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Abstract

One of the great problems confronted by the dairy industry today is the
disposition of whey obtained during the cheese elaboration. The acid whey has high
content of organic matter (COD) and high biological oxygen demand (BOD); which
represents an environmental problem. Agencies that regulate the environment exert
strong pressure on the dairy industry to develop new alternatives uses and methods to
dispose of the acid whey. The objective of this study was to manufacture a fermented
beverage, made with acid whey and milk, and determine if the use of this sub-product can
generate the organoleptic characteristics of the fermented product called kefir. Five
formulations of the beverage were developed (100% Milk, Control 1, 100% Serum,
Control 2, 75% Milk / 25% Serum, 50% Milk / 50% Serum, 25% Milk / 75% Serum) and
evaluated by proximal analysis, analysis of volatile organic acids and compounds and
sensory analysis. We found the fermented beverage of 75% Milk / 25% Serum to have
similar characteristics to kefir. These were: Water (90.4%), Solids (9.6%), Fat (2.54%),
Protein (2.20%), pH (4.38), Lactic Acid (0.84%), Ethanol (24.89%), Acetic Acid (0.84%)
and 2,3-butanediol (1.10%). A sensorial analysis to some specific beverages was made in
where panelists did not found significant differences between the samples they were
testing. The acid whey can be used in the manufacture of kefir like a fermented beverage
as long as it is in an amount no higher than 25%. This study represents a possible

alternative to the problem of the acid whey disposition confronted by the dairy industry.
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Resumen

Uno de los grandes problemas que hoy dia confronta la industria lechera es la
disposicién de suero obtenido durante la elaboracién de los quesos. Esto se debe a que el
suero acido posee un alto contenido de materia orgdnica (COD) y una alta demanda de
oxigeno biologico (BOD) lo que representa un problema ambiental. Las agencias que
regulan el medio ambiente ejercen una fuerte presiéon a la industria lechera para que
desarrollen nuevas alternativas con el fin de encontrar una solucién a la disposicién del
suero dcido. El objetivo de este estudio fue elaborar una bebida fermentada a base de
suero dcido y leche con el propdsito de determinar si este sub-producto puede utilizarse
para elaborar una bebida fermentada con caracteristicas organolépticas similares al kefir.
Se elaboraron formulaciones de la bebida (100% Leche, Control 1, 75% Leche / 25%
Suero, 50% Leche / 50% Suero, 25% Leche / 75% Suero y 100% Suero, Control 2) a las
cual se les realiz6 estudios de andlisis proximal, andlisis de d4cidos orgdnicos y
compuestos voldtiles y andlisis sensorial. Al concluir el estudio se encontré que la bebida
75% Leche / 25% Suero mostré poseer las caracteristicas similares al kéfir. Estas eran:
Agua (90.4%), Solidos Totales (9.6%), Grasa (2.54%), Proteina (2.20%), pH (4.38),
Acido Léctico (0.84%), Etanol (24.89%), Acido Acético (0.84%) y 2,3-butanediol
(1.10%). Se realizé un anélisis sensorial a unas bebidas en especifico donde los panelistas
no encontraron diferencias significativas entre las muestras que estaban evaluando. El
suero acido puede ser utilizado en la elaboracion de una bebida fermentada parecida al
kéfir siempre y cuando sea en una inclusién no mayor al 25%. Este estudio representa
una posible alternativa al problema de disposiciéon de suero 4cido que confronta la

industria lechera.
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Introduccion

El suero acido es un subproducto de la industria lechera que se obtiene mediante
la precipitacion y remocién de la caseina de la leche durante la elaboracion del queso
blanco. Este subproducto representa aproximadamente de un 85 a un 90% del volumen de
la leche y retiene 55% de los nutrientes de ella. Los nutrientes que estin en mayor
abundancia en el suero 4cido son; lactosa, lipidos, proteinas solubles y minerales (Siso,
1996). El suero 4cido representa un problema ambiental muy importante, esto se debe a
su alto contenido de materia orgénica (COD) y su alta demanda de oxigeno bioldgico
(BOD) (Ben-Hassan and Ghaly, 1994). Por tal razén, existe una fuerte presion por parte
de las agencias que regulan el medio ambiente las cuales exigen que la industria lechera
desarrolle nuevas tecnologias con el fin de re-utilizar el suero (Castillo, 1990). Para poder
descartar el suero dcido al ambiente, éste tiene que pasar primero por unos tratamientos
que son altamente costosos para la industria lechera (Tin and Mawson, 1993).

Otro problema que la Industria Lechera confronta es la disminucién del consumo
de leche por parte de la sociedad. En parte, esto se debe a las nuevas bebidas que han
surgido en la industria de los alimentos. Entre estas se encuentran las bebidas
carbonatadas, energizantes, jugos, té de limén y agua embotellada. Para que la Industria
Lechera pueda competir debe introducir al mercado de alimentos, leches con saborizantes
en empaques llamativos para que el consumidor se interese en consumirlos (Boor, 2001).

Una posible alternativa a las situaciones anteriormente expuestas, seria incorporar
el suero 4cido a la leche y elaborar una bebida fermentada parecida al kéfir. El kéfir es
una bebida fermentada a base de leche que es refrescante, de consistencia medianamente

espesa, ligeramente gaseosa, levemente dcida y alcohdlica. Esta bebida se origina en las



montafias Caucasicas de Rusia. La fermentacion de esta bebida es diferente a otros
productos lacteos fermentados porque es el resultado de una relacion simbidtica entre
bacterias lacticas y levaduras, las cuales son responsables de una fermentacién éacido
alcohdlica (Lin, et. al, 1999). La bebida de kéfir en los ultimos afios se ha popularizado
debido a sus propiedades probidticas tales como, la reduccion de los niveles de colesterol
en la sangre, el fortalecimiento de las defensas frente a infecciones virales y bacteriales y
mejoramiento de la capacidad de asimilacion de los alimentos (Farnworth, et. al, 2003).
El objetivo principal de este estudio fue elaborar una bebida fermentada a base de
suero acido y leche con el propdsito de determinar si la utilizacion de este sub-producto
puede generar las caracteristicas organolépticas similares al kéfir. Para cumplir con este
objetivo se elaboraron cinco formulaciones diferentes (100% Leche, Control 1, 100%
Suero, Control 2, 75% Leche / 25% Suero, 50% Leche / 50% Suero, 25% Leche / 75%
Suero) a las cuales se les realizaron estudios de andlisis proximal, andlisis de 4cidos
organicos y compuestos volatiles y analisis sensorial con el fin de determinar si el suero

acido se podia utilizar en la elaboracion de una bebida fermentada.



Revision Literaria

Uno de los problemas grandes que hoy dia esta teniendo la industria lechera es la
disposicién de suero obtenido durante la elaboracién de quesos. Dicho suero posee como
componentes principales a la lactosa (4.9%), proteinas (0.55%), grasa (0.04%), minerales
(0.8%) y acido lactico (0.4%) (Jelen, 1992). Aproximadamente el 47% de las 140
millones de toneladas de suero que se produce anualmente a nivel mundial se dispone en
la tierra, plantas de tratamiento de agua, rios, lagos y otros cuerpos de agua (Guimaraes,
et. al, 1992). Este dato implica una gran pérdida de recursos y un serio problema de
contaminaciéon debido a que el suero es altamente orgdnico; con una alta demanda
bioquimica de oxigeno (BOD) de 40,000 a 60,000 ppm y una demanda de oxigeno
producida quimicamente (COD) de 50,000 a 80,000 ppm (Ben-Hassan and Ghaly, 1994).

Para que el suero pueda ser descartado al medio ambiente tiene que pasar por un
tratamiento. Este tratamiento es bien costoso para las industrias lecheras, por tal razon, se
buscan alternativas para la utilizacion del suero (Tin and Mawson, 1993). Entre las
alternativas disponibles, estd la utilizacién de los componentes del suero. Eso implica
extraer los ingredientes principales como la lactosa y las proteinas. Las proteinas del
suero se pueden recuperar por el proceso de ultrafiltracién para luego ser vendidas en
concentrado. La lactosa del suero puede ser fermentada utilizando levaduras para
convertirla a etanol (Marwaha and Kennedy, 1988). Al menos 10 industrias lecheras a
nivel mundial utilizan esta técnica para utilizar el suero (Mawson, 1994; Murtagh, 1995).

El suero acido proveniente de la precipitacion de la caseina por la accién de
acidos débiles en elaboracidon de queso blanco es ain menos utilizado que el suero dulce.

El queso blanco elaborado con dcido acético posee una textura diferente al queso



elaborado con renina. Entre los grandes factores que limitan el uso del suero acido se
encuentra su alto contenido de ceniza y su acidez (pH 4.3 — 4.6), debido a esto produce
problemas funcionales y problemas de sabor (Gruetzmacher y Bradley, 1991). Solo un
pequefio por ciento es utilizado para alimento de seres humanos, el resto se utiliza para
alimento de animales, se deposita en plantas de tratamiento de aguas usadas, o se esparce
en la tierra como fertilizante (Gruetzmacher y Bradley, 1991). Hay que tener en cuenta
que para que el suero acido pueda ser esparcido como fertilizante en la tierra tiene que
primero pasar por un tratamiento que es altamente costoso para las industrias lecheras
(Gruetzmacher y Bradley, 1991). Entre los tratamientos se encuentra la desmineralizacion
y la ultrafiltracién del suero. Ambos métodos se utilizan para recuperar las proteinas que
estdn presentes en el suero. Una vez recuperadas por dichos tratamientos, el restante del
suero puede ser esparcido en la tierra como fertilizante (Gruetzmacher y Bradley, 1991).

Al igual que el suero 4cido, el suero dulce posee un alto contenido de ceniza y es
un subproducto de la industria de queso, pero es menos acido (pH 5.9 — 6.6) y es
producido por la coagulacion de la leche con renina. Sin embargo, a diferencia del suero
acido puede ser utilizado por sus numerosas propiedades funcionales como dar color,
brindar tamafio y producir espuma. También posee una mezcla compleja de lactosa,
proteinas, minerales, con pequefas cantidades de humedad y grasa. Por estas razones la
industria de alimento ha reconocido que el suero dulce es un buen ingrediente en la
incorporacion a un alimento (Banavara, et. al, 2003). Al igual que el suero acido, el suero
dulce también es utilizado como un componente importante en los alimentos de animales

(Banavara, et. al, 2003). Actualmente el suero dulce es mds utilizado por las industrias



lecheras que el suero acido por sus numerosas propiedades funcionales (Banavara, et. al,
2003).

Otro de los problemas que confronta la industria lechera en las ultimas décadas es
que el consumo de leche, al igual que los niveles de calcio en nifios y adolescentes, ha
disminuido debido a que prefieren el consumo de bebidas azucaradas y carbonatadas
(Cavadini, et. al, 2000; Nielsen, et. al, 2002). Hoy en dia los productos liquidos a base de
leche compiten con un sin numero de bebidas entre ellas se encuentra agua embotellada,
bebidas energizantes y té de limén (Boor, 2001). Entre los afios del 1977 al 2001, los
americanos aumentaron su ingestion de energia total debido al consumo de bebidas de
frutas y azucaradas y reduccion en la ingestion de leche. Este incremento fue de 2.8% a
7.0% de energia por parte de las bebidas azucaradas, esto se puede traducir en que se
triplicaron las calorias (de 50 kcal a 144 kcal) (Nielsen and Popkin, 2004). Mientras que
la energia adquirida por bebidas de frutas aumentd de un 1.1% a 2.2% (de 20 kcal a 45
kcal). En comparacion con las bebidas de frutas y azucaradas, la energia adquirida por
parte de la leche disminuy6 de un 8.0% a 5.0% (de 143 kcal a 99 kcal) (Nielsen and
Popkin, 2004).

Esto es interesante por que durante los afios del 1977 al 1996 el consumo de
bebidas azucaradas aumentd alrededor de un 15% mientras que el consumo de leche
disminuy6é un 12%. Un estudio realizado a la poblacion americana mostro que estos
prefieren tomar bebidas azucaradas en sus comidas y meriendas en vez de consumir leche
(Nielsen and Popkin, 2004). También se ha encontrado que el aumento en el consumo de
bebidas azucaradas ha tenido un efecto sobre la obesidad y los desordenes metabdlicos en

la poblacién americana (Nielsen and Popkin, 2004).



