UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES

CARRERA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

DESARROLLO DE UN BIOPROCESO PARA LA OBTENCION DE
UNA BEBIDA FUNCIONAL A PARTIR DE LACTOSUERO EN
POLVO Y GRANULOS DE KEFIR

TESIS PREVIA PARA LA OBTENCION DEL TiTULO DE INGENIERA
AGROINDUSTRIAL

Autora: Paola Margarita Alvarado Céndor

Director: Ing. José Manuel Pais Chanfrau, PhD

Ibarra — Ecuador

Junio 2018



e 1{7137;4;(: ~
PO

N

s N
(el o
z| w3
Aﬁ - (_‘L U ,7

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIER{A EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
AMBIENTALES

CARRERA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

DESARROLLO DE UN BIOPROCESO PARA LA OBTENCION DE UNA
BEBIDA FUNCIONAL A PARTIR DE LACTOSUERO EN POLVO Y
GRANULOS DE KEFIR

Tesis revisada por los miembros del tribunal, por lo cual se autoriza su presentacion

como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERA AGROINDUSTRIAL

APROBADA:

Ing. José Manuel Pais Chanfrau, PhD

DIRECTOR DE TESIS FIRMA
Dra. Lucia Yépez ____l_lf_,l_- = __-:*'_':_.‘_'_'_'________:_'_'___
MIEMBRO DEL TRIBUNAL FIRMA

MSc. Jimmy Nufiez
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

MSec. Silvio Alvarez
MIEMBRO DEL TRIBUNAL




UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

BIBLIOTECA UNIVERSITARIA

AUTORIZACION DE USO Y PUBLICACION A FAVOR DE LA
UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

IDENTIFICACION DE LA OBRA

La Universidad Técnica del Norte dentro del proyecto Repositorio Digital
Institucional, determind la necesidad de disponer de textos completos en formato
digital con la finalidad de apoyar los procesos de investigacion, docencia y
extension de la Universidad. Por medio del presente documento dejo sentada mi
voluntad de participar en este proyecto, para lo cual pongo a disposicion la siguiente

informacion:

DATOS DE CONTACTO

CEDULA DE IDENTIDAD

100408671-4

APELLIDOS Y NOMBRES

Alvarado Condor Paola Margarita

DIRECCION

Atuntaqui, Barrio San José, calle Rio
Amazonas

EMAIL

Paiito_alvarado93@hotmail.com

TELEFONO MOVIL

0989273637

DATOS DE LA AUTORA

TITULO Desarrollo de un bioproceso para la
obtencion de una bebida funcional a
partir de lactosuero en polvo y
granulos de kefir

AUTOR Paola Margarita Alvarado Condor

FECHA 2018-06-04

PROGRAMA X Pregrado | Posgrado

TITULO POR EL QUE SE OPTA

Ingeniera Agroindustrial

DIRECTOR

Ing. José Manuel Pais Chanfrau, PhD




AUTORIZACION DE USO A FAVOR DE LA UNIVERSIDAD

Yo, Paola Margarita Alvarado Condor, con cédula de identidad nimero
100408671-4, en calidad de autora y titular de los derechos patrimoniales de la obra
o trabajo de grado descrito anteriormente, hago entrega del ejemplar respectivo en
formato digital y autorizo a la Universidad Técnica del Norte, la publicacion de la
obra en el Repositorio Digital Institucional y uso del archivo digital en la Biblioteca
de la Universidad con fines académicos, para ampliar la disponibilidad del material
y como apoyo a la educacién, investigacién y extension; en concordancia con la ley

de Educacién Superior Articulo 144.

CONSTANCIAS

La autora manifiesta que la obra objeto de la presente autorizacion es original y se
ha desarrolld, sin violar derechos de autor de terceros, por lo tanto, la obra es
original vy que es el titular de los derechos patrimoniales, por lo que asume la
responsabilidad scbre el contenido de la misma y saldrd en defensa de la

Universidad en caso de reclamacion por parte de terceros.

Ibarra, a los cuatro dias del mes de marzo del 2018

Autora:

Pagla ﬁargarita Alvarado Condor

CL 100408671-4






DECLARACION

Manifiesto que la presente obra es original y se desarrollo, sin violar
derechos de autor de terceros, por lo tanto, es original y que soy el titular
de los derechos patrimoniales; por lo que asumo la responsabilidad
sobre el contenido de la misma y saldré en defensa de la Universidad

Técnica del Norte en caso de reclamacion por parte de terceros.

[barra, a los 4 dias del mes de junio de 2018

Firma

C.I: 1004086714



CESION DE DERECHOS DE AUTOR DEL TRABAJO DE
GRADO A FAVOR DE LA UNIVERSIDAD TECNICA DEL
NORTE

Yo, Paola Margarita Alvarado Céndor, con cédula de identidad Nro. 1004086714,
manifiesto mi voluntad de ceder a la Universidad Técnica del Norte los derechos
patrimoniales consagrados en la Ley de Propiedad Intelectual del Ecuador, articulos
4,5 y 6, en calidad de autor de la obra o trabajo de grado denominado: Desarrollo
de un bioproceso para la obtencién de una bebida funcional a partos de lactosuero
en polvo y granulos de kéfir, que a sido desarrollado para obtener el titulo de:
Ingeniera Agroindustrial en la Universidad Técnica del Norte, quedando la
Universidad facultada para ejercer plenamente los derechos cedidos anteriormente.
En mi condicion de autor me reservo los derechos morales de la obra anteriormente
citada. En concordancia suscribo este documento en el momento que hago entrega
del trabajo final en formato impreso y digital a la Biblioteca de la Universidad

Técnica del Norte.

Ibarra, a los cuatro dias del mes de junio del 2018

Autora:

a Margarita Alvarado Coéndor

C.I: 1004086714



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por ser quien ilumina mis dias [lendandolos de bendiciones,
experiencias y de aprendizajes; logrando en mi una persona con

valores éticos y morales.

A mis padres Manuel Alvarado y Marcia Condor, por ser los
mejores guias o de lucha constante a pesar de las adversidad y
caidas presentados al diario vivir. Por su total apoyo para cumplir

mis metas.

A mis hermanos José Luis Alvarado y Katya Alvarado que al igual

que mis padres son mi mayor ejemplo de perseverancia.

A mi divector Dr. José Pais por brindarme su total apoyo y
conocimientos durante todo el desarrollo de la investigacion;

mostrandose como un profesional.

Al Ing. Jimmy Cuardan, Dra. Lucia Yépez, MCs. Jimmy Nuriez y
Mcs. Silvio Alvarez, por su apoyo en el desarrollo de (a

investigacion.

A la Universidad Técnica del Norte, por permitir el uso de equipos
y laboratorios para el desarrollo de la investigacion sin ningun

costo.

Paola Margarita Alvarado C.



DEDICATORIA

A Dios

Por permitirme culminar esta etapa de mi vida, (lena de
conocimientos, vivencias y personas que quedaran siempre en

mi memovria por el vesto de mi vida.

A mis padres y hermanos

Por ser las unicas personas que en cada momento de mi vida
han estado a mi lado dandome las fuerzas necesarias para
continuar de pie, a pesar de las innumerables caidas vy evrores

que he tenido.

Paola Margarita Alvarado C



INDICE DE CONTENIDO

(01 21t 0] 10 1 TP 1
LN T0] 51610104 [0 ] T 1
1.1, PROBLEMA ...ttt 1
1.2, JUSTIFICACION .....oooioeveeeeeeeeeeeeseese e es s st 2
(T O =] = 1 A0 1SRN 4
1.3.1.0BJETIVO GENERAL w......ooeviiieeeeeeesessesseees s esiesessessessesses s 4
1.3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS .....covvevereeeeereseiesiieiesississessessessssssnsensenasnenes 4
14, HIPOTESIS ..ottt s st 4
141 HIPOTESIS NULA ..o see s een s s nessenss st 4
1.4.2.HIPOTESIS ALTERNATIVA ..ot 4
[0\ 21t 0] 10 1 | TP 5
MARCO TEORICO.......cociieeeeeeeteeeesee e seeae s isses sttt 5
2.1, LACTOSUERO.......ooiieeieeeieiesieeieseee st 5
2.1.1.CLASIFICACION DEL SUERO DE LECHE .......c..ccoceevvseeesesesieeienieninens 6
2.1.2. APLICACIONES Y BENEFICIOS DEL SUERO DE LECHE .................. 7
2.2, FERMENTACION .....ooiiiiiieieeieeeeeeeee st 8
2.2.1. TIPOS DE FERMENTACION ......ooovviiirieeeeieeeeeieeeeesssessesss s 8
2.2.2.BACTERIAS ACIDO LACTICAS ......oeveeeeeeeeereeeereseneesessens e 10
R T <=1 = | = SRR 12
2.4. GRANULOS DE KEFIR.......cooiitieeisiieeeiisees st ssesissenesiss s sene e 12
241 KEFIRAN .....ooooiiieeee e sae st n st s s s s 15
2.5. ALIMENTOS FUNCIONALES .......coovieeeeeerseieresiesiesesesesen s, 17
2.5.1.PROBIOTICOS ...ttt st st en st enesess st snees 18
2.5.2.PREBIOTICOS .....oovvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese st ses s 18
2.5.3.RELACION PREBIOTICO-PROBIOTICO ......coeveerrieeeeieee s 18
2.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA .......ccccooviivernnne. 19
2.7. ANALISIS SENSORIAL ....cc.ocvorvieveeeeieeeeessesseseessesessesnessesses s, 22
CAPITULO Ittt 24



MATERIALES Y METODOS ......cooouiieieeeeieeeseeiseee e seseseee s s 24

3.1. CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO .....cccoovvvvvreeernnenn. 24
B.LLUBICACION ...ttt sttt 24
3.1.2. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO .....ovviiirsieieeieeeesenieeeeseresnennas 24
3.1.3. CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS .......cooovvvrerereserereriernenn, 24
3.2. MATERIALES Y EQUIPOS .....coevieiieeeeeseesseeetsss s saenes s 25
3.2.1. MATERIA PRIMA E INSUMOS .......cooovvereeerreieerssessssss s, 25
3.2.2.EQUIPOS .....oooeeeeeeeseeeeee st ses s 25
3.2.3. MATERIALES ......ooioeeteeeee ettt 25
3.3, METODOLOGIA.......ooiveeeeeeeeeeeeee et ne st 26

3.3.1.VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA
CUANTIFICACION DEL KEFIRAN OBTENIDO EN LA FERMENTACION 26

3.3.2.FACTORES EN ESTUDIO .....coovviirireeeeeeseseeeteeeeeesseesessesssss s, 26
3.3.3. TRATAMIENTOS ..ottt 27
3.3.4.DISENO EXPERIMENTAL ....coovviirireeseeieseeeveseesesseesesseess s, 28
3.3.5.UNIDAD EXPERIMENTAL .....oiviviieeieieeeteeeeesiesses s 29
3.4. VARIABLES A EVALUAR........cooiiieeeeeeeereeereesressssss s, 29
3.4.1.VARIABLES CUANTITATIVAS......ooiereeeiereeeeeeeeeesesesss s, 29
3.4.2.VARIABLES CUALITATIVAS .....ooiiiiieeeieeeeeeseses s 31
3.5. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO......cccoovvmvvrereninrenrerenenn. 32
3.5.1. ELABORACION DE LAS FORMULACIONES DE LOS
TRATAMIENTOS. ....ooieeeeeieee ettt st ne st 32
3.5.2. DIAGRAMAS DE BLOQUES Y DESCRIPCION DE PROCESOS......... 34
3.6. EXTRACCION DEL KEFIRAN .....cocccoviieiierieiieeeeeeeeseeie e 36
CAPITULO IV .ttt 37
RESULTADOS Y DISCUCIONES .....ooovveveererseereseeeiesissesseesessessssssessenseneseens 37
4.1. VALIDACIQN DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA
CUANTIFICACION DEL KEFIRAN. .......coimiiieeesseniesierississssessssn s, 37

4.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS OPTIMOS DEL
BIOPROCESO PARA LA OBTENCION DE KEFIRAN, BACTERIAS ACIDO
LACTICAS Y pH EN LA BEBIDA FUNCIONAL ......ccccooviieieieesereeeersien, 38

4.2.1. ANALISIS DE VARIANZA DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA
PARA LA OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DEL BIOPROCESO .. 40



4.2.2.REPRESENTACION GRAFICA EN TRES DIMENSIONES DE LAS

VARIABLES DE RESPUESTA.......oiii 43
4.2.3. ANALISIS GRAFICO DE LOS RESIDUOS DE LOS MODELOS
PROPUESTOS PARA LAS VARIABLES DE RESPUESTA ... 46

4.2.4.0PTIMIZACION DE LOS MODELOS SUGERIDOS PARA
ENCONTRAR LOS PARAMETROS OPTIMOS (TEMPERATURA Y
CONTENIDO DE LACTOSUERO EN POLVO) MEDIANTE LA FUNCION
DE DESABILIDAD.......coiiiiiieii e 48

4.2.5.0PTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO SUGERIDO PARA
LA CONCENTRACION DE KEFIRAN Y SU PROCESO DE EXTRACCION.

50

4.3. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS,

NUTRICIONALES Y SENSORIALES DEL PRODUCTO OBTENIDO .......... 52
4.3.1. ANALISIS SENSORIAL .....ooeviveeeiesiieerseeeeseerssseesevs s 54
CAPITULO V oottt 59
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES..........oooiiiieiiesieseeeeereseneseenene 59
5.1. CONCLUCIONES ......coooouiieieeieeeieseeeeseees s seneesesn s 59
5.2 RECOMENDACIONES ......cooveieeereeieeeeieessesessessessenessessssssssseses s, 60
BIBLIOGRAFIA. ......ooeeeeceeteeeet ettt enas st ne st 61
ANEXOS......oooiierieeeieeesee sttt en st se sttt an s es s 68



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Analisis quimico comparativo de leche y suero de leche. ...........ccc........ 6
Tabla 2. Comparacion nutricional del lactosuero dulce y &cido. .........ccccevvrvneneen. 6
Tabla 3. Algunas aplicaciones y beneficios del lactosuero en alimentos. .............. 7
Tabla 4. Tipos de fermentaciones y sus productos industriales. ...........ccccccervennnnn 9
Tabla 5. Bacterias encontradas en los granulos de kéfir y leche fermentada......... 14

Tabla 6. Levaduras encontradas en los granulos de kéfir y leche fermentada. ..... 14

Tabla 7. Ubicacion del &rea de eStudios.........ccocevveriiienininiiiee s 24
Tabla 8. Caracteristicas ClimatolOgicas. ...........ccoreererriireniiere e 24
Tabla 9. Factor A (Temperatura (°C)) y Factor B (Contenido de suero de leche en

POIVO (SLP) (%0 M/M)). .o 26
Tabla 10. Tratamientos para la bebida funcional. ..............c.cccooiiiiiiiiccceee, 27
Tabla 11. Grados Brix de las soluciones madres. ..........c.ccovvvvnneneninescseseenns 32
Tabla 12.Formulaciones correspondientes al factor B. ..........cccccooveiiiiniiiennn. 33
Tabla 13. Concentraciones de glucosa (Ug/MI).......cccovvveiieiecieiiecree e 37

Tabla 14. Resultados del Disefio Central Compuesto de variables independientes
de respuesta (X1: Temperatura y Xo: % de SLP) junto con las respuestas predichas
y reales de las variables dependientes. ..o 40

Tabla 15. ANOVA para los modelos de segundo orden de la concentracion de
kefiran (K), poblacion de BAL (L) y levaduras (Y), y reduccion de pH (P) durante
[a FErMENTACION. ... 41

Tabla 16. Coeficientes de regresion, intervalos de confianza (p < 0.05) y el error
estandar de cada Mmodelo de regreSiON.........ccvevvveieieereee e 46

Tabla 17. Media (X) y desviacion estandar (DE) de la maximizacion de los
modelos matematicos sugeridos de cada variable y la funcion de deseabilidad... 48

