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RESUMEN
Los productos simbioticos son combinaciones apropiadas de prebidticos y probidticos, los
cuales pueden ejercer tanto un efecto prebidtico como probiético. El objetivo de este trabajo
fue formular una bebida simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacén. Para tal
efecto se recolectdé dos muestras de granos de kéfir proveniente de dos mercados diferentes de
la ciudad de Cusco. Los granos de kéfir recolectados se mezclaron y se cultivaron en leche para
tener una sola fuente de in6culo homogéneo. Seguidamente, fue elaborado el jarabe de yacon
hasta alcanzar una concentracién de 66°Brix. Posteriormente, se efectuaron los ensayos de
fermentacion en el medio de cultivo patron, con tiempos de fermentacion 12, 18 y 24h y
concentraciones de jarabe de yacon 10, 12 y 15%, para determinar simultaneamente el tiempo
de fermentacion y concentracion de jarabe de yacon de una bebida fermentada tipo kéfir.
Resultd ser mas apropiado un tiempo de fermentacion de 12 horas y concentraciones de jarabe
de yacon 10%, 12% y 15%. Se determiné el rendimiento de biomasa humeda producido al
término de cada tiempo de fermentacion. Siendo el mayor rendimiento de biomasa hiumeda a
una concentracion de jarabe de yacon 15%, pues a esta concentracion y al cabo de 24 horas de
fermentacion, el rendimiento de biomasa fue el més alto. Seguidamente, fue identificado el
tratamiento de fermentacion mas adecuado, tomando en consideracion pH, rendimiento de
biomasa y formacion de fases o que presentaran caracteristicas similares a la bebida lactea
fermentada tipo kéfir. Esta a su vez fue sometida a una prueba de aceptabilidad de dulzor,
utilizandose la escala hedoénica de categoria 9. Donde la mayor aceptabilidad del dulzor
correspondi6 para una concentracién de jarabe de yacon 15% y 12 horas de fermentacion.
Finalmente, a la muestra de mayor aceptabilidad se determind las caracteristicas fisicoquimicas
y microbioldgicas, comparandose los resultados con las especificaciones de la norma
internacional Codex STAN 243. 2003, norma del Codex para leches fermentadas. Los
resultados para grasa (0,58%), proteina total (2,4%), acidez (2,5%), N° de levaduras (4,9x10*
UFC/g) y N° de bacterias acidolacticas (10x10” UFC/g) estuvieron dentro de lo establecido en
la norma (<10%, >2,7%, >0,6%, >10* UFC/g y >10" UFC/g, respectivamente) y con viabilidad
de las bacterias acidolacticas a los dos dias de almacenamiento en refrigeracion dentro de lo
propuesto por la ANVISA. Siendo la bebida simbidtica funcional formulada una alternativa a

los productos simbidticos.

Palabras clave: Aceptabilidad, biomasa, jarabe de yacon, granos de kéfir y simbidtico.
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ABSTRACT
Symbiotic products are appropriate combinations of prebiotics and probiotics, which can exert
both a prebiotic and a probiotic effect. The objective of this work was to formulate a functional
symbiotic drink with kefir grains and yacon syrup. For this purpose, two samples of kefir grains
from two different markets in the city of Cusco were collected. The collected kefir grains were
mixed and cultured in milk to have a single source of homogeneous inoculum. Next, the yacon
syrup was elaborated until reaching a concentration of 66°Brix. Subsequently, the fermentation
tests were carried out in the standard culture medium, with fermentation times of 12, 18 and
24h and concentrations of 10, 12 and 15% yacon syrup, to simultaneously determine the
fermentation time and concentration of yacon syrup. of a kefir-type fermented drink. It turned
out to be more appropriate a fermentation time of 12 hours and concentrations of yacon syrup
10%, 12% and 15%. The yield of wet biomass produced at the end of each fermentation time
was determined. Being the highest yield of wet biomass at a 15% yacon syrup concentration,
since at this concentration and after 24 hours of fermentation, the biomass yield was the highest.
Next, the most suitable fermentation treatment was identified, taking into consideration pH,
biomass yield and phase formation or that presented similar characteristics to the kefir-type
fermented milk drink. This in turn was subjected to a sweetness acceptability test, using the
category 9 hedonic scale. Where the highest sweetness acceptability corresponded to a 15%
yacon syrup concentration and 12 hours of fermentation. Finally, the physicochemical and
microbiological characteristics of the sample with the highest acceptability were determined,
comparing the results with the specifications of the international standard Codex STAN 243.
2003, Codex standard for fermented milk. The results for fat (0.58%), total protein (2.4%),
acidity (2.5%), number of yeasts (4.9x104 CFU/g) and number of lactic acid bacteria (10x107
CFU/ g) were within the norm (<10%, >2.7%, >0.6%, >104 CFU/g and >107 CFU/g,
respectively) and with viability of lactic acid bacteria at two days of refrigerated storage as
proposed by ANVISA. Being the functional symbiotic drink formulated an alternative to

symbiotic products.

