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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue producir y caracterizar una bebida nutritiva para humanos y
biomasa para alimento animal que se genera a partir de la fermentacién sumergida con
microorganismos tibetanos. Se realizaron analisis fisicos, bromatolégicos, microbiol6gicos,
bioquimicos y organolépticos para revelar sus propiedades nutricionales y su potencial probidtico;
siguiendo técnicas apropiadas de campo. Con ello se identific el grupo de cepas microbianas que
comprenden bacterias 4cido lacticas (BAL) con un valor de 5.8 x 106 UFC/ml y levaduras con un
valor de 2.5 x 10> UPC/ml que actian en el proceso de fermentacion. Los resultados obtenidos
demostraron una cantidad aceptable de acido lactico de 0.66 mg/l que no sobrepaso los limites
permitidos por lo que puede ser utilizada en deportistas cuando estan bajo esfuerzo fisico
prolongado. Con este estudio se determiné las diferencias entre cinco tratamientos aplicados con
distintos niveles de sustrato en un tiempo de fermentacion de 72 horas. Se concluyé de acuerdo a
los resultados obtenidos conforme el andlisis estadistico que el tratamiento 5 revel6 las mejores
caracteristicas en dmbito nutricional ya que influye directamente la cantidad de sustrato que se
utilizé en laboratorio; también de acuerdo a la aceptacion de un tribunal de degustacion los
tratamientos 3, 4 y 5 presentaron caracteristicas organolépticas muy aceptables. Fue muy
importante demostrar con esta caracterizacion la ausencia de agentes patdégenos debido a la
presencia de &cido lactico y microorganismos benéficos que no permiten su proliferacion y
reproduccién; con ello se afirmo que la bebida es un producto seguro para el consumo humano y
la biomasa como suplemento alimenticio para animales. Su produccion implica costos
relativamente bajos aportando multiples beneficios a la salud siendo una bebida segura para su
consumo. Se recomienda el consumo de esta bebida que contiene BAL y &cido lactico como

alternativa para personas intolerantes a los lacteos y sus derivados.

PALABRAS CLAVE: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>,
<BIOTECNOLOGIA>, <FERMENTACION>, <BIOMASA>, <PROBIOTICO>, <ACIDO
LACTICO>, <NUTRICIONAL>.
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ABSTRACT

The objective of this research was to produce and characterize a nutritious beverage for humans,
and biomass for animal feed generated from the submerged fermentation with tibetan
microorganisms. Physical, bromatological, microbiological, biochemical and organoleptic
analyzes were performed to reveal their nutritional properties and their probiotic potential,
following appropriate field techniques. With this study, we identified the group of microbial
strains comprising of lactic acid bacteria (LAB) with a value of 5.8 x 106 CFU/ml and yeast with
a value of 2.5 x 105 CPU/ml which act on the fermentation process. The results obtained
demonstrated an acceptable amount of lactic acid of 0.66 mg/l that did not exceed the acceptable
limits, reason why it can be used for athletes when they are under prolonged physical exertion.
This study determined the differences between five treatments applied with different levels of
substrate in a fermentation time of 72 hours. It was concluded according to the results obtained
and consistent with the statistical analysis that treatments 5 revealed the best characteristics in the
nutritional field since it directly influences the amount of substrate that was used in the
laboratory; also according to the acceptance of a taste test, treatments 3, 4 and 5 presented very
acceptable organoleptic characteristics. It was very important to demonstrate with this
characterization the absence of pathogens due to the presence of lactic acid and beneficial
microorganisms that do not allow their proliferation and reproduction. With these findings it was
affirmed that the drink is a safe product for human consumption and the biomass as a feeding
supplement for animals. Its production implies relatively low costs providing multiple health
benefits being a safe drink for consumption. The consumption of this beverage containing LAB
and lactic acid is recommended as an alternative for people with intolerance to lactose products

and their derivatives.
KEYWORDS: <ENGINEERING TECHNOLOGY AND SCIENCES>,

<BIOTECHNOLOGY>, <FERMENTATION>, <BIOMASS>, <PROBIOTIC>, <LACTIC
ACID>, <NUTRITIONAL>.
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INTRODUCCION

Identificacion del problema

Tomando en cuenta el incremento de la poblacion mundial que se desarrolla en proporciones
descontroladas hay nuevos retos con la produccion y distribucion de alimentos, se debe
considerar el uso de recursos para cubrir las demandas de produccién de alimentos. Conforme con
las proyecciones recientes, la poblacién mundial alcanzara préximamente los 9000 millones de
habitantes para el afio 2050. Los paises en desarrollo cuentan con estructuras de poblacion muy
jovenes y la salida del campo a la ciudad se torna mas pronunciada en todo el mundo ya que
habra méas habitantes en el area urbana que la rural, esto provoca fuertes efectos para la
agricultura y el transporte junto con la fabricacién de productos alimenticios provocando un gran
requerimiento en el mercado global ya que se convierten en una prioridad esencial como

componentes en la seguridad alimentaria. (FAO, 2001)

Una alternativa para alimentacion, son los alimentos funcionales como una potencial eleccion a
los cuales se les puede adicionar o cambiar un factor, alimentos que se les cambia la naturaleza de
uno o varios factores y que la biodisponibilidad de uno o més de sus factores ha sido cambiada.
Los consumidores europeos y estadounidenses que ingieren este tipo de alimentos piensan que
esta comida puede reemplazar a los medicamentos y el 70% de las personas conocen ciertos
componentes de los alimentos que podrian prevenir el cancer; y asi se podria decir que son
“Alimentos que proporcionan determinados efectos fisioldgicos beneficiosos nutritivos que
pueden ayudar a la salud de los consumidores”, ya que estan destinados a toda la gente que desea

mejorar y mantener sus condiciones de salud. (Roman et al., 2003)

Se puede aplicar la biotecnologia tradicional en la obtencién de nuevos alimentos que incluye
procesos de fermentacion y la combinacion de ciertas técnicas de seleccion artificial,
cruzamientos selectivos (hibridacién) y la mutagénesis y también formacion de nuevos
probidticos que aportan beneficios a la salud que influyen en procesos productivos, y
transformacidn genética de especies que se utilizan en la industria alimenticia en beneficio de la
humanidad. (Argen - Bio, 2007)

Justificacion del proyecto

Son marcados los problemas que tenemos en la actualidad con la demanda de alimentos y

seguridad alimentaria en el mundo; con esto genera escases de comida y asi existe la necesidad



de producir varias alternativas de facil abastecimiento y acceso. Se necesita cambiar el enfoque
productivo y aprovechar nuevas alternativas alimenticias que no han sido utilizadas con ayuda de
la biotecnologia, asi también dar a la sociedad productos de calidad, seguros, baratos e inocuos
para lograr un éptimo desempefio en las regiones que mas lo requieren.

También estd enfocado en el aprovechamiento de recursos que pueden ser potencialmente
utilizados como alimentos para la produccién animal como nuevos sustitutos que ayuden a su

dieta proporcionando las ventajas nutricionales.

Objetivos

Objetivo general

Producir y caracterizar biomasa para alimento animal junto con una bebida nutritiva para

deportistas que se genera a partir de la fermentacion sumergida con microorganismos tibetanos.

Obijetivos especificos

Caracterizar el proceso de fermentacion sumergida utilizando microorganismos tibetanos.

- ldentificar las cepas de microorganismos participantes en este proceso de fermentacion.

- Producir una bebida hidratante nutritiva para deportistas en base a fermentacién sumergida
con microorganismos tibetanos y sustratos azucarados.

- Determinar los costos y beneficios de producir la biomasa para alimentacion animal.



CAPITULO I

1. MARCO REFERENCIAL

1.1 Antecedentes de la investigacién

1.1.1 Alimentos Funcionales

Los alimentos funcionales se encuentran en sustancias con distintas funciones bioldgicas,
llamadas componentes bioactivos, capaces de modular la fisiologia del organismo y asegurar el

mantenimiento de la salud humana. (Bergmann et al., 2009: pp.1022-1026)

El concepto de alimentos funcionales naci6 en Japon, a finales de la década de los afios 80 y asi
se extendi6 mundialmente por sus beneficios en la salud humana. Desde los afios 90, las
autoridades de Japén, Estados Unidos de América y de la Unién Europea han dispuesto politicas
que permitan normar los alimentos funcionales, las cuales tienen algunos cambios conforme el
pais. (Walter P, 2013)

Segun (BBC, 2014), el mercado de los alimentos funcionales, en particular para los probiéticos,
ha ido creciendo durante los Ultimos afios y se espera que esta tendencia continde durante los

proximos afos.

1.1.2 Probio6ticos

El termino probidtico significa “a favor de la vida” (FAO - OMS, 2006); se definen los
probidticos como “microorganismos vivos que contribuyen a la salud y bienestar del huésped
manteniendo o mejorando su balance intestinal microbiano” (Sabir F et al., 2010). Para que una
cierta cepa mantenga y actlie con su potencial probio6tico en una persona, debe tener la habilidad
de resistir un pH extremamente bajo y un efecto detergente de las sales biliares, ademas de tener

la capacidad para adherirse y colonizar la mucosa intestinal. (Sabir F et al., 2010)

Segln (Sabir F et al., 2010), se han realizado estudios sobre las propiedades que ofrecen los
probioticos para reducir el riesgo y prevenir o tratar enfermedades intestinales; en investigaciones
realizadas se determinan el efecto probidtico de las bacterias Lactobacillus spp., Lactococcus
spp., y Pediococcus spp. encontradas en el kéfir de leche, se determiné que estas bacterias tienen

la capacidad de sobrevivir a bajos niveles de pH, a las sales biliares y que son capaces de
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autoagregarse (capacidad de adherirse a las células epiteliales del intestino) y coagregarse con E.
coli. La coagregacion presenta una barrera que previene la colonizacion de microorganismos
patégenos. Dados los resultados estos géneros bacterianos pueden ser considerados probidticos

potenciales.

Segun la (FAO - OMS, 2006), los microorganismos probiéticos se utilizan sobre todo, aungue no
exclusivamente, bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el namero de
alimentos probi6ticos puestos a disposicion de los consumidores es cada vez mayor. Las bacterias
viven normalmente en el cuerpo humano (asi como en el de los animales superiores y los
insectos), incluido el aparato digestivo, donde existen mas de 400 especies bacterianas. (Tannock,
1999: pp.67-77)

1.1.3 Simbiosis

Segun (Gortz, 1988), la simbiosis se define en primer lugar en 1879 por el micdlogo alemén

Heinrich Anton de Bary, quien lo definié como "la convivencia de diferencia de los organismos.

En general, incluye el mutualismo, comensalismo y parasitismo. Los organismos viven en el
mutualismo cuando ambas partes se benefician mutuamente. La asociacion de organismos en
comensalismo se benefician el uno del otro, pero también son capaces de vivir por si solos que
también es llamado proto-cooperacion, mientras que el parasitismo es donde los organismos

participantes no son capaces de sobrevivir en un mismo cultivo (Fredrickson, 1977: pp.63-88).

Segun (Frey-Klett et al., 2011: pp.583-609), las interacciones entre distintos organismos pueden
surgir en diferentes formas espaciales, (deteccidén de quérum) o muy asociadas simbioticas con
factores de adhesion, como las proteinas o polisacaridos (biofilm). Estas asociaciones pueden
apoyarse en diferentes interacciones moleculares, como el ajuste del entorno fisico-quimico
(cambio de pH), interacciones tréficas (organismos se benefician de los agentes metabdlicos de la
otra), cambio de metabolito de diferentes organismos resultantes en moléculas que ninguno de los
dos puede producir por si solo (metabolismo cooperativa), secrecién de proteinas y transferencia

de genes.

1.1.4 Fermentacién Sumergida

La fermentacién sumergida en cultivo fue descrita por EBNER (1993 y 1999); en este tipo de

cultivos sumergidos los nutrientes se encuentran en forma liquida y los microorganismos se
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desarrollan flotando libremente en suspension en el volumen de medio de cultivo o formando

agregados mas o menos esféricos (pellets) en el caso de los cultivos de hongos.

1.1.5 Microorganismos Tibetanos

1.15.1 Origen

El origen del kéfir de agua es desconocido. Una leyenda de los hongos tibetanos relata que a
inicios del siglo XII en Asia central, algunos monjes tibetanos salieron a recoger frutos para
alimentarse y observaron a un 0so que padecia y con el uso de sus ultimas fuerzas se frotaba
contra un arbol que estaba cubierto con una sustancia blanca mucosa; luego de algunos dias
notaron sorprendidos al animal que paseaba completamente sano y a la brevedad analizaron el
arbol y descubrieron estos hongos blancos. Los monjes los conservaron y probaron las
propiedades curativas que daban al ingerir y generaron un método para conservarlos. (Disegni,
2012)

Figura 1-1. Granulos de kefir de agua.

Fuente: (Stadie, 2013)

La primera descripcion de los granos parecidos denominada "Planta de jengibre cerveza" fue
traida por soldados ingleses desde Crimean en 1855. Otras referencias hacen a unos granos
(Illamado Tibi) cactaceas mexicana del género "Opuntia” donde fueron tomadas las hojas. (Gulitz
et al., 2011: pp.284-288) (Stadie, 2013). Hay muchos sindnimos que se pueden encontrar en la
actualidad por lo que esta simbiosis también se encuentra como: “Tibicos (Tibi)”, "Abejas de

California", "Abejas Africanas", "Nueces Ale", “Balsamo de Galaad", "Semillas de cerveza
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japonesas", "Granos de kéfir azucaradas", “Bulgaros”, “Cristales de Agua japoneses”, “Graines
Vivantes (francés)”, “Wasserkefir”, “Piltz, (aleman)”, “Kéfir di Frutta (italiano)”, “Kefirs / Keefir
/ Kéfir”’, “Aguamarina Gemas”, “Sea Arroz”, “Sugary Hongo, Graines Vivantes”, “Kefir d'acqua
/ aqua”, “Kefir d'uva (se utiliza el jugo de uva)”, “bebees”, “Abejas australianas”, “Abejas
jengibre”, “Abejas vinagre”, “Planta de Cerveza”. (Yemoos Nutritiva Culturas, 2015). Se produce
en grandes cantidades, sobre todo en Rusia, es utilizado en Suecia, Noruega, Finlandia, Hungria,
Polonia, Alemania, Grecia, Austria, Brasil, Argentina, Taiwéan, Portugal, Turquia, Francia e Irén,
Estados Unidos, y Japon. (Alsayadi et al., 2013: pp.2444-2447)

1.1.5.2 Definicion

El kéfir de agua o llamados hongos tibetanos es un conjunto microbiano multiespecifico que se
encuentra estable con distintos microorganismos y se emplea para elaborar una bebida fermentada
a base de sacarosa y agua. (Davidovi¢l et al., 2014: pp.594-604) (Waldherr et al., 2010: pp.672-
678) La bebida se considera como un probiético y se compone de granos y un sobrenadante en el
cual esta contenido un grupo de microorganismos, polisacaridos, aminoacidos, vitaminas, acidos,
etanol y sustancias volatiles. El liquido que resulta del proceso es efervescente y nublado, con
gas, de baja acidez, algo dulce y levemente alcohdlica, dependiendo de acuerdo al tiempo de
fermentacion. Se determinaron las especies microbianas que se encuentran en los granos como
consorcio estable y simbidtico de varios lactobacilos, bacterias del &cido acético y levaduras.
(Bergmann et al., 2010: pp.1022-1026) (Monar et al., 2014)

1.1.5.3 Composicién fisica

Los tibicos son granulos similares a una coliflor, con un diametro promedio de 5 a 20 mm, con
una apariencia transparente y estructura elastica, los microorganismos se encuentran adheridos en
los granulos, en forma de hielo triturado. (Bergmann et al., 2009: pp. 1022-1026) (Monar et al,
2014)

1.1.5.4 Composicién quimica

Producen los tibicos diversos liquidos azucarados, alimentandose de los azlcares para producir
acido lactico, etanol y dioxido de carbono que hace que la bebida quede carbonatada. Estos
microorganismos generan un tipo de fermentacion hidroalcohdlica en agua y en leche. (Bergmann
et al., 2010: pp.10222-1026) (Waldherr et al., 2010: pp.672-678)



1.1.5.5 Composicion microbioldgica

Se han realizado diversos estudios del kéfir de agua referente a su composicion microbioldgica
para saber que bacterias y levaduras se encuentran dentro del consorcio microbiano presente.
Segun (Teixeira et al., 2011: pp. 693-702) al aislar un total de 289 bacterias y 129 levaduras,
durante el proceso fermentativo, el 57.65% fueron bacterias acido lacticas, seguidas de levaduras
que representaban el 30.86% y finalmente las bacterias acéticas con el 11.48%. Mediante
Microscopia electronica de barrido se mostrd que la microbiota presente predominan los bacilos
células (cortas y curvas de largo) que crecen en estrecha asociacion con las células de levaduras
en forma de limoén. (Teixeira et al., 2011: pp.693-702) Se detalla en la Tabla 1-2 y 2-2, los

microorganismos presentes en los granulos de kéfir.

