los disacéaridos (DS) y GOS
(trisacéaridos (TRS), tetrasacaridos (TES) y pentasacaridos (PTS)) presentes en las
muestras de permeado: nativo (PN), previo a la reaccion ajustado a 270 g/L de
lactosa (PAR), después de 90 min de reaccién con aplicacion de US (PS) y después
de 90 min de reaccion sin aplicacion de US (PNS). Se establecio que la
caracterizacion de los productos de la reaccion enziméatica se haria en las muestras
de permeado reaccionado por 90 min ya que a ese tiempo de reaccion fue donde se
obtuvo un rendimiento méximo en la produccion de GOS (ver Figura 13).

Dado que no se tenia acceso a estandares de referencia, para la identificacion de los
compuestos se llevé a cabo una identificacion putativa, mediante el uso de una
libreria creada de manera interna con las estructuras de los posibles GOS que
pudieran encontrarse en la muestra, los cuales fueron previamente reportados por
distintos autores (Gopal y Gill, 2000; Urrutia et al., 2013; Urashima et al., 2015; Van
Leeuwen et al., 2016; Yin et al., 2017; Lee et al., 2019; Duncan et al., 2020; Zerva et
al., 2021) en muestras de permeado nativo y como productos de la reaccion de

lactosa (ya sea en permeado, suero o solucion de lactosa en buffer) con B-gal de
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diversas fuentes. Ademas, para la deteccion de los compuestos presentes en las
muestras se considero en el analisis de datos la formacion de posibles aductos que
se producen debido a la ionizacion: [M-H] (para el modo de ionizacién negativo) y
[M+H]*, [M+NH4]* y [M+H-H20]* (para el modo de ionizacion positivo). Se examino el
espectro de masas de cada una de las muestras inyectadas. Se establecié una
precision de masa de 5 ppm para la identificacion tanto en iones precursores como
en los fragmentos detectados. Se verificO la presencia de los compuestos a partir de
la fragmentacion in silico realizada por el Sistema de Informacién Cientifica UNIFI de
Waters y de comparacion de los fragmentos encontrados en los espectros de masas
experimentales con espectros de masas de referencia localizados en bases de datos
(HMDB y PubChem) (TMIC, 2021a; TMIC, 2021b; TMIC, 2021c; TMIC, 2021d; TMIC,
2022a; TMIC, 2022b; TMIC, 2022c; TMIC, 2022d; TMIC, 2022¢e; TMIC, 2022f; TMIC,
2022g; NCBI, 2024) y reportados anteriormente en articulos (Huang et al., 2021;
Zerva et al., 2021). En los Cuadros 6, 7, 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos

por UPLC-MS para la identificacion de los compuestos en las muestras de permeado.

Cuadro 6. Disacéridos (DS) y GOS presentes en permeado nativo (PN)

Modo de Abundancia | Fragmentos
BN Aducto . e
ionizacion relativa (%) | principales

Compuesto identificado

Disacéarido

341.109 (-)
263.078 (-)
179.057 ()
161.046 (-)
Negativo / l:rll\/lljl_l 94.087 101.025 (-)
Positivo +H-sz ' 360.150 (+)
343.123 (+)
325.113 (+)
163.061 (+)

145.050 (+)

Gal-p(1—4)-Glc (Lactosa)

Trisacarido

339.200

Gal-f(1—3)-Gal-p(1-6)- Negativo ‘H 0.196 325185
Glc 311.169

297.153
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183.012

Gal-B(1—6)-Gal-p(1—4)-
Glc

Negativo

0.102

469.248

283.265

255.233

131.071

72.993

Tetrasacarido

Gal-B(1—6)-Gal-B(1—6)-
Gal-B(1—4)-Glc

Negativo /
Positivo

+H

0.353

379.086 (-)

357.042 (-)

289.055 (-)

199.023 (-)

141.018 (-)

360.150 (+)

343.123 (+)

325.113 (+)

163.061 (+)

145.050 (+)

Otro

3'-sialilactosa (3’-SL)

Negativo

2.931

632.205

308.802

300.050

242.080

78.960

3-galactosil-lactosa

Negativo

1.381

357.104

289.055

259.023

243.049

221.067

N-acetil-galactosaminil-
lactosa

Negativo

0.387

341.109

179.057

161.046

101.025

73.031

N-acetil-lactosamina

Negativo

0.221

395.059

352.845

308.857
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195.052
96.970
220.083
210.949
N-acetil-D-galactosamina Negativo -H 0.142 155.010
152.996
111.021
341.109
179.057
Negativo -H 0.138 161.046
101.025
97.030
218.951
157.01202
N-acetil-D-glucosamina Negativo -H 0.026 155.0103
111.0206
89.025
551.327
495.264
Positivo +H 0.025 439.202
383.139
327.077
632.205
421.066
6-sialil-N-acetil-lactosamina | Negativo -H 0.013 300.050
242.080
78.960

6-glucolil-neuraminil-
lactosa

3-a-fucosil-N-acetil-
lactosamina

Zerva et al. (2021) analizaron por UPLC-MS los GOS formados por la reaccion de
transgalactosilacion de la lactosa en suero acido. Reportaron como valores m/z
caracteristicos de iones padre (en el espectro MS) 325, 343 y 360 con los aductos
[M+H-H20]*, [M+H]* y [M+NH4]* respectivamente, para DS; 505 y 522 con los
aductos [M+H]* y [M+NH4]* para TRS y 684 con el aducto [M+NH4]* para TES.
Ademas, para fragmentos ionicos (del espectro MS/MS) reportaron valores m/z de
85 (para DS), 127 (para DS), 145 (para DS), 163 (para DS, TRS y TES), 325 (para
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DS, TRS y TES) y 365 (para TES). En cada uno de los compuestos identificados y

reportados en los Cuadros 6, 7, 8 y 9 se verifico la presencia de los valores m/z

mencionados con anterioridad, ajustandolos al respectivo aducto aplicado en funcién

del modo de ionizacion empleado. Al igual que en el estudio citado previamente,

algunos de los compuestos

forma ionizada.