Keywords: Acceptability, Biomass, yacon syrup, kefir grains, probiotic and prebioti
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INTRODUCCION
Los nuevos estilos de vida han provocado el abandono de determinados habitos saludables de
alimentacion. Es en este contexto donde han surgido los alimentos funcionales como aquellos
que proveen beneficios a la salud. Actualmente, se da gran importancia a la utilizacion de los
alimentos funcionales para corregir las posibles disfunciones o alteraciones de la microbiota
intestinal, mediante la utilizacion de agentes bioterapéuticos o simbidticos (prebidticos,
probidticos y simbidticos) (TRECASTRO, y otros, 2015)
La combinacion de probidticos con prebioticos se define como simbidtico. Un probiotico se
conceptualiza como un microrganismo Vvivo que contribuye a la salud y bienestar del huésped
manteniendo y mejorando su balance intestinal microbiano (MONAR, 2014), tal es el caso de
los granos de kéfir que retnen caracteristicas probioticas. Estos granos se comportan
biolégicamente como organismos vivos. Crecen, se multiplican y transmiten sus caracteristicas
a las siguientes generaciones (AREVALO, y otros, 2008). Por otra parte, los prebidticos son
ingredientes no digeribles en la dieta, que producen efectos beneficiosos estimulando
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o més tipos de bacterias en el colon las que
tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del hospedero (CORZO, y otros,
2015), tal es el caso del jarabe de yacdn que contiene un alto contenido de fructooligosacaridos,
que asegura una mejor salud del tracto gastrointestinal (CORZO, y otros, 2015) . Asi pues, esta
propuesta, mezcla simbidtica de granos de kéfir y jarabe de yacOn podria reunir tales
requerimientos.
Ademas, se sabe que la principal fuente de carbono para el crecimiento de la microbiota de
granos de kefir es la lactosa, se conoce que también pueden fermentar otros tipos de azUcares,
dado que los granos de kéfir son una mezcla simbi6tica de varios microorganismos, entre las
que se encuentran la levadura Saccharomyces cerevisiae que es capaz de fermentar sacarosa
(AREVALO, y otros, 2008), también hay datos existentes sobre mayor crecimiento de
Lactobacillus plantarum en extracto de yacén. Se ha descrito el incremento de la acidez por
esta bacteria y, en consecuencia, la disminucion del pH del medio (VEGAS, y otros, 2013).
Esto quiere decir que, cuando el pH de la leche disminuye hasta 4,6 se induce a una coagulacion
de las caseinas (ZIMMERMANN, y otros, 2010).
En la presente investigacion se pretendid utilizar el jarabe de yacon como prebiotico. Sin
embargo, también podria haberse comportado como sustrato. En otras palabras, el jarabe de

yacon ademas de contener componente prebiotico, aporta azdcares libres fermentables, que bien
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podrian incrementar el sustrato del medio de cultivo, es decir, ser aprovechados por la
microflora de los granos de kéfir.

Por los motivos mencionados, lo que se persiguid en esta investigacion es formular una bebida
simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacdn, encontrar simultaneamente el
tiempo de fermentacion y la concentracion de jarabe de yacon. Luego determinar biomasa

himeda, pH, y aceptabilidad del dulzor.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

El kéfir, es un producto que resulta de la fermentacion de leche con una mezcla de
bacterias lacticas y levaduras de distintas especies, que reciben el nombre de granos de
kéfir. Gracias a su doble fermentacion, al kéfir se le atribuyen algunos beneficios para la
salud, cuya ingesta mejora el funcionamiento del sistema digestivo (RUIZ, y otros, 2017).
Cabe sefialar que este producto procede de las montafias del Caucaso donde su
preparacion consistia en almacenar la leche en odres acondicionados a partir de las pieles
de las cabras, los cuales colgaban en la puerta de la casa. Desde entonces, se conservo
por millones de afios y el consumo fue frecuente por los campesinos del Céaucaso
(OLIVO, y otros, 2017).

El sustrato més utilizado para los granos de kéfir es la leche de vaca, pero también se
utilizan otros sustratos no lacteos como la miel, verduras, soja, te y jugos probados para
adaptacion de microorganismos de granos de kéfir en la produccion de diferentes bebidas
funcionales. Diversos estudios revelan que la composicion de los granos de kéfir es muy
compleja. Dado que varia de acuerdo al origen geografico, del sustrato a utilizarse durante
la fermentacion, de la temperatura de incubacion y de los métodos de elaboracién
(OLIVO, y otros, 2017).

La disminucion del pH hasta 4,6 en las fermentaciones lacticas induce a la coagulacion
de la caseina (ZIMMERMANN, y otros, 2010). Esta situacidén también fue observada en
ensayos preliminares del presente trabajo de investigacion, formulacién de una bebida
simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon, observandose formacion de
fases. Por un lado, los granos de kéfir al ser inoculados en un sustrato lactico pueden
alcanzar hasta pH que oscila entre 4,0 - 4,5. Ademas, existen estudios que demuestran
que la adicién de concentrado de yacon con 50°Brix en una fermentacion lactica (yogurt)
reduce significativamente el tiempo de fermentacion (incubacion), aumentando los
niveles de &cido lactico en el yogurt (PARRA, 2014). Esta tendencia se debe a la
concentracion de yacon que puede comportarse como prebidtico y asi también como
sustrato debido a que posee en su composicidn azucares libres (sacarosa, fructosa, etc.)
(Tabla 5), que bien pueden ser aprovechados por la microflora de los granos de kéfir.
Por otro lado, también fue observado en los ensayos preliminares desarrollado en
laboratorio para la bebida simbiética funcional, que el tiempo de fermentacion con mas

de 24 horas de incubacion, resultd en separacion de fases, con mayor cantidad de suero y
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acidez, evidenciandose que este tiempo fue excesivo. Por lo cual es necesario encontrar
parametros adecuados de formulacién, de modo que la bebida simbiotica formulada este
dentro de los limites permitidos por las normas establecidas para bebidas lacteas
fermentadas tipo keéfir.

Las caracteristicas sensoriales del kefir son influenciadas por el tipo de leche utilizado
durante el periodo de fermentacion, tales como leche de cabra. Entre tanto, la adicion de
sustratos no lacteos también puede influir en el sabor, textura y olor de este producto.
Ademas, las cualidades sanitarias adecuadas en el kéfir son de importancia debido a que
pueden aportar presencia de coliformes (PRETELL, y otros, 2012). Las bacterias
patogenas pueden sobrevivir a pH bajo y a temperaturas de refrigeracion durante el
almacenamiento por un tiempo significativo, existiendo la posibilidad de que, si
contaminaran productos lacteos después de la pasteurizacion, podrian sobrevivir el
tiempo necesario para infectar a alguna persona. Esto resalta la importancia de un buen
manejo durante la produccién y almacenamiento del kéfir.