Esta es una de las razones por la cual el Departamento de Salud desarrollé una
campafia contra la epidemia de la obesidad debido a la alimentacién deficiente que tiene
la poblacién americana (Nielsen and Popkin, 2004).

La industria lechera ha tenido que recurrir a nuevas estrategias para aumentar el
consumo de leche en nifios y adolescentes, y para combatir las adversidades propiciadas
por las bebidas (azucaradas, carbonatadas, frutas) que se encuentran en el mercado de
alimentos. Esas estrategias incluyeron desarrollar una campafia publicitaria demostrando
que la leche es una fuente importante de calcio, vitamina D y proteinas para el desarrollo
de nifios y adolescentes (Nielsen and Popkin, 2004). Se ha desarrollado nuevos empaques
y tamafos mds atractivos para el consumidor y que se adapten a los estilos de vida
modernos. Nuevos productos se han integrado al mercado como leche con sabores
(vainilla, chocolate, fresa y guineo), yogurt liquido y leches fermentadas (kéfir) las cuales
estdn ganando popularidad por sus alegados beneficios a la salud (Boor, 2001).

El kéfir es una bebida de leche fermentada que se ha definido como el yogurt del
siglo XXI (Simova, et. al, 2002), comtinmente consumida en la comunidad de Estados
Independientes (Rusia, Polonia, Hungria, Czechoslovakia y Scandinavia). Es un producto
ligeramente alcohdlico y acido que se origind en las montafias Caucasicas de Rusia. Esto
se encuentra entre el Mar Negro y el Mar Caspio, donde tradicionalmente se ha elaborado
en bolsas o recipientes de cuero (Giiven y Giilmez, 2003). Estudios han demostrado los
efectos beneficiosos del kéfir por sus propiedades antioxidantes. Esta bebida de leche
fermentada se ha popularizado recientemente debido a sus propiedades probidticas

(Viljoen, et. al, 2003).



El término probidtico ha surgido recientemente a raiz de ciertos productos lacteos
enriquecidos con bacterias del género lactébacilos y bifidobacterias, denominadas
“benéficas” para la salud del sistema digestivo en su funcién de metabolizar y absorber
los nutrientes (Heller, 2001). Se ha encontrado que dichas bacterias reducen
enfermedades gastrointestinales, inflamatorias, alérgicas, respiratorias, previenen el
céncer y estimulan el sistema inmunolégico (Farnworth, et. al, 2003).

El kéfir puede ser elaborado con leche de vaca, cabra, oveja, camello, bufalo y hasta
con la llamada leche de soya (Viljoen, et. al, 2003). Los granos de kéfir se obtienen de la
fermentacion de la leche cruda a una temperatura de 25 °C. Estos son de color blanco a
amarillo, parecido al arroz cocido o a pequefias cabezas de coliflor. Estos granos al
poseer una estructura especifica, se comportan biolégicamente como organismos viables.
Ellos crecen, se propagan y pasan todas sus propiedades a las siguientes generaciones de
nuevos granos. Los granos son insolubles en agua, gelatinosos y de tamafio irregular
(Britz y Schoevers, 2003). Los granulos de kéfir son mantenidos unidos por un
polisacarido llamado kefiran. Los granos utilizados para la fermentacién de la bebida no
pueden ser reconstituidos, pero son recuperados de la leche amarga y utilizados
repetidamente (Schoevers y Britz, 2003). Cuando se afiaden a la leche se expanden y se
tornan blancos, formando un producto reducido y gelatinoso (Schoevers y Britz, 2003).
La produccion de granos de kéfir estd basada en una continua cultivacion de la leche,
donde resulta en un aumento de biomasa de 5 a 7% por dia. Tan pronto la fermentacién
se ha completado los granos son removidos de la leche con un colador y son introducidos
a la leche fresca (Viljoen, et. al, 2003). Sin embargo, el crecimiento puede ser retardado

si los granos son rociados con agua después de ser colados (Viljoen, et. al, 2003). La



temperatura Optima para llevar a cabo la fermentacion de los granos es 25 °C por 22
horas, pero puede estar en un rango de 22 — 25 °C. La leche con un alto contenido de
grasa puede inhibir el proceso de fermentacion (Britz y Schoevers, 2003). Cuando la
bebida de kéfir se agita, forma espumas y burbujas. La agitacion de la leche bajo en grasa
y la adicion de triptosa o extracto de levadura realzan el aumento de masa de los granos.
Sin embargo, sin la adicién de extracto de levadura o triptosa, los granos aumentan el
doble de su tamafio si se agitan los envases (Britz y Schoevers, 2003).

La bebida de kéfir es refrescante y posee un sabor 4cidico, a causa del acido lactico
producido por las bacterias lacticas. Al tener levaduras estas producen alrededor de 2%
de alcohol y otros productos responsables del sabor y el aroma exético del kéfir (Viljoen,
et. al, 2003). El kéfir es una bebida naturalmente carbonatada al tener di6xido de carbono
producida durante la fermentacion heterofermentativa de la lactosa, lo que le da una
caracteristica refrescante. Otros compuestos producidos durante la fermentacion del kéfir
son el acido propidnico, dcido férmico, acetaldehido, diacetil, acetionina (Giiven y
Giilmez, 2003).

La mayoria de los productos ldcteos fermentados son producidos mediante el uso de
bacterias lacticas como cultivos iniciadores en vez de las levaduras. El kéfir es una
excepcion a la regla, al ser un producto producido por la actividad fermentadora de
bacterias y levaduras (Schoevers y Britz, 2003). La utilizacién de una levadura no
fermentadora de lactosa junto a un cultivo lactico y la adicion de pequefias cantidades de
glucosa son recomendados para el desarrollo de un kéfir de alta calidad (Schoevers y
Britz, 2003). La microflora de los granos de kéfir es bastante estable porque contiene

lactdbacilos, estreptococos, micrococos y también levaduras en una relacion simbidtica



(Viljoen, et. al, 2003). Los granos de kéfir retienen su actividad por afios si se preservan y
se incuban bajo condiciones culturales y fisioldgicas apropiadas (Simova, et. al, 2002).
La flora microbial que predomina en los granulos kéfir consiste de bacterias
homofermentativas y heterofermentativas como Lactobacillus kéfir, L. brevis, L.
helveticus ssp. jugurti, L. caucasicus, L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
kefiranofaciens, L. cellobiosus, L. bulgaricus, L. lactis ssp. Lactis, Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc kéfir, Lactococcus filant,
Lactococcus lactis ssp. Lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus, Streptococcus durans
(Simova, et. al, 2002).

Durante la fermentacion del kéfir, el crecimiento de las bacterias lacticas (108 - 109)
es favorecido sobre el crecimiento de las bacterias acéticas (10° — 10°) y las levaduras
(105 — 106) (Koroleva, 1982). Estudios por Koroleva (1982), han demostrado que los
lactobacilos producen un sin numero de compuestos antimicrobiales. Entre esos
compuestos se encuentran los acidos organicos (4cido acético y lactico), dioxido de
carbono, peréxido de hidrégeno, etanol, diacetil y péptidos. Dichos compuestos pueden
ser beneficiosos en la reduccion de patdgenos y bacterias dafiinas durante la elaboracién
y almacenamiento de alimentos (Koroleva, 1982). También pueden resultar beneficiosos
en la prevencion y tratamientos de desordenes gastrointestinales e infecciones vaginales
(Tahara y Kanatani, 1997; Zamfir, et. al, 1999; Bonadé, et. al, 2001; Messens y De
Vuyst, 2002; Jamuna y Jeevaratnam, 2004).

Las levaduras juegan un rol importante en la fermentacion del kéfir, estas le proveen

un sin nimero de nutrientes esenciales como amino acidos (leucina, valina, lisina, serina)



y vitaminas, alteran el pH, producen etanol y di6xido de carbono (Viljoen, et. al, 2001).
Los granos de kéfir usualmente contienen levaduras que fermentan la lactosa como
Saccharomyces kéfir, S. unisporous, Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Candida kéfir,
Torula kéfir, entre otros (Britz y Schoevers, 2003). La funcién de los microorganismos
que constituyen los granos de kéfir puede incluir la produccién de acido lactico,
antibidticos y sustancias bactericidas, inhibiendo el crecimiento de microorganismos
patogénicos y no deseados en el kéfir (Giiven y Giilmez, 2003).

Existen varios factores que pueden afectar las caracteristicas organolépticas (sabor,
viscosidad, composicidon quimica y microbioldgica) del kéfir. Entre esos factores se
encuentra: la cantidad de indculo afiadido a la leche, la razén de agitacion durante la
fermentacion y la temperatura de refrigeracion después de la fermentacion (Koroleva,
1988).

En las ultimas décadas, algunas cepas de bacterias acido lacticas que pertenecen al
género bifidobacterias y lactobacilos han sido incorporadas en productos alimenticios
para consumo humano, con el objetivo de mejorar la salud humana. Estas son nombradas
bacterias probidticas y son definidas como microorganismos vivos, que mejoran la
digestion y ejercen ventajas a la salud mas alld de una nutricién basica (Corrieu, et. al,
2002). Los productos lacteos fermentados son los mds utilizados como vehiculos
alimenticios para estas bacterias, por su reputacion de productos sanos (Corrieu, et. al,
2002).

El kéfir contiene un sin numero de actividades biolégicas que incluyen efectos
inmunoestimuladores en animales y antitumores, una accién antioxidante mediante la

peroxidacion de lipidos, efectos antidiabéticos, propiedades antibacteriales y antihongos,
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y efectos probidticos o prebidticos (Farnworth, et. al, 2003). Varios estudios en seres
humanos han demostrado que el consumo de kéfir puede reducir niveles de colesterol
(Vujicic, et. al, 1992), y puede actuar como una alternativa del yogurt para mejorar la
digestion de lactosa (Hertzler y Clancy, 2003).

La elaboracion de una bebida fermentada a base de suero acido y leche atiende la
necesidad de utilizar un sub-producto que estd siendo pobremente utilizado en la isla. En
el afio 2005 se desecharon alrededor de 4 millones de cuartillos de este material en
nuestros cuerpos de agua (Trinidad, 2005). El desarrollo de productos a base de leche
ayudaria a diversificar una industria que basicamente depende de un solo producto (leche

fluida).
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Materiales y Métodos

* Recurso del Suero Acido

Para asegurar la uniformidad e inocuidad, el suero acido se elaboré en el
Laboratorio de Leche y sus Productos del Departamento de Industria Pecuaria. La leche
cruda se obtuvo de la vaqueria de la Sub-estacion Experimental en Lajas, Colegio de
Ciencias Agricolas. La leche se pasteurizé a 63 °C por 30 minutos previo a la elaboracién
del queso. El queso blanco se elabor6 calentado la leche a 85 °C y afiadiendo acido
acético para precipitar la caseina, el suero obtenido se recolecté bajo condiciones
sanitarias y fue filtrado y homogenizado previo a su uso. De no utilizarse inmediatamente
para la realizacién de las bebidas fermentadas se mantuvo refrigerado a 5 °C, por un

tiempo no mayor de 24 horas.

* Estandarizacion de la Leche

Al recibir la leche de la vaqueria se le determind el por ciento de grasa utilizando
la prueba de Babcock (AOAC, 989.04). Una vez se determinaba el valor, se procedia a
descremarla para obtener la crema y la leche descremada, que luego eran pasteurizadas y
homogenizadas. La leche se estandarizaba a 3.1% de grasa para que hubiese uniformidad
entre las replicaciones, utilizando férmulas de balance de masas, se mezclaron las
proporciones de crema y leche requeridas. Se verificaba que la estandarizacién de la

grasa estuviera correcta realizando una prueba de Babcock.
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« Neutralizacién de la Acidez del Suero Acido Antes de la Fermentacién

El suero 4cido posee un pH de 4.6, para permitir la fermentacion de las bacterias

lacticas, el pH se neutralizé a 6.6 utilizando una solucién de hidréxido de sodio (NaOH)

6N.

¢ Desarrollo de un Proceso de Manufactura para Obtener una Bebida Fermentada

a.