identificados se detectaron en mas de una

Cuadro 7. DS y GOS presentes en permeado ajustado antes de la reaccién (PAR)

Compuesto identificado ig/lnoig:c(ijéen Aducto '?‘;l;?is:r}&? ';rr?ggsglt::
Disacérido
341.109
263.078
Gal-p(1—4)-Glc (Lactosa) Negativo -H 70.312 179.056
161.046
101.025
343.123
+NHa, 325.113
?Aal‘(')'lg(;t;g))'e'c Positivo +H;||44240, 4535 163.061
145.050
85.028
Trisacéarido
503.163
425.131
gf‘"ﬁ(1_’2)'[6a"'3(1_’6)]' Negativo H 20.977 383.120
‘ 357.104
221.067
341.109
263.077
gfﬂ'B“_’?’)'Ga"B“_’G)' Negativo H 0.600 179.057
161.046
101.025
455.214
Gal-p(1-6)-Gal-(1—4)- Negativo -H 0.055 381195
Glc 307.122
263.096
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227.998

Tetrasacarido

Gal-B(1—6)-Gal-g(1—6)-
Gal-p(1—4)-Glc

Negativo /
Positivo

-H/+H

0.253

379.085 (-)

248.961 (-)

199.023 (-)

154.997 (-)

112.987 (-)

360.150 (+)

343.123 (+)

325.113 (+)

163.060 (+)

145.050 (+)

Pentasacarido

Gal-(1—4)-Gal-(1—4)-
Gal-(1—4)-Gal-g(1—2)-
Glc

Negativo /
Positivo

-H/
+NHa

0.013

404.105 (-)

379.023 (-)

357.042 (-)

311.037 ()

136.937 (-)

727.427 ()

705.407 (+)

664.402 (+)

402.981 (+)

190.100 (+)

Otro

3'-sialilactosa (3’-SL)

Negativo

1.969

632.205

421.065

300.049

290.088

78.960

3-galactosil-lactosa

Negativo

0.908

503.163

421.075

409.097

229.034

199.024

N-acetil-lactosamina

Negativo

0.105

143.036

101.025
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97.030

89.025

73.030

N-acetil-galactosaminil-
lactosa

Negativo

0.081

341.109

263.078

179.056

161.046

101.025

6-glucolil-neuraminil-
lactosa

Negativo

0.070

341.109

263.078

179.056

161.046

101.025

N-acetil-D-galactosamina

Negativo

0.063

186.078

175.062

144.057

120.055

106.042

N-acetil-D-glucosamina

Negativo

0.022

214.913

196.904

183.012

154.947

136.937

3-a-fucosil-N-acetil-
lactosamina

Positivo

+H

0.021

495.264

439.202

383.140

327.077

283.264

Disialillactosa

Negativo /
Positivo

-H [ +H,
+H-H20

0.010

632.205 (-)

421.066 (-)

290.088 (-)

242.080 (-)

78.960 (-)

786.980 (+)

744.096 (+)

737.768 (+)
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723.566 (+)
680.219 (+)
632.205
421.066
6-sialil-N-acetil-lactosamina | Negativo -H 0.005 290.088
242.080
179.057
786.679
773.944
Lacto-N-novopentaosa Positivo +NHa 0.001 751.006
717.958
656.869

Los compuestos identificados enlistados en los Cuadros 6 y 7 corresponden con los
reportados con antelacioén por diversos autores (Gopal y Gill, 2000; Urashima et al.,
2015; Duncan et al., 2020) como GOS nativos de la leche, que pudieran estar
presentes en suero y permeado. En las muestras PN y PAR el principal compuesto
presente fue la lactosa. Sin embargo, se puede apreciar en los Cuadros 8 y 9 que al
ocurrir la reaccion de transgalactosilacion disminuyo6 significativamente la proporcion
encontrada de este compuesto en las muestras, conllevando el aumento de la
presencia de los compuestos 6-galactobiosa (DS), alolactosa (DS), Gal-p(1—6)-Gal-
B(1—3)-Glc (TRS), Gal-B(1—2)-[Gal-B(1—6)]-Glc (TRS) y Gal-(1—4)-Gal-B(1—4)-
Gal-B(1—6)-Glc (TES). La formacion y aumento de DS, TRS, TES y PTS lineales y
ramificados es a causa de que, como lo indican Van Leeuwen et al. (2014), algunas
B-galactosidasas pueden producir GOS lineales y ramificados (exclusivos o en
mezclas) de distintos grados de polimerizacion.