Tabla 18. Condiciones dptimas de las variables independientes que maximizan el
modelo cuadratico de regresion de la concentracion de kefiran. ..............ccc.oc.... 50

Tabla 19. Resultados de las evaluaciones de las caracteristicas fisico-quimicas y
nutricionales de la bebida funcional realizada mediante los parametros 6ptimos de
deSeaDIlIdA. .....cve e 52



INIDICE DE FIGURAS

Figura 1. Granulos de Kéfir (Farnworth 2005). ..........cccovveiiiieii e 13
Figura 2. Presentacion del kefiran en polvo y en pastillas (Tomotari, 2015). ...... 16
Figura 3. Estructura quimica del kefiran (Farnworth, 2005). .........ccccoovvvviivenenens 17
Figura 4. Representacion y construccion de los DCC para k = 2 (superior) y k =3

(inferior) (Gutiérrez & De la Vara Salazar, 2008). .........ccccocereierienerinienieneenennn 21
Figura 5. Distribucion de las variables de estudio en forma grafica. ................... 27

Figura 6. Curva de calibracion de glucosa usada posteriormente para la
cuantificacion del KEfiran. ..........ccooviv i 38

Figura 7. Gréaficos en 3D de la superficie de respuesta que muestran el efecto
combinado de la temperatura (°C) y la cantidad de SLP (% m/m) en la
concentracion de (A) Kefiran (mg Glu/ml); (B) Reduccion de pH; (C) Poblacion
de BAL (UFC/ml); (D) Poblacion de levaduras (UFC/MI).......c.ccccoevevviiecinenene, 44

Figura 8. Valores predichos vs valores reales de (A) concentracion de kefiran (mg
Glu/ml); (B) Reduccion de pH durante la fermentacion; (C) poblacion de BAL
(UFC/ml); (D) poblacién de levaduras (UFC/MI).......ccccovvviieieieieicsece e, 47

Figura 9. Experimentos de validacion para el modelo de la deseabilidad obtenido
mediante la optimizacion de los modelos de las variables de respuesta. Los
valores promedio se muestran en las columnas; las barras indican las desviaciones
estandar y las letras iguales indica que no existe diferencias significativas. ........ 49

Figura 10. Uno de los valores méximos sugeridos mediante la aplicacion de
optimizacion numérica para la concentracion de kefiran..............cccooveeeiicieenen, 51

Figura 11. Experimentos de validacion para el modelo del kefiran. Los valores
promedio se muestran en las columnas, las barras indican las desviaciones
estandar y la letra igual indican que no existe diferencia significativa (n=7,p <
01001 TSRS 52

Figura 12. Resultados del analisis sensorial (textura, olor, sabor, color, aspecto y
aceptabilidad) de la bebida funcional realizada mediante los parametros 6ptimos
de deseabilidad. .........ccoiiiiieiee e 55

Figura 13.Representacidn grafica del perfil sensorial de la bebida funcional ...... 58


file:///C:/Users/tos/Dropbox/solo%20Pao...tesis/TESIS/Tesis%2032.docx%23_Toc515213906
file:///C:/Users/tos/Dropbox/solo%20Pao...tesis/TESIS/Tesis%2032.docx%23_Toc515213906
file:///C:/Users/tos/Dropbox/solo%20Pao...tesis/TESIS/Tesis%2032.docx%23_Toc515213906

GLOSARIO DE TERMINOS
SL: Suero de leche
BAL : Bacterias 4cido-lacticas
UFC: Unidades formadoras de colonias
EPS: Exopolisacaridos
MSR: Metodologia de superficie de respuesta
DCC: Disefio central compuesto
SLP: Suero de leche en polvo
MRS: Man rogosa and sharpe
YPD: Yeast Potato Dextrosa

GLU: Glucosa

VI



RESUMEN

El lactosuero es un subproducto de la industria lactea obtenido a partir de la
fabricacion de quesos. Se estima que contiene entre el 50 al 55% de los nutrientes
de la leche. Por lo tanto, para la industria de alimentos se considera una materia
prima para la obtencion de sustancias con caracteristicas funcionales y
nutraceuticas. El objetivo en este estudio fue desarrollar un bioproceso para la
obtencion de una bebida funcional a partir de lactosuero en polvo y granulos de
kéfir. La metodologia de superficie de respuesta mediante un disefio compuesto
central fue usada para encontrar la combinacion de temperatura (20.0, 22.3, 28.0,
33.7,36.0 °C), y del contenido de lactosuero en polvo (38.5, 44.1,57.8, 71.4, 77.0%
m/m) con el fin de maximizar la concentracion de kefiran, la poblacion de bacterias
acido-lacticas (BAL), poblacién de levaduras y la reduccion de pH en la bebida
funcional. Después de corroborar la validez de los modelos cuadraticos de cada
variable, mediante una funcion de deseabilidad, se determiné que la maximizacion
se obtiene a una temperatura de 29.3°C y 71.4% m/m de contenido de lactosuero
en polvo, en el cual, se alcanzaron valores maximos de kefiran de 199.4 mg Glu/ml,
de BAL 9.74-108 UFC/ml, de levaduras 4.53-10® UFC/ml y una caida de pH de 2,8.
La validacion del modelo de deseabilidad se realizé6 mediante 6 repeticiones a las
mismas condiciones optimas y se confirmé que no existe diferencia significativa (p
< 0.05) con los valores brindados por el modelo. Posteriormente, se evalud las
caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales (proteina, grasa, acidez, lactosa,
viscosidad, grado alcohdlico), las cuales cumplen con los pardmetros establecidos
en la normativa NTA INEN y NTA ANDINA. El anélisis sensorial se realizd con
10 panelistas semi-entrenados. La bebida contiene un penetrante, olor acético y
sabor &cido, y una aceptabilidad de 1-3 de un maximo de cinco. Al considerar
unicamente la maximizacion del kefiran se obtuvo un modelo en el cual la
combinacién dptima para la concentracion de este prebidtico es de 25.0°C y un
contenido de lactosuero de 44.1% (m/m) obteniendo una concentracion de 209.72
+ 9.77 mg Glu/ml. Se realiz6 la validacion mediante 3 experimentos adicionales,

obteniendo un resultado de 216.06 + 14.40 mg Glu/ml demostrando que no existio

vii



diferencia significativa (p < 0.05). A partir de 5 lotes de 100 ml de caldo

fermentativo realizado bajo estas condiciones, se extrajo 3.1 + 1.3 g/l de kefiran.

Palabras claves: Suero de leche en polvo, kéfir, kefiran, Disefio central compuesto,

optimizacion.
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SUMMARY

Whey is a derivate of the dairy industry obtained from the manufacture of cheeses.
It is estimated that it contains between 50 to 55% of the nutrients in milk. Therefore,
for the food industry it is considered a raw material for obtaining substances with
functional and nutraceutical characteristics. The objective in this study was to
develop a bioprocess to obtain a functional drink from whey powder and kefir
grains. The response surface methodology using a central composite design was
used to find the temperature combination (20.0, 22.3, 28.0, 33.7, 36.0 ° C), and the
whey powder content (38.5, 44.1, 57.8, 71.4, 77.0 % m / m) this in order to
maximize the concentration of kefiran, the concentration of lactic acid bacteria
(LAB), the concentration of yeasts and the reduction of pH in the functional drink.
After corroborating the validity of the quadratic models of each variable, by means
of a function of desirability, it was determined that the maximization is obtained at
a temperature of 29.3 ° C and 71.4% m / m of whey content in powder, which,
maximum kefiran values of 199.4 mg Glu / ml, LAB 9.74 - 108 CFU / ml, yeast
4,53 - 108 CFU / ml and a pH drop of 2.8 were reached. The validation of the
desirability model was carried out through 6 repetitions at the same optimal
conditions and it was confirmed that there is no significant difference (p < 0.05)
with the values provided by the model. Subsequently, the physicochemical and
nutritional characteristics (protein, fat, acidity, lactose, viscosity, alcoholic degree)
were evaluated, which comply with the parameters established in the NTA INEN
and NTA ANDINA regulations. The sensory analysis was performed with 10 semi-
trained panelists. The drink contains a penetrant, acetic odor and acid taste, and an
acceptability of 1-3 out of a maximum of five. Considering only the maximization
of the kefiran, a model was obtained in which the optimum combination for the
concentration of this prebiotic is 25.0 ° C and a whey content of 44.1% (m / m)
obtaining a concentration of 209.72 + 9.77 mg Glu / ml. Validation was carried out
through 3 additional experiments, obtaining a result of 216.06 + 14.40 mg Glu / ml
demonstrating that there was no significant difference (p < 0.05). From 5 batches
of 100 ml of fermentative broth made under these conditions, 3.1 + 1.3 g / | of

kefiran was extracted.



Key words: whey powder, kefir, kefiran, central composite design, optimization.



CAPITULO |

INTRODUCCION
1.1. PROBLEMA

Enla Zona 1 del Ecuador (Carchi, Imbabura, Esmeraldas y Sucumbios), la actividad
agricola y ganadera ocupa una parte importante de la actividad econémica y laboral
de estos territorios, siendo la provincia del Carchi la que mas se destaca con un
aporte del 4.8% de la produccién nacional de leche, alcanzando una produccion
diaria de alrededor de 79.8 m* (Requelme & Bonifaz, 2012).

El SL es un residual obtenido de la produccion de quesos en la industria lactea
(Machado, 2013). Este representa entre el 80-90% del volumen de la leche utilizada
en la fabricacion de quesos y se lleva consigo entre el 50-55% de todos los
nutrientes de la leche (Rimada, 2001).

En el Ecuador, existe poco aprovechamiento del SL para generar productos de valor
agregado importantes para la industria en general. Una pequefia cantidad de
lactosuero se emplea para alimentar animales, ingredientes de productos lacteos y

el resto es desechado (Aspasia, Chatzipaschali, & Anastassios, 2012).

Por lo tanto, el lactosuero pudiera representar una pérdida apreciable para los
productores de leche, si como la ley los obliga, deberia ser tratado este subproducto
en plantas de tratamiento de residuales antes de ser enviados a las plantas de

tratamiento de agua convencionales.

A demas, la falta de aprovechamiento del SL en el Ecuador incide a que exista poca
investigacion sobre los productos que se pueden obtener mediante procesos 6ptimos
fermentativos del SL, tal es el caso, la produccién de probidticos y prebioticos
permitiendo obtener alimentos y bebidas con caracteristicas funcionales mediante

la fermentacidon con microorganismos especificos.



Por otra parte, el kéfir es una bebida fermentada lactea muy popular en el centro y
este de Europa (Carneiro, 2010). Se obtiene por la accién de los granulos de kéfir
que estan formados por un consorcio de bacterias acido-lacticas y levaduras
denominados probioticos, capaces de producir productos bioactivos beneficiosos
para la salud como el kefirdn (Olivera, 2011). Sin embargo, en Ecuador los

beneficios que otorga este producto funcional son escasamente conocidos.

El problema por investigar consiste en encontrar las condiciones en que se
maximice la produccion de prebidticos (kefiran) y se obtenga los més altos niveles
de poblacion de microorganismos probioticos que forman parte del granulo de kéfir

en una bebida a base de lactosuero.
1.2. JUSTIFICACION

El SL es una fuente rica de nutrientes como son la lactosa, el acido lactico, proteinas
solubles, lipidos y sales minerales (Pamesar et al., 2007). Este presenta un
interesante panorama para la industria debido a la posible transformacién del SL en
productos de mayor valor agregado. Una de las vias para disminuir las pérdidas en
que incurririan los productores de queso al tener que tratar este subproducto en
plantas de tratamiento, es mediante la utilizacion del SL como materia prima de
partida para la obtencion de bioproductos Utiles de mayor valor agregado (Ramirez,
2011).

Dentro de los procesos para transformar el lactosuero a bioproductos, se considera
a la fermentacion como una alternativa econdémica, debido a los costos que este
proceso representa. Dentro de la gama de productos Utiles obtenidos mediante un
proceso fermentativo, se encuentran los prebiéticos que son sustancias
metabolizables por las bacterias beneficiosas del tracto intestinal y los probidticos

gue son microorganismos que confieren beneficios a la salud humana (FAO, 2001).

La nutricion actual esta enfocada a la prevencion de las enfermedades crénicas;
debido a esto, los consumidores esperan a través de los alimentos ingeridos,
alcanzar o mantener la salud y el bienestar (Araya, 2003). Por lo cual, los alimentos

funcionales se encuentran en auge debido a su crecimiento en el consumo.



Para que los alimentos funcionales confieran su efecto beneficioso en la salud
humana, sus compuestos bioactivos deben estar presentes en las cantidades
adecuadas. Por ello, es importante encontrar, las condiciones en las cuales se logre
maximizar la produccion de prebidticos y probidticos en una bebida funcional a

partir de lactosuero.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1.OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un bioproceso para la obtencion de una bebida funcional a partir

de lactosuero en polvo y granulos de kéfir.
1.3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Validar la técnica analitica para la cuantificacion de kefiran obtenido en la
fermentacion.

- Determinar los parametros éptimos del bioproceso para la obtencion de
kefiran, bacterias acido-lacticas (BAL), levaduras y pH en la bebida
funcional.

- Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas del

producto obtenido.

1.4. HIPOTESIS

1.4.1. HIPOTESIS NULA

Los modelos matematicos aplicados no permiten obtener parametros Optimos de
fermentacion de lactosuero mediante granulos de kefir con el fin de desarrollar un

bioproceso para obtener una bebida con caracteristicas funcionales.
1.4.2.HIPOTESIS ALTERNATIVA

Los modelos matematicos aplicados permiten obtener parametros Optimos de
fermentacion de lactosuero mediante granulos de kefir con el fin de desarrollar un
bioproceso para obtener una bebida funcional con caracteristicas probioticas y

prebioticas.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

La trasformacién de los subproductos de la industria lactea se realiza con el fin de
obtener nuevos productos con mayor valor agregado. Tal es el caso del lactosuero
0 suero de leche, el principal subproducto de la produccién de queso, el cual, a
través de diversos bioprocesos puede ser convertido en diversos productos
(alimentos funcionales, probidticos, prebiodticos, biocombustibles, biopolimeros,
etc.) (Aspasia, Chatzipaschali, & Anastassios, 2012; Chanfrau et al., 2017). Esto
permitiria no solo disminuir la carga contaminante de la industria lactea, sino
también contribuiria al desarrollo de la industria lactea, al disponer de nuevos
productos y procesos, asi como impulsaria el desarrollo de investigaciones en el

Ecuador.

2.1. LACTOSUERO

El lactosuero o suero de leche (SL) es un subproducto liquido, ligeramente
amarillento, obtenido de la separacién de la leche cuando ocurre el cuajado durante
la elaboracion de quesos (Aspasia, Chatzipaschali, & Anastassios, 2012). Este
subproducto, contiene todos los componentes de la leche que no se integran en la
coagulacion de la caseina mediante enzimas o &cidos minerales u organicos
(Valencia & Ramirez, 2009), teniendo como resultado, un subproducto que
contiene buenas caracteristicas nutricionales en comparacién a la leche, tal como se

describe en la Tabla 1.



Tabla 1. Andlisis quimico comparativo de leche y suero de leche.

Componentes % (m/v)

Leche Suero
Caseinas 2.8 <0.1
Proteinas 0.7 0.7
Lipidos 3.7 0.1
Cenizas 0.7 0.5
Lactosa 4.9 4.9
Sélidos totales 12.8 6.3

Fuente: (Londero, 2012)

El SL que no se recolecta para su posterior utilizacién, pasa a formar parte de las
aguas residuales, incrementando significativamente la carga contaminante de toda
la industria, debido principalmente a la elevada carga orgéanica que el SL aporta
(40-80 g O2/L). (Urquiza, Mendez, & Vélez, 2014).

2.1.1. CLASIFICACION DEL SUERO DE LECHE

La composicion nutricional del SL varia debido a varios factores, tales como: las
caracteristicas de la leche, el tipo de queso que se va producir, el proceso
tecnologico implementado (Hernandez & Vélez, 2014) y del pH al que el SL se

separa de la cuajada (Pescuma, Valdez, & Mozzi, 2015).