Inclusién de Suero Acido a la Leche

Se prepararon las siguientes formulaciones: 0% de Leche / 100% de Suero,
25% de Leche / 75% de Suero, 50% de Leche / 50% de Suero, 75% de Leche /
25% de Suero, y 100% de Leche / 0% de Suero. De cada formulacién se
deposité 400 ml por separado en matraces Erlenmeyer con tapa de rosca de
500 ml previamente rotulados para cada formulacion. Una vez las mezclas de
leche y suero acido estuvieron preparadas en sus respectivos envases se les
afiadi6 un in6culo comercial. Este proceso se llevo a cabo una vez durante tres

replicaciones.

. Tipo y Condiciones de Cultivos para los Microorganismos Iniciadores

Se utilizd un indculo comercial de kefir (“Kefir Starter”, Body Ecology™,
Decatur, GA) como microorganismos iniciadores. El nivel de inoculacion para
las cinco formulaciones fue de 2.0%, una vez depositado el indculo en cada
envase se procedié agitarlos rigurosamente para mezclar el indculo con el
contenido de cada envase. Luego se incubaron en una incubadora (Fisher

Scientific Isotemp Incubator) a 25 °C, por el tiempo que fuera necesario hasta
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que las bebidas fermentadas alcanzaran un pH final de 4.4. El tiempo de
incubacion fluctué entre 16 a 24 horas. Al finalizar la fermentacion los
distintos envases fueron almacenados en un refrigerador (GE™) a 5 °C para
detener la fermentacion y poder ser utilizados posteriormente para los

distintos analisis. Este proceso se realizé una vez durante tres replicaciones.

Acidez Titulable y pH

A todas las bebidas fermentadas se le midi6 su acidez y pH al inicio (Oh) y al
final de la fermentacion cuando alcanzaran un pH aproximado de 4.4
(Athanasiadis, et. al, 2004). Durante el periodo de 16 a 24 horas de la
fermentacion se midié el pH durante cada hora hasta que las formulaciones
alcanzaran el pH de 4.4. La acidez se midi6 en base al por ciento de acido
lactico titulando con una solucién de NaOH O0.IN, utilizando fenolftaleina
como indicador. Para medir el pH se utilizé un potenciémetro (Accumet

Basic, AB 15 pH Meter, Fisher Scientific).

¢ Analisis Proximal

a.

Sélidos Totales y Humedad

El por ciento de sélidos totales (AOAC, 925.23) se determiné secando 3
gramos de la bebida fermentada en un horno convencional por 16 horas a 100
°C. Al cabo de las 16 horas se calculd el por ciento de solidos totales por la

diferencia en masa. La humedad se calcul6 restando el por ciento de sélidos
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totales a un valor de 100. Este proceso se llevo acabo por duplicado para cada

formulacion durante las tres replicaciones.

Grasa

El por ciento de grasa de las bebidas fermentadas se determiné mediante el
método de Mojonnier (AOAC, 989.05). Este método consistio en depositar en
un frasco de extraccion de grasa, 10 gramos de la bebida fermentada, que fue
pesado en una balanza analitica de 4 lugares decimales (Accu-124, Fisher
Scientific). A la muestra se le afiadié 1.5 mL de hidréxido de amonio para
neutralizar cualquier 4cido presente y disolver la caseina. Se afiadieron 3 gotas
del indicador fenolftaleina para poder observar la interfase entre las capas
organica y acuosa durante la extraccion. Luego se afiadieron 10 ml de alcohol
etilico, 25 ml de éter dietilico y 25 ml de éter de petrdleo. Durante la adicion
de cada uno de los reactivos se agitaron los frascos por alrededor de 2
minutos. Una vez se afadieron todos los reactivos se dejé reposar el frasco de
extraccion por 30 minutos, al cabo de ese tiempo se extrajo la fase organica y
se depositd en un plato de cristal previamente pesado. La extracciéon de la
grasa se repitio dos veces. Después que se extrajo la fase organica, se procedid
a evaporar los solventes en una plancha caliente (Isotemp Hotplate, Cat. No.
11-600-49H/7.4A). Por ultimo, el plato de cristal se colocé en el horno por 10
minutos a 100 °C, y se dejo enfriar en un desecador por alrededor de 15

minutos. Se peso el plato de cristal y se obtuvo el por ciento de grasa por la
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diferencia en masa. Este proceso se llevo acabo por duplicado para cada

formulacion durante las tres replicaciones.

Proteina

El por ciento de proteina de las bebidas fermentadas se determiné mediante el
método de Kjeldahl (AOAC, 920.105). Este método consistié en pesar 0.120 a
0.150 gramos de la muestra en un plato de pesada al cual se afiadié 2 ml de
agua destilada para poder ser transferida. Luego se transfirié la muestra a un
tubo de digestion de 100 mL al cual se le agregd un agente catalizador de
sulfato de potasio (K»SOs) y sulfato de cobre (CuSO4) y 7 ml de 4cido
sulfurico. Después se procedid a colocar los tubos en un bloque de digestion
(2020 Digestor, Foss Tecator) donde fueron calentados a 350 °C por alrededor
de 3 a 4 horas o hasta que las muestras se tornaron verde esmeralda. Al
finalizar ese tiempo se sacaron los tubos del bloque de digestion y se dejaron
enfriar en una gradilla. A los tubos (frios) con la muestra digerida se le afiadi6
40 ml de agua destilada en 2 porciones para disolver los cristales formados. La
solucién de los tubos de digestion fue transferida a los tubos de destilacion.
Las muestras se destilaron en un destilador (RapadStill 1I, Model 65200,
Labconco) afiadiendo 25 mL de una solucién de acido bérico al 4% vy
hidréxido de sodio concentrado. La destilacion se llevo a cabo por 8 minutos y
al finalizar la misma, el liquido destilado fue titulado con una solucién de HCI
0.IN. La cantidad de nitrégeno en las muestras fue determinado con una

reaccion estequiométrica entre los moles de borato y moles de nitrogeno. La
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proteina total en las muestras fue calculada usando una constante de 6.38. Este
proceso se llevo acabo por duplicado para cada formulacidon durante las tres

replicaciones.

* Viscosidad

La viscosidad de las bebidas fermentadas (100% leche / 0% suero, 75% leche /
25% suero y 50% leche / 50% suero) fue medida utilizando un viscosimetro (Brookfield
LVDV III) con un agitador #2. Para medir la viscosidad del suero acido (100% suero /
0% leche) y la bebida fermentada de 25% leche / 75% suero se utilizé el mismo equipo
pero con un adaptador A-10 UL. A la hora de medir la viscosidad de una de las bebidas
fermentadas se procedia a depositar 300 ml de la bebida en un vaso de 500 ml. Luego se
llevaba el vaso con la muestra al viscosimetro para medir su viscosidad. Este proceso se

llevo acabo una sola vez para cada bebida fermentada durante las tres replicaciones.

* Acido Lactico

La cantidad de é&cido lactico de las bebidas fermentadas fue determinado
utilizando un andlisis bioenzimdtico (D-Lactic Acid / L-Lactic Acid, R-Biopharm, Cat.
No. 11-112-821-035). Las muestras se filtraron utilizando un filtro (Millipore Syringe
Driven Filter Unit 25mm 0.22xm) para eliminar cualquier impureza y ponerla incolora.
Se diluyeron a una razén de 1/100 para que leyeran dentro del largo de onda de 340 nm.
Se ajust6 el pH de las muestras con una solucién de NaOH 1N a un pH de 8-10 y se
incubaron por alrededor de 15 minutos. Se procedié a preparar asépticamente las

muestras en cubetas desechables siguiendo las indicaciones que acompanaban al ensayo
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bioenzimatico. Una vez preparadas las muestras se midid la absorbancia de las mismas
utilizando un espectrofotometro (Back Scientific 100 Vis Spectrophotometer, Model
6300, Serial Number: 6370). El por ciento de dcido lactico en las muestras se determiné
utilizando el valor de absorbancia junto a unas formas estereo-isomericas. Este proceso se
llevo acabo por duplicado para cada una de las bebidas fermentadas durante las tres

replicaciones.

* Recuento de Bacterias Lacticas

La poblacién de bacterias l4cticas fueron enumeradas por métodos descrito por
Marshall (Marshall, R. T. 1992). Este método se llevo acabo antes de iniciar la
fermentacién (Oh) y al finalizar la fermentacidén cuando las distintas bebidas fermentadas
alcanzaron un pH de 4.4. Antes de iniciar la fermentacion se realizaron diluciones
seriadas de 10™ a 10 para cada una de las bebidas fermentadas. Se transfirié 1.0 ml de
cada dilucion a placas Petri a las cuales se les afiadi6 el medio de cultivo Man, Rogosa y
Sharpe “MRS” utilizando la técnica de vertido en plato. Platos duplicados de cada
dilucién fueron preparados y colocados en una jarra anaerébica a las cuales se les
colocaban absorbedores de oxigeno o “Gas Pack™” (BD BBL™ Gas Pack™ Plus
Anaerobic System Envelopes with Palladium Catalyst, Bacton, Dickinson and Company)
e indicadores anaerébicos (BBL™ ). Una vez cerrada la jarra anaerdbica fue colocada en
una incubadora (Isotemp Incubator, Fisher Scientific) por 48 horas a una temperatura de
35 °C £ 2 °C. Al cabo de las 48 horas se contabiliz6 el nimero de colonias de los platos

usando un contador de colonias (Bantex Colony Counter, Model 920A). Una vez
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finalizada la fermentacion de las bebidas fermentadas se llevo acabo el mismo método

con la tnica excepcidn de que se realizaron diluciones seriadas de 10°a107.

« Analisis de Acidos Orgénicos y Compuestos Volatiles

Para determinar la compuestos voldtiles y dcidos orgdnicos de las bebidas
fermentadas se utilizd la técnica de Microextraccion en Fase Solida (SPME, por sus
siglas en inglés) (Pawliszyn, 1999; Ueda, K., et. al, 1990) y el instrumento cromatdgrafo
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS, por sus siglas en inglés) para la
separacion e identificacion de los compuestos.

Para el analisis extractivo se utilizo la técnica de Microextraccion en Fase Solida
(SPME), donde se emple6 wuna fibra bi-polar, 2cm-50/30um, hecha de
Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/Carboxen/PDMS) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Después de acondicionada por una hora a 270 °C, la fibra fue
colocada en el inyector del cromatdgrafo de gas (GC modelo 6890 de la compafiia
Hewlett Packard) con wuna columna no polar BP1 (Fase estacionaria) 100%
dimetilpolisiloxano (SGE, part. No. 054047, Texas, USA) de 25 metros de largo, 0.22
mm (didmetro interno y un espesor de pelicula de 0.25 ym).

Se corrieron estandares de acetoin, acetaldehido y etanol. Muestras de las bebidas
fermentadas fueron almacenadas en tubos de ensayos con tapa de rosca y colocadas en
una gradilla a una temperatura de -20 °C en un congelador (GE™ ) hasta que fueron
analizadas. Las mismas fueron descongeladas justo antes de llevar a cabo el andlisis. Se
pesé 10.0000 + 0.010g de cada una de ellas en una balanza analitica (Modelo LA-110), y

se colocaron en envases de 40 mL (Clear vial, part. No. 27184, Supelco, Bellefonte, PA,
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USA) con tapa plastica de rosca y septo de teflon (White faced, 20mm de didmetro,
0.125” de espesor, part. No. 2637505, Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Una vez preparada las muestras, los envases se colocaron en un bafio de
recirculacion (Modelo RM6 de la compafiia Brinkman MGW Lauda), a una temperatura
de 85 °C. Inmediatamente después, el septo de la tapa fue perforado con una aguja de
acero inoxidable anexada a un microprocesador de temperatura de la compania Omega
Engineering, Inc. (Modelo HH21), para medir la temperatura de la fraccion volatil de la
muestra. Cuando el espacio de cabeza “headspace” alcanz6 una temperatura de constante
de 85 °C se perforé nuevamente el septo con la aguja del dispositivo manual del SPME y
se expuso la fibra (empujando el émbolo hacia abajo) en el espacio de cabeza de la
muestra por treinta minutos.