Tabla 1-1. Bacterias y levaduras que se encuentran
en los granulos de kéfir de agua.

BACTERIAS %

Lactobacillus paracasei 23,8
Acetobacter lovaniensis 16,61
Lactobacillus parabuchneri 11,76
Lactobacillus kefiri 10,03
Lactococcus lactis 10,03
Lactobacillus casei 8,6

Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei 7,96
Leuconostoc citreum 95,54
Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans 3,11
Lactobacillus buchneri 2,42
LEVADURAS %

Saccharomyces cerevisiae 54,26
Kluyveromyces lactis 20,15
Lachancea meyersii 10,85
Kazachstania aerobia 14,73

Fuente: (Teixeira et al., 2011: pp. 693-702)



Tabla 2-1. Cepas microbianas encontradas en los granulos de kéfir de agua.

BACTERIAS

Lactobacillus brevis Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus lactis cremoris Lactobacillus casei subsp. Casei

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus Acetobacter aceti

Lactobacillus casei subsp. Pseudoplantarum | Lactobacillus plantarum

Lactobacillus buchneri Lactobacillus fructiovorans

Lactobacillus keranofaciens Lactobacillus kefiri

Lactobacillus collinoides Lactococcus lactis subsp. Lactis
Leuconostoc mesenteroides subsp.

Lactococcus lactis subsp. cremoris Mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp.

Dextranicum Enterobacter hormachei

Gluconobacter frateuri Chryseomonas luteola

BIFIDOBACTERIA B. psychraerophilum

LEVADURAS

Saccharomyces bayanus Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces florentinus Saccharomyces pretoriensis

Zygosaccharomyces florentinus Candida valida

Hanseniaspora vinae Hanseniaspora yalbensis

Kloeckera apiculata Candida lambica

Candida colliculosa Toruspola delbruechii

Candida inconspicua Candida magnoliae

Candida famata Candida kefyr

Kluyveromices lactis Kluyveromices marxianus

Fuente: (Bergmann et al., 2010: pp.1022-1026) (Waldherr et al., 2010: pp.672-678) (Schneedorf, 2012)

1.1.5.6 Composicién bioquimica

Los granulos se conforman de alrededor de 890 a 900 g/kg de agua, 2 g/kgde lipidos, 30 g/kg de
proteinas, 60 g/kg de azlcares, y 7 g/kg de cenizas. (Bergmann et al., 2009: pp.1022-1026). Estan
conformados por un conjunto de polisacaridos, basicamente por dextranos no solubles en agua,
dispuestos en dos capas. La externa es compacta y en ella se encuentran todo el conjunto de
microorganismos que conforman bacterias y levaduras, mientras que la interna se compone de
una estructura esponjosa debido a la acumulacién de CO2 que se produce durante la

fermentacion. (Moreno, 2005)

El dextrano de los granulos de Kéfir de agua al ser insoluble; es un polisacarido que consiste
principalmente de (1 - 6) -a-D-glucano. (Kooiman, 1967: pp.200-211) (Pidoux, 1990: pp.223-

238). Se ha identifica al Lactobacillus hilgardii como la principal bacteria encargada de la
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produccién del polimero, por medio de la enzima glicosiltranferasa. (Davidovi¢ et al., 2014:
pp.594-604) (Monar et al, 2014) (Laureys, 2014: pp.2564-2572) (Waldherr, 2010: pp.672-678)
(Pidoux, 1989: pp.223-238)

B0-Gp(1-2)0-Galp- 1) D-Galp13)-f-0-Galp-|-4)-D:G (kefrose

=0)D-Cip{ =260 Galpe 14} -D-Galp-{-33)--0-Galp-( 14)-f-0-Gp{ 1] (kefiran
|
[

l

1

v

|
i foGp )

Figura 2-1. Estructuras del kéfir de agua. Por metilacion la estructura kefirosa, en cambio el
analisis con peryodato-oxidacién presenta la estructura Kefiran.

Fuente: (Kooiman, 1967: pp.200-211)



Figura 3-1. Lactobacillus hilgardii. La produccién extracelular de sustancias poliméricas
dada por Lactobacillus hilgardii muestra el polisacarido confirmado por microscopia
electrénica (A) y (B).

Fuente: (Pidoux et al., 1990: pp.223-238)

1.1.5.7 Metabolismo

1.15.7.1 Bacterias acido lacticas (BAL)

Son bacterias Gram-positivas, que usan azucares (hidratos de carbono) como fuente de energia 'y
producen acido lactico. (Ramirez et al., 2011: pp.56-71) Los géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus
pertenecen al grupo de bacterias del acido lactico. En el kéfir agua se encuentran varias especies
de los dos géneros primero se podian encontrar BAL homofermentativa y heterofermentativa.
(Gulitz et al., 2013: pp.1082-1091)

- BAL Homofermentativas glucosa catabolizar LAB través de la via Emden-Meyerhof con
lactato como su principal producto final. Debido a la falta de aldolasa y triosa fosfato
isomerasa de glucosa. (Stadie, 2013)

- BAL heterofermentativo metabolizar por la produccion de cantidades equimolares de lactato,

etanol y didxido de carbono a través de la via de las pentosas fosfato. (Stadie, 2013)
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Durante estas reacciones s6lo un mol de ATP da como resultado de un mol de glucosa mientras
que al producir fermentacién homolactica da 2 ATP mol, bajo condiciones de fermentacion

heterolactica glucosa también se traduce en 2 ATP mol. (Stadie, 2013)

Tabla 3-1. Especie homo y heterofermentativas en el kéfir de agua.

homofermentativas BAL en el heterofermentativas BAL en el
kefir de agua kefir de agua
Lactobacillus Hordei Leuconostoc Mesenteroides
Lactobacillus Nagelii Leuconostoc Citreum
Lactobacillus casei Lactobacillus Hilgardii

Fuente: (Gulitz et al., 2013: pp.1082-1091)

1.1.5.7.2 Bacterias del acido acético (BAA)

Son Gram-negativas, resistentes a los acidos (hasta pH 2,6) y son aerobios, se incluye los géneros
Acetobacter y Gluconobacter. Este género Gluconobacter produce su energia a través de la
oxidacion incompleta de los azucares (hidratos de carbono) o alcoholes que se derivan en las
formas de acido como por ejemplo, acido glucénico de glucosa y acido acético de etanol. (Jakob
etal., 2012: 493-499)

Los Acetobacter sp. tienen la capacidad de oxidar el 4cido acético en CO2 y agua. (Gullo y
Giudici, 2008: pp.46-53) Las AAB se pueden encontrar de forma natural en los habitats de
plantas que contengan carbohidratos o ricas en etanol. Actualmente son muy significativos en el

area comercial en la produccién de acido acético. (Jakob et al., 2012: pp. 493-499)

En realidad las AAB no son muy consideradas, ya que solo se puede encontrar en pequefias
cantidades en los granos de kéfir de agua, probablemente porque el oxigeno es escaso en este

entorno y sélo se afiade en el lavado y proceso inicial. (Gulitz et al, 2013: pp.1082-1091)

1.1.5.7.3 Bifidobacterias

Son Gram-positivas y son microorganismos sacaroliticos. El &cido lactico es uno de sus
metabolitos principales, estos fueron clasificados como bacterias del acido lactico por mucho
tiempo. (Ballongue, 1993: pp.357-428) Los monosacaridos se metabolizan dentro de la Ilamada

"shunt bifidus" que es distinto de la via de homo y heterofermentativas de las bacterias del acido
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lactico. (Gulitz et al., 2013: pp.1082-1091) En lugar de aldolasa y la glucosa-6-deshidrogenasa
fosfato las bifidobacterias producen fosfocetolasa fructosa-6-fosfato, la enzima clave en su ruta
metabdlica y el marcador taxondmico para Bifidobacteriaceae. Los rendimientos de la derivacion
bifidus en acetato es de 1,5 mol, lactato 1 mol y 2,5 moles de ATP de 1 mol de glucosa.
(Kaditzky, 2008)

La mayoria de las especies de Bifidobacterium pueden ser aislados del intestino humano y animal
y crecen estrictamente en condiciones anaerobicas a 37 ° C. (Gulitz et al., 2013: pp.1082-1091)
(Dobson et al., 2011: pp.56-62) Con los métodos de deteccion se puede identificar la

Bifidobacterium sp. en el kéfir de leche, asi como en los granos de kéfir de agua.

La B. psychraerophilum es la Unica especie cultivable en los granos de kéfir de agua ya que es
una especie de Bifidobacterium poco comin. (Gulitz et al. 2013: pp.1082-1091) Esta especie es
capaz de crecer a temperaturas bajas (hasta 4 ° C) (Gulitz et al. 2013: pp.1082-1091) y bajo
condiciones aerdbicas se llama psychraerophilum ("frio y aire amante" o “cold and air-loving”);

aungue su 6ptimo crecimiento anaerébicamente es a 37 ° C. (Simpson et al., 2004: pp.401-406)

1.15.7.4 Levaduras

Las levaduras catabolizan la glucosa en la via de la glucélisis en general al piruvato; en ausencia
de oxigeno tiene que ser re-oxidado durante la fermentacion etandlica. Tras la fermentacion el
piruvato se convierte en acetaldehido y CO2 y después acetaldehido se reduce al etanol catalizada

por la alcohol deshidrogenasa. (Dickinson et al., 2006: pp.215-217)

Las Saccharomyces (S.) estdn presentes en los granos de kéfir de agua, es una levadura
anaerdbica facultativa y son capaces de catabolizar glucosa en condiciones aerdbicas y
anaerobicas. En condiciones anaerobicas fermentan glucosa a etanol. Si nos referimos a la
respiracién en un medio que contiene glucosa (méas de 0,1%) de S. cerevisiae es limitado y cuenta
menos que 10% de catabolismo de la glucosa a causa de la llamada efecto Crabtree o represion de
la glucosa. En presencia de enzimas respiratorias y gluconeogénicas de glucosa no son
sintetizados mas y el piruvato emergente se canaliza a etanol incluso en presencia de oxigeno.
(Barnett, 2005: pp.835-894) medio del kéfir de agua es un alto nivel de azdcar, el principal
azUcar utilizado para la preparacion es la sacarosa. El disacarido sacarosa se hidroliza
extracelularmente por la invertasa de levadura a la fructosa y glucosa, después, estas hexosas son

transportadas a las células. (Dickinson et al., 2006: pp.215-217)
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La Zygotorulaspora florentina es el principal representante de las levaduras en los granos de kéfir
de agua que fue llamado Zygosaccharomyces Florentinus antes de su clasificacion en el afio
2003; las Zygosaccharomyces son levaduras osmotolerantes y por lo tanto son capaces de crecer
en sustratos con altas concentraciones de azUcar. Estas especies pueden causar deterioro en los
alimentos, pero durante la fermentacion lo hacen de manera deseable. (Gulitz et al., 2011: pp.284-
288)

1.1.5.7.5 Exopolisacaridos

Los polisacaridos son compuestos de alto peso molecular, se componen de monosacaridos
glucosidicos. En la naturaleza, los polisacaridos estan muy extendidos conformando las
estructuras de sustancias (por ejemplo, celulosa o quitina), como materiales de reserva (por
ejemplo, almidén o glucdgeno) y como sustancias ligantes de agua (por ejemplo, agar o pectina).
Sus propiedades funcionales dependen de los diversos tipos de enlace y ramificacion asi como su

peso y mondmeros de azucar. (Belitz et al., 2001: pp.26-32)

Los polisacaridos microbianos que son excretados extracelular se denominan exopolisacaridos
(EPS). Los EPS se producen como agentes o cuerpos protectores contra la deshidratacion,
diferentes ataques como toxinas, antibioticos o fagos, la depredacion por protozoos y estrés
osmotico. Otra funcidn es que las bacterias pueden adherirse a las superficies sélidas con EPS

para construir formaciones de biopeliculas. (De Vuyst et al., 1999: pp.153-177)

Los EPS que se agrupan a la superficie celular exhiben una apariencia capsular mientras que EPS
difusibles libres son viscosos. En algunos casos, ambos tipos pueden ser producidos por el mismo
organismo. (Cerning, 1990: pp.113-130); se pueden clasificar a lo largo de su composicién de
monomeros de azlcar. Los Heteropolisacaridos (HEPS) se conforman de diferentes monémeros
de azlcar con la repeticion de unidades precursoras. Estas unidades se crean intracelularmente y
extracelularmente polimerizan. Este es un proceso que depende de energia (De Vuyst et al., 1999:
pp.153-177)

Segun (De Vuyst et al., 1999: pp.153-177), los homopolisacaridos (saltos) constituyen en un tipo
de mondmero; EPS compuestos de glucosa son llamados glucanos, los fructanos de fructosa, asi
se pueden diferenciar a lo largo de sus tipos dominantes. a-D-glucanos con alfa-1,6-vinculos y las
ramas en las posiciones 3, 2 y 4 se denominan dextranos, mientras que la ramificacion es cepa
especifica. Las cepas de varios Leuconostoc sp. se sabe que producen dextranos. Los Mutans que

son producidas por estreptococos, muestran principalmente alfa-1,3-vinculos, y alternano que es
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producida por diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides contiene ambos tipos de enlace
alterna. Los representantes de los fructanos son levanos, con B-2,6-B-vinculos y 2,1 ramificacion,
y la inulina con B-2,1 como el principal tipo de vinculacion. Los Homopolisacéridos son
sintetizados por glicosiltransferasas, mientras que glucansucrases catalizan la produccion de

glucanos y fructansucrases estos de fructanos. (De Vuyst et al., 1999: pp.153-177)

La actividad transferasa de glicosiltransferasas conduce a EPS porque los monémeros de azlcar
se transfieren a las crecientes cadenas de polisacaridos; asi varias especies de bacterias de acido
lactico son capaces de producir EPS durante la fermentacion. (Kaditzky, 2008) (Waldherr, 2009:
pp.672-678)

1.1.5.8 Analisis Microbioldgico del kéfir de Agua

Se puede cultivar en los siguientes medios de cultivo: Rogosa Agar (AR) y De Man, Rogosa, y
Sharpe (MRS), especifico para Lactobacillus; Brain Heart Infusion (BHI) agar, que se utiliza para
el recuento global de las bacterias; Sabouraud Dextrosa-Agar (SDA), por levaduras y hongos
filamentosos; Tioglicolato Agar (TA), por Streptococcus, Acetobacter y Leuconostoc; Agua de
Coco Agar (CWA) y agua de coco + Agar extracto de levadura (arcilla), para el crecimiento de

varios géneros. (Bergmann et al., 2009: pp.1022-1026)

1.1.5.9 Preparacion del kéfir de agua

El kéfir de agua se prepara en una solucion de sacarosa (100g / I) en 1 | de agua filtrada a
temperatura ambiente; se coloca los granulos de Kéfir en una jarra de vidrio con el sustrato
seleccionado. (Gulitz et al., 2011: pp.284-288)

El frasco se lo tapa con una tela porosa y un cordel de cocina evitando asi que entre en contacto
con moscas del género Drosophila o cualquier otro tipo de contaminacion. (Moreno, 2005). La
fermentacion se lleva a cabo a 21 ° C por dos a tres dias, cuanto mas tiempo tenga la
fermentacion mas fuerte sera su sabor. (Gulitz et al., 2011: pp.284-288)

Luego se criba en una jarra conservando los granulos de kéfir de agua que se pueden volver a
cultivar inmediatamente o se pueden almacenar en el agua en el refrigerador hasta por una

semana. (Moreno, 2005)

1.1.5.10 Produccién de biomasa a partir del kefir de agua

Para producir, en forma doméstica, el mayor rendimiento de biomasa del kefir de agua a partir de

sustratos azucarados de relativo bajo costo de la industria azucarera pueden ser (piloncillo,
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panela, melaza, melado, mascabado, azlicar morena y azUcar blanca) y el jugo de betabel, tuna y
pifia. (Diaz Garcés et al., 2015)

Se utiliza diferentes concentraciones de cada sustrato, asi como varias temperaturas y tiempos de
incubacion. La biomasa de tibicos se puede medir por peso himedo drenado (g/100 ml); la tasa

especifica de crecimiento se calcula en g/hora. (Diaz Garcés et al., 2015)

El valor méas alto en la produccién de tibicos (78.8g/100 ml) se obtiene con 50 g de piloncillo o
panela en el medio de cultivo, 29-C y 72 horas de incubacion y la mayor productividad de
biomasa (1.9 g/hora). (Diaz Garcés et al., 2015)

1.1.6 Beneficios del kefir de agua

Son muchos los efectos beneficios que atribuye el kefir de agua por parte de los consumidores
tales como: tratar padecimientos del aparato digestivo, Ulceras, colitis ulcerosa, intolerancia
gastrica, colon irritable, diverticulos, entre otros (Palmetti, 2010); sin embargo, algunos de estos
atributos no tienen un soporte cientifico establecido. (Teixeira, 2011)

Un estudio mostré que comparando el poder cicatrizante del carbohidrato obtenido del kéfir de
agua con el poder cicatrizante del neomycin-clostebol (Combinacién de neomicina, un antibiotico
de amplio espectro con clostebol, esteroide de uso tdpico que aumenta la velocidad de
cicatrizacion), ambos aplicados de forma topica en heridas inducidas en ratas de laboratorio; el
carbohidrato de kéfir fue capaz de inhibir la accion inflamatoria de manera similar que el
neomycin-clostebol en heridas; sin embargo, esta droga es conocida por presentar efectos
colaterales como problemas hepaticos, disfunciones reproductivas y riesgos neoplésicos. Por tal
razén se recomienda el uso de una solucion a base de granulos de kéfir de agua frente al
neomycin-clostebol. (Thomson, 2004) (Moreira, 2008: pp.356-361) (Schneedorf, 2012)

Otro de los beneficios de consumir el kéfir de agua es la presencia de Lactobacillus plantarum;
segln la investigacion desarrollada por (Wang, 2009) en la cual se agregé L. plantarum
liofilizado a una dieta alta en colesterol, se analiz6 que ratas no hubo variacion en cuanto a su
peso corporal, ingesta de comida y eficiencia de alimentacién. Por otro lado, se presentd una
reduccion de colesterol sérico, LDL (Lipoproteina de baja densidad) y los niveles de triglicéridos.
También se produjo una gran disminucién en el colesterol asi como de triglicéridos en el higado,

demostrando la disminucion del colesterol y no se redistribuy6 en la sangre o en el higado.
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Segun (Wang, 2009) es importante la reduccion de LDL como del colesterol total debido a que
elevadas cantidades de estos estan altamente relacionadas con riesgo de enfermedades coronarias.
Su reduccion en hombres hipocolesterolémicos puede disminuir la incidencia de enfermedades

cardiovasculares.