Los estudios citados complementados con los ensayos preliminares realizados en el
Laboratorio de Quimica de la UNAMBA nos conllevaron a proponer la formulacion de

una bebida simbiotica funcional usando granos de kéfir y jarabe de yacon.

Enunciado del Problema
1.2.1  Problema general
¢ Es posible formular una bebida simbiética funcional con granos de kéfiry

jarabe de yacon?

1.2.2  Problemas especificos
e ;Cual sera la concentracion adecuada de jarabe de yacon en la formulacion

de la bebida simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon?

e Cudl sera el tiempo de fermentacion adecuado en la formulacién de la bebida

simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon?

e (Cudles seran las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida simbiotica

funcional formulada con granos de kéfir y jarabe de yacon?

e Cudles seran las caracteristicas microbiolégicas de la bebida simbidtica

funcional formulada con granos de kéfir y jarabe de yacon?
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e ;Cudl sera la aceptabilidad del dulzor de la bebida simbiotica funcional

formulada con granos de kéfir y jarabe de yacon?

Justificacion de la investigacion

La poblacién de ganado bovino en el Pert fue aproximadamente 5 156 044 en el
afio 2012 mayor en 14,7% a la poblaciéon registrada en el censo agropecuario de
1994. Los bovinos de la raza Holstein representan el 10,3% de la poblacion total
de acuerdo al INEI-MINAG, 2012 citado por BENITES (2018). Los 10 419
bovinos Holstein existentes en la region Apurimac, cumplen un rol importante
en la vida de las comunidades campesinas, por ser fuente de nutrientes al ser
consumidos, fuente de ingresos econdmicos, y fuente de fertilizantes, cuero,
entre otros, tal como sucede en el distrito de Tamburco — Abancay, donde la
produccion de leche es una de las actividades agropecuarias prioritarias para la
sostenibilidad de los productores, al proveer leche a la empresa agroindustrial
“Tambo Grande” (BENITES, 2018).

En las Gltimas décadas, a fin de proveer un producto més saludable, el mercado
a puesto a disposicién productos lacteos con adicidn de probidticos y prebidticos,
tales como algunas leches, bebidas lacteas y leches fermentadas tipo kéfir, los
cuales son vendidos exitosamente en varias partes del mundo. En materia de
alimentos que contienen probioticos y prebidticos, el sector salud ha mostrado
interés por estos alimentos orientandolos para mejoramiento general del tracto
digestivo, disminucién del colesterol sanguineo y mejoramiento de las defensas
del cuerpo (FERRARI, y otros, 2020). Se han atribuido al kéfir varios beneficios
sobre la salud, incluyendo sus actividades antimicrobianas contra un rango de
bacterias Gram positivas, hongos.

El yacdn ha sido otro de los productos, cuyo consumo en el mercado se viene
incrementado. PARRA (2014) sugiere que el jarabe de yacon promueve, entre
otros aspectos, la restauracion de la microflora intestinal, estimulando la
formacion de bacterias conocidas con el nombre bifidobacterias, permitiendo
regular a otras que se encargan de la putrefaccion de los residuos en el intestino.
Ademas de lo citado anteriormente, el yacon es conocido por disminuir
considerablemente el contenido de triglicéridos y aportar bajas calorias por su

contenido de inulina.
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En laregion Apurimac la produccion de yacon alcanzo 9 007 toneladas en el afio
2013, disminuyendo respecto al afio 2012 que era de 11 821 toneladas
(MINAGRI, 2014), sin embargo, es escasamente consumido, no existiendo
habitos alimentares de consumo, no alcanzdndose un nivel tecnolédgico adecuado
para su aprovechamiento, de ahi la necesidad de impulsar su consumo y
produccion, proponiéndose nuevas alternativas de consumo, tal como la bebida

simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon.
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CAPITULO 1l
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion

2.2.1 Objetivo general

Formular una bebida simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon.

2.2.2 Obijetivos especificos

Determinar la concentracion adecuada de jarabe de yacén para la formulacion
de la bebida simbidtica funcional con granos de kéfir.

Determinar el tiempo de fermentacion adecuado para la formulacion de la
bebida simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon.
Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida simbiética funcional
formulada con granos de kéfir y jarabe de yacon.

Determinar las caracteristicas microbioldgicas de la bebida simbiotica
funcional formulada con granos de kéfir y jarabe de yacon.

Evaluar el dulzor de la bebida simbiética funcional formulada con granos de

kéfir y jarabe de yacon.

2.2 Hipotesis de la investigacion

2.2.3 Hipotesis general

Si es posible formular una bebida simbid6tica funcional con granulos de kéfir y

jarabe de yacon.

2.2.4 Hipotesis especificas

La concentracion de jarabe de yacon en la formulacion de la bebida simbiotica
funcional con granos de kéfir y jarabe de yacén influye en las caracteristicas
fisicoquimicas de la bebida lactea fermentada tipo kéfir.