El SL se clasifica principalmente en lactosuero dulce o acido. EI SL dulce se obtiene
por la coagulacion de la leche por medio de enzimas o cuajo, alcanzando un pH 6.5.
Por otro lado, el SL acido se genera por la precipitacion acida de la caseina, la cual
logra disminuir el pH a 4.5 - 4.6 (Jovanovic, Barac, & Macej, 2005). La
composicion de los macronutrientes en el lactosuero dulce y acido es muy similar
(Aspasia, Chatzipaschali, & Anastassios, 2012) (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacién nutricional del lactosuero dulce y &cido.

Componentes Suero de leche Suero de leche

dulce (g/l) acido (g/l)

Sélidos Totales 63-70 63-70

Lactosa 46-52 44-46
Proteina 6-10 6-8

Grasa 0.5-0,1 0.5-0.7

Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6

Fosfatos 1.0-3.0 2.0-45
Lactato 2.0 6.4
Cloruros 1.1 1.1

Fuente: (Aspasia, Chatzipaschali, & Anastassios, 2012)



Por su parte, el SL en polvo (SLP), conserva las propiedades del lactosuero por méas
tiempo (Londero, 2012). El proceso tipico de su obtencion incluye el tratamiento
del SL por la tecnologia de membranas, por medio de ultrafiltracion, 6smosis
inversa, seguido de la concentracion, por medio de la evaporacion y para finalizar,

el secado por atomizacion (Chanfrau et al., 2017).
2.1.2. APLICACIONES Y BENEFICIOS DEL SUERO DE LECHE

Las aplicaciones del suero de leche abarcan tecnologias de uso en la industria
alimenticia, farmacéutica, cosmetologica y en produccion de biocombustibles
(Hernandez & Vélez, 2014). En la industria alimenticia, las aplicaciones del

lactosuero tiene variados beneficios (Tabla 3).

Tabla 3. Algunas aplicaciones y beneficios del lactosuero en alimentos.

APLICACIONES ALGUNOS BENEFICIOS
Productos de panaderia Incrementar el valor nutricional, funcionar como emulgente,
remplazar la adicion de huevo, dar cuerpo a la masa.
Quesos Incrementar el valor nutricional, funcionar como emulgente,
funcionar como  gelificante, mejorar  propiedades
organolépticas, mejorar consistencia, incrementar la

cohesividad.

Bebidas Incrementar el valor nutricional, mejorar la solubilidad,
mejorar la viscosidad, mejorar la estabilidad coloidal

Postres Funcionar como emulgente, dar cuerpo y textura a los
productos

Confiteria Funcionar como emulgente y facilitar el batido

Productos céarnicos Funcionar como pre-emulgente, funcionar como gelificante,
mejorar solubilidad

Otros Alimentos con mayor valor nutricional y bajo costo, alimentos

para deportistas, para personas de tercera edad, formulas
infantiles, formulas especiales para alimentacién
hospitalaria.

Fuente: (Hernandez & Vélez, 2014)

Segun Pustafia (2012), las bebidas fermentadas a partir del lactosuero son una
alternativa para la aplicacion de este subproducto, creando alimentos con alto valor
nutritivo y de bajo costo, debido a que, los procesos fermentativos que les dan lugar

generalmente no conllevan costos elevados en el proceso de su elaboracién.



2.2. FERMENTACION

La fermentacidn es una técnica utilizada desde la antigiiedad en la conservacion y
procesamiento de alimentos, con el fin de brindar sabores, texturas y aromas
caracteristicos en productos fermentados de origen animal, vegetal (Lanming,
Shuang, & Yingjie, 2015).

Los procesos fermentativos se consideran como procesos bioguimicos que dan
lugar a la transformacidn de materias organicas en productos de interés como, por
ejemplo, el 4&cido lactico y el alcohol etilico, mediante la accion de
microorganismos especificos tales como mohos, bacterias y levaduras (Tortora,
Funke, & Case, 2007). Ademas, tiene lugar en ambientes anaerdbicos, o
parcialmente anaerobicos, en los cuales se libera energia por medio de la oxidacion

de los hidratos de carbono (Vanaclocha & Requena, 2003).

Un proceso fermentativo inicia con la glicélisis, que comprende un conjunto de
reacciones bioquimicas que permiten que los microorganismos bio-transformen los
azucares en acido piravico. A partir del acido piravico, las rutas metabolicas
difieren, segun se trate, de una fermentacion alcohdlica o lactica (Vanaclocha &
Requena, 2003).

2.2.1. TIPOS DE FERMENTACION

Los tipos de fermentacion depende de varios factores tales como: los
microorganismos empleados, las caracteristicas del sustrato, el tipo de azucar a ser
metabolizado y las condiciones a las cuales se realizara la fermentacién como por

ejemplo los tipos de fermentacion presentados en la Tabla 4 (Puerta, 2010).



Tabla 4. Tipos de fermentaciones y sus productos industriales.

Tipo de Microorganismos Sustratos Productos
fermentacion fermentadores
Alcohdlica o Saccharomyces cerevisiae, S. Malta de cebada, Etanol, vinos,
etandlica ellipsoideus, S. anamensisi, S. cereales, arroz, cerveza,
carlsbengnesis, Candida maiz, trigo, cafia licores, bebidas
seudotropicalis, Torulopsis spp, de azlcar, melaza, destiladas, pan,
Kluyveromyces fragilis, Sascina  sorgo, jugo de salsas
Ventriculi, Zymomonas mobilis frutas, remolacha,
suero de leche,
soya
Lé&ctica Streptococcus thermophilus S. Leche, suero de Yogur, suero
homofermentativa lactis, S. faecalis, Peddiococcus leche, vegetales, de leche,
cerevisiae y por la mayoria de sacarosa quesos,
los lactobacillus como L. Lactis, mantequilla,
L acidophillus, L. bulgaricus, L. kumis,
casei encurtidos
Lactica Leuconostoc mesenteroides, Leche, suero de Yogur, suero
heterofermentativa Lactobacillus brevis y L. leche, vegetales, de leche,
fermenti, Bifidobacteruim bifidus sacarosa quesos,
mantequilla,
kumis,
encurtidos
Propidnica o Propionibacterium Productos lacteos, Acido
propanoica freundenreichii, P. Shermanii, glucosa, sacarosa, propionico,

Butirica o butanoica

Férmica o

acidomixta

Metéanica

Malolactica

P. pentosaceum, Micrococcus
lactylicus, Clostridium
propionicum, entre otras.

Clostridium butyricum y
Clostridium spp.

Enterobacter spp, Escherichia
coli, Aerobacter aerogens,
Erwinia spp., Serratia
marcences, Proteus vulgaris,
Salmonella thyphi, Shigella spp,
y las bacterias luminosas
Methanobacterium omelianskii,
M. formicium y M. ruminantium,
Methanosarcina methanica, M.
barkeri, Methanococcus mazei
y M. vannieli

Leuconostoc oenos

lactosa, pentosas,
pacido lactico,
acido malico,
glicerina
Polisacéaridos
(almidén,
glucogeno,
pectina), glucosa,
proteinas,
aminoacidos,
purinas, etanol,
acido urico,
xantina

Glucosa o
galactosa

Alcoholes, acidos,
CO2

Acido malico

acido acéticoy
otros acidos

Acido butirico,
acético,
férmico, lactico,
succinico,
butanol y otros
alcoholes y
cetonas

Acido acético,
lactico, malico,
férmico,
vinagre,
glicerina'y
disolventes
Gas metano

Vinos blancos y
rojos, cidra

Fuente: (Puerta, 2010)



La fermentacion acido lactica es la fermentacion que interviene en la produccién de
alimentos fermentados a partir de materias primas de origen animal. Consiste en la
transformacion de la lactosa en &cido lactico mediante la accion de bacterias acido
lacticas como lactobacilos y enterobacterias (Erickson, Fayet, Kakumanu, &
Lawrence, 2004).

La fermentacién acido lactica se subdivide, en relacién con el metabolito que
produce en homofermentativa y heterofermentativa. Entonces, el acido lactico se
considera como el Unico producto final de una homofermentacion y en otras
ocasiones, ademas, se obtiene otros metabolitos secundarios como el lactato, etanol
y acetato mediante una fermentacion heterofermentativa (Vanaclocha & Requena,
2003).

2.2.2. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias &cido lacticas (BAL), son un grupo de bacterias anaerobias
facultativas, representadas por varios géneros con caracteristicas morfoldgicas,
metabdlicas y fisiologicas comunes (Ramirez, Ulloa, Veldzquez, Ulloa, & Arce,
2011). Generalmente, las BAL, son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados,
no maviles, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrato y su principal

producto es el acido lactico (Vazquez, Suaréz, & Zapata, 2009).

Existe una temperatura dptima a la cual la velocidad de crecimiento es mas alta 'y
depende de las caracteristicas del microorganismo utilizado, asi como, también de
las condiciones ambientales (Parra, 2010). Ademas, las BAL se adaptan bien tanto
a pH bajos (pH 3.2), como a pH altos (pH 9.6); teniendo como pH éptimo para su
desarrollo, un pH 4 - 4.5 (Vazquez, Suaréz, & Zapata, 2009).

La clasificacion de las BAL se basa segln varios aspectos como: morfologia,
fermentacion de la lactosa, el crecimiento a diferentes temperaturas, el acido lactico
producido y la habilidad de desarrollarse en medios alcalinos y acidos (Ramirez,
Ulloa, Velazquez, Ulloa, & Arce, 2011).

Schneider et al. (2006), explica que las principales funciones de las BAL en la
industria de alimentos fermentados son: formacién de sabor &cido, inhibicién de

organismos patogenos, gelificacion de la leche, reduccion del contenido de lactosa,
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aroma, produccion de gas y alcohol en productos como: quesos, yogur, kumis, kéfir,
embutidos, chucrut, entre otros; asi como también, han sido utilizadas como

probidticos.
2.2.2.1.  Clasificacion de las Bacterias Acido LActicas

Segun la fermentacion de la lactosa, las BAL se clasifican en homofermentativas y
heterofermentativas. Las homofermentativas, son un grupo de bacterias acido
lacticas de los géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y Streptococcus
spp. (Parra, 2010). Las BAL pertenecientes a este grupo producen acido lactico
mediante la accion de la enzima aldolasa (Ramirez, Ulloa, Veldzquez, Ulloa, &
Arce, 2011). Las bacterias homofermentativas mediante sus rutas metabdlicas
convierten 1 mol de glucosa en dos moles de acido lactico. Ademas, producen méas

del 85% de &cido lactico a partir de la glucosa (Parra, 2010).

Las bacterias heterofermentativas son un grupo de bacterias que estd comprendido
de miembros de los géneros Lactococcus, Lactobacillos, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus spp. Estas bacterias contienen la enzima
fosfocetolasa, por la cual, usan la via metabdlica de la hexosa monofosfato o la de

la pentosa (Hugenholtz, 2008).

Ademas de acido lactico, estas bacterias producen &cido acético y/o etanol mediante
el cambio de hexosas a pentosas por la via metabolica 8-fosfogluconato-
fosfocetolasa (Ramirez, Ulloa, Veldzquez, Ulloa, & Arce, 2011). Mediante sus
rutas metabolicas estas bacterias forman 1 mol de &cido lactico, 1 mol de etanol y

1 mol de CO. mediante la fermentacion de 1 mol de glucosa (Parra, 2010).

Las BAL también se clasifican en mesdfilas y termofilas, dependiendo de la
temperatura 6ptima de crecimiento bacteriano. Las mesofilas, tienen como
temperatura de incubacidn ideal entre 20 a 25°C, mientras que las termofilas su

temperatura Optima oscila entre 40 a 45°C (Blanco, Delahaye, & Fraganas, 2006).
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2.3. KEFIR

El kéfir es una bebida tradicional cuyo origen se atribuye a las tribus caucasicas que
habitaban en la antigua Rusia (Rosa, et al. 2017). Es una bebida lactea fermentada,
refrescante y levemente carbonatada, con un sabor Unico debido a la mezcla de
acido lactico, acetaldehidos, acetonas, baja en alcohol debido a las fermentaciones
alcohdlica (Guzel, Tugba, & Greene, 2010).

Se produce por la inoculacion en la leche fresca de los granulos de kéfir, durante un
tiempo y a la temperatura adecuada. Desde el punto de vista nutricional aporta
minerales, aminoacidos esenciales, vitaminas y proteinas que son de facil digestion
(Farnworth, 2005).

Ademaés, el kéfir, es considerado un alimento probidtico ya que aporta
microorganismos que se establecen en el tracto digestivo y contribuyen en la
digestion (Olivera, 2011). Investigaciones realizadas indican que tiene propiedades
benéficas que incluye el mejoramiento de la digestion, incremento a la tolerancia a
la lactosa, anti-inflamatorio, actividad antioxidante, actividad anticancerigena, asi

como también, se ha notado actividad antimicrobiana y antifungica (Assadi, 2008).

La composicion del kéfir es muy variada, ya que depende de factores, tales como,
el origen y almacenamiento del granulo de kéfir, el tipo de leche utilizada, el tiempo
y la temperatura de fermentacion (Lopitz, Elguezabel, & Garaizar, 2006).

2.4. GRANULOS DE KEFIR

Los granulos de kéfir (Fig. 1), son los responsables de la fermentacion de la leche
para la produccion de kéfir. Ademas, tienen forma similar a una coliflor, son
elasticos, gelatinosos, de color blanco y de forma variada, y poseen, entre 0.3 a 3.5
cm de diametro (Fig. 1) (Farnworth, 2005). El granulo de kéfir contiene
aproximadamente 83% de agua, 4-5 % de proteinas y 9-10% de un polisacarido
denominado kefiran (Garrote, 2010). La microflora presente en el granulo de kéfir
incluye numerosas especies de BAL (108-10° UFC/g), bacterias acéticas (10°-10°
UFC/g) y levaduras (107- 108 UFC/g).
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Figura 1. Granulos de Kéfir (Farnworth 2005).
Una gran variedad de especies de bacterias y levaduras han sido aisladas e
identificadas en el granulo de kéfir siendo el Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus kefiranofaciens y Lactobacillus keffiri los mas predominantes. En el
caso de las levaduras, se encontraron con mayor frecuencia a Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces unisporus, Candida kefyr y Kluyveromyces marxianus

subsp. Marxianus (Lopitz, Elguezabel & Garraizar, 2006).

Los granulos de kéfir forman complejas asociaciones simbidticas, caracterizadas
por la interaccion entre levaduras y bacterias acido lacticas que pueden influenciar
en la calidad del kéfir (Pogacic, Sinko, Zamberlin, & D, 2013). Las actividades
entre estos microorganismos contribuyen a un equilibrio simbidtico, es decir,
compiten por nutrientes o pueden producir metabolitos que inhiben o estimulen el

crecimiento mutuo (Assadi, 2008).

La composicién microbiana del granulo de kéfir comprende entre un 65 a 80% de
Lactobacilos sp. y Lactococcus sp. (Tabla 4) y el resto de su composicién, esta
formada por diversas levaduras (Tabla 5) (Chen, Wang & Chen, 2008). La
composicion de esté granulo varia, existiendo algunos microorganismos que
siempre se hallan en los diversos granulos y otros, cuya presencia depende del
origen del mismo, las condiciones de cultivo y las caracteristicas del sustrato
(Hernandez, Robles, Angulo, De la Cruz, & Garcia, 2007).
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Tabla 5. Bacterias encontradas en los granulos de kéfir y leche fermentada.

BACTERIAS ENCONTRADAS EN LOS GRANULOS DE KEFIR

Lactobacilos

Lactococos

Estreptococos

Leuconostoc
Enterococos
Bacterias acido acéticas

Otras bacterias

Lactobacillus kefir
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus kéfirgranum
Lactobacillus casei
Lactobacillus parakéfir
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fructivorans
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus crispatus
Lactococcus lactis subsp. Lactis

Lactococcus lactis subsp. Cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus durans
Leuconostoc durans

Enterococcus durans
Acetobacter sp.
Acetobacter pasteurianus
Bacillus spp

Bacillus subtilis
Pseudomonas spp

Tabla 6. Levaduras encontradas en los granulos de kéfir y leche fermentada.