Ademas, se notd que la concentracion de acido propidnico en las heces de los animales se
incrementd significativamente, casi tres veces mas con relacion al grupo control (que no fue
alimentado con L. plantarum); esto indica que una de las vias de sintesis de colesterol se vio

afectada, reduciendo de esta forma su concentracion. (Golowczyc, 2007: pp.264-273)

Otros estudios realizados determinaron que Lactobacillus kéfiri presente en los granulos de kéfir
tiene la capacidad de antagonizar la invasion y/o adhesién de Salmonella enteritidis. La
Salmonella es uno de los patdgenos causantes de una variedad de enfermedades como fiebre
entérica, bacteriemia, infecciones focales y enterocolitis principalmente en pollos y aves de

corral; y es una de las mayores fuentes de infeccidn intestinal. (Golowczyc, 2007: pp.264-273)

1.1.7 Sustrato para la produccion del kéfir de agua

1.1.7.1 Panela

Es un producto alimenticio derivado del jugo de la cafia de aztcar (saccharum oficinarum L), este

azUcar se considera natural e integral, no centrifugado y sin refinamiento. (De los Reyes, 2011)

1.1.7.1.1 Composicion fisica

Su forma es sélida, su presentacidn comercial esta bloques rectangulares, semiesféricos o
granulada. En blogue posee una humedad media de 7 % lo que acorta su vida Gtil en comparacion
con la panela granulada y edulcorantes con menores porcentajes de humedad. (De los Reyes,
2011)

1.1.7.1.2 Composicion quimica y bioquimica

Contiene carbohidratos, minerales, proteinas, vitaminas esenciales para el organismo. Dentro de
los carbohidratos que se encuentran en la panela se encuentra en mayor proporcion la sacarosa y

menor cantidad los azUcares reductores o invertidos como la glucosa y la fructosa. Estos azlcares
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Tabla 4-1. Composicion nutricional de la panela.

poseen una prioridad de uso inmediato para el organismo ya que cuenta con una ventaja

energética debido a que estos son rapidamente metabolizados por el cuerpo.

COMPONENTE / PANELA EN PANELA
VALOR BLOQUE GRANULADA
Carbohidratos, g/100g 88,3 97,0
Sacarosa, g/100g 79,4 89,5
AzUcar invertido, g/100g 8,5 6,0
N2 total, g/100g 0,08
Proteinas, g/100g 0,46 0,74
Grasa, g/100g 0,21 0,35
Fibra, g/100g 0,12 0,01
Energia en cal/100g 3215 3775
pH 6,1 6,0
humedad, g/100g 7,1 1,9
Ceniza, g/100g 1,29 1,7
Minerales en mg/100g
Potasio 116,7 535,0
Calcio 172,8 170,0
Magnesio 61,7 29,0
Fosforo 60,4 133,0
Sodio 56,0 23,0
Hierro 5,3 2,5
Manganeso 1,2
Zinc 15 2,8
Fluor 57
Cobre 0,4 0,6

Fuente: (Carlosama Chamorro, 2009)

1.2 Marco conceptual

- BAA (Bacterias Acido Acéticas): Son una agrupacion de microorganismos Gram negativos
gue muestran una asimilacion anaer6bica, estos producen a su vez una fermentacidn
homoacética, lo cual se fundamenta en la habilidad para trasformar lactato a acetato.

- BAL (Bacterias Acido lacticas): Es un grupo heterogéneo de microorganismos cuya
caracteristica define la produccidn de &cido lactico a partir de la fermentacion de azdcares.

- ATP (Adenosin Trifosfato): Es un nucleétido importante en la adquisicion de energia celular.
Se conforma por una base nitrogenada unida al carbono de un azlcar. Es la fuente

fundamental de energia que proporciona casi en su totalidad las funciones celulares.

-17-



Bifidobacterias: Son una agrupacion de microorganismos Gram-positivas, las bifidobacterias
que se radican en el colon favorecen la asimilacion nutricional, se relacionan con una menor
frecuencia de hipersensibilidad alérgica y que a su vez advierten también la expansion de
determinadas formas de de tumores.

Catalizador: Componente que disminuye la energia de activacién indispensable entre dos
sustancias para que se reactiven, conservandose sin alteracion en el término de la reaccion.
Cepas: Es un cumulo de microorganismos que se forman a base de una colonia original que
distribuye determinadas caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas, genéticas, patologicas (una o
maés de estas caracteristicas) que los diferencian de otras cepas.

Cribado: Es la forma de utilizacién de pruebas simples en una poblacion sin enfermedad con
el propdsito de averiguar de forma ordenada las personas que adn no presentan ningun sintoma
a pesar de presentar una determinada enfermedad.

Destilacion: Proceso por el que la sustancia volatil de una mezcla se separa de otra que no lo
es mediante evaporacion y posterior condensacion de la misma.

Dextrano: Es un componente originado de la glucosa. Se crea de manera natural por los
microbios que conviven en la tierra. El dextrano también es un suplente del plasma sanguineo
(la parte liquida de la sangre).y a su vez es un constituyente las lagrimas artificiales utilizadas
para lidiar la sequedad ocular.

Enterotoxina: Es una sustancia dafiina para el sistema digestivo que la producen ciertas
bacterias.

Equimolares: Es una mezcla de dos o mas componentes que se encuentran presentes en la
misma cantidad de moles.

Fermentacién: Es un procedimiento catabélico de oxidacion incompleta, el cual no necesita de
oxigeno, y el resultado al término es una composicion orgénica .De acuerdo a los resultados
finales.

Filamentoso: Perteneciente a algo que es como un hilo o que es capaz de ser estirado hasta
lograr una estructura parecida a un hilo.

Glucolisis: Camino metabolico cuyo fin es oxidar la glucosa con la finalidad de obtener
energia para la célula

Gluconeogénicas Es una ruta metabolica anabolica que permite la biosintesis de glucosa a
partir de precursores no glucidicos. Incluye la utilizacion de varios aminoacidos, lactato,
piruvato, glicerol y cualquiera de los intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (o
ciclo de Krebs) como fuentes de carbono para la via metabdlica.

Heterofermentativo: Se presenta como una fermentacion que crea mas de un producto, por
ejemplo, alcohol y acido lactico.

Heterolactica: Fermentacion bacteriana que desemboca en una combinacion de acido lactico y

otros productos.
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Hidrdlisis: Es una reaccién quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la cual la
molécula de agua se divide y sus &tomos pasan a formar parte de otra especie quimica. Esta
reaccion es importante por el gran nimero de contextos en los que el agua actia como
disolvente.

Homofermentativo: S6lo producen &cido lactico a partir de azUcares.

Homolactica: Es la fermentacion cuyo Unico producto final es el acido lactico

Incubacion: Progreso de una alteracion de la salud en un ser vivo que comienza con el
contagio y se desarrolla hasta la aparicion de los sintomas.

Kefir: Es un producto lacteo fermentado mediante hongos y bacterias. En el kefir la leche
fermenta mediante una reaccion lacto-alcohdlica, y por tanto anaerobica; la lactosa de la leche
se transforma en 4cido lactico y se produce anhidrido carbénico y alcohol.

Levaduras: Son organismos eucariotas unicelulares, los cuales se reconoce por su habilidad
para producir la descomposicion a través de fermentacion de distintos somas orgénicos,
fundamentalmente los azUcares o hidratos de carbono, creando asi distintas sustancias.
Microbiota: Es el conjunto de microorganismos que se localizan de manera normal en
distintos sitios del cuerpo humano.

Mutagénesis: Es aquella modificacidn del material genético que resulta estable y transmisible
a las células hijas que surgen de la mitosis.

Osmotolerante: Capacidad que tienen las levaduras para crecer en un medio con altas
concentraciones de azucares.

Setas: Conjunto de hongos pluricelulares (basidiomicetos) que incluye muchas especies.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Hipdtesis y especificaciones de las variables

2.1.1 Descripcién de hipotesis y variables

2.1.1.1 Hipotesis

Mediante fermentacion sumergida con microorganismos tibetanos y sustratos azucarados se
produce una bebida hidratante nutritiva para deportistas y biomasa para alimentaciéon animal,

ambas de buena calidad.

2.1.1.2 Indicadores

En esta investigacion se determinaron los siguientes indicadores:

Indicadores fisicos:

Temperatura, biomasa en peso.

Indicadores bromatologicos:

Proteina, Calcio, Fosforo, microelementos (Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc), vitaminas grupo B.

Indicadores microbiolégicos:

Microorganismos tibetanos, clostridium sulfitoreductoras, coliformes totales y fecales, hongos y
levaduras.

Indicadores bioguimicos:

pH, acidez total, grados brix, azucares reductores, acido lactico

Indicadores organolépticos:

Color, sabor, olor.

2.2 Tipoy disefio de investigacion

La investigacion es tipo exploratoria con la aplicacion de un disefio experimental. El disefio
experimental es utilizado serd completamente aleatorizado que contempla 5 tratamientos con 3
repeticiones; cada uno bajo un modelo experimental bifactorial (factor 1 — tipo de sustrato; factor

2 — nivel de sustrato).

-20-



2.3 Unidad de analisis

Corresponde a un frasco de vidrio de 1 litro en donde cada frasco corresponde a una repeticion

dentro del tratamiento.

2.4 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio correspondera a 15 L de fermentacion dividido en 15 frascos de 1 L cada

uno.

2.5 Tamano de muestra

Las muestras a tomar son de 20 mL cada uno para los distintos andlisis fisicos, bromatoldgicos,
microbiolégicos y bioquimicos; las muestras para los andlisis organolépticos son de 10 ml

tomados de cada litro o frasco.

2.6 Seleccion de muestra

Las muestras seran colectadas segin un muestreo completamente al azar en cada repeticion de

todos los tratamientos.

2.7 Técnicas de recolecciéon de datos

2.7.1 Ubicacion del proyecto

Este proyecto se lo desarrolld en los laboratorios de: Biotecnologia y Microbiologia Animal
“LABIMA” y Procesamiento de Alimentos de la Facultad de Ciencias Pecuarias, HPLC de la
Facultad de Ciencias y el de Andlisis Ambientales, Analisis Instrumental y Aguas de la Facultad

de Ciencias de la ESPOCH localizados en el Km 1 Y2 de la Panamericana Sur.
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Tabla 1-2. Condiciones meteorol6gicas - ESPOCH.

PARAMETROS PROMEDIO
Temperatura (°C) 14,20
Humedad Relativa (%) 66,41
Precipitacion (mm) 550,80
Heliofania (h/luz) 165,15

Fuente: (ESPOCH, 2014)

2.7.2 Materiales y equipos

2.7.2.1 Equipos de laboratorio

- TermOmetro digital

- Potenciémetro

- Refractometro

- Equipo Macro Kjeldahl
- Matraces Erlenmeyer

- Agitador magnético

- Estufa

- Balanza analitica

- Vidrieria de laboratorio
- Vortex

- Caja para cultivo anaerébico
- Microscopio

- Cémara de flujo laminar
- Cuenta colonias

- Computadora

- Refrigerador

- Hielera

- Espectrofotémetro

- HPLC

- Equipo de ultrasonido
- Bafio Maria

- Bomba de vacio

- Panel de Catacion
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- Termo cooler

2.7.2.2 Reactivos

- Agar MRS para bacterias acido lacticas
- Agar Clostridium perfringers para bacterias clostridium sulfitoreductoras
- Agua destilada

- Agua desionizada

- Agua bi-destilada grado HPLC

- Aceite de inmersion

- Acido ascorbico

- Acido clorhidrico

- Acido fosférico

- Acido lactico

- Acido oxalico

- Acido nitrico

- Acido sulfarico

- Alcohol acetona

- Alcohol antiséptico

- Almidon soluble

- Azul de metileno

- BufferdepH 4

- Cristal violeta

- Clorhidrato de hidroxilamina

-  EDTA

- Fenolftaleina

- Fosfato di4cido de potasio

- Hexaciano ferrato (I1) de potasio
- Hexanosulfonato de sodio

- Hidroxido de sodio

- Lugol

- Molibdato de amonio

- Murexida (purpurato de amonio)
- Oxido de fosforo (1)

- o-fenantrolina

- Safranina

- Sulfato de cobre
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- Sulfato ferroso hexahidratado
- Sulfato amonico férrico
- Tartrato de sodio y potasio

- 2,6 —diclorofenolindofenol

2.7.2.3 Materiales

- Acrodiscos

- 15 frascos de 11 de vidrio con tapa

- 3M™ Placas Petrifilm™ para el Recuento de coliformes totales y fecales
- 3M™ Placas Petrifilm™ para el Recuento de levaduras y Mohos
- Etiquetas

- Frascos de vidrio para muestras

- Frascos de plastico para muestras

- Marcadores para etiquetas

- Materiales de limpieza

- Azlcar blanca

- Azucar Morena

- Melaza

- Jugo de Cafia

- Panela

- Panintegral

- Tamiz de pléstico

- Viales para HPLC

- Vasos de plastico desechables

2.7.3 Tratamientos y disefio experimental

La presente investigacion trata de la “CARACTERIZACION DE UNA BEBIDA Y BIOMASA
PARA ALIMENTACION ANIMAL MEDIANTE FERMENTACION SUMERGIDA CON
MICROORGANISMOS TIBETANOS” la cual fue elaborada mediante la adicion de
microorganismos tibetanos (tibicos) y varios sustratos azucarados: azlcar blanca, aziicar morena,

melaza, jugo de cafia y panela; los detalles constan en la tabla 2-2.
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Tabla 2-2. Composicion de la bebida y microorganismos utilizados en la
fermentacion sumergida.

Bebida Sustrato Unico | Microorganismos tibetanos Agua destilada
T1 3,2% 16,1% 80,7%
T2 4,8% 15,9% 79,3%
T3 6,3% 15,6% 78,1%
T4 7,7% 15,4% 76,9%
T5 9,1% 15,2% 75,7%

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)

El esquema del experimento para la presente investigacion se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 3-2. Esquema del experimento.

Tratamientos Repeticiones UA Total
5 - Un sustrato 3 1 15

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)

UA: Corresponde la Unidad de Analisis (11).