Los resultados obtenidos también coinciden con los reportados por Huang et al.
(2021) para el compuesto 6-galactobiosa. Para la comparacion de los resultados, se
tomd en cuenta que los valores m/z de fragmentacion indicados por los autores
consideraban el aducto [Na]*, por lo que al valor m/z se le rest6 dicho aducto y se
aplicé el aducto correspondiente al modo de ionizacién del que se tratara. Teniendo
presentes las consideraciones anteriores, los valores m/z del compuesto
6-galactobiosa obtenidos de manera experimental en el presente trabajo

concordaron con los del informe previo.
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Cuadro 8. DS y GOS presentes en permeado no sonicado (PNS)

Compuesto identificado igﬂn(;g:c?éen Aducto ?3:&3:2&;" l:)rr?g(r:?sglteoss
Disacarido
243.049
161.046
(GA?Q[;(;;S?)_GM Negativo -H 27.542 113.025
97.030
73.030
343.124
325.113
Gal-B(1—4)-Glc (Lactosa) Positivo +H 4.800 255.113
163.061
145.051
Trisacéarido
503.162
341.109
g?l_B(HZ)_[GaI-B(HG)]_ Negativo -H 53.748 323.099
i 179.057
161.046
Tetrasacérido
665.216
545.173
SZIESZQSE‘B (=4 | Negativo H 6.887 405.102
383.120
273.060
527.158
343.124
SZIESZZ’%SE‘B (1=6)- Positivo +H 0.496 325.113
163.061
145.051
415.146
161.046
g;‘lﬁﬁ]:ﬁ;gfﬂﬁ (1=6F | Negativo | -H 0.133 143.035
113.025
85.030
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Pentasacarido

Gal-(1—4)-Gal-(1—4)-
Gal-(1—4)-Gal-g(1—4)-
Glc

Negativo /
Positivo

-H / +H,
+NHa

0.119

729.205 (-)

647.201 (-)

575.179 (-)

254.909 (-)

176.930 (-)

343.124 (+)

325.113 (+)

163.061 (+)

145.051 (+)

91.040 (+)

Otro

3'-sialilactosa (3’-SL)

Negativo

0.765

632.205

421.065

359.119

300.049

179.057

N-acetil-galactosaminil-
lactosa

Negativo /
Positivo

-H/+H

0.084

415.146 (-)

263.078 (-)

161.046 (-)

113.025 (-)

85.030 (-)

381.081 (+)

343.124 (+)

325.113 (+)

163.061 (+)

145.051 (+)

N-acetil-lactosamina

Negativo

0.045

243.049

161.046

143.035

113.025

85.030

6-glucolil-neuraminil-
lactosa

Negativo

0.032

415.146

161.046

143.035

113.025
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83.015
495.264
439.202
Positivo +H 0.017 383.139
327.077
283.264
161.046
143.035
N-acetil-D-galactosamina Negativo -H 0.016 113.025

85.030
73.030
632.205 (-)
421.065 (-)
290.089 (-)
253.093 (-)

Negativo / | -H/ +H, 0.003 242.080 (-)
Positivo +H-H20 ' 817.241 (+)

689.211 (+)
527.158 (+)
467.140 (+)
365.107 (+)
793.917
766.733
Lacto-N-novopentaosa Positivo +H-H20 0.001 758.558
715.472
523.212

3-a-fucosil-N-acetil-
lactosamina

Disialillactosa

Los compuestos del tipo DS, TRS y TES enunciados en los Cuadros 8 y 9 fueron
reportados con anterioridad (Urrutia et al., 2013; Yin et al., 2017; Lee et al., 2019)
como productos de la reaccion de lactosa con B-gal. En la identificacion de GOS
sintetizados por B-gal de Aspergillus oryzae desarrollada por Urrutia et al. (2013) se
determind que Gal-p(1—6)-Gal-p(1—4)-Glc, alolactosa y 6-galactobiosa fueron los
principales productos de reaccion formados. Las variaciones en composicion vy
proporcion de los productos de la reaccion reportados en informes previos y los

obtenidos en el presente estudio se deben al uso de distintos medios de reaccion
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(lactosa en buffer, suero y permeado de suero) y de enzimas provenientes de
multiples fuentes (Bacillus circulans, K. lactis y Aspergillus oryzae). Lo anterior fue
comprobado en el estudio elaborado por Van Leeuwen et al. (2016) donde se hizo
un analisis exhaustivo para la caracterizacién de los compuestos presentes en 7
productos de GOS comerciales, en esta investigacion se reportaron cerca de 70 GOS
distintos presentes en las 7 muestras comerciales, de las cuales se desconocia la
forma de preparacion por lo que es justificable la gran heterogeneidad de
compuestos entre las muestras.

En los resultados de este estudio es evidente la disminucion de la lactosa presente
debido a su transformacion en otros compuestos, entre ellos los DS alolactosa
(principalmente en PNS) y 6-galactobiosa (Unicamente en PS), compuestos que de
igual manera fueron reportados anteriormente por otros autores (Urrutia et al., 2013;
Yin et al., 2017). Para la diferenciacion e identificacién de lactosa y alolactosa se
compararon los espectros de masas obtenidos de manera experimental con los
reportados en la base de datos “HMDB” (TMIC, 2022c; TIMC, 2022d). Se identificaron
los valores m/z de 71, 89 y 101 (en modo de ionizacién negativo) y de 91, 97 y 127

(en modo de ionizacién positivo) como caracteristicos de la molécula de lactosa.