Fuente: (Londero, 2012)

LEVADURAS ENCONTRADAS EN LOS GRANULOS DE KEFIR

Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces lactis
Saccharomyces sp
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces turicensis
Saccharomyces delbrueckii
Saccharomyces dairensis
Saccharomyces humaticus
Torulaspora delbrueckii
Brettanomyces anomalus
Issatchenkia occidentalis
Issatchenkia orientalis
Pichia fermentans
Kazachstania exigua
Kazachstania unispora

Candida friedrichii
Candida pseudotropicalis
Candida tenuis
Candida incospicua
Candida maris
Candida holmii
Candida lambica
Candida tannotelerans
Candida valida
Candida albicans
Candida kefyr

Fuente: (Londero, 2012)

La presencia de levaduras en la fermentacion de kéfir es crucial para las propiedades

deseables como la produccion de dioxido de carbono y etanol (Zeynep, Tugba, &
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Greene, 2010). Las propiedades de las levaduras en el kéfir varian de acuerdo al
origen del granulo, por ejemplo, algunas levaduras encontradas en el granulo de
kéfir son capaces de fermentar la lactosa, mientras que, la mayoria de las levaduras

presentes, son capaces de utilizar la galactosa, lactato o citrato (Londero, 2012).

Los microorganismos presentes en los granulos de kéfir se reactivan mediante
incubaciones sucesivas en la leche pasteurizada o reconstituidas (Kilic, Demirhan,
Ozel & Ozbek, 2015). El crecimiento de los granulos de kéfir es lento;
considerando, que en un proceso de obtencion de kéfir estos microorganismos se
desarrollan a temperaturas que oscilan entre 18 a 30°C y en un tiempo estimado de
24 a 48 h de fermentacion (Vedamuthu, 2013).

2.4.1. KEFIRAN

Los exopolisacaridos (EPS) son macromoléculas de carbohidratos, que se sintetizan
generalmente junto con las proteinas, por las bacterias acido lacticas como
Lactobacilus, Streptococus, Lactococus y Leuconostoc spp.; y Sse excretan y
acumulan extracelularmente dando al cultivo un aspecto mucilaginoso (Zolfi,
Mousavi, & Hashemi, 2014).

Estos hidratos de carbono confieren propiedades de proteccion y adaptacion a sus
productores bacterianos; dado que a menudo estan unidos a la membrana celular,
por lo tanto, se pierden facilmente en su entorno (Hiroaki, Xia, Shiho, Kiyosaki, &
Shinichi, 2004).

Los EPS poseen propiedades fisicoquimicas y reoldgicas interesantes, las cuales,
pueden ser utilizadas en la industria como estabilizantes, emulsionantes,
gelificantes y mejoradores de la viscosidad (Piermaria et al., 2011). Ademas,
algunos EPS poseen actividad bioldgica, pues aportan sus efectos como agentes
antioxidantes,  antitumorales,  antimicrobianos e  inmunomoduladores

(Papavasoliou, Rapti, Sipsas, Soupioni, & Kourtinas, 2007).
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Figura 2. Presentacién del kefiran en polvo y en pastillas (Tomotari, 2015).
El primer estudio realizado para la determinacién de exopolisacéaridos producido
por el granulo de kéfir fue realizado por La Riviere et al. (1967). Este
exopolisacarido, llamado kefirdn (Fig. 2), es producido por el Lactobacillus
kefiranofaciens o Lactobacillus kefir presentes en el granulo de kéfir, formando una

bio-pelicula visible en el exterior de los granulos de kéfir (Olivera, 2011).

Las BAL presentes en el grdnulo de kéfir han demostrado su capacidad de
produccion de kefiran en diferentes condiciones (Vedamuthu, 2013). De hecho, se
ha mostrado que la produccién de este exopolisacarido ha sido cuando dichas
bacterias crecen en un cultivo mixto junto con levaduras; especialmente
Saccharomyces cerevisiae (Zolfi, Mousavi, & Hashemi, 2014), demostrando la
importancia de la simbiosis entre bacterias y levaduras en el granulo de kéfir para

la produccion de este prebidtico.

El kefiran posee interesantes propiedades funcionales y puede obtenerse
sencillamente a partir de granulos de kéfir crecidos en un medio de bajo costo como
el suero de leche (Zavala, Piermaria, & Abraham, 2012) y de esta manera se

crearian alimentos funcionales a partir de este subproducto.
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Figura 3. Estructura quimica del kefiran (Farnworth, 2005).
El kefiran contiene unidades de D-glucosa y D-galactosa en proporcién de 1:1 (La
Riviere & Kooiman, 1967). Una técnica analitica para la cuantificacion de este
exopolisacarido es mediante espectrofotometria, previamente realizando curvas
patrén de glucosa o galactosa (Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015). A
demas la extraccion de este exopolisacarido es un proceso facil de realizarlo
mediante la técnica reportada por (Rimada & Abraham, 2001). Por otra parte, la
cuantificacion de este exopolisacérido se y Las reacciones de hidrolisis seguidas
por analisis de espectroscopia de resonancia magnética nuclear han sido utilizadas

para determinar la estructura quimica del kefiran (Fig. 3) (Farnworth, 2005).
2.5. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son disefiados especialmente con componentes que
pueden afectar funciones del organismo de manera especifica y positiva,
promoviendo un efecto fisioldgico mas alla de su valor nutritivo tradicional (Araya,
2003). El efecto que estos alimentos aporten debe contribuir a la mantencion y
bienestar de la salud y/o la disminucién del riesgo de contraer enfermedades
(Olagnero, Abad, Bendersky, Genovois, & Montonati, 2007).

El SL puede ser considerado como materia prima de partida para la elaboracién de
alimentos funcionales, debido a que sus componentes, pueden tener efectos
beneficiosos, tales como, actividad antimicrobiana y antiviral, actividad inmune-
moduladora, actividad anti-cancerigena y beneficios para la salud cardiovascular
(Hernandez & Vélez, 2014).
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2.5.1. PROBIOTICOS

Durante las ultimas décadas, los probidticos han sido considerados como
microorganismos vivos que al ser consumidos en cantidades apropiadas confieren
beneficios para la salud (FAO, 2016). Su adicion a varios tipos de alimentos, tales
como, leches fermentadas, quesos, mantequilla y otros derivados lacteos, ha

proliferado considerablemente en la actualidad (FAO, 2016).

La incorporacion de los probioticos dentro de los procesos productivos debe contar
con caracteristicas tecnoldgicas que garanticen su viabilidad en el producto, sin
alterar las propiedades sensoriales y de calidad del mismo. Factores como el
contenido de grasa, la concentracion y el tipo de proteinas, azlcares y pH del
producto pueden afectar el crecimiento y supervivencia de los probidticos en los
alimentos (Saarela, Mogensen, Fondén, Matto, & Mattila-Sandholm, 2000).
Algunos de los probioticos empleados con mayor frecuencia, han sido del género

Lactobacilli spp., tales como Lactobacillus acidophilus, y las bifidobacterias.
2.5.2.PREBIOTICOS

Los prebioticos son ingredientes no digeribles de la dieta que estimulan el
crecimiento o la actividad de uno 0 mas tipos de bacterias en el colon. Los alimentos
simbidticos combinan en sus formulaciones la unién de prebidticos y probidticos,
lo que permite aprovechar mas los beneficios de esa simbiosis (Rig & Blanco,
2002).

2.5.3.RELACION PREBIOTICO-PROBIOTICO

Es funcién de la microflora intestinal, fundamentalmente las bifidobacterias y los
lactobacilos, es la produccion de &cidos grasos de cadena corta y acido lactico,
como consecuencia de la fermentacién de carbohidratos no digeribles. Estos
productos disminuyen el pH en el colon creando un ambiente donde las bacterias
potencialmente patdgenas no pueden crecer y desarrollarse. Por lo cual, constituyen

el sustrato fundamental de las bacterias probidticas (Rig & Blanco, 2002).

La combinacién de prebidticos con probidticos se ha definido como simbidtico, y
su consumo beneficia al huésped mediante el aumento de la sobrevivencia e

implantacion de los microorganismos vivos probioticos de los suplementos
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dietéticos en el sistema gastrointestinal (FAO, 2016). Aun esta poco estudiada esta
combinacién, que podria aumentar la supervivencia de las bacterias probioticas en
su fase de transito intestinal, por tanto, incrementaria su potencialidad para
desarrollar sus funciones benéficas en el colon. Se ha descrito un efecto sinérgico
entre ambos, es decir, los prebidticos pueden estimular el crecimiento de cepas
especificas probiodticas y, por tanto, contribuir a la instalacion de una microflora

bacteriana especifica con efectos beneficiosos para la salud (FAO, 2016).

2.6. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) fue introducida en el disefio
experimental, por primera vez, por Box & Wilson (1951). La MSR es una
metodologia estadistica que modela y analiza problemas, permitiendo solucionarlos
al encontrar las condiciones Optimas de las variables independientes que
maximizan, minimizan o cumplen restricciones en las variables de respuesta
(Gutiérrez & De la Vara Salazar, 2008).

La investigacion de una superficie de respuesta aborda la localizacion de una regién
en la cual se encuentra la respuesta 6ptima de cierta variable dependiente, en las
siguientes etapas, luego de comprobar experimentalmente, va reduciendo la
superficie de respuesta en estudio, en algunos casos hasta obtener la convergencia

en un punto 6ptimo.

Mediante el empleo de la MSR se obtienen modelos matematicos que son evaluados
estadisticamente para adecuarlos a los datos experimentales, en base a pruebas
preliminares, para asi poder ser graficados como superficies de respuesta y describir
como los factores afectan la variable de respuesta, ademas, que permite observar el

efecto combinado de las variables o factores de respuesta (Montgomery M. , 2002).

La MSR ha sido usada para el desarrollo, mejoramiento y optimizacion de
diferentes bioprocesos (Myres & Mongomery, 2009). Antes de aplicar este método,
se debe identificar los factores criticos mas importantes en un proceso o sistema,
seguido por la determinacion del rango de los niveles de los factores y para al final,

plantear las hipotesis estadisticas (Montgomery M. , 2002).

19



Posteriormente, se lleva a cabo el disefio experimental y finalmente se hace el
estudio de los datos arrojados por la experimentacion mediante un analisis de
varianza, donde se observa o no, la existencia de diferencias significativas entre las
respuestas obtenidas de los tratamientos aplicados y los modelos matematicos que

los representan (Candioiti, De Zan, Camara, & Goicoecha, 2014).

Los disefios, proporcionan los diversos tratamientos a ejecutar, para generar los
datos necesarios que permitan ajustarlos a modelos que describan la o las variables
de respuesta, en funcion de las variables independientes bajo analisis. Algunas

propiedades deseables en los disefios experimentales para la MSR son:

1. Que se genere una distribucion satisfactoria de los puntos experimentales sobre
toda la region experimental. Los disefios méds utilizados son puntos distribuidos
de manera uniforme sobre la regién experimental, o cuando menos, poseen
alguna simetria con respecto al centro de ésta,

2. El disefio debe requerir un niimero minimo de corridas experimentales, ya que
en cada prueba realizada se gastan recursos que siempre son escasos,

3. Eldisefio debe permitir que otros disefios de orden mayor se construyan a partir
de él. Esto permite que, cuando el comportamiento de la respuesta resulta ser
mas complicado de lo que se pensaba (se detecta curvatura), se puedan agregar
puntos adicionales al disefio para tratar de explicar ese comportamiento,

4. El experimento debe permitir la deteccion de la falta de ajuste, para lo cual se
requieren repeticiones al menos en el centro del disefio,

5. El disefio debe proporcionar un estimado exacto de la varianza del error del

modelo, lo cual se logra con repeticiones, al menos, en el punto central.

Dentro de la clasificacion de los disefios en la MSR, estan los disefios de primer
orden que son usados para ajustar modelos en los que solo son importantes los
efectos principales y no existen efectos de interaccion (Gutiérrez & De la Vara
Salazar, 2008). Por su parte, los disefios de segundo orden permiten estudiar efectos
lineales, de interaccion y efectos cuadraticos o de curvatura pura (Gutiérrez & De
la VVara Salazar, 2008).
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Uno de los disefios de segundo orden mas utilizados en la industria es el Disefio
Central Compuesto (DCC) (Gutiérrez & De la Vara Salazar, 2008). Este disefio se
emplea en la etapa de busqueda de un modelos de segundo orden, y se puede
construir a partir de un disefio factorial completo (2¥) o factorial fraccionario (25P),
agregando puntos sobre los ejes y al centro del disefio, ademas de otras propiedades

deseables como rotabilidad (Candioiti, De Zan, Camara, & Goicoecha, 2014).

La rotabilidad es una propiedad deseable en un DCC, la cual consiste en que la
varianza de los valores estimados sea constante en puntos equidistantes del centro
del disefio (Jiménez, 2015). Esta propiedad se logra estableciendo a = (2K)*4. Asi,
el valor de o para un disefio con dos factores es igual a 1.4142 y para tres factores
a = 1.6818. La férmula para o cambiara, si se realizan réplicas del disefio o si se
utiliza un disefio factorial fraccionario (Candioiti, De Zan, Camara, & Goicoecha,
2014).

ElI DCC se componte de tres tipos de puntos:

puntos al centro + puntos axales - porcién factorial = disefio de composiadn central

‘\

- 07

Figura 4. Representacion y construccion de los DCC para k = 2 (superior) y k =3
(inferior) (Gutiérrez & De la Vara Salazar, 2008).

N

1. Una réplica de un disefio factorial en dos niveles, completo o fraccionado. A
partir del DCC se llama porcion factorial.

2. nopuntos o repeticiones al centro del disefio deben ser no > 1.
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3. Dos puntos sobre cada eje a una distancia o del origen. Estos puntos se llaman
porcion axial. La manera en que se ensamblan y el DCC resultante, para los

casos de dos y tres factores (Fig. 4).

2.7. ANALISIS SENSORIAL

El anélisis sensorial se define como el conjunto de técnicas que abarca la
identificacién, medicion, analisis e interpretacion de respuestas percibidas por
medio de los sentidos (Manfugas, 2007). Las pruebas analiticas y las pruebas a los
consumidores son las técnicas de analisis sensorial Existen dos tipos de técnicas de

analisis sensorial que se aplican dependiendo el objetivo que se persiga.

Las pruebas de consumidores se aplican para determinar las preferencias de la
persona hacia cierto producto a ser analizado por medio de los sentidos. A su vez,
esta prueba se subdivide en pruebas de preferencia en la que los panelistas realizan
una eleccion entre los productos a ser analizados y pruebas hedénicas en la cual el
panelista evalta cierto producto por medio de una escala (Gonzélez, Rodeiro,
Sanmartin, & Vila, 2014).

A la hora de elegir la manera de medir las respuestas, el analista deberia seleccionar
el método sensorial mas simple que pueda medir las diferencias esperadas entre
muestras y que minimice el tiempo. La escala es el instrumento que se utiliza para
medir las respuestas sensoriales y es una parte fundamental dentro del analisis

sensorial (Cordero, 2013).