2.7.4 Mediciones experimentales

Los indicadores experimentales que se evaluaron en esta investigacion fueron:
Evaluacion fisica:

- Temperatura (°C)
- Biomasa (gramos)

Evaluacion bromatolégica:

- Proteina (%)

- Calcio (ppm)

- Fésforo (ppm)

- Microelementos: Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc ( ppm)
- Vitamina B6 (mg/100g)

Evaluacion microbiolégica:
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BAL - Microorganismos tibetanos (UFC/ml)
Clostridium sulfitoreductoras (UFC/ml)
Coliformes totales y fecales (UFC/ml)

Hongos y levaduras (UPC/ml)

Evaluacion bioguimica:

pH (pH)

Acidez total (mg/l)
Grados brix (°Bx)
AzUcares reductores (%)

Acido lactico (ppm)

Evaluacion organoléptica:

Color (sensorial)
Sabor (sensorial)

Olor (sensorial)

2.7.5 Analisis estadistico

Los resultados experimentales fisicos,

organolépticos fueron sometidos a los siguientes analisis:

Comparacion de medias: analisis Anova, comparaciones multiples post hoc — Tukey, con

nivel de significancia del 5%.

Tablas de contingencia comparativas.

2.7.6 Procedimiento experimental

Primera Fase. Identificacion del sustrato azucarado méas adecuado para la elaboracion de la

bebida y produccion de biomasa con microorganismos tibetanos.

La fase inicial pretendio encontrar el mejor sustrato para proporcionar las mejores caracteristicas

para la bebida y producir mayor cantidad de biomasa para alimentacion animal, detallado en la

siguiente tabla.
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Tabla 4-2. Composicion de la bebida y biomasa aplicando diferentes
sustratos azucarados.

Sustratos Niveles Biomasa Agua destilada
. 6,5% 29,0% 64,5%
AzUcar blanca
12,1% 27,3% 60,6%
. 6,5% 29,0% 64,5%
Azlcar morena
s 12,1% 27,3% 60,6%
2 o 6,5% 29,0% 64,5%
e Jugo de cana
12,1% 27,3% 60,6%
6,5% 29,0% 64,5%
Melaza
12,1% 27,3% 60,6%
6,5% 29,0% 64,5%
Panela
12,1% 27,3% 60,6%

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)

Esta preparacién permanecio por 0, 6, 24, 30, 48, 54, 72, 80, 120, 144 horas a una temperatura
ambiente (14 °C promedio en la ciudad de Riobamba) realizando los analisis respectivos en cada

espacio de tiempo.

Luego se procedid a evaluar la vida de anaquel de la bebida para conocer la duracién del producto

en percha efectuada una vez por semana durante cuatro semanas.

Segunda Fase. Caracterizacion de la bebida junto con la biomasa mediante fermentacion

sumergida a escala de laboratorio con microorganismos tibetanos.

Se elabor6 la bebida a partir de microorganismos tibetanos (biomasa) en fermentadores rasticos
del laboratorio con una produccion de 1 litro en cada repeticion.

Para la elaboracion se colocd un sustrato elegido junto con los microorganismos tibetanos
(biomasa) en agua destilada, esta preparacién permanecié por 72 horas a una temperatura
ambiente (14 °C promedio en la ciudad de Riobamba). Esta bebida, después del tiempo indicado,

produjo una fermentacion acida, predominantemente lactica.

Se aplic6 un muestreo dirigido, considerando las 3 réplicas de los 5 tratamientos de la
fermentacion, para ello se tom6 muestras de 20 y 10 ml de cada recipiente o repeticion a las 72
horas, tratando de que la muestra provenga del centro del recipiente. En todo el proceso de

muestreo se aplicaron buenas practicas de laboratorio para reducir riesgos de contaminacion
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ambiental. Estas muestras se colocaron en recipientes estériles de vidrio con tapa rosca y

codificados, ademas se refrigeraron hasta iniciar los analisis respectivos.

2.7.7 Metodologia de Evaluacion

La metodologia de la evaluacion se determind de la siguiente manera:

2.7.7.1 Evaluacion fisica

- Temperatura

La temperatura de la bebida se determiné con la ayuda de un termémetro digital, siendo medido

en grados Celsius a las 72 horas, de forma directa en el liquido resultante.

- Biomasa en peso.

El peso se logré determinar filtrando con un tamiz la biomasa del liquido resultante a las 72 horas

por medio de una balanza electrénica, medido en gramos.

2.7.7.2 Evaluacion bromatoldgica

- Proteina

Para la determinacion de la proteina en la bebida se analiz6 como nitrégeno total (%), para ello se

toman muestras liquidas de la fermentacion hecha a las 72 horas; el método consistié en:

- Medir 1 ml de muestra en el tubo Kjeldahl, adicionar 7g de K2S04 y 0,229 de CuS0O4,
y agregar 25 ml de H2SO4.

- Colocar los tubos Kjeldahl en el Speeddigester.

- Encender el Speeddigester correr la digestion por 2 horas.

- Al final de la digestion automatica se confirmoé el mensaje “digestion finalizada™.

- Conectar el tubo al bulbo de la Unidad de Destilacion y, sumergir la punta que baja del
condensador en una solucién de acido estandarizado (H2SO4 0,2N) y afiadir de 5 a 7
gotas de indicador rojo de metilo en el receptor, girando el Erlenmeyer para mezclar el
contenido completamente.

- Colarse en el programa 2 de la Unidad de destilacion que esta debidamente programado

para trabajar a una potencia de 70% y un tiempo de 7 min.
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- Presionar Reagent 1 que deberd estar programado para enviar 50 ml de agua
desionizada.

- Presionar Reagent 2 que deberéa estar programado para enviar 100 ml de NaOH al 40 %

- Presionar Start para su debida destilacion hasta que haya sido destilado los 7 min.

- Quitar el recipiente y sacudir la punta de la manguera del condensador.

- Estandarizar cada solucion estandar con estandares primarios.

- Titular el exceso de H2SO4 estandarizado 0,2N en el destilado con la solucién de
NaOH estandarizado 0,2N.

- Registrar datos.

- Calcio (ppm)

- En un Erlenmeyer de 250 ml, colocamos 10 ml de muestra y diluimos con agua hasta
obtener 30ml.

- Afadir unos miligramos de indicador murexida en NaCl al Erlenmeyer que contiene la
dilucion con la muestra; luego afiadimos 2 ml solucion de NaOH al 10 %, hasta obtener
color rojizo - rosado.

- Titular con EDTA 0,01 M con una bureta, hasta que tome un color violeta - azulado.

- Anotamos el volumen de EDTA consumido.

- Aplicamos la férmula donde sera expresado su resultado en ppm:

(alicuota = 10 ml)
ppm Ca+2 = VMUR x MEDTA x 40 x 1000/alicuota

VMUR: volumen de la muestra diluida con el indicador murexida
MEDTA: gasto de EDTA.

- Fésforo (ppm)

Para poder determinar fosforo en la bebida es necesario preparar con anterioridad las siguientes

soluciones:
Solucion stock de P205:

Pesar 0.1915 g de KH2PO4 seco. Disolver con agua desionizada y aforar a 1000 mL. Esta
solucidn contiene 100 ppm de P205.
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Solucion de trabajo:

Diluir la solucién anterior a una concentracion final de 20 ppm de P205.

Solucioén reductora:

Se compone de tres reactivos:

0.7800 g de molibdato de amonio en 39 mL de agua
1.056 g de Acido ascorbico en 60 mL de agua
11 mL de H2S0O4 concentrado en 125 mL de agua

Mezclar los tres reactivos antes y aforar a 250 mL con agua desionizada.

Preparacion de la curva de calibracion:

Preparar 6 estandares en matraces de aforacion de 50 ml correspondientes a 0.4, 0.8,
1.2,1.6 y 2 ppm. Luego, afadir a cada matraz 0, 1, 2, 3, 4 y 5 ml de solucion de trabajo
y 20 ml de solucion reductora para aforar a 50 ml con agua destilada.

Incubar durante 45 minutos a 50°C. Después del tiempo de incubacion leer la
absorbancia a 830 nm en el espectrofotometro UV/VIS empleando el blanco en la

calibracién del equipo (corresponde al de 0 ml).

Preparacion de la muestra:

Tomar 1 ml de la bebida y desgasificar con un equipo de ultrasonido, aforarmos a 50
ml; de esta solucion tomar 5 ml, agregar 20 ml de solucién reductora y aforar a 50 ml
con agua destilada.

Incubar durante 45 minutos a 50 °C. Después del tiempo de incubacién leer la
absorbancia a 830 nm frente al blanco (corresponde al de O mL).

Anotar la absorbancia que se obtuvo.

Se elabora una tabla para determinar la curva de calibracién (Concentracion en ppm
P205 vs absorbancia a 830 nm) y armar una grafica en Excel para la curva de
calibracién usando la concentracion en ppm de P205 en las abscisas vs la absorbancia
en el eje de las ordenadas.

Obtener la ecuacion de la recta y calcular el coeficiente de correlacion (r), y emitir
juicios respecto al valor obtenido.

Calcular la concentracién del P205 en la bebida: interpolando en la gréfica, usando la
ecuacion de la gréafica obtenida.

Determinar el contenido de fosforo presente en la bebida tomando en cuenta la dilucion

realizada y el factor estequiométrico para transformar P205 en P.
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Microelementos: Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc (ppm)

Hierro:

Reactivos utilizados:

Clorhidrato de hidroxilamina (H2ZNOH.HCI) al 10% p/p. Preparar 10 ml por cada
muestra.

Buffer de pH 4 de acido acético/acetato de sodio

o-fenantrolina 25 mL al 0,3% p/p del monohidrato en agua. Aqui se agregan algunas
gotas de acido nitrico diluido para ayudar la disolucidn. Se guarda en un lugar oscuro.
Se rechaza el reactivo cuando comience a tomar color.

Solucién patrén de 1000 mg/l de Fe preparado a partir de FeSO4.(NH4)2.S04.6H20.

Preparacion de la curva de calibracion:

El intervalo de la curva de calibracién es de 1 a 4 mg/l de Fe. Los estandares se
preparan colocando la alicuota de la solucion patrén de hierro en un vaso de precipitado
agregando 0,5 ml de hidroxilamina y se ajusta el pH a 4, con la ayuda de HCl o NaOH 1
M (medir con un potenciometro para realizar la medida del pH).

Se agrega 2 ml de la solucion buffer de pH 4 y se trasvasa cuantitativamente a un balén
de 25 ml, donde se agrega 1 ml de la disolucion de la o-fenantrolina, antes de aforar con
agua destilada.

Para la lectura de la sefial en el espectrofotometro UV — visible , se determina primero
la longitud de onda de trabajo haciendo un barrido de absorbancia en funcion de la
longitud de onda, colocando el blanco (agua en este caso) en la cubeta de referencia. La

lectura de la absorbancia se realiza en el intervalo de 500 a 520 nm.

Analisis de la muestra:

Coloque en un vaso de precipitacion una alicuota de la muestra 1 ml, agregar 0,5 mL de
hidroxilamina y ajustar el pH a 4 igual que con los patrones de calibracion. Llevar esta
solucidn a un balén de 25 mL

Agregar 1ml de la disolucion de la o-fenantrolina y medir la absorbancia; se ajusta el
factor de dilucion de la muestra de manera que la lectura se encuentre dentro del

intervalo de la curva de calibracion.

Manganeso, Cobre y Zinc: Espectrometria de Absorcion Atémica:

Manganeso 100 mg/L: Disolver 0,100 g de muestra en 10 mL de HCI conc., mezclar

con 1 mL de HNO3 conc. y diluir a 1.000 mL con agua.
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- Cobre 100 mg/L: Disolver 0,100 g de muestra en 2 mL de acido nitrico conc., agregar
10 mL de HNOS3 conc. y diluir a 1.000 mL con agua.
- Zinc 100 mg/L: Disolver 0,100 g de muestra en 20 mL de &cido clorhidrico (1+1) y

diluir a 1.000 mL con agua.

Desarrollo:

- Homogenizar la muestra y pesar de 10 a 15 gramos.

- Iniciar la incineracién en manta calefactora y continuar en mufla a 450 — 500°C, hasta
cenizas blancas (12 a 14 horas aproximadamente).

- Dejar enfriar y agregar 5 mL de &cido nitrico (1+1) y evaporar a sequedad en bafio
termorregulador. Repetir con 5 mL més de acido.

- Disolver el residuo con agua desionizada caliente, filtrar y aforar a 25 ml.

- Medir la concentracién en espectrofotometro de absorcion atémica con una curva
estandar, en las condiciones para cada elemento.

- Preparar la curva estandar a lo menos con tres concentraciones escogidas dentro de las
concentraciones limites aproximadas para la aplicacion.

- Seexpresara al final de la siguiente forma:

mg/l elemento = C x 25/V
C : Concentracion de la muestra.

V : Volumen de la muestra en I.

Vitamina B6 (g/l)

Preparacion de la fase movil:

- Se preparé la fase movil mezclando metanol, agua bi-destilada grado HPLC vy é&cido
fosforico 0.1 M en hexanosulfonato de sodio.

- Luego se procedi6 a agitar y filtrar con la ayuda de un Kitazato y una bomba de vacio.

- Se desgasifico la fase mévil en un bafio de ultrasonido y se colocd en un frasco estéril y

ambar para su posterior uso.

Determinacion de condiciones del HPLC:

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu LC-10Ai con autoinyector, con una
columna C18 de 15 centimetros, las condiciones del HPLC con las que se aplico el analisis

fueron las siguientes:

-32-



Flujo de inyeccion: 0.8 ml/min.

Temperatura: 29°C.

Fase movil: Acido Fosforico 0.1 M a un pH 4.5.
Detector UV: onda de 270 nm.

Concentracion del estandar de 500 ppm.

Preparacion del estandar:

El estandar de piridoxina (vitamina B6) se diluy6 en la fase mévil a una concentracion
de 500 ppm.
Luego fueron filtradas con un acrodisco de 0.4 pm.

Preparacion de las muestras:

La muestra para determinar esta vitamina se prepar6 segin (Fernandez, y otros, 2001)
para esto se coloca 20g de muestra y se agrega 24 ml de HCI1 0.1 N.

La mezcla se calienta a 80-100 °C en un bafio de agua por 60 min, después enfriada y
llevada a un volumen de 100 ml de HCI 0.1N.

La muestra diluida fue filtrada con papel filtro No. 542 vy filtrada nuevamente por un

acrodisco de 0.4 um para ser analizada por el HPLC.

Anélisis en el HPLC:

Se encendi6 el equipo y se esper0 hasta que se adapte a los parametros antes
mencionados.
Se corrid el estandar y posteriormente las muestras colocadas en viales para HPLC se

llevo a las cedillas del equipo para el analisis.

Interpretacion de los resultados:

Una vez corridas las muestras el HPLC se analizd de acuerdo a los tiempos de
retencion, cada uno de los picos de las muestras comparando con el estandar y asi

podemos calcular las areas de cada uno y con ello su cantidad.

2.7.7.3 Evaluacion microbiologica

- BAL - Microorganismos tibetanos (UFC/ml)

Para el analisis de BAL se tomo6 las muestras a las 72 horas; y consistio la metodologia en:

Preparacion y esterilizacion del material de vidrio

Se enjuaga y se lava el material del laboratorio con abundante agua y detergente, se
realiza al final un Gltimo enjuague con agua destilada.

Se colocaron los tubos, pipetas y cajas Petri en las bolsas de esterilizacion.
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- Seintrodujo en un autoclave por 20 minutos a 121°C

Preparacion del medio de cultivo

- Se procede a seguir las instrucciones de fabrica del medio de cultivo agar MRS que es
70 g del medio en 1000 ml de agua destilada.

- Selleva la mezcla al agitador magnético hasta su disolucién total y se codifica.

- Seesterilizé en el autoclave a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos

- Luego en la cabina de flujo laminar, una vez esterilizado el medio, se deposito en las
cajas Petri estériles aproximadamente 20 ml por caja, se dejé en reposo hasta que
cambie de estado en forma de un gel.

- Ladilucion de la bebida se realizé ala (1073 y 1075)

- Se puso en tres tubos de ensayo 9 ml de agua destilada, se tom6 1 ml de muestra de
bebida y se coloco en el primer tubo de ensayo.

- Se agit6 hasta homogenizar en el Vortex por de 60 segundos el primer tubo.

- Se tomd con la pipeta y se extrajo 1ml del primer tubo y se pasé al segundo para
homogenizar por 30 segundos en el VVortex.

- Se toméd con la pipeta y se extrajo 1ml del segundo tubo y se pasé al tercero para
homogenizar por 30 segundos en el VVortex.

- Se tomd con la pipeta y se extrajo 1ml del tercer tubo y se pasé al cuarto para
homogenizar por 30 segundos en el VVortex.

- Se tomd con la pipeta y se extrajo 1ml del cuarto tubo y se pasé al quito para
homogenizar por 30 segundos en el VVortex.

- Se utilizo la técnica por difusion de superficie de placa.