Cuadro 9.DS y GOS presentes en permeado sonicado (PS)

Compuesto identificado .Mc.)do (.j,e Aducto Abuqdanma Fra}gmentos
ionizacion relativa (%) | principales
Disacérido
273.060
_ 161.046
p-(1—6)-galactobiosa (6- | \qq4tivo H 32.041 143.036
galactobiosa)
113.025
101.025
360.150
+H 325.113
Gal-§(1-6)-Gle Positivo | +NH, 5.341 163.061
(Alolactosa) H-H.O
+H-R2 145.050
127.040
. 343.123
Gal-B(1—4)-Glc (Lactosa) Positivo +H 0.545
325.113
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163.060

145.050
85.029
Trisacarido
503.162
323.099
gfi"b“ —0rGarb(1=3) Negativo -H 48.075 179.057
161.046
101.025
Tetrasacarido
665.216
545.173
SZIES:QSTSB (=4 | Negativo H 6.775 405.102
383.120
273.060
689.212
527.158
gilﬁﬂ iﬁiigf‘!’ﬁ“ 0 | Ppositivo ++NHH'4 0.525 343.123
325.113
163.060
415.145
161.046
SZIES i;‘ijgii"ﬁ“ =4 | Negativo H 0.135 143.036
113.025
101.025
Pentasacarido
729.208
Gal-B(1—4)-Gal-B(1—4)- 575.183
Gal-p(1—4)-Gal-p(1—4)- Negativo -H 0.104 254.922
cle 186.936
176.930
503.162
Gal-B(1—4)-Gal-B(1—4)- 341.109
Gal-p(1—4)-Gal-p(1—-2)- Negativo -H 0.020 323.099
cle 179.057
161.046
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Otro

3-galactosil-lactosa

Positivo

+H,
+NHa,
+H-H20

5.644

505.177

343.124

325.113

163.061

145.050

3'-sialilactosa (3’-SL)

Negativo

0.645

632.204

421.065

359.119

300.049

179.056

N-acetil-galactosaminil-
lactosa

Negativo /
Positivo

-H / +H

0.073

415.145 (-)

161.046 (-)

113.025 (-)

101.025 (-)

85.030 (-)

381.082 (+)

343.123 (+)

325.113 (+)

163.060 (+)

145.050 (+)

6-glucolil-neuraminil-
lactosa

Negativo

0.026

415.145

161.046

113.025

101.025

85.030

N-acetil-lactosamina

Negativo

0.023

296.976

271.022

221.012

154.975

136.937

N-acetil-D-glucosamina

Negativo

0.015

161.046

143.036

113.025

101.025

85.030
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495.264
439.202
Positivo +H 0.007 383.139
327.077
283.263
632.204
421.065
Disialillactosa Negativo -H 0.003 253.093
242.080
161.046
632.204
421.065
6-sialil-N-acetil-lactosamina | Negativo -H 0.002 253.093
242.080
161.046

3-a-fucosil-N-acetil-
lactosamina

Adicionalmente en las muestras de permeado reaccionado (Cuadros 8 y 9) se
aprecia que hubo un aumento en la abundancia relativa de las moléculas de tipo
TRS, TES y PTS. Yin et al. (2017) efectuaron un estudio para la comparacion de los
perfiles de GOS resultantes por la accién de distintas B-galactosidasas (Bacillus
circulans, K. lactis y Aspergillus oryzae) en solucion de lactosa en buffer de fosfato
de sodio. Para la enzima de K. lactis (utilizada de igual manera en este trabajo) entre
otros compuestos identificaron los TRS Gal-g(1—2)-[Gal-B(1—6)]-Glc y Gal-B(1—6)-
Gal-B(1—3)-Glc en 120 y 240 min de reaccion, respectivamente. Dado lo anterior, al
avanzar la reaccién primero se da la formaciéon del TRS ramificado y posteriormente
la del lineal que, de acuerdo a lo citado por los mismos autores, son compuestos
sintetizados a partir de los DS alolactosa, Gal-g(1—2)-Glc y Gal-g(1—3)-Glc. En los
resultados obtenidos se puede distinguir la presencia del TRS ramificado Gal-
B(1—2)-[Gal-B(1—6)]-Glc en la muestra PNS (sin sonicacién) mientras que en la
muestra PS (donde se utilizé sonicacién para asistir la reaccion) estaba presente el
TRS lineal Gal-(1—6)-Gal-(1—3)-Glc, a pesar de que ambas muestras fueron
tomadas al mismo tiempo de reaccion (90 min), por lo que se debe considerar el
efecto del US sobre la reaccion ya que previamente (Bhargava et al., 2021; Cérdova

et al., 2023) se ha reportado su capacidad para acelerarla. Los resultados obtenidos
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en ésta investigacion confirman lo anterior, dada la presencia de los TRS Gal-
B(1—2)-[Gal-B(1—6)]-Glc y Gal-B(1—6)-Gal-B(1—3)-Glc (que fueron obtenidos a
distintos tiempos de reaccién, acorde al reporte de Yin et al., 2017) al mismo tiempo
de reaccion en 2 tratamientos distintos (asistida y no asistida con US). Cabe destacar
gue entre los productos de reaccion identificados (Cuadros 8 y 9) se confirmé la
presenciade 4 TESy 2 PTS, en trabajos previos (Urrutia et al., 2013; Yin et al., 2017)
Unicamente se habia reportado entre los productos al TES Gal-g(1—6)-Gal-g(1—6)-
Gal-B(1—4)-Glc, las variaciones en los resultados podrian atribuirse a las distintas
condiciones de reaccion empleadas en cada uno de los trabajos.