El instrumento empleado en la evaluacion sensorial son jueces, capacitados para
hacer una evaluacion y medicion, a traves de la percepcion por medio de los
sentidos, de caracteristicas de sabor, olor, color, apariencia, textura. El juez
sensorial puede ser comparado con un instrumento debido a las siguientes
caracteristicas: mide objetivamente con los sentidos, usa métodos exactos, recibe
entrenamiento, participa en un panel cuyos resultados pueden analizarse

estadisticamente (Cordero, 2013).
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En un examen sensorial, la evaluacion se realiza por medio de tres fases textura,
apariencia y olfato-gustativa (Bérodier et al, 1997). Para cada fase de analisis
sensorial se usa descriptores, los cuales son evaluados mediante una escala
creciente de intensidad asumiendo que dicha caracteristica puede ser evaluada en el

producto o alimento a ser evaluado.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

3.1.1.UBICACION

Tabla 7. Ubicacion del area de estudios

Provincia Imbabura

Canton Ibarra
Parroquia Sagrario
Lugar Laboratorio de analisis fisico quimicos y

microbiolégicos — FICAYA — UTN

3.1.2. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El desarrollo del experimento de llevo a cabo en el laboratorio de anélisis fisico
guimico y microbioldgico de la Facultad de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias
y Ambientales (FICAYA) de la Universidad Técnica del Norte (UTN), ubicado en
la ciudadela universitaria Av. 17 de Julio 5-21 y Gral. José Maria Cérdova, Ibarra,
Imbabura, CP 100105, Ecuador.

3.1.3.CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS

Tabla 8. Caracteristicas Climatoldgicas.

Altitud 2256 m.s.n.m
Temperatura 21°C
Humedad relativa promedio  73%

Latitud 0°20’ Norte

Fuente: (INAMHI, 2017)
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3.2. MATERIALES Y EQUIPOS
3.2.1. MATERIA PRIMA E INSUMOS

e Suero de leche en polvo (SLP)

e Cultivo: Granulos de kefir

e Fosfato di acido de potasio KH2PO4
e Sulfato de amonio (NH4)2SO4

e Sulfato de magnesio MgSO4

e Glucosa
3.2.2. EQUIPOS

e Zaranda

e Balanza gramera

e Espectrofotdbmetro UV-visible
e Equipo de refrigeracion

e Refractometro

e Autoclave

e Centrifuga refrigerada
3.2.3. MATERIALES

e Erlenmeyers

e Frascos

e Micropipetas

e Tubos Epperdorff
e Tubos de ensayo

e Tubos Falcon

e Paletas metéalicas

e Probeta



3.3. METODOLOGIA

3.3.1. VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA
CUANTIFICACION DEL KEFIRAN OBTENIDO EN LA
FERMENTACION

La validacion de la técnica analitica fenol-acido sulfarico presentada por (Dubois,
Gilles, Rebers, & Smith, 1956) para la determinacion de azlcares y sustancias
relacionadas; fue usada para la cuantificacion del kefiran. Se realiz6 la validacion
de la técnica analitica mediante curvas de calibracion de diferentes concentraciones

de glucosa: 4, 2, 1, 0.5 pg/ml.

Se tomd 1 ml de muestra de cada concentracion y rapidamente se afiadié 1 ml de
fenol y 5 ml de &cido sulfarico; las muestras se dejaron por 30 min a temperatura
ambiente para que ocurra la reaccion y a continuacion se procedio a realizar lecturas
de absorbancia a wuna longitud de onda de 485 nm (6705 UV/is
Spectrophotometer). Para el blanco se sustituyo la muestra por agua destilada y se
afiadio la misma cantidad de fenol y &cido sulfurico.

3.3.2. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores en estudio para la bebida funcional se determinaron segin pruebas

preliminares y estan dados por:

Tabla 9. Factor A (Temperatura (°C)) y Factor B (Contenido de suero de leche en polvo
(SLP) (% m/m)).

FACTOR A FACTOR B
. . Temperatura . . Contenido SLP
Simbologia F(JOC) Simbologia (% m/m)
Al 20.0 B1 38.5%
A2 22.3 B2 44.1 %
A3 28.0 B3 57.8 %
A4 33.7 B4 714 %
A5 36.0 B5 77.0%
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3.3.3. TRATAMIENTOS

El disefio experimental en este estudio acogio 13 tratamientos; los cuales, brinda
cinco repeticiones al punto central. Las variables se muestran codificadas a razon
de -1.414, -1.000, 0.000, +1.000, +1.414 para una mejor comprension en el analisis

estadistico del disefio experimental.

Tabla 10. Tratamientos para la bebida funcional.

Trat Var. codificadas Var. reales
' A Xq B:X> A: Temperatura (°C) B: SLP (%m/m)
1 -1.414 0.000 20.0 57.8
2 -1.000 -1.000 22.3 441
3 -1.000 +1.000 22.3 71.4
4 0.000 -1.414 28.0 38.5
5 0.000 +1.414 28.0 77.0
6 0.000 0.000 28.0 57.8
7 0.000 0.000 28.0 57.8
8 0.000 0.000 28.0 57.8
9 0.000 0.000 28.0 57.8
10 0.000 0.000 28.0 57.8
11 +1.000 -1.000 33.7 44.1
12 +1.000 +1.000 33.7 71.4
13 +1.414 0.000 36.0 57.8
77,0 o
=] [m]

67,4 —

B:Lactosuero en polvo (% (m/m))

578— O 5m [ ]
48,1 —|
o ]
38,5 5]
I I I I I
20,0 24,0 28,0 32,0 36,0

A:Temperatura ('C)
Figura 5. Distribucion de las variables de estudio en forma gréfica.
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3.3.4. DISENO EXPERIMENTAL

La combinacién de temperatura entre valores de 20 - 36°C y el contenido de SLP
de 38.5 - 77.0% (m/m) (Tabla 10), fue investigada mediante la busqueda de la
combinacién que maximice la concentracion de kefiran, poblacion de BAL y

levaduras, y la reduccion del pH en la bebida funcional.

Trece tratamientos aleatorizados y codificados (Tabla 10) fueron propuestos, para
lo cual, se empled la metodologia de superficie de respuesta mediante un disefio
compuesto central. Para el analisis estadistico se empled un paquete estadistico
DESIGN EXPERT 10.0 (Stat-Easy Inc).

Las funciones de respuesta estuvieron relacionadas para la maximizacion mediante
una cierta funcion de deseabilidad D optimizada mediante la concentraciéon de

kefiran, poblacion de BAL y levaduras y la reduccion de pH, como:

D = [K™[M2y™s Pm4](1/(m1+m2 +mg+my)) [1]

Donde; K, L, Y, P son la concentracion de kefiran (mg Glu/ml), BAL (UFC/ml),
levaduras (UFC/ml) y la reduccién de pH (-ApH,), respectivamente, durante un
tiempo de fermentacion (48 h) igual para todos los tratamientos; mi, mz, ms, ms son
los factores de ponderacién para las concentraciones de kefiran, BALs, levaduras y
de reduccion de pH, respectivamente. Cada uno de estos factores pudieron ajustarse

mediante un modelo estadistico cuadratico:
F= BO + 21'2=1 ,BiXi + Z%sisj ﬁinl'Xj + ¢ [2]

Donde F es la variable de respuesta transformada o directa de la concentracion de
kefiran (mg Glu/ml), poblacién de BALs (UFC/ml), poblacion de levaduras
(UFC/ml) y caida de pH (-); Bo es la media del efecto general del modelo; B1
representa el efecto del factor X (temperatura); B2 representa el efecto del factor
X2 (contenido de lactosuero); Bi2 es el efecto de la interaccion entre los factores X
y Xo; P11 representa el efecto cuadratico de la temperatura (X1); B22 representa el
efecto cuadratico del % de lactosuero (X2), y € es un componente del error aleatorio
del modelo que es provocado por otras fuentes de variabilidad que no son contables

en el modelo.
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Los valores predichos por los modelos para las concentraciones maximas de
kefiran, BAL, levaduras, reduccion de pH vy la funcién de deseabilidad maxima se
validaron ejecutando experimentos adicionales en las mismas condiciones éptimas

para la temperatura y el contenido de SLP predichas.
3.3.5.UNIDAD EXPERIMENTAL

Cada unidad experimental estuvo constituida por 100 g del medio de cultivo y del

cual se obtendra la bebida funcional.

3.4. VARIABLES A EVALUAR

3.4.1. VARIABLES CUANTITATIVAS

La concentracién de kefiran, poblacion de BALs y levaduras, asi como, la caida de
pH, fueron evaluadas a todos los tratamientos con el fin de encontrar un modelo
que pueda ser empleado para optimizar (maximizar) estas respuestas en la bebida
funcional. El &cido lactico, la viscosidad, el contenido de alcohol etilico, proteina 'y
grasa, también fueron evaluados a las condiciones Optimas de cierta funcion de

deseabilidad en la bebida funcional.

Las técnicas analiticas fueron realizadas mediante las metodologias descritas a

continuacion:

3.4.1.1. Concentracion de kefiran

Para la determinacion del kefiran se usé 5 ml de lactosuero fermentado y 5 ml de
alcohol absoluto a -20°C. Para la precipitacion se us6 una centrifuga refrigerada
(Sorvall ST 16 Centrifuge) durante 30 min a 4°C y 1690xg. El precipitado se lavd
dos veces con agua destilada para eliminar otros materiales insolubles. En ambos

casos, la mezcla redisuelta se centrifugd a las mismas condiciones anteriores.

Los sobrenadantes de las dos centrifugaciones fueron mezclados, se extrajo 1 ml de
la mezcla y se cuantifico mediante la técnica analitica del fenol-acido sulfarico
(Dubois, Gilles, Rebers, & Smith, 1956).

En las muestras, se determin0 la absorbancia a una longitud de ondas de 485 nm
usando un espectrofotdmetro UV/Visible (6705 UV/vis Spectrophotometer). La

concentracion fue calculada mediante el empleo de una curva de calibracion,
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previamente obtenida por la misma metodologia para la glucosa. Los resultados

fueron expresados en Abs (@ 485 nm) vs g Glu/ml de muestra.

3.4.1.2. Cuantificacion de bacterias acido lacticas y levaduras

La poblacién de bacterias acido-lacticas (BAL) y levaduras se determind mediante
conteo en placa. Se usé 1 ml de cada muestra y se llevo a diluciones de 10°y 107
en el medio de cultivo Man, Rogosa and Sharpe (MRS), para BALs y diluciones
de 10°y 10 en el medio Yeast Potato Dextrosa (YPD), para levaduras. Todas las
placas fueron incubadas a 30°C por 48 h y los resultados fueron expresados en
(UFC/ml).

34.13. pH

La medicion de pH se realiz6 a la mezcla antes de la inoculacion del granulo de
kéfir y al terminar las 48 h de fermentacion mediante el uso de un pH-metro (3510

pHmeter).

3.41.4. Determinaciéon de acido lactico

Se realizO mediante la técnica analitica AOAC 947-05, destinada para la
cuantificacion de acidez titulable (% (m/m) acido lactico) en leche, el método fue
realizado por MULTIANALITYCA Cia. Ltda. (Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y

Jorge Anibal Paez, Quito, Pichincha, Ecuador).

3.4.1.5. Determinacion de grado alcoholico

El grado alcohdlico de la bebida (°GL) fue determinado mediante cromatografia de
gases. EI método fue realizado en los laboratorios de MULTIANALITYCA Cia. Ltda.

3.4.1.6. Determinacion de viscosidad

La viscosidad de la bebida fue determinada mediante la técnica analitica AOAC
991-36, sus resultados fueron expresados en centipoise (1 cP = 102 Pa-s). El
método fue realizado por MULTIANALITYCA Cia. Ltda.

3.4.1.7. Determinacion de proteina
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El contenido de proteina en la bebida funcional se realizé mediante lo estipulado en
la norma INEN 465

3.4.1.8. Determinacion de grasa

El contenido de grasa en la bebida funcional fue determinado mediante lo

estipulado en la norma INEN 165
3.4.2. VARIABLES CUALITATIVAS

Se realiz6 un analisis sensorial de la bebida fermentada elaborada utilizando los
pardmetros Optimos, empleando una ficha de cata (Anexo 1), la cual fue elaborada
mediante el uso de descriptores (Bérodier et al, 1997), donde se propuso una escala
de intervalo estructurada y numérica cuyo valor minimo es el 0 (ausente) y el 7

(més intenso).

Para la muestra Optima, los catadores analizaron 19 parametros sensoriales
clasificados en tres fases: apariencia, olfativa y gustativa. La puntuacién maxima
que puede alcanzar la bebida es de 7 puntos. Para la realizacién de las pruebas

sensoriales se contd con un grupo de 10 catadores semi-entrenados.

A los catadores semi entrenados se les entregd las referencias de olores, aromas y
sabores elementales (salado, acido, amargo y dulce) (Anexo 2) con el fin de que se
familiaricen con estas referencias. Una vez terminado el proceso de evaluacion se

procedio a tabular los datos y realizar el analisis correspondiente.
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3.5. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

35.1. ELABORACION DE LAS FORMULACIONES DE LOS
TRATAMIENTOS

Las formulaciones de cada tratamiento se realizaron acorde a las concentraciones
del contenido de suero de leche en polvo (SLP) sugeridos por el disefio central
compuesto experimental, considerando que la bebida para fermentar tuvo, en todos
los tratamientos, 14° Brix, como se sugiere en otros reportes (Sabokbar, Moosavi-
Nasab, & Khodaiyan, 2015) a pH 6.8.

Se elaboraron soluciones madres de lactosuero reconstituido al 12% (m/v), glucosa
al 77% (m/v). Ademas, se considerd una solucion de sales a 10X para lo cual se
afiadio KH2POsal 1% (m/v), MgSO4 al 5% (m/v) y (NH4)2SO4 al 1% (m/v) como

se recomienda por otros autores (Kilic, Demirhan, Ozel, & Ozbek, 2015)

Para lograr que todos los experimentos empiecen con la misma cantidad de ° Brix,
se realiz6 una medicion de °Brix a cada solucion madre, obteniendo los datos

mostrados en la Tabla 11.

Tabla 11. Grados Brix de las soluciones madres.

Grados Brix de soluciones madres

Soluciones madres °Brix
mi1  SLP reconstituido 12.0%
m2 Sol. Sales 10X 5.5%
ms Glucosa al 77% (m/v)  39.0%
m4  Agua Destilado 0.0%

Después de conocer los °Brix de cada solucién se procedio a realizar las
formulaciones demostrando que los °Brix de una mezcla es equivalente a la

sumatoria ponderada de los °Brix de cada solucidn, como se muestra en la Ec. [3].

Para cada mezcla se considerd como variantes al SLP entre valores de 38.5% a 77%
(m/m), la solucidn de sales como un valor estable y la glucosa y agua como valores
dependientes de las anteriores soluciones; considerando que la unidad experimental
fue de 100 g (Tabla 12).
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. mq-°Brix,)+(my°Brix,)+(m3-°Brix3)+(m4°Brix
OB”xM:( 1 1)+(m, 2)+(m3 3)+(my 4) [3]

mi+my+ms+my

Tabla 12.Formulaciones correspondientes al factor B.

FACTOR B, FACTOR B,
%(m/m) masa(g) %Brix %(m/m) masa(g) %Brix
SLP my 38.5 39.9 4.8% 44.2 45.8 5.5%
Solucion de Sales  m;, 9.6 10.0 0.6% 9.6 10.0 0.6%
Glucosa 77% ms 21.4 22.2 8.0% 19.6 20.4 7.9%
H.O my 26.9 27.9 0.0% 23.0 23.9 0.0%
100.0  14.0% 100.0 14.0%
Inéculo ms 3.6 3.7 3.6 3.7
Total 100.0 103.7 100.0 103.7
FACTOR B3 FACTOR B4
%(m/m) masa (g) %Brix %(m/m) masa (g) %Brix
SLP my 57.7 59.9 7.2% 71.4 74.0 8.9%
Solucion de Sales  m;, 9.6 10.0 0.6% 9.6 10.0 0.6%
Glucosa 77% ms 154 16.0 6.2% 11.2 11.7 4.5%
H.O my 13.6 14.2 0.0% 4.2 4.3 0.0%
100.0  14.0% 100.0 14.0%
Inéculo ms 3.6 3.7 3.6 3.7
Total 100.0 103.7 100.0 103.7
FACTOR Bs
%(m/m) masa (g) %Brix
SLP m; 77.0 80.0 9.6%
Solucion de Sales m;, 9.6 10.0 0.6%
Glucosa 77% ms 9.6 10.0 3.9%
H,O my 0.1 0.0 0.0%
100.0 14.0%
Inéculo ms 3.6 3.7

Total 100.0 103.7




3.5.2. DIAGRAMAS DE BLOQUES Y DESCRIPCION DE PROCESOS

3.5.2.1. Diagrama de bloques para la obtencion de la bebida funcional
desaes miveraes ok s ¥
MEZCLADO
HOMOGENIZACION
ESTERILIZACION 110°C, 10 min
ENFRIAMIENTO 25°C

Granulos de kéfir I INOCULACION

3.6% m/m

INCUBACION gg,hzz.s, 28, 33.7 y 36°C

38.5,44.2,57.7,71.4 y 77% m/m SLP
FILTRACION — Granulos de kéfir

ENVASADO

ALMACENAMIENTO pExe
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3.5.2.2.  Descripcion del proceso de la bebida funcional

Mezclado

Se prepard los tratamientos de acuerdo con los componentes de cada experimento
(Tabla 12).