- Se tomd en una pipeta 1 ml de muestra diluida correctamente (10~3 y 10~°); se hizo el
vertido en la caja Petri y se homogenizo la muestra en forma de 8 para una buena
distribucién de la muestra en la superficie.

- Se llevo a la estufa bajo condiciones de crecimiento 37°C a una caja de anaerobiosis
donde se incub6 por 24 — 48 horas y se colocé las placas en forma invertida en una caja
de anaerobiosis.

- Se contabilizaron las colonias y se registré mediante un conteo en UFC/ml.

- Una vez obtenidas las colonias se hace la tincion Gram de la siguiente forma:

- Tener 3 portaobjetos limpios.
- Preparar un frotis de cada uno
- Colocar una pequefia gota de agua destilada en el centro de un portaobjetos limpio.

Es necesaria muy poca cantidad de agua.
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- Flamear con un mechero de alcohol el asa de siembra y dejar enfriar medio minuto.
Tomar, en condiciones asépticas, una pequefia cantidad del cultivo bacteriano en
medio sélido y transferirlo a la gota de agua.

- Remover la mezcla con el asa de siembra hasta formar una suspension homogénea
gue quede bastante extendida para facilitar su secado.

- Esperar hasta que el liquido se evapore o acelerar su evaporaciéon acercando y
alejando el portaobjetos a la llama del mechero de alcohol por periodos cortos de 2
segundos aproximadamente. En este caso hay que tener mucha precaucion de no
calentar demasiado el portaobjetos pues las celulas pueden deformarse o romperse.

- Tedir con cristal violeta agregando suficiente colorante y dejar que actle durante 1
minuto.

- Lavar suavemente con agua.

- Inundar suavemente con el mordiente, yodo de Gram, y dejar actuar durante 1
minuto.

- Lavar suavemente con agua.

- Decolorar con alcohol etilico al 95%.

- Lavar suavemente con agua.

- Agregar la safranina para la tincién de contraste.
- Lavar suavemente con agua.

- Secar la preparacion.

- Explorar al microscopio con el objetivo 100X oil con una inmersion de aceite.

Clostridium sulfitoreductoras (UFC/ml)

Para el anélisis de Clostridium perfringens se tomé las muestras a las 72 horas; y consistio la
metodologia en:

Preparacion y esterilizacion del material de vidrio

- Se enjuaga y se lava el material del laboratorio con abundante agua y detergente, se y al
final un Gltimo enjuague con agua destilada.
- Se colocaron los tubos, pipetas y cajas Petri en las bolsas de esterilizacion.

- Se introdujo en un autoclave por 20 minutos a 121°C

Preparacion del medio de cultivo
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- Se procede a seguir las instrucciones de fabrica del medio de cultivo agar Clostridium
perfringens que es 23 g del medio en 500 ml de agua destilada.

- Selleva la mezcla al agitador magnético hasta su disolucion total y se codifica.

- Seesterilizé en el autoclave a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos

- Luego en la cabina de flujo laminar, una vez esterilizado el medio, se deposita en las
cajas Petri estériles aproximadamente 20 ml por caja, se dejo en reposo hasta que
cambie de estado en forma de un gel.

- Ladilucién de la bebida se realizé ala (10~1y 1073)

- Se puso en tres tubos de ensayo 9 ml de agua destilada, se tom6 1 ml de muestra de
bebida y se coloco en el primer tubo de ensayo.

- Se agit6 hasta homogenizar en el Vortex por de 60 segundos el primer tubo.

- Se tomo con la pipeta y se extrajo 1ml del primer tubo y se pas6 al segundo para
homogenizar por 30 segundos en el VVortex.

- Se tomé con la pipeta y se extrajo 1ml del segundo tubo y se paso al tercero para
homogenizar por 30 segundos en el Vortex.

- Se utilizo la técnica por difusion de superficie de placa.

- Se tomo en una pipeta 1 ml de muestra diluida correctamente (10~ y 1073); se hizo el
vertido en la caja Petri y se homogenizd la muestra en forma de 8 para una buena
distribucion de la muestra en la superficie.

- Se llevo a la estufa bajo condiciones de crecimiento 37°C a una caja de anaerobiosis
donde se incub6 por 24 — 48 horas y se colocé las placas en forma invertida en una caja
de anaerobiosis.

- Coliformes totales y fecales (UFC/ml)

Para las Coliformes totales se tomé muestras de 72 horas; con el siguiente método:

- Se prepar6 la muestra y las diluciones de la bebida (1073).

- Se coloco la placa Petrifilm™ Coliformes 3M en la Cabina de Flujo Laminar y se
levantd la pelicula superior.

- Con la pipeta perpendicular a la placa, se coloc6 1ml de cada una de las muestras en el
centro de cada una de las placas previamente identificadas.

- Se dejo caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.

- Se colocd suavemente el dispersor plastico por el lado liso hacia arriba, cubriendo el
indculo, y esperando dos minutos hasta que se solidifique el gel.

- Seincubaron las placas en la estufa a 37,5°C por 48 horas.

- Luego se procedi6 a observar si existe crecimiento de UFC/ml en las placas cultivadas;

si hay presencia de colonias se presentaran de color rojo con presencia de gas.
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Se realizo el reporte de las UFC/ml, teniendo en cuenta la dilucion aplicada.

- Hongos y levaduras (UPC/ml)

Para las levaduras y mohos se tomaron muestras de 72 horas; el método consistié en:

2.7.74

Se prepard la muestra y las diluciones de las bebidas (10~3)

Se coloco la placa Petrifilm™ Levaduras y Mohos 3M en la Cabina de Flujo Laminar y
se levanto la pelicula superior.

Con la pipeta perpendicular a la placa, se colocoé 1ml de cada una de las muestras en el
centro de cada una de las placas previamente identificadas.

Se dej6 caer la pelicula superior sobre la muestra, cuidando que no se formen burbujas.
Se coloc6 suavemente el dispersor plastico por el lado liso sobre la lamina superior,
cubriendo el inoculo, y esperando dos minutos hasta que se solidifique el gel.

Se incubaron las placas en la estufa a 25°C por 48 horas.

Luego se procedid a observar si existe crecimiento de UPC/ml en las placas cultivadas;
si hay presencia de levaduras se presentan como puntos definidos de color azul —
verdoso.

Se realizd el reporte de las UPC/ml, teniendo en cuenta la dilucidn aplicada.

Evaluacion bioquimica

- pH (pH)

Para la determinacion del pH se utilizé el potenciémetro a las 72 horas:

Se encendio el potencidmetro y se colocd el sensor en una solucidn buffer de pH 4 para
que se calibre.
Se homogeniz6 la muestra con agitacion previamente y se procedié a medirlo para

proceder a su anotacion.

- Acidez total (mg/l)

Para el andlisis de acidez total se toma una alicuota de 10 ml de la bebida y se coloca en un

matraz con 15 ml de agua destilada. Luego se somete a ebullicidn la muestra durante un minuto,

para eliminar el dioxido de carbono; en el momento de que se encuentra fria se procede a valorar

la acidez.
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Medicion de acidez

Se llena una bureta de 25 ml con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N valorada y se
toma en cuenta la lectura de la cantidad de solucion en la bureta.
La muestra en forma de solucion se pone en un matraz Erlenmeyer y se adicionan 5
gotas de fenoftaleina al 1% como indicador.
Se procede a titular adicionando gota por gota la solucion de hidroxido de sodio, al
mismo tiempo que se gira lentamente el matraz Erlenmeyer con muestra. Cuando
aparece el color rosa se cierra la llave de la bureta y se sigue girando el frasco durante
15 segundos para ver si el color permanece; sino, se adiciona cada vez una gota extra de
hidréxido de sodio, si el color permanece, se da por terminada la titulacion.
Se toma la lectura en la bureta y se calcula la cantidad de hidroxido de sodio que se
gasta en la neutralizacion de la acidez de la muestra.
Luego se procede a calcular la acidez presente en la muestra mediante la siguiente
formula:

mg/l &cido lactico = Vol. Consumido (hidréxido) * N (hidréxido)* PM(acido lactico)

*1000/Vol. muestra

Se expresa como mg/l del acido predominante en la muestra, ya sea acido citrico,
malico, lactico, etc.

- Grados brix (°Bx)

Los grados Brix se determinaron a las 72 horas de la siguiente manera:

Se homogenizé la bebida y se tomd una muestra del centro del recipiente con la ayuda
de una pipeta Pasteur.
Se coloco una gota en el refractometro y se realizé la lectura en la escala para proceder

a su anotacion.

- Azlcares reductores (%)

Para analizar azlcares reductores se procede de la siguiente manera:

Preparacion de soluciones:

Solucion de Carrez I. Se disuelve 106 g solucion de Ki (Fe(CN)s).3H20
(hexacianoferrato (I1) de potasio) en agua destilada y aforar a 1000 ml.
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- Solucion de Carrez Il. Se disuelve 230 g de acetato de Zn en agua destilada y aforar a
1000 ml (también se puede usar sulfato de Zn al 30%).

- Reactivo de Fheling A. Se disuelve 34,64 g de sulfato de cobre pentahidratado en 500
ml de agua destilada.

- Reactivo de Fheling B. Se disuelve 176 g de tartrato de sodio y potasio y 77 g de sodio
hidroxido en 500 ml de agua destilada.

- Los dos reactivos deben guardarse en frascos obscuros.

- Solucion de 2,6-diclorofenolindofenol. Pesar 200 mg de 2,6-diclorofenolindofenol en
un vaso de 100 ml, mezclar con 80 ml de agua destilada y calentar a 50 °C agitando
constantemente. Enfriar y trasvasar cuantitativamente a un balon volumétrico de 500 ml
y aforar, guardar en frasco obscuro y en refrigeracion. Se estandariza con solucién
patron de &cido ascérbico que se prepara pesando 20 mg y colocando en baldn
volumétrico de 100 ml y disolviendo y aforando con &cido oxalico al 2%; 1 ml de esta
solucion patrén es igual a 0,2 mg de vitamina C.

- Para establecer el titulo de la sol. de 2,6-diclorofenolindofenol se pipetean 0,2 ml de la
solucién patron de acido ascorbico en un Erlenmeyer de 250 ml que contiene 10-30 ml
de 4cido oxalico al 2% y se valora con la sol. de 2,6-diclorofenolindofenol hasta que
aparezca un color rosa. Se debe realizar esto por triplicado y compararse con un blanco.
El titulo se calcula de acuerdo con:

F (mg de Vit. C/mL DI) = A/ (a-b)

En donde:

F = titulo del 2,6-diclorofenolindofenol (DI).

A = Vit. C afadido en mg por 0.2 ml de disolucién patrén de &cido ascérbico o vit. C.
a =ml de DI en la titulacion de la solucion patron.

b = ml de DI en la titulacién del blanco.

- Solucion indicadora de almidon soluble. Pesar 1g de almiddn soluble, colocar en un
tubo con 10mL de agua destilada y verter sobre un vaso conteniendo 100 ml de agua
destilada hirviendo, agitar y hacer hervir por 2 minutos, enfriar y utilizar. Conservar en
refrigeracion.

- Solucion indicadora de alumbre férrico. Sulfato amoénico férrico al 10% en agua

destilada y afiadir acido nitrico al 10% hasta clarificacion de la solucion.

Preparacion de las muestras:

- Pesar 5 g de muestra previamente preparada (desmuestre) y luego realizar el desmuestre

y trasvasar cuantitativamente con ayuda de agua destilada o el solvente indicado para la
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extraccion del analito que se quiere dosificar a un balén volumétrico de 250 ml y afiadir
100 ml de agua destilada.

Adicionar 15 ml de solucién de Carrez | y 15 ml de solucion de Carrez Il, agitando
después de cada adicién.

Aforar a 250 ml con agua destilada vy filtrar por filtro de pliegues.

El filtrado colocar en una bureta de 50 ml.

En un Erlenmeyer de 250 ml colocar 5 ml de sol. de Fheling A y 5 ml de sol. de Fehling
B.

Mezclar y afiadir 40 ml de agua destilada, colocar nacleos de ebullicion y llevar hasta
ebullicion.

En este momento y controlando el tiempo con un cronémetro empezar a afadir
lentamente cada 2 segundos y en pequefia cantidad de 0,5 ml la solucién problema
desde la bureta, sin dejar de hervir.

A 1 minuto y 55 segundos de ebullicion adicionar 3 gotas de sol. indicadora de azul de
metileno al 1% y continuar la titulacién a ritmo de 0,1 ml por segundo hasta color rojo
brillante.

Repetir la titulacion adicionando de una sola vez el volumen gastado inicialmente en la
titulacion anterior, menos 0,5 ml.

Titular a ritmo de 0,5 ml cada 10 segundos.

Célculo:

El % de azlcares reductores se obtiene aplicando la siguiente formula:

%AR = (A x ax 100)/ (W x V)

En donde:

%AR = porcentaje de azucares reductores.

A = aforo de la muestra.

a = Titulo de Fehling (10 cm3 de solucidn de Fheling es igual a 0,05 g de glucosa).

W = peso de muestra en g.

V = volumen de la solucién problema gastado en la titulacién.

Acido lactico (ml/1)

Preparacion de la fase movil:

Se prepar6 la fase mévil mezclando agua bi-destilada grado HPLC 'y écido fosférico
0.05 M.

Luego se procedi6 a agitar y filtrar con la ayuda de un Kitazato y una bomba de vacio.
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- Se desgasifico la fase mévil en un bafio de ultrasonido y se colocé en un frasco estéril y

ambar para su posterior uso.

Determinacion de condiciones del HPLC:

Las muestras se analizaron en un equipo Shimadzu LC-10Ai con autoinyector, con una
columna C18 de 15 centimetros, las condiciones del HPLC con las que se aplico el analisis
fueron las siguientes:

- Flujo de inyeccion: 0.6 ml/min.

- Temperatura: 29°C.

- Fase movil: Acido Fosforico 0.05 M a un pH 2.5.

- Detector UV: onda de 210 nm.

- Concentracion del estandar de 50 ppm.

Preparacion del estandar:

- El estandar de acido lactico se diluy6 en la fase movil a una concentracién de 50 ppm.
- Luego fueron filtradas con un acrodisco de 0.4 um.

Preparacion de las muestras:

- La muestra para determinar este acido organico se prepar6 segin (ldentificacion y
cuantificacion por HPLC de los acidos organicos mayoritarios en frutas, 1990) para esto
se coloca 1ml de muestra y se afora a 10 ml de &cido fosforico 0.05M.

- La muestra diluida fue filtrada con papel filtro No. 542 y filtrada nuevamente por un
acrodisco de 0.4 um para ser analizada por el HPLC.

Analisis en el HPLC:

- Se encendié el equipo y se esper6 hasta que se adapte a los pardmetros antes
mencionados.

- Se corrio el estandar y posteriormente las muestras colocadas en viales para HPLC se
Ilevo a las cedillas del equipo para el analisis.

Interpretacién de los resultados:

- Una vez corridas las muestras el HPLC se analiza de acuerdo a los tiempos de retencién,
cada uno de los picos de las muestras comparando con el estandar y asi podemos

calcular las areas de cada uno y con ello su cantidad.

2.7.7.5 Evaluacién organoléptica

- Color, Sabor, Olor (sensorial)
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La evaluacion organoléptica de la bebida se realizé conforme a un analisis afectivo sensorial de

la bebida que consistio en lo siguiente:

Se prepard un panel de catacion para juzgar 5 bebidas conforme a los tratamientos
realizados.

Se procedid mediante el uso de una encuesta a la valoracion de las muestras segun las
variables color, sabor y olor; las muestras fueron codificadas segun la tabla de nimeros

aleatorios para andlisis sensorial segin (Andalzua, 1994).

- Para calificar en la encuesta conforme a las tres variables de cada muestra se did
los valores de 5 Muy fuerte; 4 Fuerte; 3 Normal; 2 Débil y 1 Muy débil.

- Serealizd la encuesta con 51 jueces al azar.

- Se requirié de 5 vasos con distinta muestra para cada juez, un vaso de agua pura
para enjuague bucal, uno para rechazo de liquido y medio neutralizante (pan
integral para que no haya interferencia en la degustacion entre muestras de las
bebidas de cada juez.

- Luego se disefi6 una base de datos conforme a la calificacion de cada juez.

- Se realiz6 conforme la base de datos una tabla de contingencia para saber cuéles

son las bebidas mas aceptables segln las variables analizadas y asi ver la mejor.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacion del sustrato azucarado mas adecuado para la elaboracion de la bebida
y produccion de biomasa con microorganismos tibetanos.

Se realizé la seleccion del mejor sustrato con la utilizacion de 5 productos azucarados en bebidas
como son: melaza, panela, azlicar blanca, aziicar morena y jugo de cafia de azlcar en alas 0, 6,
24, 30, 48, 54, 72, 80, 120, 144 horas mediante fermentacion sumergida con microorganismos

tibetanos conforme al incremento de biomasa.