El objetivo del presente estudio es la formacion de GOS a partir de lactosa con la
intencion de disminuir su presencia por ser un compuesto al que es intolerante un
importante sector de la poblacion y a su vez favorecer su transformacién en
compuestos de potencial prebidtico. Uno de los primeros compuestos en clasificarse
como prebidticos fueron los GOS (Gibson y Roberfroid 1995), acorde a Ambrogi et
al. (2023) las enzimas humanas tienen poca capacidad para hidrolizar los enlaces
glucosidicos de los GOS, por lo que no son procesados directamente mediante la
digestion humana pero si se metabolizan por los microorganismos de la flora
intestinal. Adicional a la produccién de GOS a patrtir de la lactosa, se di6 de manera
importante la conversién de lactosa en alolactosa, segun Cao et al. (2023) la
alolactosa es hidrolizada por la B-gal en el intestino humano a una tasa menor al 5%
de la hidrdlisis de la lactosa, lo que significa que el 95% es fermentada en el colon
como prebidtico. Sumado a eso, el mismo autor menciona que la transgalactosilacion
intramolecular de lactosa a alolactosa desencadena en la estimulacion de la
produccién de B-gal en cepas lactobacilos y bifidobacterias (fermentadoras de

lactosa) en el colon.

6.3. Formulacién de una bebida a base de PSDR y evaluacién de su calidad
Se establecié que el tratamiento con mayor rendimiento en la produccion de GOS
fue en el que se utilizé6 permeado como sustrato con aplicacién de US para asistir la
reaccion y dado que después de 90 min de reaccidon no hubo un incremento
significativo en la formacién de GOS, se establecié que el rendimiento maximo para

el tratamiento previamente mencionado fue a los 90 min de reaccion. Por lo
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anteriormente mencionado, se realizaron 4 formulaciones distintas de una bebida a
base de PSDR (Figura 17) por 90 min, establecidas en base a un disefio factorial 22
donde los factores a evaluar fueron la cantidad de permeado (50-80%) y de
enmascarante (saborizante de menta, en niveles de 0.1-0.25%). Puesto que el
permeado a reaccionar tenia una alta concentracion de lactosa ajustada (270 g/L), la
cual a la postre fue transformada en GOS, glucosa y galactosa los cuales tienen
mayor poder edulcorante que la lactosa, de tal suerte que no fue necesaria la adicién
de azucar para dar el dulzor deseado a la bebida; a pesar de que el permeado se
encontrara diluido en cierta medida con el agua. Ademas, el sabor elegido para la
bebida (limén), es congruente con el color de ésta adquirido principalmente por el

color propio del permeado.

- Lk - e B V

Figura 17. Bebida producida a base de permeado reaccionado con B-gal durante
90 min, con aplicacion de US (40% amplitud, pulsado en un ciclo de 3 s “encendido”
y 27 s “apagado”.

6.3.1. Analisis microbiolégicos
Previo a la evaluacidbn sensorial por los panelistas se realizaron analisis
microbiologicos para garantizar la inocuidad del producto, los resultados de los
analisis previamente mencionados se exponen en el Cuadro 10.
Es notorio que se cumplié de manera exitosa con los limites establecidos por la NOM-
218-SSA1-2011 para los microorganismos especificos gracias a que, posterior a la

mezcla de todos los ingredientes de la bebida, y previo al envasado, se realizé un
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proceso de pasteurizacion para eliminar los posibles riesgos microbiologicos que
pudiesen haber estado presentes en cualquiera de los componentes de la bebida y
conjuntamente se hizo un lavado y esterilizacion de los envases previo a su uso para

almacenarla.

Cuadro 10. Resultados microbioldgicos de las 4 formulaciones de bebida

Microorganismo Resultado * Limite méximo
Coliformes totales ** N.D. 10
E. coli Ausente Ausente
Mesofilos aerobios ** N.D. 50
Hongos y levaduras ** N.D. **x NLA.

* establecido por la NOM-218-SSA1-2011
** No detectable
*** No aplica

6.3.2. Evaluacion sensorial
Los resultados de la evaluacion sensorial por parte de los panelistas a las 4
formulaciones de bebida se observan en las Figuras 18 y 19. En la Figura 18, es
apreciable una evidente tendencia de mayor aprobacion por parte de los panelistas
para las muestras con mayor contenido de permeado (267 y 729) y con menor
cantidad de enmascarante (542 y 729), ya que en estas muestras los panelistas

asignaron mejores puntuaciones.

16
14

12

0 I | III “I ||I ‘|‘ I“ II

Me disgusta Me disgusta Me disgusta No me gusta  Me gusta Me gusta Me gusta
mucho levemente ni me disgusta levemente mucho

1

Panelistas
H [<)} [+-] o

N

267 W351 Wm542 m729

Figura 18. Calificaciones asignadas durante la evaluacién sensorial de las 4
formulaciones de bebida. 267= 80% permeado y 0.25% enmascarante, 351= 50%
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permeado y 0.25% enmascarante, 542= 50% permeado y 0.1% enmascarante,
729= 80% permeado y 0.1% enmascarante.

También en la Figura 18 es visible un rechazo por la muestra 351 debido a una menor
cantidad de permeado presente (es decir, un menor dulzor que hiciera contraste con
el elevado sabor a menta), lo que ocasion6 que se tuviera una percepcion mucho
mas fuerte del sabor a menta. En comentarios los panelistas sefialaron que era
mayor su agrado por las muestras mas dulces y con menor sabor a menta, ya que al
ser fuerte la percepcién de la menta generaba un resabio y sabor amargo
desagradables. A causa de lo anterior, mencionaron una vinculacién con productos
extremadamente mentolados.

Complementando lo observado en la Figura 18, los panelistas seleccionaron como
preferida en mayor cantidad la muestra 729 y como menos preferida la 351 (Figura
19). En esta figura también es posible distinguir una menor preferencia por las
muestras con mayores contenidos de enmascarante (267 y 351), por lo expuesto en
el parrafo anterior. La muestra 729 fue, por mucho, la preferida por los panelistas, los
cuales resaltaron que su mayor dulzor la hacia mas agradable y que tenia un
adecuado balance con el sabor menta.