El tiempo de fermentacion en la formulacion de la bebida simbiética funcional
con granos de kéfir y jarabe de yacon influye en las caracteristicas
fisicoquimicas de la bebida lactea fermentada tipo kéfir.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida simbidtica funcional formulada

con granos de kefir y jarabe de yacon estan dentro de los limites permitidos
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por las normas establecidas para bebidas lacteas fermentadas tipo keéfir:
proteina lactea min. 2,7%, grasa lactea < 10%, acidez valorable min. 0,6%.

e Las caracteristicas microbioldgicas de la bebida simbidtica funcional
formulada con granos de kefir y jarabe de yacon estan dentro de los limites
permitidos por las normas establecidas para bebidas lacteas fermentadas tipo
kéfir: levaduras, min 10* UFC/g. y N° de bacterias acidolacticas 10x10’
UFCl/g

e La bebida simbidtica funcional formulada con granos de kéfir y jarabe de

yacon presenta dulzor aceptable.
2.3 Operacionalizacién de variables

A continuacion, en la Tabla 1 se detalla la descripcién de la operacionalizacion de
variables independientes y dependientes de una bebida simbiotica funcional.

Tabla 1 — Descripcidn de variables dependientes e independientes

Variables Indicadores indices

Variable independiente

Concentracion jarabe de yacon de la 10, 12, 15 %
bebida simbidtica
Tiempo de fermentacion de la bebida 12,18, 24 H

simbibtica

Variable dependiente

Atributo sensorial de la bebida simbiotica | Dulzor Escala
Hedonica

Rendimiento de la biomasa himeda Masa %

pH de la bebida simbidtica Acido

Composicion proximal de la bebida Proteina y grasa %

simbidtica

Acidez titulable de la bebida simbiética | Acido lactico %

Caracterizacion microbioldgica de la Bacterias acido lacticas UFC/g

bebida simbidtica (BAL) y levaduras
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

d)

Estudios realizados por (AREVALDO, y otros, 2007), indican el estudio comparativo del
efecto de las temperaturas, constante y variable, en la produccion de biomasa
proveniente de la microbiota de los granos de kéfir. En el cual se empled in6culo de
granos de kéfir a una concentracion de 5% y de los cuales se dej6 fermentar por 4 ciclos
de fermentacion a razén de 24 horas por cada ciclo, en condiciones de temperatura
constante 24°C y temperatura variable 19 a 26°C. La evaluacién revel6 que no habia
diferencia significativa entre las temperaturas de fermentacién constante y variable
respecto al peso, es decir, la biomasa, también observd diferencias con respecto a la
consistencia de los granos de kéfir en ambas temperaturas.

RAMIREZ, y otros (2016), demostro la naturaleza compleja de los granos de kéfir. Para
iniciar la fermentacion se pesaron las concentraciones y se adicionaron en los frascos
estériles de 100mL de leche de vaca, inmediatamente se colocaron en una estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas. A su vez se determind la curva de crecimiento de
los granulos de keéfir, la biomasa en frascos independientes, a diferentes intervalos de
tiempo (2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36 y 48h) con 10g de inéculo/L de leche como sustrato.
Los resultados demostraron que no hubo fase de crecimiento exponencial y que la
temperatura fue un factor regulador clave para la produccién de biomasa a partir de
leche con o sin suplementacién.

MARCHINI (2016) realiz6 un estudio exploratorio de las condiciones de fermentacion
del in6culo de kéfir. En el estudio estandarizo las condiciones de fermentacion para la
elaboracion del kéfir, se sembro el inoculo en frascos individuales con 10 ml de leche
para mantener constante la proporcion de indculo a lo largo del tiempo. Se realizaron
diferentes tratamientos, considerando como variables la temperatura de incubacién (25,
30 y 35°C) y la cantidad de fermento (10 y 20% m/m del in6culo). La incubacién se
realiz6 durante 24 horas y la fermentacion se inhibi6 enfriando las muestras a 8°C. El
proceso de fermentacion fue monitoreado a 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 y 24h. A cada tiempo
se midio pH y acidez del kéfir. Los resultados mostraron que el tiempo requerido para
alcanzar la acidez de 1g de acido lactico en 100g de producto a pH 4,4 fue 10 horas y
con 20% (p/p) de indculo en funcion de la temperatura de incubacion.

Estudios realizados por DALLA, y otros (2018) describen la evaluacién sensorial de

kéfir sabor fresa y ciruela. Para la obtencién de la bebida lactea fermentada (kéfir) se

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



f)

-10de 89 -

afadié aproximadamente 60g de granos de kéfir en 100mL de leche esterilizada (UHT).
Inmediatamente después de la inoculacién, la leche fue incubada a temperatura de 25°C
por un periodo de 36 h a 48 h en frascos cubiertos con papel filtro. A continuacion, la
leche fermentada fue filtrada para la separacién de los granos de kéfir. Esta leche
fermentada fue utilizada para la obtencion del kéfir sabor fresa y ciruela. El kéfir sabor
fresa se obtuvo afiadiendo 10% (p/v) de pulpa de fresa congelada, 10 a 12% (p/v) de
azucar y 0,1% (v/v) de esencia de fresa colorante rojo Ponceau. Las mejores
formulaciones del kéfir sabor ciruela se compuso de la adicion de 4 o0 8% (p/v) de pulpa
de ciruela en almibar y 8 0 11% (p/v) de azUcar. Los resultados dieron una aceptacion
positiva de las formulaciones con relacion al sabor del kéfir. Esta aceptacion fue
importante para divulgar el producto e incentivar su consumo.