Tabla 1-3. Cantidad de biomasa producida en funcion del
sustrato utilizado.

Niveles Biomasa Producida a partir
de90genl44h

MELAZA 20 99,6
n MELAZA 40 101,88
e PANELA 20 104,06
é PANELA 40 117,36
@ AZUCAR B 20 102,78
@ AZUCAR B 40 113,02
AZUCAR M 20 100,92
AZUCAR M 40 115,32

J CANA 20 92,72

J CANA 40 97,2

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)

Asi conforme los resultados obtenidos en las pruebas con la panela se obtuvo la mayor
produccién de biomasa para la caracterizacién de la bebida y biomasa para alimentacion animal
mediante fermentacién sumergida con microorganismos tibetanos; asi también fue notable ver el
antagonismo que la biomasa y los microorganismos tiene en presencia de melaza ya que el

polisacarido estructural se fragmenta y no hay mayor produccién de biomasa Util.

Los insumos utilizados para la produccién de biomasa compuesta por microorganismos tibetanos

son sumamente accesibles y baratos ya que solamente necesitamos un sustrato azucarado como es
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la panela. En el mercado ecuatoriano la panela cuesta 1,10 dolares aproximadamente el kilogramo
més la adicién de una porcién pequefia de biomasa que aporta las cepas microbianas y agua pura;
asi con ello podemos producir en corto tiempo biomasa en cantidad para utilizarla en

alimentacion animal.

Segun (Diaz Garcés et al., 2015) para producir de forma doméstica, el mayor rendimiento de
biomasa del kéfir de agua a partir de sustratos azucarados de relativo bajo costo de la industria
azucarera pueden ser (piloncillo, panela, melaza, melado, mascabado, aztcar morena y azlcar

blanca) y el jugo de betabel, tuna y pifia.

3.1.1 Andlisis de la vida de anaquel de la bebida nutritiva elaborada con microorganismos
tibetanos.

Se realizo el analisis tomando como referencia dos bebidas fermentadas hasta 72 horas con dos
diferentes sustratos utilizados anteriormente repartidos en envases de 40 ml; separados la mitad
pasteurizadas y otra sin pasteurizar. Se midié niveles de pH y se hizo un cultivo en placas
petrifilm por semana durante 4 semanas consecutivas; para medir el crecimiento microbiano y

asi ver el tiempo de duracién que tiene la bebida para el consumo de forma segura.

Tabla 2-3. Evaluacion de vida de anaquel para ver el tiempo de conservacion de la
bebida pasteurizado y sin pasteurizar.

VIDA DE ANAQUEL | pH | COLIFORMES

TP-ambiente 25

1 SEMANA TP-pasteur_lzado 31
TAM-ambiente 25 X
TAM-pasteurizado 31
TP-ambiente 21

2 SEMANA TF’-pasteur_uzado 3
TAM-ambiente 21
TAM-pasteurizado 31
TP-ambiente 2 X

3 SEMANA TP-pasteur_uzado 33
TAM-ambiente 17 X
TAM-pasteurizado 34
TP-ambiente 21 X

4 SEMANA TP-pasteur_lzado 31
TAM-ambiente 1.9
TAM -pasteurizado 3.4

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)
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Asi con estos datos podemos darnos cuenta que la bebida que contiene panela y se pasteurizo se
conserva mas que la otra y sus caracteristicas permanecen estables en promedio de pH de 3.18 y

sin contaminacion ya que no hay crecimiento de coliformes.

Segun (Giraldo Gémez, 1999) los microorganismos causantes de deterioro en los alimentos
depende de las condiciones que lo rodean; algunos microorganismos necesitan una fuente de
nitrégeno organico tal como amino&cidos, mientras que otros se desarrollan solo si hay suficiente
glucosa. La actividad del agua también es un factor determinante en el crecimiento microbiano, lo
mismo que el pH; en el rango de temperatura y el oxigeno del medio influyen en el crecimiento

microbiano.

Asi conforme los resultados que se obtuvieron la bebida pasteurizada que contiene panela
presenta mayor tiempo de conservacion asi conservando intactas sus caracteristicas tanto

nutricionales como organolépticas.

3.2 CARACTERIZACION DE UNA BEBIDA Y BIOMASA PARA ALIMENTACION
ANIMAL MEDIANTE FERMENTACION SUMERGIDA CON
MICROORGANISMOS TIBETANOS

3.2.1 Evaluacion fisica:

- Temperatura (°C)

La temperatura no present6 variaciones a las 72 horas de la evaluacion, es asi que la temperatura
de todos los tratamientos fue en promedio de 20,2 °C, fueron expuestas a temperatura ambiental
14,20 °C a las 0 horas.

En multiples técnicas de biotecnologia y microbiologia la temperatura es uno de los parametros
ambientales fundamentales ya que determina el crecimiento y conservacion de los
microorganismos. La temperatura determina la velocidad de crecimiento. (Ramirez et al., 2006:
pp.56-71)

La fermentacion aerobia se caracteriza por una reaccion de sintesis o asimilacion, que consiste en
aprovechar los elementos nutritivos de materia organica convirtiéndose en sustratos para los
microorganismos. En este proceso se produce un rapido aumento de la temperatura que representa

la retencion de calor producido por la explosién del crecimiento microbiano que degrada los
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sustratos simples contenidos en la materia organica, estimulando el crecimiento de la microflora

mesofila. (Hernandez et al., 2003)

Cuando reduce la actividad microbiana se pierde méas calor del sistema del que se genera. El

material se enfria y llega a estabilizarse. (Enciclopedia Medioambiental, 2016)

- Biomasa

La biomasa que corresponde al polisacarido formado por microorganismos tibetanos y puesta al
inicio de la investigacion tuvo respectivamente segln los tratamientos 100 g y al finalizar la
investigacion a las 72 horas se obtuvo un incremento donde se reporté un promedio en los
tratamientos respectivamente 159.4 ¢, 169.6 g, 188.3 g, 202.3 g, 215.7 g y se demostrd

diferencias con el analisis anova entre los tratamientos.
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Gréfico 1-3. Evaluacion de la cantidad de biomasa producida al finalizar

la fermentacién sumergida.

Realizado por: (Paucar Barreno, 2015)
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Para producir mayor cantidad de biomasa para alimentacion animal el tratamiento 5 es el
adecuado ya que la produccion de biomasa es directamente proporcional al nivel de sustrato en
los tratamientos que se analizaron. El valor reportado por (Harta et al., 2004: pp.237-242) en el
que obtuvo 27.25 g en 24 h es bajo conforme la actual investigacién que presenta 38.56 g en la

biomasa producida en 24h de fermentacion de forma proporcional.

3.2.2 Evaluaciéon bromatoldgica:

- Proteina (%)

Al evaluar el contenido de proteina de las bebidas a las 72 horas que corresponden a los 5
tratamientos dio como promedio respectivamente 0.045%, 0.050%, 0.060%, 0.065%, 0.080% con
diferencias significativas entre los tratamientos siendo el tratamiento 5 el que posee mayor

porcentaje de proteina.
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Gréfico 2-3. Evaluacion de proteina resultante en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)
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Si comparamos la investigacion hecha por (Carlosama Chamorro, 2009), la panela como sustrato
presenta el 0.46 - 0.74% de proteina en contenido nutricional y esto seria mayor a lo producido en
la investigacion. Asi conforme los resultados hubo una disminucion de proteina en las bebidas

teniendo en cuenta el nivel de sustrato.

- Calcio (ppm)

Al evaluar el contenido de calcio en las bebidas a las 72 horas que corresponden a los 5
tratamientos se obtuvo como promedio respectivamente, 56.02 mg/l, 65.42 mg/l, mg/l, 60.62
mg/l, 50.90 mg/l, 49.53 mg/l con el analisis anova, siendo el tratamiento 2 el que posee mayor
concentracion de calcio. Si comparamos la investigacion hecha por (Carlosama Chamorro, 2009),
la panela como sustrato presenta 1.72 mg de calcio por cada gramo de panela, por lo tanto esto

seria menor a lo que se obtuvo en la presente investigacion.
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Gréfico 3-3. Evaluacion de calcio resultante en las bebidas al finalizar la fermentacidn
sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)
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También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al calcio segin la norma
(NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 2500 mg por alimento, asi segin este

limite ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

- Fésforo (ppm)

Al evaluar el fosforo en las bebidas a las 72h que corresponden a los 5 tratamientos se obtuvo
como promedio, 1 mg/l en los 5 tratamientos. Si comparamos la investigacion hecha por
(Carlosama Chamorro, 2009), la panela como sustrato presenta 0.60 mg de calcio por cada gramo

de panela, esto seria mayor a lo que se obtuvo en la investigacion.

También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al fosforo segun la norma
(NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 250 mg por alimento, asi segun este

limite ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

- Microelementos: Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc (ppm)

Al evaluar el hierro en las bebidas a las 72 horas que corresponden a los 5 tratamientos se obtuvo
como promedio respectivamente, 5.25 mg/l, 5.18 mg/l, 6.38 mg/l, 7.44 mg/l, 10.48 mg/l con
diferencias significativas entre los tratamientos siendo el tratamiento 5 el que posee mayor
concentracion de hierro. Si comparamos la investigacién hecha por (Carlosama Chamorro, 2009),
la panela como sustrato presenta 0.053 mg de hierro por cada gramo de panela, esto seria menor

a lo que se obtuvo en la investigacion.

También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al hierro segun la norma
(NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 17 mg en alimentos, asi segln este limite

ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos no excede ese limite.
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Gréfico 4-3. Evaluacidn de hierro resultante en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)

Al evaluar el manganeso en las bebidas a las 72h que corresponden a los 5 tratamientos se obtuvo
como promedio, 0.5 mg/l sin diferencias significativas entre los 5 tratamientos. Si comparamos la
investigacion hecha por (Carlosama Chamorro, 2009), la panela como sustrato presenta 0.012 mg

de calcio por cada gramo de panela, esto seria mayor a lo que se obtuvo en la investigacion.

También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al manganeso segln la
norma (NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 4 mg por alimento, asi segun este

limite ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

Al evaluar el cobre en las bebidas a las 72h que corresponden a los 5 tratamientos se obtuvo como
promedio, 0.5 mg/l sin diferencias significativas entre los 5 tratamientos con el analisis anova. Si
comparamos la investigacién hecha por (Carlosama Chamorro, 2009), la panela como sustrato
presenta 0.004 mg de calcio por cada gramo de panela, esto seria menor a lo que se obtuvo en la

investigacion.
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También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al cobre segin la norma
(NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 10 mg por alimento, asi segln este limite

ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

Al evaluar el zinc en las bebidas a las 72 horas que corresponden a los 5 tratamientos, se obtuvo
como promedio respectivamente, 0.3 mg/l, 0.3 mg/l, 0.3mg/l, 0.3 mg/l, 0.5 mg/l sin diferencias
significativas entre los 5 tratamientos. Si comparamos la investigacion hecha por (Carlosama
Chamorro, 2009), la panela como sustrato presenta 0.015 mg de zinc por cada gramo de panela,

esto seria mayor a lo que se obtuvo en la investigacion.

También si se considera los limites de consumo tolerable con respecto al hierro segin la norma
(NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 25 mg por alimento, asi segun este limite

ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

- Vitamina B6 (mg/100g)

Al evaluar el contenido de vitamina B6 (piridoxina) de las bebidas a las 72 horas que
corresponden a los 5 tratamientos dio como resultado 0.2 mg/100g, 0.2 mg/100g, 0.3 mg/100g,
0.3 mg/100g, 0.4 mg/100g para los 5 tratamientos.

Si tomamos en cuenta los limites de consumo tolerable con respecto a la vitamina B6 (piridoxina)
segin la norma (NTE INEN 2983, 2015) indica que no debe superar los 25 mg por alimento, asi

segln este limite ninguna de las bebidas que corresponden a los 5 tratamientos excede ese limite.

3.2.3  Evaluacion microbioldgica:

- BAL - Microorganismos tibetanos (UFC/ml)

Las Bacterias Acido Lé&cticas presentaron una gran variacion a las 72 horas en el proceso de
fermentacion para los 5 tratamientos donde se obtuvo respectivamente, 5.8 x 10°UFC/ml,
4.5 x 10°UFC/ml, 5.6 x 10°UFC/ml, 4.2 x 10°UFC/ml, 3.7 x 10°UFC/mI con el anlisis anova,

donde el tratamiento 1 presenta mayor nimero de colonias.
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Gréfico 5-3. Evaluacion de BAL presentes en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015).

Si tomamos la referencia segin la (NTE INEN 2395, 2011) nos indica que la cantidad de
microorganismos especificos dentro de una bebida probidtica sin tratamiento térmico posterior a
la fermentacion no debe exceder de 1 x 10° UFC/ml; es asi que los bebidas que corresponden a
los tratamientos de la investigacion estan sobre el limite de la norma vigente. También si
comparamos con (Sanz et al., 2003: pp.476-488) (Olagnero et a., 2007: pp.20-33), supera el

limite de microorganimos considerados probidticos que es de 1 x 10 UFC/m.

Existen diversos tipos de BAL y estas son bacterias probioticas utilizadas en alimentos y deben
ser capaces de sobrevivir al paso por el aparato digestivo y proliferar en el intestino. Son bacterias
gram positivas y se utilizan fundamentalmente dos géneros: Lactobacillus y Bifidobacterium. Se
las conoce como BAL, por su capacidad de convertir los hidratos de carbono en &cido lactico y
pueden ser homofermentativas o heterofermentativas. (Olagnero & otros, 2007). Las BAL

envuelven a tres géneros tradicionales Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Sin embargo,
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se incluye también a los géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus

Bifidobacterium y levaduras del género Saccharomyces. (Carlosama Chamorro, 2009)

Con la tincion Gram obtuvimos lo siguiente:

Tabla 3-3. Resultados de la tincion gram.

Muestra Bacterias Bacterias
Gram + Gram -

T1 X 0

T2 X 0

T3 X 0

T4 X 0

T5 X 0

Fuente: (Paucar Barreno, 2015)

Segun la morfologia de las bacterias analizadas por la técnica de la tincidn Gram se concluye que
estas segun su forma y caracteristicas corresponden BAL Gram +. Como indica (Universidad de
Granada , 2015) el género lactobacillus que se caracteriza por presentar células en forma de
bacilos largos y extendidos; como también Lactococcus y Leuconostoc que presentan sus células
en forma de cocos.

- Clostridium sulfitoreductoras (UFC/mI)

En los resultados que se tuvo conforme el cultivo de muestras en los 5 tratamientos hechos en las
bebidas no existen rastros de Clostridium perfringens ya que no hay presencia de colonias negras
con caracter sulfito - reductor. El Clostridium perfringens tiene la capacidad de reducir el sulfito
a sulfuro de hierro. (NTE INEN 1 529-18:98, 1998)

Crece rapidamente en medios ricos en carbohidratos en los que produce, mediante la
fermentacion de éstos, grandes cantidades de hidrogeno y didxido de carbono, que ayudan a
mantener el ambiente anaerdbico con propiedades aerotolerantes. (Alvarado Salinas et al., 2013:
pp. 3-5) Posee enterotoxinas que es el principal factor de virulencia de la gangrena gaseosa en
humanos y animales provocando intoxicacion alimentaria como también la enteritis necrética de

bovinos, equinos y aves. (Morris y Miyakawa, 2009: pp.251-260)
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- Coliformes totales y fecales (UFC/ml)

Los resultados que se tuvo conforme el cultivo de muestras en los 5 tratamientos hechos en las
bebidas no existen rastros de coliformes totales y fecales en forma de colonias rojas con

produccidn de gas. (Petrifilm™, 2016)

El grupo de microorganismos coliformes son indicadores de calidad, durabilidad e inocuidad en
alimentos y son especificos para cada producto alimenticio. Dentro de los indicadores maés
usados se encuentran los coliformes totales, representados por cuatro géneros de la familia
Enterobacteriaceae, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Serratia, Edwarsiella y Klebsiella
que viven como saprofilos independientes o como bacterias en el tracto gastrointestinal; son
anaerobios facultativos no esporulantes, que fermentan lactosa en acida mixta a 37°C en 48 horas
con produccion de gas; constituyen aproximadamente el 10% de los microorganismos intestinales

de los seres humanos y otros animales. (Jay, 2002)

Una de las bacterias relevantes de este grupo es la Escherichia coli, su presencia en los alimentos
indica una posible contaminacidn fecal por lo cual el consumidor en caso de ingerir ese alimento
podria estar expuesto a bacterias entéricas referentes al tracto digestivo. (Haller et al., 2009:
pp.540-547)

- Hongos y levaduras (UPC/ml)

Los resultados que se tuvo conforme el cultivo de muestras en los 5 tratamientos hechos en las
bebidas no existen rastros de mohos (colonias de forma aterciopelada o algodonosa). (Petrifilm™,
2016)

Segin la norma (NTE INEN 1 529-11:98 , 1988), los mohos pueden formar, sobre ciertos
alimentos, toxinas, llamadas micotoxinas. Provocan la alteracion de productos alimenticios,
especialmente los acidos: yogur, jugos, frutas, etc. 6 los de presion osmética elevada, productos

deshidratados, jarabes, algunos productos salados, etc.