Preferida Menos preferida

35

30

25

Panelistas
= N
(3] o

=
o

(]

267 W351 m542 m729

Figura 19. Muestras mas y menos preferidas en la evaluacion sensorial de las 4
formulaciones de bebida. 267= 80% permeado y 0.25% enmascarante, 351= 50%
permeado y 0.25% enmascarante, 542= 50% permeado y 0.1% enmascarante,
729= 80% permeado y 0.1% enmascarante.
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6.3.3. Evaluacion de la calidad del producto final
6.3.3.1. Andlisis fisicoquimicos
Se determind como “producto final” la muestra 729, al ser la preferida por los
panelistas y a la que asignaron mejores calificaciones. Por lo que a esta muestra se
le hicieron los analisis de calidad (fisicoquimicos y bromatolégicos) correspondientes.

Los resultados de los andlisis fisicoquimicos del producto final se muestran en el

Cuadro 11.

Cuadro 11. Pardmetros fisicoquimicos de la bebida

Parametro Resultado + DE
pH 6.15+0.01
Acidez titulable (g/L) 0.61+0.04
°BX 23.47+0.05
Aw 0.88+0.00
AR (g/L) 205.43+3.42

Datos presentados como la media + DE de 3 réplicas.

En trabajos previos se han desarrollado bebidas a base de permeado de suero
(Beucler et al., 2005; Chavan et al., 2015; Pereira et al., 2015; Aamer y EI-Kholy,
2017; Becker et al., 2021) pero so6lo en uno de éstos (Beucler et al., 2005) el
permeado fue sometido a una reaccion enzimatica con p-gal de K. lactis durante 3
horas a 35 °C pero el propaésito de éste estudio fue principalmente hidrolizar la lactosa
para incrementar el dulzor en la bebida y por ende, el contenido de glucosa (que fue
el azdcar que midieron) por lo que, hasta nuestro conocimiento, el presente trabajo
es el unico que propone el aprovechamiento del permeado de suero que es un
subproducto del proceso de concentracion de suero, utilizado principalmente para la
produccion de suplementos alimenticios como base de una bebida con adicional
beneficio a la salud gracias a su potencial prebiético dado por la presencia de GOS
sintetizados a partir de la lactosa. A causa de lo anterior, no se cuenta con referencias
exactas de la mayoria de los parametros determinados en el producto final durante
este estudio.

El pH final de la bebida (6.15+0.01) es cercano a los valores de 6.45+0.08 y 6.15+0.03
obtenidos por Beucler et al. (2005) y Becker et al. (2021), respectivamente, en

muestras de permeado de suero. Del mismo modo, el valor de acidez titulable
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(0.61+0.04 g/L 6 0.06%) es similar al reportado por Becker et al. (2021) de
0.03+0.00%.

En cuanto a los valores obtenidos de °Bx y AR, no es raro que sean mayores a los
reportados por los otros autores, ya que en este experimento se requirié hacer un
ajuste de la concentracion de lactosa a aproximadamente 270 g/L para propiciar la
reaccion de transgalactosilacion en mayor medida. En consecuencia, la lactosa
adicionada para ajustar la concentracion tuvo efecto en los valores finales de °Bx y
AR, ambos dependientes del contenido de azucares de la bebida.

6.3.3.2. Andlisis bromatoldgicos

En el Cuadro 12 se pueden observar los resultados de los analisis bromatologicos
del producto final. El contenido de humedad (76.441+0.073%) fue menor al reportado
en otros trabajos: 84.41+0.02% por Pereira et al. (2015) y 95.8+1.6% por Beucler et
al. (2005), lo cual se debio principalmente a que con el ajuste de lactosa a un valor
mayor se aumento también la cantidad de soélidos en el permeado vy, al ser la
humedad el resultado del residuo de 100 menos el porcentaje de solidos, se tenia un
menor contenido de humedad. El contenido de cenizas fue también menor al
obtenido en el estudio de Pereira et al. (2015), lo que se explica por el proceso de
desmineralizacion del permeado pues el contenido de cenizas representa la cantidad

total de minerales.

Cuadro 12. Pardmetros bromatoldgicos de la bebida

Pardmetro Resultado (%) + DE
Humedad 76.441+0.073
Cenizas 0.367+0.005
Grasa *N.D.
Proteina 0.008+0.000
Fibra dietética 0.234+0.008
Carbohidratos 22.958

* No detectable

Datos presentados como la media = DE de 3 réplicas.

En este y otros trabajos (Beucler et al., 2005; Becker et al., 2021) se determind que
los contenidos de grasa (0.002+0.001% y 0.01+0.00%, respectivamente) y proteina
(0.248+0.109% y 0.66+0.00%, respectivamente) después de la ultrafiltracion del

suero son casi nulos.
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La cantidad de fibra dietética cuantificada en la bebida tuvo un valor menor al

esperado (5.29%) calculado en base a:

Contenido de lactosa inicial = 231%

Rendimiento de GOS = 28.61%

2319 x 28.61% g

_ L _ g
GOS formados = 100% = 66.09 L

66.09% X 80% permeado en bebida g GOS

GOS en la bebida = T00% = 528 hida

) 52.87 g GOS x 100% )
% GOS en la bebida = 1000 L bebida = 5.29% GOS en la bebida