Estudios realizados por AREVALO, y otros (2008) determinaron simultaneamente el
tiempo de fermentacién y la concentracion de indculos requeridos en suero de leche,
siendo el objetivo del estudio determinar el menor tiempo de fermentacion con un
maximo rendimiento de biomasa. Se utiliz6 7 matraces conteniendo 200 ml de suero de
leche y granos de kéfir, cuyas concentraciones fueron 2%, 3%, 4%, 5% y sucesivamente
Ilegar hasta 8%. Se inici6 la fermentacion con agitacion moderada cada 12 horas, al
mismo tiempo que se controldé pH, densidad del medio de cultivo y, debido a que hubo
hidrélisis de la lactosa en glucosa y galactosa durante el proceso de fermentacion,
también se cuantifico azUcares totales. Los resultados dieron que la concentracion de
indculo 6ptimo correspondio a un tiempo de fermentacion 6ptimo de 48 horas.
También se considera estudios realizados por PARRA (2014) donde estudio el efecto
de la adicién de concentrado de yacén (Smallanthus Sonchifolius) en las caracteristicas
fisicoquimicas, microbioldgicas, proximales, y sensoriales de yogur durante el
almacenamiento bajo refrigeracion. Se manejaron dos tratamientos, uno de ellos
contenia concentrado de yacon y la otra sacarosa. Durante 30 dias de almacenamiento
bajo refrigeracion, se realizd los analisis correspondientes. Los resultados mostraron
que la adicion de concentrado de yacon presenta efecto en el pH (disminuyendo) y en
la acidez (aumentando) y respecto a la evaluacién sensorial mostrd aceptabilidad en

promedio 4,3 sobre 5 para el yogur con concentrado de yacon.

3.2 Marco teorico

3.2.1 Alimentos funcionales

De acuerdo a la narracion de TRECASTRO, y otros (2015). La idea de los alimentos
funcionales fue desarrollada en Japon durante la década de los 80, en respuesta a una

necesidad de reducir el alto costo que suponian los seguros de salud en una poblacién
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cada vez mayor de edad. Japon es el Unico pais que ha aprobado un proceso regulador
especifico para la aprobacion de alimentos funcionales conocidos como FOSHU
(alimentos de uso especifico para la salud). Actualmente, existen més de 100
productos con licencia FOSHU, los cuales llevan un sello de aprobacion del
Ministerio de Salud y Bienestar de ese pais.

El concepto de alimento funcional emergio con el enfoque de la busqueda de una
nutricion Optima y personalizada, enfocada a la promocion integral de la salud, la
reduccion del riesgo y prevencion de ciertas enfermedades, hasta el momento no goza
todavia de consenso cientifico. Los efectos beneficiosos de muchos alimentos
funcionales son, por el momento, especulativos, aunque empiezan a consolidarse
evidencias cientificas sobre las propiedades de ciertos grupos de alimentos
funcionales. De hecho, la dieta mediterranea proporciona numerosos y variados
alimentos funcionales: frutas, verduras, legumbres, hortalizas, pescados, lacteos
fermentados, aceite de oliva virgen y, en cantidades moderadas, frutos secos
(TRECASTRO, y otros, 2015).

Asi pues, el concepto de los alimentos funcionales ha estado rodeado de controversias
que conviene recordar algunas de ellas que son de caracter conceptual. Desde un
inicio los alimentos funcionales formaban parte de una estrategia para mejorar la
calidad de vida, especialmente de la poblacion anciana, y muy en la linea del
marketing. Posteriormente, pasaron a formar parte de los “alimentos fortificados con
ingredientes capaces de provocar efectos beneficiosos para la salud”. Sin embargo,
no deberia confundirse con los alimentos enriquecidos, suplementados o propiamente
fortificados, ya que en estos Gltimos la adicidn de nutrientes busca aumentar su valor
nutritivo, pero va mas alla, en el sentido de pretender mejorar la salud de la poblacion
a la que se destina, excepto en las consecuencias que se derivan de una mejor
adecuacion de las necesidades nutritivas, a pesar de todo, la frontera entre grupos de
alimentos no siempre esté bien definida (VALENZUELA, y otros, 2014).
Asimismo, existe otra definicion del alimento funcional segin la IFJC (Consejo
Internacional de Informacion sobre Alimentos) todo aquel alimento semejante en
apariencia fisica al alimento convencional, consumido como parte de la dieta diaria,
ademas de aportar un valor nutritivo puede ser capaz de producir demostrados efectos
metabdlicos o fisioldgicos, utiles en el mantenimiento de un buena salud fisica y
mental, en la reduccidon del riesgo de enfermedades cronico degenerativas, ademas
de sus funciones basicas (BERNAL, y otros, 2017) .
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Dicho de otra manera, el concepto general es que son ingredientes alimenticios cuyo
consumo ademas de una nutricién basica, genera beneficios para la salud y/o reduce
el riesgo y previene algunas enfermedades. Un alimento funcional puede ser un
macronutriente con un efecto fisioldgico especifico o un micronutriente esencial,
pero también puede ser un componente alimenticio que, aunque no tenga un alto
valor nutritivo o no sea esencial, su consumo logre la modulacion de alguna funcion
en el organismo que reduzca el riesgo de enfermedad, como es el caso de los
prebidticos y algunos microorganismos viables (VALENZUELA, y otros, 2014).
3.2.2 Alimentos simbidticos
Los alimentos simbioticos son aquellos que en su composicion incluyen a los
probidticos y prebidticos, la cual beneficia al huésped mediante el aumento de la
sobrevivencia e implementacion de los microorganismos vivos de los suplementos
dietéticos en el sistema gastrointestinal (GALLINA, y otros, 2012).
3.2.3 Prebioticos
La definicién de prebidticos, por su utilidad y relevancia, ha sido sometida a
diferentes modificaciones por la comunidad cientifica, las agencias reguladores, la
industria alimentaria y los profesionales de la salud. Segin Gibson y Roberfroid
investigadores que propusieron por primera vez la definicidn de prebidtico en la que
indicaron que: “Es un ingrediente alimentario no digerible que afecta
beneficiosamente al hospedador al estimular selectivamente el crecimiento y/o
actividad de uno o un limitado nimero de especies bacterianas en el célon, y que por
lo tanto mejora la salud” (CASTANEDA, 2018).
Posteriormente, diferentes organismos tales como la FAO de las Naciones Unidas y
la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP siglas del
ingles) definieron a los prebiodticos como: “ingredientes alimentarios que al ser
fermentados selectivamente producen cambios especificos en la composicion y/o
actividad de la microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del
individuo” (CASTANEDA, 2018).
3.2.3.1 Efectoy rasgos de los prebidticos
Los prebioticos tienen que ver con el incremento de las bacterias intestinales
intrinsecas y proporcionan por esta via una estrategia alternativa para
modificar eficazmente el ecosistema intestinal. De acuerdo a CASTANEDA
(2018) se han considerado algunas condiciones para ser usados como

prebioticos o deben de cumplir con las siguientes:
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e Producto natural no hidrolizado, resistente al acido cloridrico no
absorbible por las enzimas en el tracto digestivo (eséfago, estomago
y duodeno).

e Capaz de modificar la composicion de la microbiota intestinal del
célon tras ser selectivamente fermentada por una o varias bacterias.
e Estimulacion selectiva de bacterias intestinales e induccion de

beneficios para la salud.