Los resultados de la investigacién conforme a levaduras a las 72 horas en los 5 tratamientos se
obtuvieron 2.1 x 10° UPC/ml, 2.2 x 10° UPC/ml, 2.3 x 10> UPC/ml, 2.5x10°> UPC/ml,

2.6 x 10° UPC/ml, con el analisis anova.
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Si nos referimos a los resultados que se obtuvieron de levaduras segun (Carlosama Chamorro,
2009) estos no exceden el 1.0 x 101° UPC/mI que es el limite recomendados para alimentos

probiéticos.

Entre las principales especies de levaduras empleadas como probidticos se encuentran las
siguientes: Saccharomyces boulardii (reconocida como lider), Saccharomyces cerevisiae,

Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis. (Pérez Leonard, 2007: pp.35-41)

La levadura predominante en el kefir de agua es Z. florentina; todas las especies de levaduras
identificadas en el kefir agua son capaces de fermentar glucosa asi también la S. Cerevisiae que
estd presente es capaz de convertir sacarosa en los monosacaridos glucosa y fructosa por la
enzima invertasa de manera que la células de levadura tienen glucosa como un metabolito libre.
(Gulitz et al., 2011: pp.284-288)
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Gréfico 6-3. Evaluacion de levaduras presentes en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)
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Las levaduras, al contrario de otros microorganismos con potencial probidtico, tienen una
limitada capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal de humanos y animales. La especie S.
cerevisiae solamente es capaz de multiplicarse en el tracto digestivo de ratones. La levadura es
dréasticamente eliminada del tracto digestivo de ratones normales por efecto antagonista de la flora
intestinal, pues su complejo ecosistema microbiano hace a la levadura incapaz de competir.
(Castro y Rodriguez, 2005: pp.1-17)

3.2.4 Evaluacién bioquimica:

- pH (potencial hidrogeno)

Conforme las mediciones de pH al iniciar la investigacion fue de 6 - 6.1 en todos los tratamientos
y al transcurrir 72 horas de fermentacidon se obtuvo conforme los 5 tratamientos en promedio

respectivamente 3.3, 3.4, 3.4, 3.5, 3.5 sin presentar diferencias.

Segun (Hernandez et al., 2003) el pH en el crecimiento de los microorganismos varia entre 3,0 y
8,0; en general las bacterias crecen a pH cercanos a 7, con excepcion de BAL que resisten pH
acidos. Por otro lado los hongos filamentosos y levaduras prefieren pH &cidos de 5,0. Estas
condiciones presentan una ventaja relevante en fermentaciones con hongos, ya que el riesgo de

contaminacion bacteriana es bajo.

Segun (Rodriguez Prado, 2003), el pH es un factor importante en la fermentacion ya que
determina las condiciones ideales que tienen los microorganismos y asi poder controlar cualquier
tipo de contaminacion bacteriana como también al efecto del crecimiento de levaduras y en la
velocidad de fermentacion. En el transcurso de la fermentacion las levaduras toman nitrégeno de
los aminodacidos organicos, perdiendo su caracter anfotero y pasando a acidos, lo cual origina una
disminucion del pH del medio. Cuanto mas bajo el pH del medio es menor el peligro de infeccién

asi el mecanismo actua de caracter directamente proporcional.

Segun (Jay, 2002), la mayoria de BAL toleran bien concentraciones relativamente altas de &cidos

y valores de pH mas bajos que el resto de las bacterias (algunas pueden crecerapH 3,6y 9).
Asi diriamos que la acidez obtenida al final de los 5 tratamientos no permite el crecimiento de

bacterias consideradas patdgenas (Clostridium, Escherichia, Listeria, Pseudomonas, Salmonella,

entre otras) referido en alimentos para consumo humano. (Carrillo et al., 2007: pp.31-40)
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- Acidez total (mg/l)

Al evaluar el contenido los acidez total titulable que se producido en la fermentacion podemos
resaltar que hubo a las 72 horas conforme a los 5 tratamientos respectivamente valores de 450
mg/l, 495 mg/l, 600 mg/l, 645 mg/l, 675 mg/l expresado en funcién del &cido lactico por ser el
més predominante en la bebida entre los tratamientos. Asi también es claro que hay una relacién
directamente proporcional conforme al nivel de sustrato utilizado ya que el primer tratamiento

presenta la acidez mas baja conforme a los demas tratamientos.
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Gréfico 7-3. Evaluacion de acidez total presente en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)

Si tomamos como referencia el nivel de acidificacion que proporciona el acido lactico en la
estabilizacion de bebidas de caracter alcohdlico estarian los resultados de la investigacion por
debajo de limite que es de 3.8g/l de &cido lactico (Moscoso Sanchez, 2011) dado que la acidez
que se obtuvo conforma una mezcla de distintos &cidos orgéanicos (acido lactico y acido acético y

etanol) producidos mediante homofermentacion y heterofermentacion. (Monar et al., 2014)
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La presencia de acido lactico es predominante en los tratamientos ya que influyen directamente
en su mayoria BAL. La presencia de este &cido en altas concentraciones es beneficiosa ya que
acta como un conservante del producto y evita la proliferacion de microorganismos pat6genos.
(Moscoso Sanchez, 2011)

El género predominante en el kéfir de agua es Lactobacillus, que representa el 82,1% en agua; las
especies mas abundantes son Lactobacillus hordei y Lactobacillus. nagelii seguido por nimeros
considerablemente mas bajos de Lactobacillus Casei y Lactobacillus hilgardii. Otras bacterias
acido lacticas (BAL) se encuentran como Leuconostoc mesenteroides y Lactococcus. Citreum.
(Gulitz et al., 2011: pp.284-288)

Segun (Bylund, 2002), las bacterias &cido lacticas presentan metabolismo productor de energia de
caracter fermentativo, formando principalmente acido lactico a partir de azlcares. Existen de dos
tipos: las homofermentadoras que convierten la glucosa en &cido lactico via Embdem-Mayerhoff
por glucdlisis, y las heterofermentadoras que la convierten en una mezcla de acido lactico, etanol,
didxido de carbono y otros productos volatiles mediante la ruta de la pentosa fosfato. La mayor
parte de bacterias lacticas forman entre 0,5 y 1,5% de &cido lactico, pero algunas alcanzan niveles
del 3%.

- Grados brix (°Bx)

El coeficiente de sacarosa o grados Brix durante las 72 horas se obtuvo en promedio conforme los
5 tratamientos 2° Brix, 2° Brix, 3° Brix, 4° Brix, 5° Brix presentando diferencia muy marcada
con intervalos de confianza de 95 %; asi debido a la concentracion ascendente que presentan los
experimentos; asi el tratamiento 1 presenta la menor cantidad de solidos solubles en la bebida
resultante. Cabe resaltar que este coeficiente no tiene correlacién con la temperatura ni el

crecimiento microbiano.
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Gréfico 8-3. Evaluacion de grados brix presentes en las bebidas al finalizar la
fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)

Si comparamos lo resultados obtenidos por (Monar, 2013) a las 72 horas de fermentacion no
excede a los de la presente investigacion ya que obtuvo 5.23, 5.40 y 5.57 °Brix siendo los

mejores tratamientos.

Los grados Brix miden la cantidad de s6lidos solubles presentes en un jugo o pulpa expresados en
porcentaje de sacarosa. Los solidos solubles estan conformados por los azlcares, acidos, sales y

otros compuestos solubles en agua presentes en los jugos. (Ocampo Gonzalez, 2000)

Las bacterias presentes en el kéfir de agua utilizan como sustrato glucosa y fructosa como fuente
de energia. Segun (Texeira et al., 2011: pp.693-702), en su investigacién sobre el kéfir de agua se
muestra que el contenido de solidos solubles (grados Brix) se redujo al final de la fermentacion,

conforme a la concentracién de la solucion.
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- Azlcares reductores (%)

Al evaluar el contenido de azucares reductores al final de la fermentacién se obtuvo conforme a
los 5 tratamientos respectivamente valores promedio de 0.3%, 0.4%, 0.66%, 0.7%, 1%, con
analisis anova para los tratamientos. Asi también es claro la relacion directamente proporcional

del nivel de sustrato utilizado en cada experimento.

1,0

6

Media de AzlUcares Reductores
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Gréfico 9-3. Evaluacion de grados azucares reductores presentes en las bebidas al
finalizar la fermentacion sumergida.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)

La fructosa y la glucosa son dos azUcares reductores que pueden ser utilizados para sintetizar
alcohol con un proceso de fermentacion, ademas pueden interactuar con las proteinas dando

resultado la caramelizacion o reacciones de Maillard. (Gonzélez et al., 2007)
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- Acido lactico (ppm)

Al evaluar el contenido los acido lactico que se produjo en la fermentacion podemos resaltar que
hubo a las 72 horas conforme a los 5 tratamientos respectivamente valores promedio de 0.41
mg/l, 0.49 mg/l, 0.48 mg/l, 0.54 mg/l, 0.66 mg/l con analisis anova entre los tratamientos. Asi
también es claro que hay una relacion directamente proporcional conforme al nivel de sustrato
utilizado; para que se pueda sintetizar el &cido lactico es necesario que haya azucares reductores o
azucares simples en la bebida. Asi la mayor produccion de &cido lactico presenta el tratamiento 5

ya que este tiene mayor grado de sustrato.
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Gréfico 10-3. Evaluacién de grados acido lactico presente en las bebidas al
finalizar la fermentacion sumergida.

Elaborado por : (Paucar Barreno, 2015)

Entonces podemos decir que los resultados obtenidos en el analisis de &cido lactico en esta
investigacion estan por debajo del umbral lactico o umbral anaerdbico requerido de 4 mmol/l que

debe tener un deportista en actividad (Clinica MEDS, 2016); asi también estas bebidas al poseer
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acido lactico pude ser una alternativa alimenticia para las personas que son intolerantes a la

lactosa de la leche.

El &cido lactico o lactato en el cuerpo es una sustancia producida en el interior del organismo
humano a través de la oxidacion de la glucosa en la célula y afecta de manera significativa en el
ejercicio muscular, provocando la aparicién de fatiga y dolores musculares tras la realizacion de
un esfuerzo fisico. La presencia del &cido lactico o lactato en la sangre significa que en el
musculo se ha producido energia sin necesidad de oxigeno, volcandose esta energia en la sangre,

para luego eliminarse, también el corazon lo utiliza como combustible. (McArdle et al., 2004)

El acido lactico en la sangre se utiliza como sustrato para recuperar la glucosa (glucogénesis) y
como combustible directo para el mdsculo activo. Asi un deportista de élite podria llegar a
eliminar todo el &cido lactico producido durante su entrenamiento en apenas siete minutos, ya que
el acido lactico se metaboliza de manera réapida, especialmente en el higado donde se metaboliza
entorno al 60% del acido lactico producido. (McArdle et al., 2004)

3.2.5 Evaluacion organoléptica:

Conforme a la evaluacién organoléptica efectuada con la bebida al terminar la fermentacion los
resultados del anélisis sensorial afectivo para los 5 tratamientos en la investigacion se encontraron

conforme al criterio de los participantes lo siguiente:

- Color

La mayoria de participantes prefirieron el tratamiento 4 con nivel fuerte = 4 en color segln el

conteo en la encuesta realizada a los participantes. VVéase figura 11-3.
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Gréfico 11-3. Evaluacién del color en las bebidas segun el analisis afectivo.
Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)
Color
1 = Muy débil
2 = Débil
3 =normal
4 = Fuerte

5 = Muy fuerte

-63-



- Sabor

La mayoria de participantes prefirieron el tratamiento 3 con nivel normal = 3 en sabor segun el

conteo en la encuesta realizada a los participantes. Véase figura 12-3.
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Gréfico 12-3. Evaluacién del sabor en las bebidas segun el analisis afectivo.
Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015).
Sabor
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3 =normal
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5 = Muy fuerte
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- Olor

La mayoria de participantes prefirieron el tratamiento 5 con nivel normal = 3 en olor segun el

conteo en la encuesta realizada a los participantes. VVéase figura 13-3.
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Gréfico 13-3. Evaluacidn del olor en las bebidas seguin en analisis afectivo.

Elaborado por: (Paucar Barreno, 2015)
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La aceptacién que hubo al final con respecto a las bebidas segun sus atributos dada por los jueces
participantes se encuentra en el rango de preferencia de normal - muy bueno conforme a los

tratamientos 3, 4 y 5.
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CONCLUSIONES

Se caracterizo la bebida mediante multiples analisis de laboratorio, destacando la presencia de
acido lactico predominante y la ausencia de agentes contaminantes; siendo muy significativa
la cantidad de sustrato azucarado utilizado rico en nutrientes para la proliferacion de
microorganismos tibetanos y biomasa; los tratamientos 3, 4 y 5 tienen las mejores

caracteristicas segun las pruebas de laboratorio y el anélisis afectivo sensorial.

Se identificd bacterias acido lacticas homofermentativas y heterofermentativas presentes de
caracter probidtico con la ayuda del agar MRS (man rogosa sharpe) con valores de 5.8 x 10°
UFC/ml y de igual forma la presencia de levaduras en cultivos con agar PDA (Potato Dextrose
Agar) y placas petrifilm con valores de 2.6 x 10> UFC/ml; como parte del grupo de los
microorganismos tibetanos que intervienen directamente en la fermentacion sumergida y que

presentan beneficios como probidticos para la salud humana.

Se produjo en la bebida hidratante una cantidad maxima de 0.66 mg/l de acido lactico que es
apta para deportistas dado los problemas que existen cuando realizan esfuerzo fisico en
actividades aerobicas, ya que el cuerpo de un deportista necesita pequefias cantidades de &cido
lactico para que funcione como una fuente temporal de energia y asi cumpla un mejor

desempefio.

Se ha determinado un costo de 0.24 délares que es relativamente bajo por cada litro para la
elaboracidn de la bebida y produccion de biomasa ya que los insumos son baratos y faciles de
adquirir en el mercado; asi como los beneficios nutritivos que aportan los insumos de base y
los microorganismos presentes de caracter probidtico que inhiben el crecimiento de distintos

agentes patdgenos en el tracto digestivo en humanos y animales.
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RECOMENDACIONES

En funcion de los resultados alcanzados se puede recomendar:

- Replicar los analisis para identificar los distintos compuestos que se forman mediante la
sintesis que pueden ser interés industrial para nuevos productos con distintas caracteristicas

nutricionales y asi brindar un fortalecimiento para la salud humana.

- Incluir el andlisis de otros acidos que se producen en el proceso de fermentacion sumergida

que no fueron analizados y que puedan traer algun beneficio tanto para humanos y animales.

- Realizar anélisis microbiologicos a nivel molecular para determinar los microorganismos
especificos presentes en la bebida y la biomasa, las cepas de Levaduras y BAL que son las
mas representativas proyectdndose asi para formar indculos en produccion de distintos

alimentos fermentados.

- Investigar mas a fondo sobre la actividad de la bebida frente distintas afecciones y

enfermedades que se producen de caracter inmunolégico en humanos y animales.
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ANEXOS

Anexo 1. Seleccion del mejor sustrato azucarado para la elaboracion de la bebida nutritiva y biomasa para alimentacion animal con microorganismos

tibetanos.
TIEMPO DE PARAMETRQS NIVELES DE SUSTRATO (gramos)
FERMENTACION DE MEDICION
T™ - TAB - TAB - TG - TG - TAM -
TM-20 40 TP-20| TP -40 20 40 20 40 20 TAM - 40
0 HORAS pH-0 53 5,6 6,1 6,1 6,5 7,1 6,5 6,4 6,3 6,7
Peso - 0 90 90 90 90 90 90 90 90 90 90
6 HORAS pH-1 4.6 57 6 6 6,7 7,5 7.1 6,7 6,4 7,2
94 HORAS pH -2 3,7 45 4,1 4,1 5,9 6,9 59 57 59 6,7
Peso - 2 100 96,2| 1005| 1031 97,5 99,1 100 98,7 97,5 108,7
30 HORAS pH -3 3,6 4.4 3,7 3,7 55 6,3 4.6 3,7 4.8 5,9
48 HORAS pH -4 3,3 4,1 2,8 3 2,7 53 2,7 2,6 2,9 45
Peso - 4 105 106,7 105,4 111,4 108 117,9 94 101,4 108,2 118,5
54 HORAS pH-5 3,3 4,1 2,7 2,9 2,5 3,1 2,5 2,5 2,7 3,2
79 HORAS pH -6 3,2 3,8 2,6 2,9 2,5 3,1 2,5 2,5 2,7 3,1
Peso - 6 99,5| 102,5| 107,7| 1211 105,3 125,8 89,2 96,5 104,4 122,1
80 HORAS pH -7 3,3 3,7 2,6 2,8 2,5 3 2,4 2,4 2,5 3
120 HORAS pH -8 3,3 3,5 2,5 2,7 2,3 2,8 2,4 2,3 2,4 2,7
Peso - 8 103,5 114| 116,7| 1435 113,1 150 90,4 994 104,5 137,3
144 HORAS pH -9 3,5 3,5 2,4 2,7 2,3 2,7 2,3 2,5 2,3 2,7
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Anexo 2. Resultado del andlisis de la temperatura.