El método empleado (AOAC 985.29) para la cuantificacion de fibra dietética en la
bebida consiste en someter inicialmente las muestras (adicionadas con a-amilasa
termoestable) a ebullicion para la gelatinizaciéon, hidrélisis y despolimerizacion del
almidon; después se incuban a 60 °C con proteasa (para solubilizar y despolimerizar
proteinas) y amiloglucosidasa (para hidrolizar fragmentos de almidén a glucosa).
Luego se agregan cuatro volimenes de etanol para precipitar la fibra soluble y
eliminar la proteina despolimerizada y la glucosa (del almidon). El residuo se filtra;
se lava con etanol al 78%, etanol al 95% y acetona; se seca; y se pesa. Al peso del
residuo filtrado se le restan los contenidos de proteina y cenizas para determinar el
contenido de fibra dietética total. Sin embargo, los GOS son una excepcion de fibra
dietética que no puede ser cuantificada por ese método, ya que actian como fibra
dietética soluble en agua y etanol al 78% por lo que se pierden en el filtrado y los
lavados (McCleary et al, 2012); a ello puede atribuirse el valor subestimado de fibra
dietética obtenido de manera experimental. Para la cuantificacion de este tipo de fibra
dietética se debe emplear el método descrito por la AOAC 2017.16 que incluye a los
GOS en la medicién de la fibra dietética total ya que considera dicha fibra como la
medicién de 2 partes:
e Fibra dietética de alto peso molecular (HMWDF), medida de manera
gravimétrica, que incluye fibra dietética insoluble en agua y soluble en agua,

pero precipitable en etanol al 78%.
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Fibra dietética de bajo peso molecular (LMWDF), medida por HPLC, que
incluye la fibra dietética soluble en agua y etanol al 78%. Esta fraccion
comprende oligosacaridos no digestibles como fructooligosacaridos, inulina,

polidextrosa, GOS y maltodextrinas resistentes.
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7. CONCLUSIONES

El rendimiento maximo de GOS obtenido fue de 29.45%, con el uso de PSD como
sustrato y de US para asistir la reaccion, valor que representd aumentos de
aproximadamente 10 y 11.5% en relacion con los rendimientos maximos obtenidos
en las reacciones con solucién de lactosa en buffer y sin uso de US.

El PSD mostro6 ser un eficiente medio de reaccion para la produccion de GOS debido
a la presencia de minerales que ejercen un efecto activador sobre la actividad de la
enzima.

Se identificaron GOS con longitudes de cadena de 3 a 5 monosacéaridos y los
disacéaridos alolactosa y 6-galactobiosa como resultado de la reaccion de lactosa
presente en PSD con B-gal.

Al aplicar US para asistir la reaccion se acelerd y se tuvo mayor diversidad en los
disacaridos y GOS resultantes y también increment6 el consumo de la lactosa.

La bebida formulada a base de PSDR fue aceptada por los panelistas gracias a su
sabor dulce potenciado por la reaccion. Los panelistas tuvieron una clara preferencia
por la muestra con mayor cantidad de PSDR (80%) y menor contenido de
enmascarante (0.25%) ya que consideraban que en esa muestra se tenia un
adecuado equilibrio entre el dulzor y la nota fresca otorgada por el enmascarante
(sabor menta).

Los analisis bromatoldgicos de la bebida mostraron un contenido de fibra dietética
menor al esperado debido a que los GOS son un tipo de fibra dietética no
cuantificable por el método mayormente empleado para la determinacion de fibra

dietética total.
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Anexo 1. Formato de evaluacion sensorial

EVALUACION SENSORIAL DE BEBIDA DE PERMEADO DE SUERO

Sexo: Edad: Ocupacion: Fecha:

Frente a usted tiene cuatro muestras de bebida de permeado de suero. Evaltie cada una de las muestras, tomando agua entre cada una, y
sefale con una cruz (X) su reaccion frente al producto segiin la escala adjunta.

Muestra:

Me disgusta Me disgusta Me disgusta No me gusta Me gusta Me gusta Me gusta
mucho levemente nime disgusta levemente mucho

Agrado general D l:l I:‘ D I:I I:I l:l

Muestra:

Me disgusta No me gusta Me gusta
levemente nime disgusta levemente

Me gusta
mucho

Me disgusta
mucho

Agrado general ] [] [] ] ] [] L]

Me disgusta Me gusta

Muestra:

Me disgusta Me disgusta Me disgusta No me gusta Me gusta Me gusta Me gusta
mucho levemente nime disgusta levemente mucho

Agrado general [] [] [] ] L] [] L]

Muestra:

Me disgusta Me disgusta Me disgusta Nc melgusta Me gusta Me gusta Me gusta
mucho levemente nime disgusta levemente mucho

Agrado general [] [ ] [] L] ] L] L]

Al terminar la evaluacién, de las cuatro muestras indique cuél es la que prefiere mas, cudl es la que prefiere menos y ;Por qué?
Muestra mas preferida:

;Por qué la eligio?

Muestra menos preferida:

;Por qué la eligio?

COMENTARIOS:
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Anexo 2. Formato de consentimiento informado

Universidad Auténoma
e Querdtarg

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
COMITE DE BIOETICA DE LA FACULTAD DE
QUIMICA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Comité de Bioktica de la
Facubad de Quimica

Este formato de consentimiento informado se dirige a las personas invitadas a participar
como panelista no entrenado (consumidor) en el analisis sensorial de cuatro formulaciones
de bebida de permeado de suero lacteo, sabor menta-limén, como parte del proyecto de
investigacion “Produccion y caracterizacion de galactooligosécaridos a partir de permeado
de suero dulce tratado con B galactosidasa y su aplicacion en el desarrollo de una bebida”.