Homogenizacion

Los 100 g de cada mezcla fue homogenizada hasta obtener una bebida homogénea

y lista para el siguiente proceso.
Esterilizacion

Las mezclas fueron llevadas a esterilizacion a 110°C por 10 min, después enfriadas

hasta temperatura ambiente.
Inoculacion

La inoculacion se realizé6 mediante flujo laminar. Usando azas metéalicas se tomé

3.6% (m/m) del granulo de kéfir y fue inoculado en el Elenmeyer de la bebida.
Incubacion

Mediante el uso de un agitador oscilante (MPC WBT-200), las mezclas fueron
incubadas por 48 h, a 100 rpm y temperaturas entre 20 - 36°C acorde al disefio

compuesto central propuesto.
Filtracion

Con el fin de retirar los granulos de kéfir de la bebida se realizo la filtracion. Para

este proceso se usd un cernidor.
Envasado

Las bebidas fueron envasadas y almacenadas para ser usadas al momento de realizar

las técnicas analiticas.
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3.6. EXTRACCION DEL KEFIRAN
Una vez realizado la corroboracion de las condiciones 6ptimas para obtener kefiran
mediante la repeticion del proceso, se procedio a la extraccion del kefiran. El
proceso fue adaptado a la técnica analitica realizada por (Rimada & Abraham,
2001). La metodologia consistié colocar 100 ml de alcohol absoluto en 100 ml del
lactosuero fermentado por 48 h a 4 °C. Una vez cumplido el tiempo, la muestra fue
llevada a centrifugacion por 3000xg por una hora a 4 °C. El sobrenadante de la
centrifugacion fue retirado y remplazado por 10 ml de agua caliente seguidamente
el pellet fue re-suspendido en un vibrador (Vortex Mixer #500), se volvid a
centrifugar a 4000xg por 50 min a 20°C. El proceso de centrifugacion fue realizado
por 3 veces con el fin de obtener un precipitado blanco (pellet) limpio. EI volumen
obtenido de la dltima centrifugacion realizada fue pesado y llevado a secado en un
secador (single display 500) a 75°C, hasta verificar que en la materia seca ya no
exista una diferencia de peso, se procedié a pesar el producto final y sus resultados

fueron expresados en g/l.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUCIONES

4.1. VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA PARA LA
CUANTIFICACION DEL KEFIRAN

La cuantificacion del kefiran se realiz6 mediante espectrofotometria y de acuerdo
con la ley de Lambert-Beer (Rodriguez, Garrido, Martinez, & Garcia, 2011). Para
la determinacién de la concentracién de glucosa se construyd una curva de
referencia con diferentes concentraciones de glucosa (Tabla 13) cuya absorbancia
fue determinada a una longitud de onda de 485 nm, la cual fue empleada para la
cuantificacion del kefiran segun el método de Dubois et al. (Dubois, Gilles, Rebers,
& Smith, 1956).

Tabla 13. Concentraciones de glucosa (pg/ml).

Concentracién R1 R2 R3 Promedio

Mg/ml Abs Abs Abs Abs

4.0 0.824 0.475 0.465 0.588 +0.204
2.0 0.289 0.291 0.299 0.293 +0.005
1.0 0.155 0.138 0.157 0.150 +0.010
0.5 0.075 0.087 0.091 0.084 +0.008

La curva patrén (Fig. 6) muestra una relacion lineal con la concentracion de glucosa
(um Glu/ml) y la absorbancia dentro del rango de exploracién. Se obtuvo un
coeficiente de regresion R?= 0.992, el cual indica que la curva realizada tiene un
ajuste cuadratico bueno, mediante la ecuacion Absgags nm = 0.1473-C (ug/ml)
obtenida mediante los datos. Esta ecuacion, fue usada para determinar la

concentracién de kefiran.
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Figura 6. Curva de calibracién de glucosa usada posteriormente para la cuantificacién
del kefiran.

En la Fig. 6, se pudo observar que mantiene una linealidad hasta la concentracion
de 4 pg/ml de glucosa. Analizando los datos obtenidos se pudo observar que tiene
un comportamiento similar a las curvas reportadas por otros autores (Dubois, Gilles,
Rebers, & Smith, 1956), debido a que se visualiza una curva de absorbancia

caracteristica de azucares.

Mediante este analisis se pudo corroborar, que la curva patrén de glucosa y la
ecuacion se pudo usar para determinar la concentracién de kefiran en las muestras
de lactosuero fermentado.

4.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS OPTIMOS
DEL BIOPROCESO PARA LA OBTENCION DE
KEFIRAN, BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y pH EN LA
BEBIDA FUNCIONAL

Los valores reales de cada respuesta dependiente se ajustaron a modelos

cuadraticos. Para la concentracion de kefiran y reduccion de pH se usé un modelo

de regresion de segundo orden, mientras que para la poblacion de BAL y levaduras

se us6 modelo cuadratico, en los cuales, la variable de respuesta fue transformada

a logaritmo natural, con el fin de mantener la ortogonalidad de los modelos.

Los modelos de segundo orden usados para estimar la concentracion de kefiran,

poblacion de BAL, levaduras y la reduccion de pH durante la fermentacion fueron:
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e Modelos de las variables de respuesta en factores codificados

K =184.520 — 15.529 - X, — 10.215- X, + 4.550 - X; X, — 19.235 - X, % + 12.065 - X, [4]

P =3.038 +0.109- X; — 0.019- X, — 0.017 - X, X, — 0.076 - X; % — 0.058 - X,> [5]
InL =19.578 + 1.009- X; + 0.323- X, — 0.512- X, X, — 0.784 - X,* [6]
InY = 19.234 + 0.358 - X; — 0.004 - X, — 0.868 - X;* + 0.520 - X,* [71

e Modelos de las variables de respuesta en términos reales:

K = 146.18437 + 27.503596 - Temp — 9.9260183 - SLP + 0.0590909 - Temp - SLP —

0.6010938 - Temp? + 0.0651172 - SLP? [8]

P = —0.676125+ 0.1641105 - Temp + 0.0411589 - SLP — 0.000221 - Temp - SLP —
0.00236 - Temp? — 0.00315 - SLP? [9]

InL = —16.7565293 + 1.93484088 - Temp + 0.21003614 - SLP — 0.0066542 - Temp - SLP —
0.02450377 - Temp? [10]

InY = 5.5708937 + 1.5827842 - Temp — 0.324663 - SLP — 0,027133 - Temp? + 0.0028086 -
SLP? [11]
Donde:

K: Concentracion de kefiran, (mg Glu/ml)

P: Reduccion de pH, (-)

L: Poblacion de BAL, (UFC/mI)

Y: Poblacién de levaduras, (UFC/mlI)

X1: Variable codificada de la temperatura

Xo: Variable codificada del contenido de lactosuero en polvo
Temp.: variable real de la temperatura, (°C)

SLP: Contenido de suero de leche en polvo (% (m/m))

Las ecuaciones en términos reales se utilizaron para hacer predicciones sobre la
respuesta para niveles dados de cada factor. Mientras que, las ecuaciones
codificadas fueron utiles para identificar el impacto relativo de los factores al

comparar los coeficientes del factor (Gutiérrez & De la Vara Salazar, 2008).
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Tabla 14. Resultados del Disefio Central Compuesto de variables independientes de
respuesta (X1: Temperatura y Xz: % de SLP) junto con las respuestas predichas y reales
de las variables dependientes.

Kefiran (K) BAL(L) Levaduras (Y) -ApH (P)
(mg Glu/ml) x108 (UFC/ml) x108 (UFC/ml) )

Corr. X X,  Predicho Real Predicho Real Predicho Real Predicho Real
1 -1.41  0.00 168.01 188.15 0.16 0.13 0.24 0.19 2.7 2.6
2 -1.00 -1.00 207.64 190.45 0.23 0.23 1.12 1.30 2.8 2.9
3 -1.00 1.00 178.11 159.30 1.22 2.00 1.11 1.39 2.8 2.8
4 0.00 0.00 184.52 208.20 3.18 3.00 2.26 2.50 3.0 3.1
5 0.00 141 194.20 208.20 5.02 3.36 6.35 5.72 2.9 2.9
6 0.00 0.00 184.52 162.00 3.18 2.35 2.26 2.30 3.0 3.0
7 0.00 0.00 184.52 175.00 3.18 3.20 2.26 2.20 3.0 3.0
8 0.00 0.00 184.52 187.40 3.18 2.42 2.26 1.42 3.0 3.0
9 0.00 -141 223.10 234.80 2.01 2.71 6.42 6.46 2.9 2.9
10 0.00 0.00 184.52 190.00 3.18 3.25 2.26 3.25 3.0 3.0
11 1.00 -1.00 167.49 160.60 4.81 6.00 2.29 2.00 3.0 3.1
12 1.00 1.00 156.16 147.65 3.29 6.72 2.27 2.16 3.0 3.0
13 141 0.00 124.09 129.65 2.76 1.66 0.66 0.77 3.0 3.1

En la Tabla 14, se muestra las variables independientes codificadas junto con los
valores del modelo predicho y los valores reales obtenidos mediante la

experimentacion.

4.2.1. ANALISIS DE VARIANZA DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA
PARA LA OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DEL
BIOPROCESO

El anélisis de varianza (ANOVA) para los modelos sugeridos obtenidos mediante
la experimentacion y analisis estadistico de cada variable se muestran en la Tabla
15. El analisis de varianza de las variables de respuesta permitié diagnosticar si los
modelos sugeridos estadisticamente sirven para encontrar niveles optimos (mayor
concentracion) de produccion de probidticos y prebidticos en la bebida funcional.
Lo cual se realiz6 mediante la optimizacion (maximizacion) de dichas variables

utilizando la funcién de deseabilidad.

El ANOVA de los modelos estimados para la concentracién de kefiran, poblacién
de BAL, poblacion de levaduras y diferencia de pH, muestra que el valor-p de los
modelos utilizados para cada variable de respuesta es significativo debido a que
muestran un valor-p < 0.05. Demostrando que estos modelos pueden ser utilizados
para encontrar la optimizacion de los parametros 6ptimos del bioproceso (Gutiérrez
& De la Vara Salazar, 2008).
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Tabla 15. ANOVA para los modelos de segundo orden de la concentracion de kefiran
(K), poblacion de BAL (L) y levaduras (Y), y reduccion de pH (P) durante la fermentacion.

Kefiran (K) (mg Glu/ml) -ApH (P) (-)
Fuente gl Sumade Cuadrados Valor F Valor-p Sumade Cuadrados Valor F Valor-p
cuadrados medios Prob>F cuadrados medios Prob>F
Modelo 4/5 6840.85 1710.21 4.85 0.0278 0.15 0.03 6.195 0.017
X1-Temp 1 1929.18 1929.18 5.48 0.0474 0.09 0.09 18.889 0.003
X2-%SLP 1 834.73 834.73 2.37 0.1623 0.00 0.00 0.592 0.467
X1Xz 1 0.00 0.00 0.232 0.645
X122 1 2573.81 2573.81 7.31 0.0270 0.04 0.04 7.930 0.026
X2? 1 1012.62 1012.62 2.87 0.1284 0.02 0.02 4.738 0.066
Residual 7 2818.39 352.30 0.04 0.01
Falta de Aj. 3 1621.55 405.39 1.35 0.3878 0.02 0.01 2.733 0.178
Error Puro 4 1196.85 299.21 0.01 0.00
Correl Total 12 9659.25 0.19
R? 0.7082 0.8157
R? Ajustado 0.5623 0.6840
CV. % 10.42 2.39
Prec. Adec 8.505 6.572
BAL (L) (UFC/mI) Levaduras (Y) (UFC/ml)
Fuente gl Sumade Cuadrados  Valor F Valor-p Sumade Cuadrados  Valor F Valor-p
cuadrados medios Prob>F cuadrados medios Prob>F
Modelo 4 14.38 3.59 18.897  0.0004 9.11 2.28 33.062  5.05-10°
X1-Temp 1 8.14 8.14 42.808 0.0002 1.03 1.03 14.905 4.80-10°%
Xo-%WPC 1 0.83 0.83 4.384 0.0696 0.00 0.00 0.002 0.969
X1X2 1 1.05 1.05 5.520 0.0467 - - - -
X122 1 4.35 4.35 22.875 0.0014 5.24 5.24 76.109 2.33.10°
X2? - - - - - 1.88 1.88 27.338 7.94-10*
Residual 8 1.52 0.19 0.55 0.07
Falta de Aj. 4 1.43 0.36 14.756 0.012 0.19 0.05 0.535 0.720
Error Puro 4 0.10 0.02 0.36 0.09
Correl Total 12 15.90 3.59 9.66
R? 0.9043 0.9430
R? Ajustado 0.8564 0.9144
CV.% 2.28 1.38
Prec.Adec. 12.761 20.205

Al analizar los términos del modelo de la concentracion de kefiran (Ec. [4])
mostrados en la Tabla 15, muestra que el término del efecto lineal de la temperatura
(X1) y el término del efecto cuadratico de la temperatura (X12) fueron significativos.
Mientras que el efecto lineal del contenido de SLP (X2) y el efecto cuadratico del
contenido de SLP (X2?) muestran un valor-p por encima del intervalo de confianza

usado, por lo cual no muestran significancia.

En el analisis de los términos del modelo cuadratico de la reduccion de pH (Ec. [5]),
muestra que el efecto lineal de la temperatura (X1) y el efecto cuadratico de la
temperatura (X12) son términos significativos. Mientras que, el efecto lineal del
contenido de SLP (X>), la interaccion de la temperatura con el contenido de SLP
(X1X2) y el efecto cuadratico del contenido de SLP (X2%) no son términos

significativos.
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Mediante el analisis de los términos del modelo de la poblacion de BAL (Ec. [6]),
muestra que el efecto lineal de la temperatura (X1), la interaccion de la temperatura
con el contenido de SLP (X1X2) y el efecto cuadratico de la temperatura (X12) son
términos significativos para el modelo. Y el efecto lineal del SLP (X2) es un término

no significativo para este modelo empleado.

Los términos para el modelo de la poblacion de levaduras (Ec. [7]) muestra que el
efecto lineal de la temperatura (X1), el efecto cuadratico de la temperatura (X:?) y el
efecto cuadratico del contenido de SLP (X2?) son términos significativos para la
validez del modelo empleado. Mientras que el efecto lineal del contenido de SLP

(X2) es un término no significativo.

EI ANOVA de los modelos de las variables de respuesta (Tabla 15) muestra que en
todos los modelos sugeridos el efecto lineal del contenido de SLP no es un factor
significativo. Sin embargo, muestra significancia en los efectos combinados con la
temperatura de fermentacion. Por lo cual, en este estudio se considera que el
contenido de lactosuero no es un factor que demuestra significancia en el proceso
de fermentacion. En el caso de la temperatura de fermentacion en todos los modelos
predichos se consideré como un factor significativo en efectos lineales, efectos

cuadraticos y los efectos generados por la interaccion de los factores.