3.2.3.2 Carbohidratos no digeribles
Los carbohidratos no digeribles son clasificados en coldnicos y prebidticos
(Tabla 2). Los primeros, son carbohidratos que llegan al colon directamente,
sirven como sustrato para los microorganismos que lo habitan generando
energia, sustratos metabolicos y micronutrientes para el hospedador, dentro
de este grupo se encuentran los polisacaridos estructurales de plantas, tales
como pectinas, hemicelulosas o celulosa, etc. Mientras que los prebioticos
poseen, ademas de las caracteristicas mencionadas, “efecto bifidogénico”
mediante la estimulacién selectiva del crecimiento de especies bacterianas
de Lactobacillus y bifidum de la microbiota del cdlon (CASTANEDA,

2018).

Tabla 2 — Clasificacién de los carbohidratos no digeribles

Carbohidratos no Denominacion de Carbohidratos no
Digeribles Digeribles
Ingredientes colonicos Pectinas.

(polisacaridos estructurales | Hemicelulas o celulosa.

en las plantas) Gomas.

Algunos oligosacéaridos derivados de soja.

Glucooligosacaridos.

Arabinooligosacaridos.

Prebidticos Fructanos de tipo inulina

Fructooligosacéaridos (FOS)

Galactooligosacéaridos (GOS)

Lactulosa.

Oligosacaridos de la leche humana.

Extraido de Castafieda (2018).
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3.2.3.3 Yacon

Se ha demostrado experimentalmente por PARRA (2014) la utilizacion del
yacon como ingrediente prebidtico en combinaciones simbidticas,
fudamentalmente por el FOS (sub-grupo de la inulina) que causa en el colon
una estimulacion selectiva en el hospedero. Por otro lado, es conocido que
el yacdn (Smallanthus sonchifolius), es una planta con raices tuberosas de
reserva, fusiformes, con sabor dulce principalmente por el contenido de FOS
(fructooligosacarido) e inulina y algunos azucares libres (fructosa, glucosa,
sacarosa, etc.), aunque también contiene proteinas, potasio, calcio y otras
sustancias en cantidades pequefias. Tales raices han sido empleadas
tradicionalmente por la poblacién como alimento y supuestas propiedades
medicinales. Sin embargo, es relativamente reciente la posiblidad de su
empleo como prebidtico, lo cual podria significar una nueva alternativa con
ahorros en recursos de salud para problemas digestivas en las cuales los
prebidticos esten indicados (RAMOS, 2016).

a) Produccion del yacén

En casi todos los departamentos del Pert se siembra yacén, siendo
Amazonas, Cajamarca, Oxapampa, Huanuco y Puno los lugares con
mayor area sembrada. En el Peru, el area estimada de siembra con fines
comerciales en el 2012 fue de 600 Ha, manteniéndose en la actualidad.
En Bolivia y Ecuador su cultivo es menor y se destina principalmente al
autoconsumo. En Argentina se siembra s6lo en las provincias nortefias
de Jujuy y Salta. Fuera de los Andes, Brasil (Sao Paulo) y Japon (con
100 ha) son los paises con mayor area de cultivo. Sin embargo, en la
Tabla 3 se puede observar la produccién de yacon en el departamento
del Apurimac (RAMOS, 2016).
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Tabla 3 — Produccion de yacén en el departamento de Apurimac

b)

Afo Produccion (T.M.)
2000 188
2001 200
2002 250
2003 240
2004 220
2005 300
2006 252
2007 267
2008 282
2009 297
2010 312
2011 327
2012 342
2013 356
2014 371

Extraido de Ramos (2018)

Composicion de la raiz tuberosa

El yacdn es representativo porque es una de las raices comestibles con
mayor contenido de agua, y se divide en dos partes: raiz y hojas que
tienen varias composiciones. Las raices del yacon tienen entre el 80% y
90% del peso fresco, es el peso que tiene una muestra con humedad. En
cuanto al peso seco, peso de la muestra después de secarse a 105°C, la
raiz esta constituida por 90% de carbohidratos, de estos entre el 50% y
70% son Fructooligosacaridos (FOS) e inulina y el resto son fructosa,
glucosa y sacarosa. De igual forma las raices también estdn compuestas
por potasio, compuestos polifendlicos derivados del &cido cafeico,
sustancias antioxidantes como el acido clorogénico y triptéfano y varias
fitoalexinas con actividad fungicida. El contenido, lipidos, vitaminas y
minerales es bastante bajo (CONTRERAS , y otros, 2018).
Fructooligosacaridos

El yacon presenta en su composicion concentracion significativa de

Fructooligosacaridos (FOS). Los FOS son reconocidos como “fibra
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dietética y como prebidticos y se define como un azucar no digeribe en
el tracto gastrointestinal e inerte para el ser humano, que al ser ingerido
sirve como alimento para favorecer el crecimiento diferencial en el
intestino de bacterias probi6ticas, mejorando asi el balance intestinal”.
Con base a lo anterior el consumo de yacon genera efectos positivos para
la salud: (a) tiene una gran repercusion en la salud gastrointestinal por
que su consumo genera la disminucién del pH del célon impidiendo la
presencia de las bacterias perjudiciales. Ademas tiene un efecto de
prevencion en el cancer de colon pues diluye los cancerigenos fecales y
(b) el consumo de yacon, a traves de los fructooligosacaridos reduce el
consumo colérico al ser un tipo de azucar de baja digestibilidad,
reduciendo de esta manera la propension a la obesidad y siendo una
alternativa de consumo para los diabéticos.