Nombre del director del proyecto: Dra. Silvia Lorena Amaya Llano
Nombre del investigador: |.Q.Al. Silvana Esther Lopez Hernandez

Introduccion

En esta investigacidn desarrollada por la estudiante de Maestria en Ciencia y Tecnologia de
alimentos, se busca evaluar la aceptabilidad de una bebida a base permeado de suero dulce
gque contiene galactooligosacaridos obtenidos de la lactosa presente en éste. 5e le hace la
invitacion a formar parte de esta investigacion actuando como panelista del analisis
sensorial.

Propdsito

El desarrollo de una bebida que contenga galactooligosacaridos potencialmente prebidticos,
los cuales se obtienen a partir de la transgalactosilacion de lactosa de permeado de suero
de leche. Ademas, al aprovechar el suero de leche como una fuente para obtener
ingredientes funcionales, se disminuye el impacto ambiental que este subproducto genera.

Seleccidn de participantes

Los invitados a participar en esta evaluaciéon seran 50 personas, sin exclusion de género, en
un rango de edad entre 18 y 70 afios y que consuman productos lacteos tres o méas veces
por semana. Es de suma importancia que si usted es alérgico a algun componente de la
leche, o tiene alguna restriccion médica para el consumo de productos lacteos, lo notifigue
de inmediato para que se excluya de participar en este estudio, ya que su salud es primordial.
De igual manera si tiene la duda de que algun ingrediente pueda causarle alguna reaccion.

Participacidén voluntaria

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, usted puede elegir participar
0 no, & incluso puede cambiar de parecer durante el transcurso del experimento, alun cuando
haya firmado con anterioridad este formato de consentimiento informado.
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Protocolo

Se presentaran ante usted 4 muestras de bebida, debe indicar el agrado general hacia cada
una de las muestras acorde a la escala establecida. Todas las muestras se presentaran
simultdneamente con nimeros aleatorios de tres digitos.

Riesgos

Las bebidas se elaboraron siguiendo las buenas practicas de manufactura en la Planta Piloto
de Productos Lacteos ubicada en el Parque Biotecnoldgico de la Universidad Autdnoma de
Querétaro, todos los ingredientes son de grado alimenticio y se utilizd leche pasteurizada.
Ademas, se obtuvieron muestras de cada formulacién y fueron sometidas a analisis
microbioldgicos, lo que garantiza la inocuidad del producto, es decir, se considera libre de
riesgos a la salud.

Se hace de su conocimiento la disponibilidad de tratamiento médico en la clinica de atencién
médica FarmaUAQ, en caso de sufrir dafios directamente causados por la Investigacion.

Confidencialidad

La informacion de los panelistas de esta investigacidén no se compartira con personas ajenas
a la misma y la informacion obtenida sera presentada sin revelar el nombre del panelista.

Contacto

En el transcurso del estudio, usted podra solicitar al investigador responsable informacién
actualizada sobre sus resultados, asi como evidencia de la inocuidad del producto evaluado.
Se |le garantiza que usted recibira respuesta a cualquier pregunta, duda o aclaracion acerca
de los procedimientos, riesgos, beneficios u otros asuntos relacionados con el presente
estudio.

Si tiene cualquier duda o comentario posterior al analisis puede contactarse con:
Dra. Silvia Lorena Amaya Llano: samayal@uaqg.com.mx. 442-192-1200 ext: 5509

IQAI. Silvana Esther Lépez Hernandez: silvanalh96@gmail.com. 442-837-2235
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO:

Fecha:

He sido invitado a participar en el andlisis sensorial de 4 formulaciones de bebida de
permeado de suero lacteo como parte del proyecto de investigacion “Produccion y
caracterizacion de galactooligosacaridos a partir de permeado de suero dulce tratado con
B-galactosidasa y su aplicacion en el desarrollo de una bebida”, he sido informado de que
se han buscado prevenir posibles riegos. Se me ha proporcionado el nombre y los datos
del investigador responsable y he leido la informacién proporcionada, por ello, elijo de
manera voluntaria participar en esta investigacion como un panelista no entrenado para
una evaluacion sensorial.

Nombre del participante:

Firma del participante:

He sido testigo de la lectura del documento de consentimiento informado por parte del

participante, por lo que confirmo que el individuo ha dado su consentimiento libremente.
Nombre del director del proyecto: Dra. Silvia Lorena Amaya Llano
Nombre del investigador asistente: [.Q.Al. Silvana Esther Lopez Hernandez

Firma del investigador asistente:

*Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de consentimiento informado.
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Anexo 3. Cartel para reclutamiento a evaluacién sensorial

Evaluacion
sensorial de una
bebida con

prebioticos
¢Donde? Planta piloto de
lacteos (piso 1 del parque
biotecnoldgico)
;Cuéndo? 29/05/2024
11:30a.m. - 15:30 p.m.

Requisitos:
® Tener entre 18 y 50 afnos Mayor mforrnacmn
, contactar a:
e Gusto por los productos lacteos Silvana Esthofilbpes
e No presentar intolerancia a la Hernandez

lactosa y/o productos lacteos Cel. 442-837-2235

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS
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Anexo 4. Formato de revocacion de consentimiento informado

FORMULARIO DE REVOCACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Fecha:

Mediante el presente documento declaro la revocacion del consentimiento informado firmado
el dia en el que consenti mi participacion en el analisis sensorial
de una bebida a base de suero lacteo.

Nombre del participante:

Firma del participante:

Nombre del director del proyecto: Dra. Silvia Lorena Amaya Llano
Nombre del investigador asistente: |.Q.Al. Silvana Esther Lopez Hernandez

Firma del investigador asistente:

*Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de revocacién de consentimiento
informado.
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