Al cabo de los treinta minutos luego de la extraccion de los compuestos voldtiles
por parte de la fibra, esta se retird del envase para ser introducida al inyector del GC/MS.
El inyector estuvo equipado con una camisilla de vidrio, “liner” de 0.75 mm de diametro
interior (Inyeccion SPME, part. No. 2637505, Supelco, Bellefonte, PA, USA) y un septo
(Thermogreen LB-2, Supelco, Bellefonte, PA, USA), operado a modo de inyeccion
“splitless” a 220 °C con presion constante de 8 psi y un tiempo de purga de 5 minutos. La
temperatura del cromatdgrafo estuvo a 40 °C por 5 min. y luego una rampa de 10 C/min
hasta 220 °C por 5 minutos. Los pardmetros del espectrometro de masas (MS), (Modelo
5973 de la compania Hewlett-Packard) eran un sistema de ionizacién por impacto de
electrones operado a 70 eV, a temperatura de cimara de ionizacion de 250 °C, a razén de

barrido de intérvalo de masa de 35 a 350 uma, y operado con un analizador mdsico
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cuadrupolar, con el programa HP-Chem, Enhanced Chemstation, version 4.03.00-1996 de
la compaiia Hewlett Packard.

Una vez transcurrido el tiempo de desorcion optimizado, se retrajo la fibra y se
retird el dispositivo SPME del equipo. El detector, junto con el programa de la
computadora, generé un cromatograma con una serie de picos o compuestos identificados
en cada muestra. El cromatograma, también llamado cromatograma de iones totales
(CIT) es una grafica o espectro de masa de la funcion de la abundancia versus tiempo de
elusion o tiempo de retencion de cada compuesto de la muestra. Se compararon los
espectros de masa correspondientes a cada uno de los componentes que se observaron en
los cromatogramas reconstruidos de cada muestra (CIT) con los espectros del banco de
datos de los programas de la biblioteca electrénica de espectros de masa en formato CD-
ROM, Wiley Registry of Mass Spectral Data, 6 edicién, 1998 de 230,000 compuestos y
Wiley Registry of Mass Spectral Data, 7™ edicién, 2003 de 390,000 compuestos de la

compafiia Palisade Corporation, USA.

* Analisis Sensorial

Se hizo una prueba de andlisis sensorial a las bebidas fermentadas con el
proposito de determinar si los panelitas detectaban diferencias entre las formulaciones. Se
utiliz6 una prueba de diferencia general llamada Dos-de-Cinco. Las bebidas fermentadas
que se analizaron fueron las elaboradas con 100% Leche y 75% Leche / 25% Suero. Se
les pidi6 a los panelistas que probaran cinco muestras y que escogieran cuales eran las

dos muestras iguales entre si. Las muestras estaban aleatoriamente rotuladas con cifras de
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tres digitos. En esta prueba participaron 20 panelistas de la poblacion de estudiantes y

empleados del Colegio de Ciencias Agricolas (Meilgaard, et. al, 1991).

* Analisis Estadistico

Todos los datos adquiridos para analisis estadistico fueron evaluados utilizando el
programado InfoStat® (Version 2006e.1). Segun la complejidad de la investigacion, los
datos fueron clasificados como un disefio de bloque completamente aleatorizado y se

analizaron mediante pruebas de andlisis de varianza, regresion lineal simple y Tukey.
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Resultados y Discusion

* Analisis de pH

El pH de las bebidas fermentadas al inicio de la fermentacién (0 hora) fluctuaba
entre 6.6 a 6.8 (Cuadro 1), debido a que el suero dcido (pH 4.6) incorporado en las
distintas formulaciones fue neutralizado con el prop6sito de permitir la fermentacion de
las bacterias dcido léacticas. Al finalizar la fermentaciéon que tomé alrededor de
veinticuatro horas, el pH de las bebidas fermentadas fluctuaba entre 4.38 a 4.48 (Cuadro
1), esto nos sugiere de que si ocurrié6 produccién de 4cido lactico por parte de las
bacterias lacticas ya que se redujo el pH de las leches fermentadas. Corrieu, et. al, (2002)
indica que en la preparacién de leches fermentadas, el tiempo de fermentacion para
alcanzar un pH de 4.5 es sobre de veinte horas que es similar al tiempo que tomaron las
bebidas fermentadas bajo las condiciones de este estudio.

La formulaciones mds acidas al final de la fermentacion fueron la de 100% Leche
y 75% Leche / 25% Suero mientras que la menos dcida fue la de 100% Suero, lo cual
indica que el pH de las muestras varié de acuerdo a la cantidad de suero afiadido (Cuadro
1). Al realizar un modelo matematico que estimé un R* = 0.68 para el pH al inicio de la
fermentacién, podemos observar que el pH disminuye a medida que aumenta la cantidad
de suero en las fomulaciones. Este resultado era lo que esperdbamos al incorporar el
suero a las bebidas fermentadas.

Una vez finalizada la fermentacién se encontrd una relacién inversa entre la
cantidad de suero afiadido y el pH obtenido (P > 0.05) (Cuadro 1) donde observamos que
a mayor cantidad de suero afladido menor es el pH de la bebida fermentada. En parte esto

se debe a que el contenido de azicares presentes en el suero es menor que en la leche. La
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otra razon se debe a que las bacterias lacticas son las responsables de llevar a cabo la
fermentacion de aziicares en las bebidas fermentadas, por tal razén las bebidas que
contengan mayor contenido de azucares en su composicion van hacer mas acidas.

El cambio en pH demostré una relacién lineal de (P < 0.05) (Cuadro 1) que a
medida que aumento la concentracion de suero en la formulacién disminuy6 el cambio en
pH. Esto significa que desde el principio hasta finalizar la fermentacion el cambio en pH
fue significativo para la bebida fermentada de 100% Suero en comparacion a las de 75%
Leche / 25% Suero y 100% Leche.

Al realizar el andlisis estadistico sobre las diferencias en pH entre las distintas
bebidas fermentadas, se encontré que el pH al inicio de la fermentacion (Cuadro 1), la
formulacién de 75% Leche / 25% Suero fue la que obtuvo el pH mas bajo entre el resto
de las bebidas fermentadas. También encontramos que para el pH al inicio de la
fermentacidn, hubo diferencias significativas entre la bebida fermentada de 100% Suero y
la de 100% Leche. Sin embargo, para el pH al final de la fermentacién no se encontrd
ninguna diferencia significativa entre las bebidas fermentadas. Para el cambio en pH se
encontrd diferencias significativas con las formulaciones de 100% Leche y 75% Leche /
25% Suero en comparacion con la bebida fermentada de 100% Suero. Lo que esto
significa que en ambas bebidas la actividad fermentativa de las bacterias fue mas
acelerada al comparar con las otras bebidas fermentadas.

El pH es un factor importante que puede afectar grandemente la calidad de un
producto fermentado durante el proceso de fermentacion (Athanasiadis, et. al, 2004). En
un trabajo realizado por Athanasiadis demostr6 que el pH final del kéfir esta relacionado

con el tiempo de fermentacion de las azicares, los niveles de diéxido de carbono y los
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compuestos volatiles formados durante fermentaciéon de las bebidas como el kéfir

(Athanasiadis, et. al, 2004).

Cuadro 1: Valores promedio de pH y desviacion estandar de las distintas bebidas

fermentadas
pH

Formulacion 0 Horas 24 Horas A pH
100% Leche 6.80 +0° 439 +0.08" 241°
75% L /25% S 6.73 +0.02*° 438 +0.09" 2.35°
50% L /50% S 6.70 + 0.02*" 443 +0.06° 2274
25% L /75% S 6.65 + 0.05*° 444 +0.11 2.21%°
100% Suero 6.60 +0.10° 448 +0.07° 2.122

> Supercritos diferentes en una misma columna difieren p < 0.05

* Acidez Titulable

La acidez titulable es una medida de la cantidad de 4cido lactico producido en la
leche durante la fermentacion. La acidez titulable y el pH exhiben una correlacion débil.
Pero cuando inicia la produccion de dcido, la acidez titulable aumenta
proporcionalmente, mientras que el pH disminuye (Walstra, 1999). Esto se debe a la
fermentacion lactica propiciada por las bacterias (lactobacilos) presentes durante la
elaboracion de las bebidas fermentadas.

A las distintas bebidas fermentadas se les midid la acidez titulable con el
propdsito determinar indirectamente la actividad fermentativa de las bacterias lacticas
durante el transcurso de la fermentacion. La acidez de las bebidas fermentadas al inicio
de la fermentacién fluctué entre 0.11 — 0.13%, la cual es la acidez normal de la leche
fresca. Al finalizar la fermentacion, la acidez titulable de las bebidas fermentadas fluctué

entre 0.29 — 0.50% (Figura 1).
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Al realizar un andlisis estadistico sobre las diferencias entre las bebidas
fermentadas a través de los muestreos se encontré que para la acidez titulable al inicio de
la fermentacion, al final de la fermentacion y para el cambio en acidez titulable no se
encontraron diferencias significativas entre las bebidas fermentadas. Estos resultados
demuestran que las bebidas fermentadas tuvieron actividad fermentativa similar. Este
resultado era lo que esperdbamos, que no hubiera ningun tipo de cambio significativo
entre las distintas bebidas fermentadas durante el proceso fermentativo.

Klupsch, (1984) reporté que durante la fermentacion del kefir el pH fue de 4.4
después de 18 horas a 25 °C hasta 28 °C y la acidez titulable fue de 1.01% con una
adicion de 0.4% de glucosa. En el presente estudio el pH fluctué de 4.38 hasta 4.48 por
alrededor de 24 horas y la acidez titulable de 0.29 — 0.50% sin la adicion de glucosa para
las bebidas fermentadas. La adicion de glucosa a una bebida fermentada provee una
fuente adicional de sustrato que las bacterias utilizan para producir mds acido lactico y

por lo tanto, contribuye a disminuir el pH y aumentar la acidez titulable.
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Figura 1: Valores de acidez titulable al inicio y al final de la fermentacion para las
distintas bebidas fermentadas

% Acidez Titulable

100% Leche 75% L /25% S 50% L /50% S 25% L/75% S 100% Suero
Formulaciones

\l Inicio de la Fermentacion B Final de la Fermentacion \

Los corchetes en las barras representan valores de desviacion estindar
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e Composicion Quimica de las Bebidas Fermentadas

Los so6lidos totales en la leche al igual que en una bebida fermentada se componen
de grasa, lactosa, proteinas y minerales. Existen diversos factores que afectan la
composicion fisico-quimica y la calidad microbioldgica de la leche. Dentro de esos
factores se encuentra el ambiente (clima, humedad, temperatura, etc.), la alimentacion, la
desinfeccion e higiene ambiental al momento del ordefio, entre otras cosas. La leche
fresca normalmente posee de un 12 a 13% de sélidos totales (Walstra, et. al, 1999).

Al finalizar la fermentacion de las bebidas fermentadas se determind el por ciento
de solidos totales. En el cuadro 2 podemos ver que las formulaciones con mayor cantidad
de sdlidos totales en su composicion fueron la de 100% Leche (11.2% ST) y 75% L /
25% S (9.6% ST). También podemos observar, que a medida que se aumento la cantidad
de suero en las distintas formulaciones disminuy6 la cantidad de sdlidos totales. Este
resultado era lo que esperdbamos que sucediera al aumentar la cantidad de suero. Esto se
debe a que la cantidad de solidos totales del suero es mucho menor que el de la leche. El
suero al ser un sub-producto de la elaboracion del queso, retiene alrededor del 50% de los
nutrientes de la leche, mientras que el resto de los sélidos totales permanece en el queso.

Se realiz6 un modelo matematico que estimé un R*=0.97 para los solidos totales
de las distintas formulaciones. Lo que este andlisis demostrd fue que a medida que se
aumento la cantidad de suero a las formulaciones disminuy6 la cantidad de sé6lidos totales
en estos.

En el anélisis sobre las diferencias entre las bebidas fermentadas se encontrd que
para los solidos totales (Cuadro 2) hubo diferencias significativas para todas las bebidas

fermentadas. En el cuadro 2 observamos, que a medida que se aumentd la cantidad de
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suero que se afiadid a las bebidas fermentadas disminuy6 el por ciento de sélidos totales.
En parte esto se debe a que la composicién del suero es bien diferente al de la leche, por

tal razon hay diferencias significativas bien marcadas entre las bebidas fermentadas.