A demaés, en referencia al coeficiente de determinacién (R?) de 0.7082, 0.8157,
0.9043, 0.9430 respectivamente para cada variable, muestran que los modelos
usados para la optimizacion de los pardmetros son satisfactorios. Por lo que
mediante Gutiérrez y de la Vara Salazar (2008), se puede tomar en cuenta estos
modelos cuadraticos debido a que para fines de prediccion un coeficiente de

determinacion (R?) debe ser por lo menos 0.7.

Mediante la prueba de falta de ajuste presentada en la Tabla 15, se muestra que los
modelos usados para la concentracion de kefiran, poblacion de levaduras y la
reduccion de pH tienen un valor-p de 0.387, 0.178, 0.720, respectivamente. Dichos
modelos no tienen significancia estadistica (p < 0.05), por lo cual, se confirma que
las capacidades predictivas de los modelos usados para estas variables de respuesta

son adecuadas y se pueden usar para buscar en su superficie, valores extremos
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(méximos o minimos). Las pruebas de falta de ajuste para estas variables resultaron
satisfactorias, por lo que, debido al mejoramiento de los disefios al aplicar puntos
axiales permiten estimar las respuestas del modelo con igual precisién en los
valores evaluados, manteniendo la condicion de rotabilidad de los factores en
estudio (Montgomery D. , 2004).

Sin embargo, en relaciéon con el modelo ajustado para la poblacion de BAL; la
prueba de falta de ajuste con un valor-p = 0.012, muestra que la falta de ajuste es
significativa al error. La prueba de falta de ajuste aplicada a esta variable no
corrobora en las demas pruebas que muestran que este modelo es el adecuado para
la optimizacion de las variables. Sin embargo, no se puede descartar que el modelo
usado en este caso no es adecuado debido a que siempre existiran circunstancias en
las que no todos los criterios se cumplen satisfactoriamente, pero en la practica no
necesariamente es invalidado el modelo (Montgomery D. , 2004).

4.2.2. REPRESENTACION GRAFICA EN TRES DIMENSIONES DE LAS

VARIABLES DE RESPUESTA

Las graficas en 3D de los modelos usados para cada variable respectivamente,
muestran que mediante el efecto combinado de la temperatura y el contenido de
SLP contienen curvaturas en las cuales se puede explorar para encontrar los

parametros 6ptimos de dichos factores (Fig. 7).
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Figura 7. Gréficos en 3D de la superficie de respuesta que muestran el efecto
combinado de la temperatura (°C) y la cantidad de SLP (% m/m) en la concentracion de
(A) Kefiran (mg Glu/ml); (B) Reduccion de pH; (C) Poblacion de BAL (UFC/ml); (D)
Poblacion de levaduras (UFC/mI).

La Fig. 7A muestra el comportamiento de la produccion del kefiran en relacion con
los factores en estudio. Se observa que existe una maxima produccién de este
prebiotico en rangos estimados de temperatura de 23.0 a 27.0°C y el contenido de

SLP se encuentra alrededor de 44.1 % (m/m).

Entonces, para la exploracion de la maxima concentracion de kefiran se considera
que se encuentra dentro de los rangos anteriormente descritos, en los cuales, la
concentracion de kefiran se estima en valores proximos a 180 mg Glu/ml. Estos
parametros de fermentacion muestran semejanza a los obtenidos por otros autores
(Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015), donde obtuvieron la mayor
concentracion de kefirdn en una bebida fermentada de lactosuero a una temperatura
de 24.32°C.
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En la Fig. 7B, se observa valores maximos de -ApH de 2.7 a 3.0, para valores de
temperatura entre 28.6 a 29.4°C y contenido de lactosuero de 44.1% (m/m). Este
declive de pH obtenido después de las 48 h de fermentacién es similar a otros
resultados reportados, donde se alcanza un pH final de 3.43, empleando 4% de
indculo (Arévalo & Arias, 2008).

Para la méxima poblacion de BAL (Fig. 7C) los valores méximos de temperatura
son de 30.7 — 31.8°C y contenido de SLP de 44.1% (m/m), y temperaturas de 28.9-
29.2°C en una concentracion de 71.4% (m/m) de SLP. Probablemente, los
parametros de temperatura obtenidos se deben a que en los granulos de kéfir existen
variados géneros de BAL, que se denominan mesofilas y termofilas por lo cual
facilmente pueden reproducirse a temperaturas que van de 20 hasta 45°C (Parra,
2010).

Referente a la poblacion de levaduras se observan, que encuentran su mayor
concentracion a temperaturas de 30.3-30.7°C en una concentracion de SLP de
44.1% (m/m) y temperaturas de 28.6-29.1°C en una concentracion de 71.4% (m/m)
de SLP (Fig. 7D).

En las figuras 7C y 7D, los rangos de temperatura y concentracion de SLP son
similares para encontrar la maximizacion de BAL y levaduras. A su vez, estos
rangos de optimizacion se relacionan con los valores 6ptimos de concentracion de
kefiran. Debido a que la mayor concentracion del kefiran esta directamente ligado
al proceso fermentativo y por ende, depende de los parametros en los cuales los

microorganismos de desarrollan (Erickson, Fayet, Kakumanu, & Lawrence, 2004).

45



Tabla 16. Coeficientes de regresion, intervalos de confianza (p < 0.05) y el error estandar
de cada modelo de regresion.

Kefiran (K) (mg Glu/ml) -ApH (P) (-)
0,
Factor Coeficiente % Error 95% IC  95% IC  Coeficiente % Error gfg) 95%
Estimado Estandar Bajo Alto Estimado  Estandar Bajo IC Alto
Intercepto 184.52 8.39 165.16 203.88 3.038 0.032 2.963 3.113
Xi-Temp -15.53 6.64 -30.83 -0.23 0.109 0.025 0.050 0.168
Xo-%SLP -10.21 6.64 -25.52 5.09 -0.019 0.025 -0.078 0.040
XiXo - - - - -0.017 0.035 -0.101 0.067
X;2 -19.24 7.12 -35.65 -2.82 -0.076 0.027 -0.139 -0.012
X5 12.07 7.12 -4.35 28.48 -0.058 0.027 -0.122 0.005
BAL (L) (UFC/mI) Levaduras (Y) (UFC/mI)
0,
Factor Coeficiente % Error 95% IC  95% IC  Coeficiente % Erros gfg) 95%
Estimado Estandar Bajo Alto Estimado  Estandar Bajo IC Alto
Intercepto 19.578 0.158 19.215 19.941 19.234 0.117 18.963 19.505
Xi-Temp 1.009 0.154 0.653 1.364 0.358 0.093 0.144 0.572
X-%SLP 0.323 0.154 -0.033 0.678 -0.004 0.093 -0.218 0.210
XiXo -0.512 0.218 -1.015 -0.009 - - - -
Xi? -0.784 0.164 -1.162 -0.406 -0.868 0.100 -1.098 -0.639

La Tabla 16 muestra los coeficientes de regresion, error estdndar, intervalos de
confianza (p < 0.05) bajos y altos de los modelos matematicos (Ecs. [4]-[7])
establecidos para cada variable de respuesta en factores codificados. Mediante los
datos de la Tabla 16, se obtuvo respuestas predichas (Tabla 14), mostrando que
estos datos se mantuvieron dentro de los pardmetros del intervalo de confianza de
cada modelo establecido.

4.2.3. ANALISIS GRAFICO DE LOS RESIDUOS DE LOS MODELOS

PROPUESTOS PARA LAS VARIABLES DE RESPUESTA

Una vez obtenido los valores predichos que arrojan los modelos establecidos
respectivamente para cada variable de respuesta, se pudo determinar la adecuacién
de dichos modelos mediante el andlisis de residuos realizando una comparacion

entre los valores reales y predichos (Fig. 8).
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Figura 8. Valores predichos vs valores reales de (A) concentracion de kefiran (mg
Glu/ml); (B) Reduccion de pH durante la fermentacion; (C) poblaciéon de BAL (UFC/ml);
(D) poblacién de levaduras (UFC/ml).

El error estandar de cada modelo de respuesta se distribuyd normalmente,
manteniendo una varianza homogénea. Esto permite determinar que el residual se
distribuye normalmente y mantienen una varianza homogénea, lo que concuerda
con la adecuacion de los modelos y el R? presentes en la Tabla 15, lo que asegura

que los modelos utilizados son adecuados.
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4.2.4. OPTIMIZACION DE LOS MODELOS SUGERIDOS PARA
ENCONTRAR LOS PARAMETROS OPTIMOS (TEMPERATURA Y
CONTENIDO DE LACTOSUERO EN POLVO) MEDIANTE LA
FUNCION DE DESABILIDAD

La optimizacién (maximizacion) de las variables en estudio para encontrar los
parametros Optimos del bioproceso (temperatura y contenido de SLP) se realizd
mediante la funcién de deseabilidad, la cual fue aplicada mediante la Ec. [1] que se

encuentra descrita en la metodologia.
D = [KO,ZS LO,ZSyO,ZSPO,ZSL 0,25](1/(0,25+0,25+0,25+0,25) [12]

Para optimizar segun la funcion de deseabilidad se tomd en cuenta que la
produccion de probioticos y prebioticos en la bebida funcional deben mantener el
mismo nivel de importancia al momento de obtener parametros 6ptimos. Para lo
cual, en la Ec. [12] se muestra que para cada variable de respuesta se dio una igual

importancia de 0.25 considerando que la sumatoria de los exponentes debe ser uno.

Al aplicar la optimizacion numeérica a las ecuaciones de los modelos predichos para
la concentracion de kefiran, poblacion de BAL, levaduras y la diferencia de pH, se
obtuvo que existe una maximizacién de estas variables a una temperatura de 29.3°C
y 71.4% (m/m) de SLP. Estos valores concuerdan con las representaciones graficas

3D (Fig. 7) de los modelos sugeridos para cada variable.

Se realiz6 la validacién de los pardametros 6ptimos que conforman la deseabilidad,
mediante 6 repeticiones del bioproceso a esta condicién. Para lo cual, en la Tabla
17 se muestra la media y su desviacion estandar obtenida a partir de la repeticion
de dicho bioproceso junto con los datos obtenidos por el modelo de cada variable

respectivamente.

Tabla 17. Media (X) y desviacién estandar (DE) de la maximizacion de los modelos
matematicos sugeridos de cada variable y la funcidon de deseabilidad.

Kefiran BAL Levaduras -ApH Deseabilidad
(mg Glu/ml) (x108 UFC/ml) (x108 UFC/ml) P (x10%)

Modelo Real Modelo Real Modelo Real Modelo Real Modelo Real
X 1829 1994 473 9.74 3.93 453 2.98 2.80 10.00 12.50

DE 20.1 13.6 0.11 0.75 0.05 0.51 0.07 0.03 1.16 1.92
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Figura 9. Experimentos de validacion para el modelo de la deseabilidad obtenido
mediante la optimizacion de los modelos de las variables de respuesta. Los valores
promedio se muestran en las columnas; las barras indican las desviaciones estandar y
las letras iguales indica que no existe diferencias significativas.

En la validacion del modelo de deseabilidad (Fig. 9), el estadistico t calculado de
0.04341 y el valor-p de 0.9666 mostrd que no existe una diferencia significativa
entre los valores predichos (10.03) y los valores reales (12.53). Por lo cual, se acepta

la hipotesis nula.

Los resultados obtenidos de la prueba de hipdtesis confirman la precision del
modelo de deseabilidad acogido para la optimizacion de concentracion de kefiran,
poblacion de BAL, levaduras y la -ApH a una temperatura de 29.3°C y 71.4% (m/m)
de SLP.

Por lo tanto, los valores reales de cada variable respuesta presentados en la Tabla
17, son valores 6ptimos para los parametros de temperatura y concentracion de SLP

obtenidos mediante la experimentacion.

La concentracion de 199.4 mg Glu/ml de kefiran es superior al comparar con
resultados de otras investigaciones que obtienen su maxima concentracién de 61.72
mg Glu/ml (Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015). En el caso de la
-ApH= 2.80, concuerda con otras investigaciones donde la diferencia de pH en un
tiempo de 48 h presenta valores similares a esta investigacion (Balabanova &
Panayotov, 2011).
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Los valores Optimos de poblacion de BAL de 9.74-108 UFC/ml y levaduras de
4.53-108 UFC/ml son similares a otros resultados obtenidos mediante la
fermentacion de lactosuero con granulos de kéfir mediante condiciones de

fermentacion similares (Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015).

Segun Parra (2010), para que los probidticos tengan un efecto benéfico en la salud
del huésped, deben ser ingeridos en rangos superiores a 10’ UFC/ml y la cantidad
minima de bacterias probidticas es de 108 UFC/ml (NTE INEN 2395). En el caso
de la concentracion de levaduras, se encuentra dentro de los rangos establecidos, ya
que el requisito minimo de levaduras en kéfir es de 10* UFC/mI (NTE INEN 2395).

425 OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO SUGERIDO
PARA LA CONCENTRACION DE KEFIRAN Y SU PROCESO DE
EXTRACCION.

La importancia de este estudio radica en la posibilidad de extraer el prebidtico
conocido como kefiran. Para ello, se realizé una optimizacion solamente al modelo
sugerido de la concentracion de kefirdn (Ec. [4]) con el fin de encontrar los
parametros que brinden la maxima concentracién de este prebidtico. Después del
analisis estadistico de optimizacion se obtuvo doce valores de condiciones 6ptimas

donde este prebiotico alcanzé al maximo su concentracion (Tabla 18).

Tabla 18. Condiciones Optimas de las variables independientes que maximizan el
modelo cuadratico de regresion de la concentracion de kefiran.

No. T, SLP*, Kefiran (K) %Error
(°C) %(m/m) (mg Glu/ml) Estandar
1 25.0 44.1 209.7 9.8
2 25.3 44.1 209.9 9.7
3 25.5 44.1 210.0 9.7
4 25.6 441 210.0 9.7
5 25.7 441 210.0 9.7
6 25.8 44.1 210.0 9.7
7 25.9 441 210.0 9.7
8 26.1 44.1 210.0 9.7
9 26.3 44.1 209.8 9.7
10 26.7 44.1 209.5 9.7
11 25.7 71.4 189.5 9.7
12 25.9 71.4 189.5 9.7

Otros autores también reportaron una temperatura 6ptima a 25°C (Montesanto et al,
2016; Zajsek, Gorsek, & M, 2013), mientras que, otros autores reportaron valores

cercanos. Por ejemplo, han sido reportados valores de 24°C (Ghasemlou et al,
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2012), 30°C (Dailin et al. 2015) y hasta 33°C (Maeda, Hiroaki, Zhu, & Mitsuoka,
2003).

Los valores dptimos encontrados fueron de Kmax=210 + 10 mg Glu/ml, para valores
de la temperatura entre 25 — 26.7°C y de contenido de SLP de 44.1% (m/m) SLP o
de Kmax =190 £ 10 mg Glu/ml, para temperaturas de 25.7 — 25.9°C y 77.1% (m/m)
SLP (Tabla 18).

En la Fig. 10, se muestra uno de los valores Optimos obtenidos de las variables

independientes que maximiza la concentracion de kefiran.

Kefiran (mg/mL)

Design-Expent® Software
Factor Coding: Actual
Kefirdn (mg/mL)

# Design Points

I12ﬂ:‘%

X1=A Temp
X2=B SLP

Kefiran (mg/mL)

B: SLP (% (m/m))

o =
44 |4';/?\\‘ 23
502555 252

56 259'7\‘;2\1\ 280

< // . o,
B: SLP (% (mim)) * ®siyer, ¢ A:Temp (°C)

A: Temp (°C)

Figura 10. Uno de los valores maximos sugeridos mediante la aplicacion de optimizacion
numeérica para la concentracién de kefiran.

Para validar el modelo sugerido, se realizaron siete experimentos similares, en uno
de los puntos 6ptimos (25°C y 44.1% (m/m) SLP) sugeridos por el programa de
computo. Los resultados obtenidos confirmaron la precision del modelo de
regresion para la concentracion de kefiran, debido a que no existié diferencia

significativa entre los valores predichos y reales (Fig. 11).
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Figura 11. Experimentos de validacion para el modelo del kefirdn. Los valores promedio
se muestran en las columnas, las barras indican las desviaciones estandar y la letra igual
indican que no existe diferencia significativa (n = 7, p < 0.05).