Algunas investigaciones mencionan como PARRA (2014) que las raices
del yacOn contienen inulina como componente principal, estas
referencias no son exactas ya que el yacén también contiene FOS. La
diferencia se encuentra en el nimero de las moléculas de fructosa que
tiene estas cadenas en la inulina, estas varian de 2 a 60 (inulina) en
cuanto a FOS presentan cadenas menores y el nimero varia de 2 a 10.
Esto significa que los FOS podrian ser considerados como un subgrupo
de la inulina, mencionado por algunos autores como FOS de tipo inulina
para referirse con mayor presicion a la naturaleza de estos azlcares
(RAMOS, 2016).

Se observa en la Figura 1 que la estructura quimica del resto de FOS es
similar a 1-cetosa, sélo varia en el nimero de moléculas de fructosa que

pueden llegar a polimerizar (hasta 10 unidades) (KINA, 2016).
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Figura 1 — Estructura quimica de Fructooligosacaridos extraido de Kina (2016).
d) Diferencias entre inulinay FOS

Es importante distinguir claramente la diferencia que existe entre los
conceptos de inulina y FOS ya que las propiedades fisicas y sus
aplicaciones en procesos de la industria alimentaria son bastante
diferentes. La inulina casi no tiene sabor dulce, su consistencia especial
y su baja solubilidad relativa en agua lo convierten en su sustituto
excelente de la grasa para la elaboracién de varios tipos de alimentos,
como helados y postres. En cambio, los FOS son muy solubles en agua,
tienen un ligero sabor dulce (entre 30 a 50% del poder edulcorante del
azUcar de mesa o sacarosa) y eventualmente pueden ser utilizados como
sustitos hipocal6ricos del azticar comun. A pesar de ello, la inulina'y los
FOS generan casi el mismo efecto fisioldgico en las personas que los
consumen: proporcionan tan solo la cuarta parte del valor calérico de los
carbohidratos comunes, son reconocidos como un tipo de fibra dietética
y se emplean como insumos para la elaboracion de alimentos
funcionales o nutraceudticos (RAMOS, 2016).

El yacon ha sido reportado como buena fuente de fenol oxidasa, que
cataliza la oxidacion de compuestos fendlicos a quinonas, después de la
polimerizacion, tienen los pigmentos tipicos, conocido como oxidacion
ezimatica de color marron o negro en frutas y hortalizas (RAMOS,

2016), es importante tener en cuenta la sub-capa de la cascara cuando se
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estudia el proceso de extraccion yacon porque es esta parte de la raiz que
se centran taninos y polifenoles. Durante el procesamiento de pelado de
yacon, células se rompen y las membranas, los polifenoles y los taninos
son disponibles para mezclarse con otros componentes, enzimas
especialmente citoplasmaticos, que causan un proceso conocido como
oxidacion enzimatica y se puede evidenciar durante la elaboracion de
jarabe de yacon, y desde luego la piel se vuelve rdpidamente oscuro
cuando se expone al aire (RAMOS, 2016).

Esta oxidacion se lleva acabo en presencia de oxigeno libre,
oscureciendo rapidamente la superficie de las raices tuberosas del yacon
al realizar el proceso de pelado, dafiando su apariencia y sus productos.
Desde el punto de vista préctico, el control del pardeamiento enzimético
es generalmente limitada a la inhibicién de la enzima porque la polifenol
oxidasa y enzima peroxidasas son responsables de la reaccion de
pardeamiento. Entre los métodos propuestos para prevenir la oxidacion
incluyen: deshidrataciéon, el almacenamiento y tratamiento a baja
temperatura de calor, utilizando antioxidantes, la eliminacién de
oxigeno del medio, entre otros (RAMOS, 2016).
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Tabla 4 — Composicion quimica de yacon por 1 kg de raiz tuberosa fresca

Carbohidratos Promedio
Materia seca () 115
Fructanos (g) 62
Glucosa (g) 3,4
Fructosa (g) 8,5
Sucrosa (g) 14
Total de carbohidratos (g) 106
Proteina () 3,7
Fibra (g) 3,6
Grasa (mg) 244
Cenizas (mg) 5027
Calcio (mg) 87
Fésforo (mg) 240
Potasio (mg) 2282

Extraido de Ramos (2018)

e) Jarabe de yacon
El jarabe de yacén es un concentrado denso y dulce que se obtiene al
evaporar suficiente agua contenido en el jugo del yacon luego de ser
pulpeado, de tal modo que la concentracién de sélidos solubles (azucar)
se eleve hasta un valor aproximado de 70%. Para evaporar el agua del
jugo se debe usar un recipiente de superficie amplia en el que se vierte
el jugo de yacon. La olla industrial es puesta en una fuente de calor
(puede ser la llama de una cocina) y se deja evaporar el agua hasta
conseguir la concentracion de azlcares que se desea alcanzar. Es
preferible contar con un refractometro para tener un control permanente
del contenido de azucares en el jarabe a medida que se va evaporando.
Durante el proceso de evaporacion se deben realizar varios filtrados con
la finalidad de eliminar los sélidos insolubles en el jarabe y obtener
finalmente un producto de mejor apariencia y calidad. Para prevenir el
desarrollo de microorganismos en el producto envasado, este debe

hacerse a una temperatura superior a 85°C, la eficacia de conversién de
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raices a jarabe 12:1 (peso de raices: peso de jarabe) (MUNOZ, 2010). El
producto resultante es un jarabe concentrado rico en
fructooligasacaridos presentado como jarabe de yacén, dulce y
ligeramente acido. Su composicion se presenta en la Tabla 5.