Cuadro 2: Composicion Quimica de las Bebidas Fermentadas

Componente 100% Leche | 75% L/25% S | 50% L /50% S | 25% L/75% S | 100% Suero
% Solidos Totales | - e 9.60d 8.20¢ 6.70b 5302
% Grasa 3.15¢ 2.54¢ 1.70P 1.16P 0272
% Proteina 5 90€ 2 90bse 1752b¢ 0.873:b 0.712

La grasa de la leche juega un rol bien importante en las propiedades estructurales
de la mayoria de los productos lacteos. En adicién es un componente critico en la
mayoria de los productos lacteos, éstas a su vez disfrutan de un amplio uso como
ingrediente por que imparten a las comidas propiedades altamente deseables (Pilhofer, et.
al, 1994). Algunos de los atributos funcionales cominmente asociados a la grasa de la
leche son el sabor y las propiedades fisicas de firmeza, dispercidad y lubricidad. Estos
atributos funcionales que las grasas de la leche imparten a un alimento dependerédn de la
aplicacion que se le de al producto (Kaylegian, 1994).

Si observamos el cuadro 2 podemos observar que las formulaciones con un mayor
por ciento de grasa fueron las de 100% Leche / 0% Suero (3.15% grasa) y la de 75%
Leche / 25% Suero (2.54% grasa).

El yogurt es un producto fermentado, pero antes de afiadirle saborizantes este

posee no menos de 3.25% de grasa lactea (Trachoo, 2002). La leche en Puerto Rico debe
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contener un minimo de 3.25% de grasa para cumplir los requisitos de ley. Segun los
resultados de este estudio la proporcion de 100% Leche / 0% Suero (3.15% grasa) posee
un por ciento de grasa similar a la leche fresca regular y a un yogurt entero (3.25%
grasa). De acuerdo a la literatura el suero posee alrededor de 0.3% de grasa.
(Athanasiadis, et. al, 2002), que es un valor similar al obtenido en la bebida fermentada
con 100% Suero (0.27%).

Al realizar un analisis de regresion lineal se encontré un modelo matematico que
estim6 un R* = 0.96 para el por ciento de grasa de las bebidas fermentadas. Lo que esto
significa que a medida que se aumentd la cantidad de suero en las distintas bebidas
fermentadas disminuyo el por ciento de grasa. En parte esto se debe a que la leche (3.1%
grasa) utilizada en este estudio poseia mayor por ciento de grasa en su composicion que
el suero (0.1% grasa) utilizado. Por tal razon las bebidas fermentadas con menor por
ciento de suero van a tener mayor por ciento de grasa en su composicion, esto es una
relacion directamente proporcional.

En el andlisis sobre las diferencias entre las bebidas fermentadas encontramos que
para el por ciento de grasa hubo diferencias significativas entre las formulaciones. En el
cuadro 2 podemos observar que la proporciéon de 100% Suero es significativamente
diferente del resto de las bebidas fermentadas por su bajo contenido en por ciento de
grasa. Las proporciones de 100% Leche y 75% Leche / 25% Suero no son
significativamente diferentes entre si, al igual que las proporciones de 50% Leche / 50%
Suero y 25% Leche / 75% Suero. Al observar el cuadro 2 podemos ver que se da el
mismo acontecimiento que ocurre en los sélidos totales, que a medida que se aument6 la

cantidad de suero en las formulaciones, disminuyé el por ciento de grasa.
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Las proteinas son compuestos quimicos muy complejos que sirven como
ingredientes en los alimentos. Como ingredientes, estas brindan funciones de estabilidad,
volumen y estructura a los alimentos (Ferndndez-Martin, 1972). Las proteinas de la leche
son bien conocidas por su alto valor nutricional y por la versatilidad de sus propiedades
funcionales en los productos lacteos (De Wit, 1998)

Al observar el cuadro 2 podemos observar que las formulaciones con mayor por
ciento de proteina en su composicion fueron las de 100% Leche (2.92% proteina) y la de
75% Leche / 25% Suero (2.20% proteina). Renner y Renz-Shaven (1986) en su estudio
sobre los valores nutricionales y la composicion quimica del kéfir reportaron que éste
posee alrededor de 3.3% de proteina en su composicion. La leche fresca de vaca al igual
que el kéfir posee alrededor de 3.3% de proteina. Segun los resultados de este estudio la
formulacion de 100% Leche (2.92% proteina) posee casi el mismo por ciento de proteina
que la leche fresca y el kéfir (3.3% proteina).

Al realizar un modelo matematico que estimé un R*=0.77 para el por ciento de
proteina de las bebidas fermentadas. Lo que este andlisis demostrd es que a medida que
se aumento la cantidad de suero a las distintas formulaciones de las bebidas fermentadas
disminuyd el por ciento de proteina. Esto se debe a que la composicidn fisico-quimica del
suero posee menor cantidad de sélidos totales, por ciento de grasa y proteina que la leche
fresca de vaca. Por tal razon, las formulaciones con mayor cantidad de leche en su
composicion van a tener mayor por ciento de proteina.

Se realiz6 un andlisis estadistico donde se encontr6 que hubo diferencias
significativas en el por ciento de proteinas para las bebidas fermentadas. En el cuadro 2,

podemos ver que la formulacién de 100% Suero es significativamente diferente de las
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bebidas fermentadas (100% Leche, 75% Leche / 25% Suero). También podemos observar

que la bebida fermentada de 100% Suero es la de menor contenido de proteina.

* Viscosidad

La viscosidad es una medida de resistencia para el flujo de un fluido (Toledo,
1994). Los fluidos de alta viscosidad presentan mayor resistencia para fluir mientras que
los fluidos de baja viscosidad fluyen con mayor facilidad. La fuerza con la que una capa
de fluido en movimiento arrastra consigo a las capas adyacentes de fluido determina su
viscosidad. La determinacién de la viscosidad de un fluido se lleva a cabo mediante un
equipo llamado viscosimetro (Toledo, 1994).

La viscosidad de un fluido es afectada por su temperatura. Es por eso que a mayor
temperatura disminuye la viscosidad de los liquidos. Los liquidos, tipicamente se
consideran como fluidos incompresibles, lo que significa que tienen un volumen
constante atn al ser sometidos a compresion (Toledo, 1994).

En términos generales, el comportamiento de la viscosidad se clasifica en dos
grandes grupos: “Newtoniano” y “No Newtoniano”. La clasificaciéon de un producto en
estas categorias depende del valor del “indice de flujo” (n) en el modelo conocido como

“Power Law”.
T=Ky"
En este modelo, cuando n = 1, el fluido se conoce como Newtoniano, de lo
contrario, el fluido es No Newtoniano. Dentro de esta dltima categoria, se pueden

diferenciar dos casos. Si n < 1, se conoce como un fluido pseudopléstico. Si, por el

contrario, n > 1 se conoce como un fluido dilatante. El indice de flujo da una idea de
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como se comporta el fluido al ser sometido a movimiento, es decir, si se va a mostrar mas
espeso 0 menos espeso con aumento en la velocidad de flujo.

El modelo “Power Law” también requiere la determinacion del llamado indice de
consistencia (K) para establecer la relacion de viscosidad para un fluido en particular.
Este indice ofrece una idea de cuén espeso es el producto cuando estd en reposo.

El cuadro 3 presenta los valores de los indices para las distintas formulaciones bajo
estudio. De aqui se pueden realizar varias observaciones.
* Todas las bebidas presentaron un comportamiento pseudopldstico, excepto la
formulacion de 100% Suero, que presentd un comportamiento dilatante.
* El indice de flujo aument6 con la proporcién de suero en la formulacién. Debe

recalcarse que entre las formulaciones de 100% Leche y 75% Leche / 25% Suero,

la diferencia entre los indices obtenidos no fue significativamente diferente (a =

0.05).
* El indice de consistencia aument6 con la proporcion de suero en la formulacién.
Esto no se cumplid para la formulaciéon de 100% leche (0% Suero).

En el cuadro 2 se observd que las formulaciones con mayor cantidad de sélidos
totales en su composicion fueron las de 100% Leche y 75% Leche / 25% Suero; de igual
manera ocurrié en la figura 2 donde podemos observar que las formulaciones mas
viscosas, en base al indice de consistencia, fueron las de 100% Leche y 75% Leche / 25%

Suero.
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Cuadro 3: Valores de n y K para las bebidas fermentadas

Formulacion n K (Pa.s")

100% Leche 0.2804 36.27
75% Leche / 25% Suero 0.2776 51.65
50% Leche / 50% Suero 0.3653 11.21
25% Leche / 75% Suero 0.7261 4775

100% Suero 1.5750 0.0009

Figura 2: Valores de viscosidad al final de la fermentacion para las distintas

bebidas fermentadas
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* Acido Lactico

La produccion de acido l4ctico en una bebida fermentada como el kéfir se debe a
una fermentacion lactea, llevada a cabo por bacterias lacticas en condiciones anaerdbicas.
Lo que ocurre durante esta fermentacion es que las bacterias lacticas transforman la
lactosa en dcido lactico. El 4cido lactico producido por estas bacterias le confiere al kefir
ese sabor ligeramente acido. Por tal razén el 4cido lactico es un componente esencial en
la mayoria de los productos lacteos fermentados.

El kéfir es una bebida fermentada que contiene entre 0.6% a 0.9% de acido lactico
(Libudzisz y Piatkiewicz, 1990). El yogurt es un producto fermentado, pero antes de
afiadirle saborizantes este posee no menos de 0.9% de 4cido lactico (Trachoo, 2002). Para
medir el por ciento de acido lactico de las bebidas fermentadas se utilizd un ensayo
bioenzimatico. En la figura 3 se observa que las formulaciones con mayor por ciento de
4cido lactico fueron las de 100% Leche (0.89% Acido Lictico) y 25% Leche / 75% Suero
(0.87% Acido Léctico). El por ciento de acido lactico de las bebidas fermentadas fluctué
entre 0.83% a 0.89%. Estos valores son similares a los obtenidos en investigaciones
parecidas a esta por Libudzisz y Piatkiewicz, 1990 y Trachoo, 2002.

Al realizar un andlisis de regresion lineal (P > 0.05) se encontr6 que no hubo
diferencias significativas en el por ciento de 4cido l4ctico entre las bebidas fermentadas.
A finalizar la fermentacion de las bebidas fermentadas no se encontraron diferencias
significativas en pH, acidez titulable y el por ciento de acido lactico, esto nos podria
indicar que a pesar de las diferencias significativas en la composicion de las

formulaciones la actividad fermentativa fue similar.
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Figura 3: Valores de 4cido lactico al final de la fermentacion para las distintas
bebidas fermentadas
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* Analisis Microbiologico

Las distintas bebidas fermentadas fueron elaboradas con un cultivo iniciador de
microorganismos (“Kefir Starter”, Body Ecology™ , Decatur, GA), que segun la literatura
que acompafiaba dicho producto, estd compuesto de las bacterias lacticas: Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
Diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris y Lactobacillus Kefyr y de las
levaduras: Saccaromyces unisporus y Klyveromyces marxianus var. marxianus. Las
bacterias lacticas que contiene este cultivo iniciador se pueden clasificar en
homofermentativas y heterofermentativas. Las bacterias homofermentativas (Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
diacetylactis) son aquellas que producen acido l4ctico como producto final del proceso de
fermentacion (Jay, 2003). Mientras que las bacterias heterofermentativas (Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris y Lactobacillus Kefyr) producen acido lactico mds otros
compuestos tales como acido acético, diéxido de carbono y etanol (Jay, 2003).

Las bacterias lacticas del género Lactococcus contribuyen a una acidificacion
rapida de las distintas bebidas fermentadas durante las primeras horas de fermentacion.
Mientras que las bacterias lacticas del género Leuconostoc contribuyen al sabor peculiar
de las bebidas fermentadas. Las bacterias lacticas son de suma importancia en la
elaboracion de una amplia gama de productos lacteos fermentados, ya sean liquidos como
el kefir, o semisdlidos y sélidos, como el yogurt y el queso.

Las levaduras presentes en el cultivo iniciador eran Saccaromyces unisporus y
Klyveromyces marxianus var. marxianus. Saccaromyces unisporus, esta es una levadura

no fermentadora de la lactosa que produce alcohol y didxido de carbono a partir de
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glucosa. Klyveromyces marxianus var. marxianus, es una levadura fermentadora de
lactosa que es responsable de la formacién de diéxido de carbono y contribuye al sabor y
aroma de las bebidas fermentadas (Simova, et. al, 2002).