Descriptivos

Temperatura
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 20,100 0,0000 0,0000 20,100 20,100
PANELA 30 20,167 ,0577 ,0333 20,023 20,310
PANELA 40 20,233 ,1155 ,0667 19,946 20,520
PANELA 50 20,233 ,1528 ,0882 19,854 20,613
PANELA 60 20,133 ,0577 ,0333 19,990 20,277
Total 20,173 ,0961 ,0248 20,120 20,227
ANOVA de un factor
Temperatura
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos ,043 4 ,011 1,231 ,358
Intra-grupos ,087 10 ,009
Total ,129 14
Temperatura
HSD de Tukey
Subconjunto
para alfa =
0.05
TRATAMIENTOS 1
PANELA 20 20,100
PANELA 60 20,133
PANELA 30 20,167
PANELA 50 20,233
PANELA 40 20,233
Sig. 447




Peso_Biomasa

Anexo 2. Resultado del analisis de la biomasa.

Descriptivos

Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 159,433 12,5608 7,2520 128,231 190,636
PANELA 30 169,633 4163 ,2404 168,599 170,668
PANELA 40 188,367 2,8572 1,6496 181,269 195,464
PANELA 50 202,367 4,7648 2,7510 190,530 214,203
PANELA 60 215,733 9,4113 5,4336 192,354 239,112
Total 187,107 22,2486 5,7446 174,786 199,428
ANOVA de un factor
Peso_Biomasa
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6375,216 4 1593,804 28,729 ,000***
Intra-grupos 554,773 10 55,477
Total 6929,989 14
Peso_Biomasa
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4
PANELA 20 159,433
PANELA 30 169,633 169,633
PANELA 40 188,367 188,367
PANELA 50 202,367 202,367
PANELA 60 215,733
Sig. ,487 ,069 ,221 ,255




Anexo 3. Resultado del anélisis de la proteina.

Descriptivos

Proteina
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,04500 ,007071 ,005000 -,01853 ,10853
PANELA 30 ,05000 0,000000 0,000000 ,05000 ,05000
PANELA 40 ,06000 0,000000 0,000000 ,06000 ,06000
PANELA 50 ,06500 ,007071 ,005000 ,00147 ,12853
PANELA 60 ,08000 0,000000 0,000000 ,08000 ,08000
Total ,06000 ,013333 ,004216 ,05046 ,06954
ANOVA de un factor
Proteina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,002 4 ,000 18,750 ,003**
Intra-grupos ,000 5 ,000
Total ,002 9
Proteina
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTOS 1 2 3

PANELA 20 ,04500

PANELA 30 ,05000 ,05000

PANELA 40 ,06000 ,06000

PANELA 50 ,06500 ,06500

PANELA 60 ,08000

Sig. ,095 ,095 ,095




Anexo 4. Resultado del analisis del Calcio.

Descriptivos

Calcio
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 56,0200 ,25456 ,18000 53,7329 58,3071
PANELA 30 65,4200 ,14142 ,10000 64,1494 66,6906
PANELA 40 60,6200 ,31113 ,22000 57,8246 63,4154
PANELA 50 50,9000 ,11314 ,08000 49,8835 51,9165
PANELA 60 49,5350 ,13435 ,09500 48,3279 50,7421
Total 56,4990 6,26717 1,98185 52,0157 60,9823
ANOVA de un factor
Calcio
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 353,285 4 88,321 2078,635 ,000***
Intra-grupos ,212 5 ,042
Total 353,497 9
Calcio
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4 5
PANELA 60 49,5350
PANELA 50 50,9000
PANELA 20 56,0200
PANELA 40 60,6200
PANELA 30 65,4200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000




Anexo 4. Resultado del analisis de fésforo.

Descriptivos

Fosforo
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
PANELA 30 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
PANELA 40 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
PANELA 50 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
PANELA 60 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
Total 1,000 0,0000 0,0000 1,000 1,000
ANOVA de un factor
Fosforo
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,000 4 0,000
Intra-grupos 0,000 5 0,000
Total 0,000 9

Anexo 5. Resultado del andlisis de magnesio.

Descriptivos

Magnesio
Intervalo de confianza para
la media al 95%

Desviacion Limite Limite

Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 87,9150 ,14849 ,10500 86,5808 89,2492
PANELA 30 94,4050 27577 ,19500 91,9273 96,8827
PANELA 40 94,8900 ,31113 ,22000 92,0946 97,6854
PANELA 50 97,6850 ,21920 ,15500 95,7155 99,6545
PANELA 60 96,9800 ,05657 ,04000 96,4718 97,4882
Total 94,3750 3,64731 1,15338 91,7659 96,9841




ANOVA de un factor

Magnesio
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 119,480 29,870 606,742 ,000***
Intra-grupos ,246 ,049
Total 119,726
Magnesio
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3
PANELA 20 87,9150
PANELA 30 94,4050
PANELA 40 94,8900
PANELA 60 96,9800
PANELA 50 97,6850
Sig. 1,000 ,315 ,113
Anexo 6. Resultado del anélisis de potasio.
Descriptivos
Potasio
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 148,7200 1,17380 ,83000 138,1739 159,2661
PANELA 30 183,2950 1,91626 1,35500 166,0781 200,5119
PANELA 40 242,1600 ,09899 ,07000 241,2706 243,0494
PANELA 50 303,5700 ,11314 ,08000 302,5535 304,5865
PANELA 60 357,2050 47376 ,33500 352,9484 361,4616
Total 246,9900 80,39993 25,42469 189,4754 304,5046




ANOVA de un factor

Potasio
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 58172,035 4 14543,009( 13727,849| ,000***
Intra-grupos 5,297 1,059
Total 58177,332
Potasio
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4 5
PANELA 20 148,7200
PANELA 30 183,2950
PANELA 40 242,1600
PANELA 50 303,5700
PANELA 60 357,2050
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Anexo 7. Resultado del analisis de hierro.
Descriptivos
Hierro
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 5,255 ,0495 ,0350 4,810 5,700
PANELA 30 5,185 ,1202 ,0850 4,105 6,265
PANELA 40 6,385 ,0919 ,0650 5,559 7,211
PANELA 50 7,440 ,0141 ,0100 7,313 7,567
PANELA 60 10,480 ,5233 ,3700 5,779 15,181
Total 6,949 2,0633 ,6525 5,473 8,425




ANOVA de un factor

Anexo 8.

Hierro
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 38,017 4 9,504 158,748 ,000***
Intra-grupos ,299 5 ,060
Total 38,316 9
Hierro
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4
PANELA 30 5,185
PANELA 20 5,255
PANELA 40 6,385
PANELA 50 7,440
PANELA 60 10,480
Sig. ,998 1,000 1,000 1,000

Resultado del analisis de manganeso.

Descriptivos

Manganeso
Intervalo de confianza para
la media al 95%

Desviacion Limite Limite

Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 30 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 40 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 50 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 60 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
Total ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500




ANOVA de un factor

Manganeso
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,000 0,000
Intra-grupos 0,000 5 0,000
Total 0,000 9

Anexo 9. Resultado del analisis de Cobre.

Descriptivos

Cobre
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 30 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 40 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 50 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
PANELA 60 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
Total ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
ANOVA de un factor
Cobre
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,000 0,000
Intra-grupos 0,000 5 0,000
Total 0,000 9




Anexo 10. Resultado del andlisis de zinc.

Descriptivos

Zinc
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,300 0,0000 0,0000 ,300 ,300
PANELA 30 ,300 0,0000 0,0000 ,300 ,300
PANELA 40 ,300 0,0000 0,0000 ,300 ,300
PANELA 50 ,300 0,0000 0,0000 ,300 ,300
PANELA 60 ,500 0,0000 0,0000 ,500 ,500
Total ,340 ,0843 ,0267 ,280 ,400
ANOVA de un factor
Zinc
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,064 4 ,016
Intra-grupos 0,000 5 0,000
Total ,064 9

Anexo 11. Resultado del analisis de Vitamina B6.

Descriptivos

Vitamina_B6
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,200
PANELA 30 ,200
PANELA 40 ,300
PANELA 50 ,300
PANELA 60 ,400
Total ,280 ,0837 ,0374 ,176 ,384




ANOVA de un factor

Vitamina_B6
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos ,028 4 ,007
Intra-grupos 0,000 0
Total ,028 4

Anexo 12. Resultado del analisis de pH.

Descriptivos

pH
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 3,30 0,000 0,000 3,30 3,30
PANELA 30 3,40 0,000 0,000 3,40 3,40
PANELA 40 3,40 0,000 0,000 3,40 3,40
PANELA 50 3,50 0,000 0,000 3,50 3,50
PANELA 60 3,50 0,000 0,000 3,50 3,50
Total 3,42 ,077 ,020 3,38 3,46
ANOVA de un factor
pH
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos ,084 4 ,021
Intra-grupos 0,000 10 0,000
Total ,084 14




Anexo 14. Resultado del analisis de acidez total.

Descriptivos

Acidez_Total
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 450,00 0,000 0,000 450,00 450,00
PANELA 30 495,00 0,000 0,000 495,00 495,00
PANELA 40 600,00 25,981 15,000 535,46 664,54
PANELA 50 645,00 25,981 15,000 580,46 709,54
PANELA 60 675,00 0,000 0,000 675,00 675,00
Total 573,00 90,747 23,431 522,75 623,25
ANOVA de un factor
Acidez_Total
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos | 112590,000 4| 28147,500 104,250 ,000
Intra-grupos 2700,000 10 270,000
Total 115290,000 14
Acidez_Total
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4
PANELA 20 450,00
PANELA 30 495,00
PANELA 40 600,00
PANELA 50 645,00
PANELA 60 675,00
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,242




Anexo 15. Resultado del analisis de grados brix.

Descriptivos

Grados_Brix
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 2,00 0,000 0,000 2,00 2,00
PANELA 30 2,33 ,289 ,167 1,62 3,05
PANELA 40 3,00 0,000 0,000 3,00 3,00
PANELA 50 4,00 0,000 0,000 4,00 4,00
PANELA 60 5,00 0,000 0,000 5,00 5,00
Total 3,27 1,147 ,296 2,63 3,90
ANOVA de un factor
Grados_Brix
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18,267 4 4,567 274,000 ,000
Intra-grupos ,167 10 ,017
Total 18,433 14
Grados_Brix
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTOS 1 2 3 4
PANELA 20 2,00
PANELA 30 2,33
PANELA 40 3,00
PANELA 50 4,00
PANELA 60 5,00
Sig. ,061 1,000 1,000 1,000




Azlcares_Reductores

Anexo 16. Resultado del analisis de azUcares reductores.

Descriptivos

Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Limite
Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,300 0,0000 0,0000 ,300 ,300
PANELA 30 ,400 0,0000 0,0000 ,400 ,400
PANELA 40 ,667 ,0577 ,0333 523 ,810
PANELA 50 ,700 0,0000 0,0000 ,700 ,700
PANELA 60 1,033 ,1155 ,0667 , 7146 1,320
Total ,620 ,2704 ,0698 470 170
ANOVA de un factor
Azlcares_Reductores
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 991 4 ,248 74,300 ,000
Intra-grupos ,033 10 ,003
Total 1,024 14
Azlcares_Reductores
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTOS 1 2 3

PANELA 20 ,300

PANELA 30 ,400

PANELA 40 ,667

PANELA 50 ,700

PANELA 60 1,033

Sig. ,283 ,950 1,000
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Anexo 17. Resultado del anélisis de acido lactico.

Acido_Léctico

Descriptivos

Intervalo de confianza para
la media al 95%

Desviacion Limite Limite

Media tipica Error tipico inferior superior
PANELA 20 ,41770 ,024064 ,013893 ,35792 AT748
PANELA 30 ,49700 ,061294 ,035388 ,34474 ,64926
PANELA 40 ,48833 ,025968 ,014993 ,42383 ,55284
PANELA 50 ,54533 ,019502 ,011260 ,49689 ,59378
PANELA 60 ,66900 ,126428 ,072993 ,35494 ,98306
Total ,52347 ,102500 ,026465 46671 ,58024




Acido_LActico

ANOVA de un factor

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,104 4 ,026 6,102 ,009
Intra-grupos ,043 10 ,004
Total ,147 14
Acido_LAactico
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa =
0.05
TRATAMIENTOS 1 2
PANELA 20 41770
PANELA 40 ,48833
PANELA 30 ,49700 ,49700
PANELA 50 ,54533 ,54533
PANELA 60 ,66900
Sig. ,195 ,056
Anexo 18. Resultado del analisis de sabor color, sabor y olor.
Tabla de contingencia TRATAMIENTOS * COLOR
Recuento
COLOR
1123|415 Total
TRATAMIENTOS PANELA 20% 9| 20 9 8 5 51
PANELA 30% 4| 11| 18| 15 3 51
PANELA 40% 2 5| 20| 20 4 51
PANELA 50% 0 2| 17| 23 9 51
PANELA 60% 1 6| 10| 13| 21 51
Total 16| 44| 74| 79| 42 255




Tabla de contingencia TRATAMIENTOS * SABOR

Recuento
SABOR
1 2 3 4 5 Total
TRATAMIENTOS PANELA 20% 9 17| 16 5 4 51
PANELA 30% 4| 16| 20 7 4 51
PANELA 40% 1 9| 23| 13 5 51
PANELA 50% 2 6| 22| 18 3 51
PANELA 60% 0| 14| 13| 12| 12 51
Total 16| 62| 94| 55| 28 255
Tabla de contingencia TRATAMIENTOS * OLOR
Recuento
OLOR
1 2 3 4 5 Total
TRATAMIENTOS PANELA 20% 15114 |13 | 6 3 51
PANELA 30% 8 |15(16| 9 3 51
PANELA 40% 3 1101712 | 9 51
PANELA 50% 5112 (15|15 ]| 4 51
PANELA 60% 3 712013 8 51
Total 34 | 58|81 |55 27 255




Anexo 19. Encuesta aplicada en el analisis afectivo - hoja de trabajo

Fecha: Cadigo de la prueba:_ M10M2015

Coloque esta hoja junto a usted siempre en el area de trabajo y durante
la prueba, tengatodo ala mano

Tipo de muestra: Bebida fermentada

Identificacion de la

Muestra Codigo

2082

Bebida fermentada (T1) 5683

Bebida fermentada (T2) 6553

Bebida fermentada (T3) 9265

_ 6330
Bebida fermentada (T4)
Bebida fermentada (T5)




Anexo 20. Encuesta aplicada en el analisis afectivo - hoja de respuesta

Nombre Fecha

Numero de panelista:

Producto: Bebida Nutritiva

Instrucciones:

Usted ha recibido cinco muestras. Pruebe las cinco muestras de izquierda a derecha y
acoméddelas de menor a mayor intensidad de sabor. Considere que 5= Muy fuerte; 4= Fuerte;
3=Normal; 2= Débil y 1= Muy débil

MUESTRA | ATRIBUTOS | 1 2 3 4 5
COLOR
6330 SABOR
AROMA
COLOR
5683 SABOR
AROMA
COLOR
9265 SABOR
AROMA
COLOR
2082 SABOR
AROMA
COLOR
6553 SABOR
AROMA

Comentarios

Gracias por su participacion



Anexo 21. Bacterias acido lacticas observadas al microscopio con tincién Gram.

Anexo 22. Levaduras observadas al microscopio con azul de metileno.
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Anexo 22. Costes de produccion de la bebida.

. Coste de insumos para la produccion de la bebida por litro
Bebidas
Panela Agua Purificada Biomasa Base Total - dolares
T1 0,02 0,10 0,08 0,20
T2 0,03 0,10 0,08 0,21
T3 0,04 0,10 0,08 0,22
T4 0,05 0,10 0,08 0,23
T5 0,06 0,10 0,08 0,24