El proceso de extraccion del kefiran se realiz6 a partir de cinco lotes de 100 I cada

uno, produciendo 3.1 + 1.3 g/l de kefiran en el sobrenadante de cultivo.

Estos resultados son similares a los 1.91 g/l de kefiran reportados recientemente
(Dailin et al., 2015) y los valores entre 1.5 — 2.5 g/l reportados anteriormente
(Cheirsilp, Shimizu, & Shioya, 2007).

4.3. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS,
NUTRICIONALES Y SENSORIALES DEL PRODUCTO OBTENIDO

Una vez, obtenida la bebida funcional elaborada con los parametros 6ptimos de
deseabilidad se procedi6 a realizar analisis fisicoquimicos, nutricionales vy

organolépticos (Tabla 14).

Tabla 19. Resultados de las evaluaciones de las caracteristicas fisico-quimicas y
nutricionales de la bebida funcional realizada mediante los parametros 6ptimos de

deseabilidad.
Pardmetro Unidad Resultado
Proteina Total % (m/m) 0.82
Grasa % (V/IV) 0.37
Acidez % (m/m) (Ac. Lactico) 1.13
Lactosa % (M/v) 3.63
Viscosidad cP (mPa-s) 4.02
Grado Alcohdlico  °GL 2.09
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El valor de la proteina obtenido (0.82% (m/m)) se encuentra dentro de los
parametros establecidos por NTE INEN 2609 donde indica que el limite minimo de
proteina en una bebida de suero de leche es de 0.40% (m/m). Ademas, este valor de
proteina coincide con el reportado por otro autor (Assadi, 2008), el cual obtuvo para
una fermentacion de lactosuero con 3% de in6culo a 25°C, una bebida con 0.82%

(m/m) de proteina total.

El contenido de grasa de la bebida funcional fue de 0.37% (v/v). Este valor es
similar al porcentaje obtenido en una fermentacion de SL con granulos de kéfir, en
la cual el mayor contenido de grasa que obtuvo una bebida con 3% de in6culo
(Assadi, 2008).

La acidez titulable, expresada como &cido lactico, realizada a la bebida funcional
fue de 1.3% (m/m) (Tabla 14). Esta acidez se considera dentro de los parametros
establecidos para el kéfir, el cual debe contener acido lactico en rangos de 0.5 -
1.5% (m/m) de &cido lactico (NTA ANDINA 16007).

El contenido maximo permitido de lactosa en una bebida de suero, parcialmente
deslactosada, es de 1.4% (v/v) (NTE INEN 2609). En comparacion a esta norma
técnica el contenido de lactosa en la bebida funcional de 3.63% (m/v) y no se

encuentra dentro de los pardmetros establecidos para una bebida deslactosada.

El SLP usado para esta fermentacion tuvo un contenido inicial de lactosa de 65%
(m/v) (Anexo 3). Entonces, después del proceso fermentativo el contenido de
lactosa disminuy6 aproximadamente en un 60%, lo cual representa una disminucion

de lactosa considerable, aunque no suficiente, después de 48 h de fermentacion.

El consumo de lactosa durante el proceso fermentativo del lactosuero por medio de
los granulos de kéfir se corrobora con otras investigaciones, donde la disminucion
de lactosa en un periodo de 40 h represento el 40% (Sabokbar, Moosavi-Nasab, &
Khodaiyan, 2015), ademas, el contenido de lactosa final en un pH final 4.1, es de
3.63 g/ml (Athanasiadis, Paraskevopoulou, Blekas, & Kiosseoglou, 2004). Por lo

cual, la cantidad de lactosa después del tiempo de fermentacion es proporcional al
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cambio de pH y al aumento de &cido lactico debido a la actividad de los

microrganismos (Balabanova & Panayotov, 2011).

La bebida funcional realizada bajo las condiciones Optimas de fermentacién tuvo
una viscosidad de 4.02 cP. La viscosidad se incrementa debido a varios factores,
como el tiempo y la temperatura de fermentacion. Probablemente la viscosidad del
producto final tenga relacion a la produccién del kefiran durante la fermentacion y
por la transferencia de los componentes del granulo de kéfir a la bebida. Esta
viscosidad es similar a la obtenida en otras investigaciones como resultado de una
fermentacion a 25°C (Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015).

El kéfir es una bebida considerada de bajo contenido alcohdlico, por lo cual, laNTE
INEN 2395 indica que el nivel maximo de alcohol para un kéfir suave es de 1.05 %
(m/v) y un kéfir fuerte es de 3.0 % (m/v). La bebida obtenida, clasifica como una
bebida de caracteristica similar a la de un kéfir fuerte debido al grado alcohdlico de
2.09° GL que obtuvo después de la fermentacion. Uno de los factores importantes
para la produccion de alcohol en bebidas fermentadas es el tiempo de fermentacion.
Otras investigaciones indican que para un tiempo estimado de 24 h de fermentacion
el contenido de alcohol es de 0.72 (g/cm?) (Assadi, 2008).

4.3.1. ANALISIS SENSORIAL

El anélisis sensorial se realizo a la bebida funcional elaborada bajo las condiciones
Optimas de la fermentacion. Dichos andlisis organolépticos fueron evaluados
mediante apariencia y olfato-gustativa. En el caso de la apariencia, se evaluo el
aspecto y color, mientras que, en el analisis de las caracteristicas olfato-gustativas,
se evalud intensidad del aroma, el sabor y la textura.
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Figura 12. Resultados del andlisis sensorial (textura, olor, sabor, color, aspecto y
aceptabilidad) de la bebida funcional realizada mediante los parametros éptimos de
deseabilidad.

Segun la textura, su calificacién obtenida por medio de los panelistas demostré que
la bebida funcional es considerada como un producto fluido (Fig. 12A), debido a

que este descriptor obtuvo la mayor puntuacién de 6.2.

La Fig. 12B muestra la calificacién dada para cada referencia del analisis sensorial
del olor. Mediante los datos mostrados se puede apreciar que los catadores
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definieron un conjunto de percepciones con los descriptores de: suero de leche,

suero acido y acético.

Segun la rueda de descriptores de olores (Anexo 4), la bebida esta considerada como
un producto lactico acidificado. Donde el descriptor de acético muestra mayor
calificacion 4.1 en la escala creciente del olor, que se podria considerar como una
caracteristica otorgada por el proceso metabolico de las levaduras presentes en el
granulo de kéfir.

La Fig. 12C ilustra las puntuaciones brindadas por los panelistas en referencia a los
descriptores del sabor (salado, acido, amargo, dulce), donde, el sabor &cido es el
que predomina; obteniendo una puntuacién media de 6.7% en la escala creciente de
intensidad de sabor. Al igual que el olor, esta caracteristica es tipica de una

fermentacion realizada por las levaduras.

Para la caracterizacion sensorial del color (Fig. 12D), el 70% de los catadores
calificaron a la bebida como un color blanco amarillento, mientras que el 30% de
los catadores atribuyeron un color amarillo tenue. La distincion puede darse debido
a que el producto final mostré cualidades similares a la materia prima en referencia

al color (suero de leche en polvo).
El color blanco amarillento de la bebida en la escala RGB corresponde a:

R=250
G=130
B=150
Segun el criterio del 80% de los panelistas, la bebida funcional muestra un aspecto
homogéneo y el 20% de los catadores atribuyeron una caracteristica turbia a la

bebida funcional (Fig. 12E). Mientras que, ningun catador, otorgd una caracteristica

brillante a la bebida funcional.

De igual manera, se evalu0 la aceptabilidad de la bebida funcional, obteniendo una

calificacion de 3 (no me gusta, ni me disgusta) por parte del 60% de los encuestados,
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20% de los encuestados, otorgaron una calificacion de 2 (me disgusta
moderadamente) y el 20% de los encuestados, otorgd una calificacion de 1 (me
disgusta mucho) (Fig. 12F).

Los resultados muestran que la bebida funcional no tiene una buena aceptabilidad
mediante sus caracteristicas organolépticas. Esto puede ser debido a que la
poblacion no se encuentra familiarizada con las caracteristicas organolépticas
tipicas de una fermentacion por medio de granulos de kéfir. Sin embargo, existe un
resultado de analisis organoléptico similar a los reportados en este estudio
(Sabokbar, Moosavi-Nasab, & Khodaiyan, 2015), donde muestra que la
aceptabilidad de la bebida de lactosuero y jugo de manzana fermentada por granulos

de kéfir tuvo una calificacion aproximada a 3, en una escala de 1 a 5.

Estos resultados pueden ser consecuencia del prolongado tiempo de fermentacion,
ya que, al tratarse de una heterofermentacién, existe la produccion de varios
metabolitos secundarios, como el &cido acético, que afecta de manera negativa a las
caracteristicas organolépticas. Segun las observaciones brindadas por los panelistas
indican que existe una excesiva fermentacion del producto, provocando que el

producto tenga caracteristicas organolépticas consideradas no tan agradables.
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Figura 13.Representacion grafica del perfil sensorial de la bebida funcional

La Fig. 13 muestra los resultados del analisis sensorial otorgado por los panelistas.

El perfil sensorial indica que la bebida funcional es un producto con predominante

intensidad de olor, bastante fluido, bastante sabor &cido. A demas es un producto

gue no presenta viscosidad, cremosidad, sabor amargo ni olor a leche cocida.

Mientras que, el olor a suero &cido, acido acético estan presentes en un rango

moderado.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUCIONES

La técnica analitica fenol-acido sulfdrico es adecuada para la cuantificacion
de kefiran, debido a que diferentes concentraciones de glucosa permitieron
obtener una curva patrén mediante la ley de Lambert Beer (Rodriguez,
Garrido, Martinez, & Garcia, 2011), mostrando la linealidad necesaria entre
absorbancia y concentracion de glucosa.

La temperatura de 29.3°C y el contenido de SLP de 71.4% (m/m) se
consideran parametros Optimos, donde, se maximizé una funcion de
deseabilidad formada por los cuatro modelos de cada variable de respuesta
(concentracién de kefiran, poblacion de BAL, poblacién de levaduras y
reduccion de pH) mediante un aporte ponderado equitativamente.

Se extrajo 3.1 £ 1.3 g/l de kefiran de un caldo fermentativo obtenido a partir
de un bioproceso realizado a una temperatura de 25°C y un contenido de
SLP de 441% (m/m). Dichas condiciones fueron obtenidas
estadisticamente considerando Gnicamente la maximizacion del kefiran.
Los niveles de proteina, grasa, acidez, grado alcohdlico, poblacion de
bacterias acido-lacticas y levaduras cumplen con los requisitos establecidos
de acuerdo con las normativas NTE INEN 2609 NTE INEN 2395 NTA
ANDINA 16007.

El analisis sensorial aplicado a la bebida funcional realizada por los
pardmetros dptimos de la funcion de deseabilidad permitié diagnosticar que

este producto contiene un penetrante olor acético y sabor acido, por lo cual,
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el producto no fue aceptado por el 100% de los catadores, manteniendo una
calificacion entre 1 a 3 en una escala maxima de 5.

Se acepta la hipdtesis alternativa debido a que los modelos matematicos
aplicados permiten obtener parametros 6ptimos de fermentacion de
lactosuero mediante granulos de kefir con el fin de desarrollar un bioproceso
para obtener una bebida funcional con caracteristicas probiéticas y
prebidticas.

5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacion directa de suero de leche dulce, &cido o
mezclas de estos, en lugar del suero de leche en polvo, lo que podria
disminuir los costos de elaboracion.

Se recomienda emplear sacarosa, en lugar, de glucosa, para la etapa de
fermentacion, abaratando el costo del medio de cultivo.

Realizar un estudio controlando el pH durante el tiempo de fermentacion,
con el fin de controlar el penetrante olor acético y sabor &cido en el
producto final.

Se recomienda realizar un estudio de caracteristicas organolépticas de olor

y sabor del producto utilizando aditivos comerciales.
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Anexo 1. Ficha de cata
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Anexo 2. Preparacion de los sabores de referencia para la evaluacion.

Solucion madre Nivel de
Sabor Molécula (SM) sabor Preparacion con suero de leche fresco
representado
- Tomar por medio de una pipeta 12.5 ml de
Solubilizar 4.7 g de la SM, mezclar con 200 ml de suero de
NaCl NaCl en 100 ml de 2 sobre 7 o
leche fresco. Adicionar 17.5 ml de agua.
agua h
Mezclarlo todo con un homogeneizador.
Salado
Tomar la misma SM Tomar por medio de una pipeta 30 ml de
NaCl - 6 sobre 7 SM, mezclar con 200 ml de suero de leche
de arriba .
fresco y mezclar con un homogeneizador.
Solubilizar 0.8 g de
i acido citrico en 30 Agregar los 30 ml preparados en 200 ml de
Acido >
Citrico ml de una solucién 2 sobre 7 suero de_ leche y mezclar con el
de NaCl a 330 homogeneizador.
mg/100 ml*
Solubilizar 2 g de
< acido citrico en 30 Agregar los 30 ml preparados en 200 ml de
Acido =
Citrico ml de una solucion 6 sobre 7 suero de‘ leche y mezclar con el
de NaCl a 330 homogeneizador.
Acido mg/100 ml
Solubilizar 2 g de
P vinagre blanco en Agregar los 30 ml preparados en 200 ml de
Acido
i~ 30 ml de una 2 sobre 7 suero de leche y mezclar con el
Aceético s .
solucién de NaCl a homogeneizador.
330 mg/100 ml
Solubilizar 2 g de
Acido vinagre blanco en Agregar los 30 ml preparados en 200 ml
" 30 ml de una 6 sobre 7 de suero de leche y mezclar con el
Acético - )
solucion de NaCl a homogeneizador.
330 mg/100 ml
Tomar con una pipeta 50 ml de SM,
Solubilizar 0.7 g de afiadirlo a 200 g de requesén. Completar
Cafeina cafeina en 100 ml 2 sobre 7 afiadiendo 15 ml de agua y mezclar bien
de agua. con la ayuda de un homogeneizador.
Amargo .
Tomar con una pipeta 25 ml de SM,
) afiadirlo a 200 g de requeson.
Cafeina Tomadr;aarrr:;é?a SM 6 sobre 7
' Completar afiadiendo 5 ml de agua y
mezclar bien con la ayuda de un
homogenizador.
Solubilizar 15 g de . Tqmar con una pipeta 6,ml de SM,
afadirlo a 200 g de requeson. Completar
Sacarosa fructosa en 100 ml 2 sobre 7 PO f
d afadiendo 24 ml de agua y mezclar bien
e agua. :
con la ayuda de un homogenizador.
Dulce
Tomar con una pipeta 20 ml de SM,
Tomar la misma SM afiadirlo a 200 g de requesén. Completar
Sacarosa de arriba. 6 sobre 7 afadiendo 24 ml de agua y mezclar bien
con la ayuda de un homogenizador.
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Anexo 3. Ficha técnica del suero en polvo (matera prima)

FICHA TECNICA DE
PRODUCTO TERMIMADO Codiga: IFFT-002
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Estain Poiva g hOMOgeneo
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acide lactico
AHALISIS Salubilidsd Mz B
F|5|WJ|H{:|:| Pinill:l.";s D.ﬁﬂ :ﬂ.ﬂE‘ :.lﬁl
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FONQoe § Evadlras =100
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Presantadtn Envase Imamo FUNGa PLastca
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VIDA UTIL 12 migzes = oartic de |8 fecha de slooracion
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Anexo 4. Resultados de laboratorio
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Anexo 5. Fotografias del proceso de elaboracion del producto

Mezclado

Homogenizacion

Esterilizacion

Inoculacién
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Incubacion

Anexo 6. Técnicas analiticas

Medicion de pH

Determinacién de Kefiran

&
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Extraccion de kefiran
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