El crecimiento inicial de bacterias lacticas en las distintas bebidas fermentadas
fluctud entre 6.60 a 6.10 Log CFU/mL y no hay diferencias significativas para estos
valores (Figura 8). Esto indica que las distintas bebidas fermentadas comenzaron la
fermentacion con una cantidad similar de indculo.

Mientras que al finalizar la fermentacion la poblacién de bacterias lacticas
fluctud entre 8.90 a 8.23 Log CFU/mL. En la figura 4 se observd que hay diferencias
significativas en la poblacién de bacterias entre la formulacion de 100% Leche, 25%
Leche y 75% Suero y 100% Suero.

La adicién de un cultivo iniciador de bacterias lacticas a las distintas bebidas
fermentadas contribuy¢ al desarrollo de sus caracteristicas organolépticas. Para que dicho
cultivo pudiera llevar acabo sus funciones en el proceso de elaboracion de las distintas
bebidas fermentadas necesitd de una rica fuente de alimento mdas unas condiciones
anaerdbicas estrictas (Jay, 2003). Esa fuente de alimento, compuesta de proteinas, grasas,
azucares, vitaminas y minerales contribuyd al crecimiento y propagacion del cultivo
iniciador. Las bacterias presentes en el cultivo iniciador poseen una relacion bien estrecha
con el pH, la acidez y la fuente de alimento (sélidos totales) de las distintas bebidas
fermentadas (Jay, 2003).

Las bacterias l4cticas utilizan como fuente de alimento a la lactosa (azicar de la
leche) para convertirla en acido lactico, donde dicho producto es responsable del sabor

acido de las distintas bebidas fermentadas (Koroleva, 1988). A medida que aumenta la
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acidez en las distintas bebidas fermentadas disminuy6 el pH, lo que significa que estos
dos pardmetros tienen una relacion inversamente proporcional.

Segtin Jay (2003), un buen cultivo iniciador en una bebida fermentada convierte la
mayoria de la lactosa en écido lactico. Donde la acidez titulable de la bebida fermentada
aumenta de 0.8 a 1.0%, calculada como 4cido léactico, y el pH usualmente disminuy6 de
43 a 4.5. Estos datos proporcionados por Jay (2003) concuerdan con los resultados de
nuestro estudio donde observamos que el por ciento de 4cido lactico en las distintas
bebidas fermentadas fluctu6 entre 0.83 a 0.89% y el pH disminuy6 de 4.38 a 4.48. El
cultivo iniciador utilizado en este estudio resultd ser efectivo porque cumplié en la
elaboracion de una bebida fermentada con las mismas caracteristicas organolépticas de la
bebida fermentada llamada kéfir (Athanasiadis, 2002, Corrieu, et. al, 2002, Jay, 2003,
Klupsch, 1984, Libudzisz y Piatkiewicz, 1990 Renner y Renz-Shaven, 1986, Toledo,
1994).

En este estudio se traté de medir el crecimiento de levaduras durante el inicio y el
final de la fermentacion para las bebidas fermentadas. No obstante no pudimos aislarlas
aun cuando se utilizaron dos métodos diferentes (Potato Dextrose Agar Acidificado a pH
3.5, PDA Petrifilms 3M). Aunque la literatura que acompafa el indculo iniciador indica

que hay levaduras se podria asumir que no se propagaron durante la fermentacion.
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Figura 4: Poblacion de bacterias lacticas al inicio y al final de la fermentacién para las
distintas bebidas fermentadas
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« Andlisis de Acidos Orgénicos y Compuestos Volatiles

Los cromatogramas de iones totales (CIT) de las distintas bebidas fermentadas
demostraron que estas poseen un sin ndmero de compuestos voldtiles como lo
demuestran las figuras de la 5 — 8. Sin embargo, los compuestos volatiles que se hallaron
en mayor concentracion en las bebidas fermentadas fueron; etanol a un tiempo de
retencion de 1.49 min, dcido acético a 2.43 y el 2,3-butanediol a 5.36 minutos. En el
cuadro 4 podemos observar los diferentes compuestos voldtiles presentes en la bebida
fermentada de 100% Leche. También es evidente ver que el etanol (9.25%) estd en mayor
abundancia que el 4cido acético (8.59%) y 2,3-butanediol (1.62%). Para la bebida
fermentada de 75% Leche / 25% Suero el compuesto volatil con mayor abundancia es
etanol (24.89%) seguido por acido acético (13.81%) y 2,3-butanediol (1.10%) (Cuadro
6). Mientras que para la bebida fermentada de 50% Leche / 50% el compuesto volatil con
mayor abundancia fue el 4cido acético (21.82%) seguido por etanol (17.07%) y 2,3-
butanediol (1.54%) (Cuadro 7). En el cuadro 8 podemos observar que el compuesto
volatil con mayor abundancia en la bebida fermentada de 25% Leche / 75% Suero es el
acido acético (17.73%) seguido por etanol (11.15%). En esta bebida no se encontré la
presencia del compuesto volatil 2,3-butanediol. Por dltimo en la bebida fermentada de
100% Suero el compuesto volatil con mayor abundancia es el etanol (33.28%) seguido
por el 4cido acético (25.23%) y 2,3-butanediol (0.91%) (Cuadro 5).

La bebida fermentada que posee en mayor abundancia a los compuestos volatiles
de etanol y acido acético es la de 100% Suero. Mientras que la bebida fermentada de

100% Leche es la que posee en mayor abundancia el compuesto volétil de 2,3-butanediol.
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Las distintas bebidas fermentadas contenian compuestos voldtiles como dcido capronico,
acido benzoico, acido caprilico, 4cido caprico, dcido laurico, entre otros (Cuadros 4 — 8).

Estudios realizados a productos lacteos como el yogurt y el kéfir se ha encontrado
que poseen compuestos volatiles como acetaldehido, diacetil y acetoin (Guzel-Seydim,
2000). Dichos compuestos volétiles son de suma importancia para estos productos lacteos
porque les confieren su sabor peculiar. Durante el proceso de fermentacion del kéfir se ha
encontrado compuestos voldtiles como acetaldehido, acetoin y etanol (Guzel-Seydim,
2000). Mientras que en el yogurt se ha encontrado compuestos volétiles como diacetil,
acetoin, acetaldehido, butanal, 2,3-pentanedione y 3-heptanone. Los compuestos volétiles
2,3-pentadione y butanal le brinda olor al yogurt. Sin embargo los compuestos volatiles
diacetil, acetoin y 3-heptanone les brinda a los productos fermentados un olor a fruta
(Gallardo-Escamilla, et al., 2005).

En este estudio no se encontraron los compuestos volatiles de diacetil y
acetaldehido en la composicion de las distintas bebidas fermentadas. Si se encontraron
compuestos voldtiles como etanol, dcido acético, 2,3-butanediol, entre otros. El
compuesto 2,3-butanediol es una forma oxidada de acetoin. Una posible explicacion es
que la composicion de los granos de kéfir es completamente diferente al in6culo de kéfir

que se utilizo en este estudio.
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Cuadro 4: Componentes Volatiles de una Bebida Fermentada (100% Leche)

Compuesto Formula Peso Molecular % Probabilidad % Area Normalizada

Etanol C,H,O 46.040 80 9.25
Acido Acético C,H,0, 60.021 86 8.59
2.,3-Butanediol C,H,,0, 90.068 83 1.62
Acido Capronico | CgH,,0, 116.084 72 3.94
Acido Benzoico C,H0, 122.037 92 24.64
Acido Caprilico CgH 60, 144.115 83 9.12
Acido Caprico C,0Hy0, 172.146 96 26.49
Acido Laurico C,,H,,0, 200.178 97 1633

Figura 5: Cromatograma de iones totales (CIT) para las bebidas fermentadas de 100%
Leche y 100% Suero
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Cuadro 5: Componentes Volatiles de una Bebida Fermentada (100% Suero)

Compuesto Formula Peso Molecular % Probabilidad | % Area Normalizada
Etanol C,HsO 46.040 90 33.28
Acido Acético C,H,0, 60.021 78 25.23
2,3-Butanediol C,H,,0, 90.068 74 091
Acido Capronico C¢H,,0, 116.084 78 2.62
Acido Benzoico C;H(O, 122.037 64 8.19
Acido Caprilico CeH,c0, 144.115 83 12.12
Acido Caprico C,0H»0, 172.146 94 11.09
Piperonal CsHgO; 150.13 64 245
Acido Laurico C,,H,,0, 200.178 99 341

Cuadro 6: Componentes Volatiles de una Bebida Fermentada (75% Leche / 25% Suero)

Compuesto Formula Peso Molecular % Probabilidad % Area Normalizada
Etanol C,H:O 46.040 90 24.89
Acido Acético C,H,0, 60.021 78 13.81
2.3-Butanediol C,H,,0, 90.068 74 1.10
Acido Capronico | CgH,,0, 116.084 83 3.74
Acido Benzoico C,H(0, 122.037 70 16.58
Acido Caprilico CgH,40, 144.115 83 8.97
Acido Caprico C0H»0, 172.146 96 20.90
2H-Pyran-2-one C,0H 50, 170.25 90 138
Acido Laurico C,,H,,0, 200.178 97 8.64
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Figura 6: Cromatograma de iones totales (CIT) para las bebidas fermentadas de 100%
Leche y 75% Leche / 25% Suero
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Cuadro 7: Componentes Volatiles de una Bebida Fermentada (50% Leche / 50% Suero)

Compuesto Formula Peso Molecular % Probabilidad | % Area Normalizada

Etanol C,H,O 46.040 90 17.07
Acido Acético C,H,0, 60.021 72 21.82
2.,3-Butanediol C,H,,0, 90.068 83 1.54
Acido Capronico | C¢H;,0, 116.084 83 3.29
Acido Benzoico C,H0, 122.037 93 10.79
Acido Caprilico CgH,40, 144.115 83 9.93
Acido Caprico C,0Hy0, 172.146 91 1533
Acido Laurico C,,H,,0, 200.178 97 8.00
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Figura 7: Cromatograma de iones totales (CIT) para las bebidas fermentadas de 100%
Leche y 50% Leche / 50% Suero
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Cuadro 8: Componentes Voldtiles de una Bebida Fermentada (25% Leche / 75% Suero)

Compuesto Formula Peso Molecular % Probabilidad % Area Normalizada
Etanol C,H,O 46.040 90 11.15
Acido Acético C,H,0, 60.021 90 17.73
Acido Caprilico | CsH;s0, 144.115 83 20.07
Acido Caprico C1oH500, 172.146 96 35.92
Acido Laurico C,H,,0, 200.178 99 15.13
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Figura 8: Cromatograma de iones totales (CIT) para las bebidas fermentadas de 100%
Leche y 25% Leche / 75% Suero
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Figura 9: Estdndares de los compuestos volatiles de acetoin, acetaldehido y etanol
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* Analisis Sensorial

Para el andlisis sensorial se realiz6 una prueba Dos-de-Cinco con las bebidas
fermentadas elaboradas con 100% Leche / 0% Suero y 75% Leche / 25% Suero. La
prueba Dos-de-Cinco es una prueba de discriminacion donde la posibilidad de adivinar es
baja (10%) en comparacion con tras pruebas. Dado que, a juicio del experimentador,
existian diferencias entre todas formulaciones, se decidi6 por ésta para tener mayor
confianza en los resultados ya que la cantidad de panelistas disponibles era limitada.

La seleccion de estas dos formulaciones, se debié a que su apariencia fisica
(color, textura) era similar a la del kéfir. La formulaciéon de 50% Leche / 50% Suero era
de color amarillento y su textura era semi-s6lida. La formulaciéon de 25% Leche / 75%
Suero tenia color amarillo y en la superficie se observaba un sobrenadante de color
blanco. Su textura era liquida. La formulacién de 100% Suero era de color amarillo
donde se observo en la superficie una gran cantidad de sobrenadante de color blanco.
Estas diferencias en la apariencia, hicieron que se escogieran para la prueba sensorial, las
formulaciones de 100% Leche y 75% Leche / 25% Suero.

El panel se llevd a cabo en las facilidades del Laboratorio de Leche y sus
Productos del Departamento de Industria Pecuaria con veinte panelistas sin adiestrar.

Los datos recopilados arrojaron que solamente tres panelistas pudieron identificar
las muestras correctamente. Para poder rechazar la hipétesis nula de “No diferencia” se
necesitaban cinco panelistas (a = 0.05). Con este resultado es posible concluir que, con
95% de confianza, la formulacién de 75% Leche / 25% Suero es similar a la control

(100% Leche) es decir, al kéfir comercial.
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Conclusiones

En este estudio se cumplié con el objetivo principal el cual era elaborar una
bebida fermentada a base de suero 4cido y leche con el propdsito de determinar si la
utilizacién de este sub-producto puede generar las caracteristicas organolépticas de una
bebida fermentada. La bebida fermentada de 100% Leche era el control en este estudio.
Dicha bebida fermentada obtuvo casi las mismas caracteristicas organolépticas que la
bebida de kéfir. De acuerdo a la literatura la composicion del kéfir es: Agua (87.5%),
Grasa (3.3%), Proteina (3.3%), pH (4.2 — 4.6), Acido Lictico (0.6 — 0.9%), Bacterias
Licticas (10° — 10°). Mientras que la composicién de la bebida fermentada de 100%
Leche fueron: Agua (88.8%), So6lidos Totales (11.2%), Grasa (3.15%), Proteina (2.92%),
pH (4.39), Acido Lactico (0.89%), Bacterias Lacticas (108). Al comparar los resultados
podemos observar que ambas bebidas son bastante parecidas segin la literatura
(Athanasiadis, et al., 2002, Corrieu, et. al, 2002, Jay, 2003, Klupsch, 1984, Libudzisz y
Piatkiewicz, 1990 Renner y Renz-Shaven, 1986).

En cuanto a las bebidas fermentadas elaboradas con suero 4cido y leche la que se
asemeja al control (100% Leche) es la bebida fermentada de 75% Leche / 25% Suero. La
caracteristicas de esta bebida fueron: Agua (90.4%), Solidos Totales (9.6%), Grasa
(2.54%), Proteina (2.20%), pH (4.38), Acido Lictico (0.84%), Bacterias Lacticas (108).
Al analizar estos resultados podemos ver que la diferencia que existe entre esta bebida y
el control, es que el control posee un poco més de sélidos totales, grasa, proteina y acido
lactico en su composicion. De la misma manera ocurre con la viscosidad donde la bebida

fermentada de 100% Leche es un poco mads viscosa que la de 75% Leche / 25 Suero.
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Ambas bebidas fermentadas se utilizaron en una prueba de anélisis sensorial con
el propdsito de evaluar si los panelistas podian distinguirlas. El resultado de esta prueba
fue que de veinte panelista solamente tres pudieron distinguir correctamente cual era la
bebida fermentada que estaban probando, lo que significa que no hubo diferencia entre
los dos tratamientos. Entre los comentarios que dijeron los panelistas, la mayoria dijo que
las muestras que estaban probando eran iguales en apariencia y sabor donde no sabian
cual era la diferencia existente. Segtin todos estos resultados se concluyd que se puede
utilizar suero acido en la elaboracion de una bebida fermentada hasta una proporcion de
25%.

Sin embargo, las otras bebidas fermentadas elaboradas con suero 4cido
encontramos las siguientes caracteristicas. La bebida fermentada de 100% Suero era un
segundo control en este estudio. Sus caracteristicas fueron: Agua (94.7%), Sélidos
Totales (5.3%), Grasa (0.27%), Proteina (0.71%), pH (4.48), Acido Laictico (0.85%),
Bacterias Lacticas (10®). Para la bebida fermentada de 50% Leche / 50 % Suero sus
caracteristicas fueron: Agua (91.8%), Sélidos Totales (8.2%), Grasa (1.70%), Proteina
(1.75%), pH (4.43), Acido Lictico (0.83%), Bacterias Lacticas (108). Mientras que para
la bebida fermentada de 25% Leche / 75% Suero sus caracteristicas organolépticas
fueron: Agua (93.3%), Solidos Totales (6.7%), Grasa (1.16%), Proteina (0.87%), pH
(4.44), Acido Lictico (0.87%), Bacterias Lacticas (108).

A medida que se aumenta la cantidad de suero 4cido a las distintas bebidas
fermentadas disminuye la cantidad de solidos totales, grasa, proteina, acidez y la
viscosidad, mientras que aumenta la cantidad de agua y acido lactico. El aumento de

suero 4cido en las distintas bebidas fermentadas disminuye los sélidos totales, grasa y las
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proteinas lo cual disminuye su valor nutricional para el consumidor. También disminuye
la viscosidad y aumenta el contenido de agua lo cual es la mayor limitacion para elaborar
una bebida fermentada. Debido al alto contenido de agua del suero se observé que el
indculo de kéfir se quedd completamente aglomerado en la superficie de la bebida
fermentada lo que lo hizo poco atractivo y posiblemente no entraria con la aceptacion del
consumidor.

Las distintas bebidas fermentadas poseian en mayor abundancia los compuestos
voldtiles de etanol, acido acético y 2,3-butanediol. Los valores de los compuestos
volatiles para la bebida fermentada de 100% Leche fueron: etanol (9.25%), acido acético
(8.59%) y 2,3-butanediol (1.62%). Mientras que para la bebida fermentada de 75% Leche
/ 25% Suero fueron: etanol (24.89%), acido acético (13.81%) y 2,3-butanediol (1.10%).
Estos resultados demuestran que un leve aumento de suero en una bebida fermentada
aumenta los compuestos volatiles de etanol y acido acético. La bebida fermentada que
poseia en mayor abundancia los compuestos volatiles de etanol (33.28%) y 4cido acético
(25.23%) fue la de 100% Suero. Mientras que la bebida fermentada de 100% Leche
poseia en mayor abundancia el compuesto volatil de 2,3-butanediol (1.62%). El
compuesto voldtil de 2,3-butanediol es una forma oxidada de acetoin. Los productos
fermentados como el yogurt y el kéfir poseen en comin compuestos voldtiles como
acetaldehido, diacetil y acetoin. En nuestras bebidas fermentadas no encontramos dichos
compuestos pero si encontramos los mencionados anteriormente entre otros.

Se concluye que se puede utilizar el suero 4dcido en la elaboracion de una bebida
fermentada en una proporcion limitada con las mismas caracteristicas organolépticas que

la bebida de kéfir. El suero acido posee un gran potencial para la elaboraciéon de una
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bebida fermentada y a su vez es una buena alternativa para la industria lechera que

poseen un gran problema a la hora decomisar este subproducto.
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Recomendaciones

» Utilizar estabilizadores para mejorar la textura de aquellas bebidas fermentadas con

50% o mas de suero.
P Realizar un estudio comparativo entre los cultivos comerciales de kefir y auténticos
granulos de kéfir para determinar si hay diferencias entre los compuestos organicos

obtenidos durante la fermentacion.

» Estandarizar la composicion quimica de la bebida fermentada para evitar fluctuaciones

en el producto.

» Utilizar saborizantes para mejorar la aceptacion del consumidor.
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Datos y Estadistica

Cuadro 1: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del pH al inicio de la

fermentacion para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la Varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
pH 0 Horas 15 0.80 0.65 0.74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.08 6 0.01 5.40 0.0163
% Suero 0.07 4 0.02 7.11 0.0096
Muestreo 0.01 2 4.9E-03 2.00 0.1981
Error 0.02 8 2.5E-03
Total 0.10 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
pH 0 Horas 15 0.68 0.66 3.5E-03

Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 6.79 0.02 6.74 6.84 307.90 <0.0001

% Suero -1.9E-03 3.6E-04 -2.7E-03 -1.1E-03 -5.29 0.0001 27.10
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo 0.07 1 0.07 28.03 0.0001

% Suero 0.07 1 0.07 28.03 0.0001
Error 0.03 13 2.4E-03
Lack of Fit 2.0E-03 3 6.7E-04 0.23 0.8759
Error Puro 0.03 10 3.0E-03

Total 0.10 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.14015
Error: 0.0025 gl: 8

Proporcién Medias n

100% S 6.59 3 A

25% L / 75% S 6.66 3 A B
50% L / 50% S 6.70 3 A B
75% L / 25% S 6.72 3 A B
100 & Leche 6.80 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 2: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del pH al final de la

fermentacion para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
pH 24 Horas 15 0.78 0.61 1.13

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.07 6 0.01 4.60 0.0257
% Suero 0.03 4 0.01 3.47 0.0632
Muestreo 0.03 2 0.02 6.87 0.0184
Error 0.02 8 2.5E-03
Total 0.09 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
pH 24 Horas 15 0.22 0.16 0.01

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 4.37 0.03 4.30 4.44 134.02 <0.0001
% Suero 1.0E-03 5.3E-04 -1.2E-04 2.2E-03 1.93 0.0761 4.52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.02 1 0.02 3.71 0.0761
% Suero 0.02 1 0.02 3.71 0.0761
Error 0.07 13 0.01
Lack of Fit 0.01 3 5.0E-03 0.92 0.4680
Error Puro 0.05 10 0.01
Total 0.09 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.14095
Error: 0.0025 gl: 8

Proporcién Medias n

100 % Leche 4.39 3 A
75% L / 25% S 4.39 3 A
25% L / 75% S 4.39 3 A
50% L / 50% S 4.43 3 A
100% S 4.51 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 3: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del cambio en pH para
las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
A pH 15 0.84 0.71 3.37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.24 6 0.04 6.81 0.0081
% Suero 0.18 4 0.05 7.77 0.0073
Muestreo 0.06 2 0.03 4.88 0.0411
Error 0.05 8 0.01
Total 0.29 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
A pH 15 0.56 0.53 0.01

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 2.42 0.04 2.32 2.51 55.17 <0.0001
% Suero -2.9E-03 7.2E-04 -4.5E-03 -1.4E-03 -4.10 0.0013 16.67

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.16 1 0.16 16.80 0.0013
% Suero 0.16 1 0.16 16.80 0.0013
Error 0.12 13 0.01
Lack of Fit 0.02 3 0.01 0.67 0.5921
Error Puro 0.10 10 0.01
Total 0.29 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.21588
Error: 0.0059 gl: 8

Proporcién Medias n

100% S 2.08 3 A

50% L / 50% S 2.26 3 A B
25% L / 75% S 2.27 3 A B
75% L / 25% S 2.33 3 B
100 % Leche 2.41 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 4: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey de la acidez titulable al
inicio de la fermentacion para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Acidez Titulable 0 Horas 15 0.83 0.70 10.78

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 6 1.1E-03 6.34 0.0101
% Suero 1.3E-03 4 3.2E-04 1.79 0.2236
Muestreo 0.01 2 2.7E-03 15.43 0.0018
Error 1.4E-03 8 1.8E-04
Total 0.01 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Acidez Titulable 0 Horas 15 0.03 0.00 8.6E-04

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.13 0.01 0.11 0.15 11.76 <0.0001
% Suero -1.2E-04 1.8E-04 -5.1E-04 2.7E-04 -0.67 0.5157 1.49

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2.7E-04 1 2.7E-04 0.45 0.5157
% Suero 2.7E-04 1 2.7E-04 0.45 0.5157
Error 0.01 13 6.0E-04
Lack of Fit 1.0E-03 3 3.3E-04 0.48 0.7009
Error Puro 0.01 10 6.9E-04
Total 0.01 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.03749
Error: 0.0002 gl: 8

Proporcién Medias n

100% S 0.11 3 A
100 % Leche 0.12 3 A
50% L / 50% S 0.12 3 A
75% L / 25% S 0.13 3 A
25% L / 75% S 0.13 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 5: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey de la acidez titulable al
final de la fermentacidn para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
Acidez Titulable 24 Horas 15 0.66 0.41 21.96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.12 6 0.02 2.60 0.1060
% Suero 0.10 4 0.02 3.22 0.0749
Muestreo 0.02 2 0.01 1.36 0.3107
Error 0.06 8 0.01
Total 0.18 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Acidez Titulable 24 Horas 15 0.14 0.07 0.02

Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.46 0.05 0.35 0.56 9.34 <0.0001
% Suero -1.2E-03 8.0E-04 -2.9E-03 5.7E-04 -1.45 0.1702 3.03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.03 1 0.03 2.11 0.1702
% Suero 0.03 1 0.03 2.11 0.1702
Error 0.16 13 0.01
Lack of Fit 0.07 3 0.02 2.98 0.0830
Error Puro 0.08 10 0.01
Total 0.18 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.24697
Error: 0.0077 gl: 8

Proporcién Medias n

50% L / 50% S 0.29 3 A
100% S 0.32 3 A
100 % Leche 0.44 3 A
25% L / 75% S 0.45 3 A
75% L / 25% S 0.50 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 6: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del cambio en acidez

titulable para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv
A Acidez Titulable 15 0.64 0.37 30.61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.10 6 0.02 2.35 0.1304
% Suero 0.08 4 0.02 2.98 0.0885
Muestreo 0.02 2 0.01 1.11 0.3754
Error 0.06 8 0.01
Total 0.16 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
A Acidez Titulable 15 0.13 0.06 0.01

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.33 0.05 0.23 0.43 7.13 <0.0001
% Suero -1.0E-03 7.5E-04 -2.7E-03 5.8E-04 -1.39 0.1885 2.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.02 1 0.02 1.93 0.1885
% Suero 0.02 1 0.02 1.93 0.1885
Error 0.14 13 0.01
Lack of Fit 0.06 3 0.02 2.95 0.0847
Error Puro 0.07 10 0.01
Total 0.16 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.23775
Error: 0.0071 gl: 8

Proporcién Medias n

50% L / 50% S 0.17 3 A
100% S 0.21 3 A
100 % Leche 0.31 3 A
25% L / 75% S 0.32 3 A
75% L / 25% S 0.37 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

64



Cuadro 7: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey de los s6lidos totales al
final de la fermentacidn para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
S6lidos Totales 15 0.98 0.96 5.19

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 65.56 6 10.93 60.25 <0.0001
% Suero 64.73 4 16.18 89.23 <0.0001
Muestreo 0.83 2 0.42 2.29 0.1634
Error 1.45 8 0.18
Total 67.01 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
S6lidos Totales 15 0.97 0.96 0.25

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 11.15 0.19 10.74 11.56 58.74 <0.0001
% Suero -0.06 3.1E-03 -0.07 -0.05 -18.95 <0.0001 334.59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 64.67 1 64.67 359.18 <0.0001
% Suero 64.67 1 64.67 359.18 <0.0001
Error 2.34 13 0.18
Lack of Fit 0.06 3 0.02 0.09 0.9662
Error Puro 2.28 10 0.23
Total 67.01 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=1.20130
Error: 0.1813 gl: 8

Proporcién Medias n

100% S 5.35 3 A

25% L / 75% S 6.68 3 B

50% L / 50% S 8.17 3 c

75% L / 25% S 9.62 3 D

100 % Leche 11.22 3 E

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 8: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del por ciento de grasa al
final de la fermentacidn para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
% Grasa 15 0.96 0.93 15.61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 15.65 6 2.61 33.79 <0.0001
% Suero 15.63 4 3.91 50.64 <0.0001
Muestreo 0.02 2 0.01 0.10 0.9027
Error 0.62 8 0.08
Total 16.26 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
% Grasa 15 0.96 0.95 0.07

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 3.22 0.10 2.99 3.45 30.77 <0.0001
% Suero -0.03 1.7E-03 -0.03 -0.03 -16.85 <0.0001 264.74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 15.55 1 15.55 283.96 <0.0001
% Suero 15.55 1 15.55 283.96 <0.0001
Error 0.71 13 0.05
Lack of Fit 0.08 3 0.03 0.41 0.7467
Error Puro 0.63 10 0.06
Total 16.26 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.78362
Error: 0.0772 gl: 8

Proporcién Medias n

100% S 0.27 3 A

25% L / 75% S 1.17 3 B

50% L / 50% S 1.73 3 B

75% L / 25% S 2.57 3 c
100 % Leche 3.17 3 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 9: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey del por ciento de
proteina al final de la fermentacidn para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
Proteina 15 0.84 0.72 26.94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 9.43 6 1.57 6.93 0.0077
% Suero 8.75 4 2.19 9.64 0.0038
Muestreo 0.69 2 0.34 1.52 0.2765
Error 1.82 8 0.23
Total 11.25 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Proteina 15 0.77 0.76 0.26

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 2.84 0.20 2.42 3.27 14.35 <0.0001
% Suero -0.02 3.2E-03 -0.03 -0.01 -6.65 <0.0001 42.13

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 8.69 1 8.69 44.22 <0.0001
% Suero 8.69 1 8.69 44.22 <0.0001
Error 2.56 13 0.20
Lack of Fit 0.05 3 0.02 0.07 0.9746
Error Puro 2.50 10 0.25
Total 11.25 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=1.34376
Error: 0.2269 gl: 8

Proporcién Medias n

100% s 0.71 3 A

25% L / 75% S 1.25 3 A B

50 L / 50% S 1.76 3 A B C
75% L / 25% S 2.20 3 B C
100 % Leche 2.92 3 C
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 10: Analisis de varianza y regresion lineal del acido lactico al final de la

fermentacidn para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Acido Lactico 5 0.07 0.00 1.8E-03

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.86 0.02 0.80 0.93 45.32 <0.0001
% Suero -1.5E-04 3.1E-04 -1.1E-03 8.4E-04 -0.48 0.6668 1.42
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1.4E-04 1 1.4E-04 0.23 0.6668
% Suero 1.4E-04 1 1.4E-04 0.23 0.6668
Error 1.8E-03 3 6.1E-04
Total 2.0E-03 4

68



Cuadro 11: Andlisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey de las bacterias al inicio
de la fermentacién para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
Bacterias 0 Horas 15 0.88 0.78 3.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 2.78 6 0.46 9.45 0.0029
% Suero 0.38 4 0.09 1.92 0.2008
Muestreo 2.40 2 1.20 24.50 0.0004
Error 0.39 8 0.05
Total 3.17 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Bacterias 0 Horas 15 0.06 0.00 0.30

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 6.25 0.21 5.79 6.72 29.22 <0.0001
% Suero -3.2E-03 3.5E-03 -0.01 4.4E-03 -0.92 0.3765 1.85

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.19 1 0.19 0.84 0.3765
% Suero 0.19 1 0.19 0.84 0.3765
Error 2.98 13 0.23
Lack of Fit 0.18 3 0.06 0.22 0.8806
Error Puro 2.79 10 0.28
Total 3.17 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.62444
Error: 0.0490 gl: 8

Proporcién Medias n

25% L / 75% S 5.90 3 A
100% S 5.93 3 A
75% L / 25% S 6.10 3 A
100 % Leche 6.23 3 A
50% L / 50% S 6.30 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 12: Analisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey de las bacterias al final
de la fermentacién para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
Bacterias 24 Horas 15 0.95 0.91 2.05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 4.05 6 0.67 23.53 0.0001
% Suero 1.21 4 0.30 10.56 0.0028
Muestreo 2.84 2 1.42 49.49 <0.0001
Error 0.23 8 0.03
Total 4.28 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Bacterias 24 Horas 15 0.16 0.10 0.36

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
Const 8.56 0.23 8.05 9.07 36.52 <0.0001
% Suero -0.01 3.8E-03 -0.01 2.1E-03 -1.60 0.1331 3.46

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.71 1 0.71 2.57 0.1331
% Suero 0.71 1 0.71 2.57 0.1331
Error 3.57 13 0.27
Lack of Fit 0.51 3 0.17 0.55 0.6599
Error Puro 3.07 10 0.31
Total 4.28 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.47762
Error: 0.0287 gl: 8

Proporcién Medias n

25% L / 75% S 7.83 3 A

100% s 8.10 3 A B

75% L / 25% S 8.23 3 A B C
50 L / 50% S 8.43 3 B C
100 % Leche 8.67 3 C
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Cuadro 13: Analisis de varianza, regresion lineal y prueba Tukey para el cambio en

bacterias para las distintas bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
A Bacterias 15 0.48 0.27 9.41

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.38 4 0.10 2.31 0.1285
% Suero 0.38 4 0.10 2.31 0.1285
Error 0.41 10 0.04
Total 0.80 14

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
A Bacterias 15 0.20 0.14 0.06

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 2.31 0.10 2.09 2.52 23.34 <0.0001
% Suero -2.9E-03 1.6E-03 -0.01 5.5E-04 -1.82 0.0922 4.14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.16 1 0.16 3.30 0.0922
% Suero 0.16 1 0.16 3.30 0.0922
Error 0.63 13 0.05
Lack of Fit 0.22 3 0.07 1.78 0.2135
Error Puro 0.41 10 0.04
Total 0.80 14

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.50594
Error: 0.0322 gl: 8

Proporcién Medias n

25% L / 75% S 1.93 3 A
50% L / 50% S 2.13 3 A
75% L / 25% S 2.13 3 A
100% S 2.17 3 A
100 % Leche 2.43 3 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Formulario 1: Guia del Experimentador para verificar cuantos panelistas acertaron

correctamente

Hoja Del Experimentador

Leyenda:
1) A:100% Leche
2) B: 75% Leche / 25% Suero
Panelista | Combinacion | M1 M2 M3 M4 M35 | Correcto
1 AAABB 862 245 458 396 522
2 AABAB 223 398 183 765 138
3 AABBA 756 954 266 174 496
4 ABAAB 544 537 522 459 984
5 ABABA 681 829 614 547 869
6 ABBAA 199 113 941 933 375
7 BAAAB 918 481 797 621 743
8 BAABA 335 662 875 282 617
9 BABAA 477 776 339 818 251
10 BBAAA 653 489 538 216 446
11 BBBAA 749 824 721 967 287
12 BBABA 522 967 259 532 618
13 BBAAB 475 172 986 859 925
14 BABBA 894 333 612 728 869 X
15 BABAB 116 218 464 191 132
16 BAABB 381 641 393 375 354
17 ABBBA 968 755 847 643 773
18 ABBAB 742 421 226 286 522
19 ABABB 859 878 392 311 659
20 AABBB 964 593 137 574 288
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Formulario 2: Hoja en que el panelista utiliz6 para contestar cuales eran las
formulaciones diferentes

Panelista

Experimento: Diferencia General en las Bebidas
Fermentadas

Instrucciones:

Se le estan dando cinco (5) muestras de unas bebidas fermentadas. Hay tres
(3) iguales y dos (2) diferentes. Evaliie las muestras de izquierda a derecha.
Identifique las dos (2) muestras diferentes. Escriba los nimeros de las muestras en

los espacios provistos y marque al lado las muestras diferentes.

Muestras Diferentes

]

0o o O O
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Figura 1: Las distintas bebidas fermentadas dentro de la incubadora a 25 °C por
alrededor de 24 horas

74



Figura 3: Jarra (Gas Pack) con placas petri lista para ser incubada a 37 °C por 48 horas

Figura 4: Placa petri con colonias tipicas de Lactobacilos en medio de cultivo “MRS”

Colonia Tipica
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Figura 5: Digestor (RapadStill II, Model 65200, Labconco) utilizado para determinar la
proteina bruta (Método Kjeldahl) en las distintas bebidas fermentadas

Figura 6: Digestion de la materia orgdnica
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Figura 7: Apariencia Final de la muestra una vez finalizada la digestion de la materia
organica

Figura 8: Apariencia Final de la muestra titulada con HCL 0.1N para determinar la
cantidad de borato de amonio formado
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Figura 9: Viscosimetro (Brookfield LVDV III) utilizado para medir la viscosidad a las
distintas bebidas fermentadas

T
o

Figura 10: Adaptador (A-10 UL) utilizado en las proporciones de fermentados menos
Viscosos
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Figura 11: Espectrofotometro (Back Scientific 100 Vis Spectrophotometer, Model 6300,
Serial Number: 6370) utilizado para medir el por ciento de dcido lactico en
las distintas bebidas fermentadas

Figura 12: Cromatégrafo de Gas (HP5890 Series II Plus) y Detector Selectivo de Masa
(HP 5971) utilizado para medir los compuestos volatiles y dcidos organicos de
las distintas bebidas fermentadas
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