El jarabe de yacon tiene de 40 a 50% de FOS se obtiene al concentrar el
jugo de las raices de yacon. Este producto puede ser considerado como
nutracéutico debido al alto contenido de componentes prebidticos,
ademas el jarabe de yacdn puede utilizarse como un edulcorante para
ensaladas de frutas, jugos, bebidas calientes y postres, entre otros. El
jarabe de yacdn tiene caracteristicas similares a otros productos como la
miel, la cafia de azlcar, la miel de chancaca y miel de maple resaltando
su bajo valor calérico a comparacion de los productos mencionados
(MEJIA, 2015).

Tabla 5 — Composicion quimica de g/100g de jarabe de yacdn

Variedad blanca | Variedad morada
Caracteristica Unidad | Base Base | Base Base

hdimeda | seca humeda | seca
Agua G 30,0 0,0 30,0 0,0
Fructooligosacéridos | G 44,6 63,7 44,9
Sacarosa G 12,1 17,3 9,24 13,2
Glucosa G 9,0 12,86 | 7,78 11,11
Fructosa G 4,29 6,13 8,03 11,47
Acido ascorbico Mg 1624 2320 |1568 2 240

Extraida de Mufioz (2010)

3.2.4 Probidtico
El término “probiodtico” fue introducido po r primera vez en 1965 por Lilly y
Stillwell; a diferencia de los antibioticos, se definid al probiético como aquel factor
de origen microbioldgico que estimula el crecimiento de otros organismos del colon
(VALENZUELA, y otros, 2014).
La palabra “probidtico” deriva etimoldgicamente del griego “por la vida”. La OMS
define los probidticos como “microorganismos vivos que, al ser suministrados en

cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo del huésped”
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(VALENZUELA, y otros, 2014). También la FAO (Food and Agriculture
Administration), en tanto, los define como “microorganismos vivos que ejercen una
accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas”.
Los probioticos son microorganismos vivos que pueden incluirse en la preparacion
de una amplia gama de productos, incluyendo alimentos, medicamentos, Yy
suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las
usadas mas comunmente como probidticos, pero la levadura Saccharomyces
cerevisiae y algunas especies de E. coli y Bacillus también son utilizados como
probidticos (GARCIA , y otros, 2015)
3.24.1 Kéfir
El kéfir es una bebida fermentada viscosa, de sabor &cido y levemente
efervecente, que se produce artesanalmente a partir de la fermentacion de la
leche con granos de kéfir. Historicamente, el kéfir ha sido vinculado con un
estado saludable de quienes lo consumen. De hecho, el nombre kéfir deriva
de la palabra eslava “keif” que significa “bienestar” o “vivir bien”. ES
originario de las montafias del Caucaso, y a las caracteristicas de los granos
de kefir han sido transmitidos de generacion en generacion desde hace mas
de 4 000 afos. Se cree que los primeros granos de kéfir se originaron como
consecuencia del almacenamiento de la leche en bolsas hechas de piel o
estomago de los rumiantes. Sea cual sea el origen, lo mas probable es que
se hayan originado en distintos lugares a lo largo de la historia y se hayan
diseminado de forma tal que hoy en dia se encuentran distribuidos en todo
el mundo (FERRARI, y otros, 2020).
El kéfir se diferencia de otras leches fermentadas por las caracteristicas
particulares del starter, o “cultivo iniciador”, utilizado para su produccion.
Tanto el yogurt, viili (leche fermentada noérdica) y otras leches fermentadas
tradicionales, se obtienen por inoculacion de la leche fresca con una muestra
de leche fermentada previamente para obtener una mayor cantidad de
producto. Por el contrario, la producciéon artesanal de kéfir requiere
directamente la inoculacion de la leche fresca con los granos de kéfir. Esto
se debe a la interaccion simbidtica entre los microorganismos de granos de
kéfir que es fundamental para dar lugar a una leche fermentada que tiene
una diversidad microbiana diferente. De esa manera, el uso del mismo kefir

dara lugar a un producto con propiedades completamente diferentes. Una
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vez inoculados los granos de keéfir en la leche y dadas las condiciones de
temperatura adecuadas, las bacterias y levaduras presentes en los granos
comienzan el proceso de fermentacion durante el cual algunos de los
microorganismos pasan a la leche, dando lugar a un incremento en el
nimero microorganismos viables en la leche, acompafiado de la produccion
de diferentes metabolitos bioactivos tales como é&cido lactico, péptidos
bioactivos, exopolisacaridos y bacteriocidas. Al finalizar la fermentacion,
los granos de kéfir son removidos o separados por medio del proceso de
filtracion, de manera tal que pueden ser inmediatamente utilizados para una
nueva fermentacion o almacenados en condiciones adecuadas. Con cada
fermentacion, los granos incrementan su tamafio y pueden dar lugar a
nuevos granos con las mismas caracteristicas que los originales. Este
incremento de biomasa, que puede llegar a ser de hasta 2% en cada replique
0 subcultivo, es consecuencia del aumento en el ndmero de
microorganismos y de la produccion de kefiran y proteinas que componen
la matriz donde se encuentran asociados los microorganismos. Cuando no
son utilizados para la elaboracion de kéfir, los granos deben ser conservados
de manera adecuada, es decir, en refrigeracion o cualquier otro método de
conservaciéon, ya que su actividad depende de la viabilidad de los
microorganismos (FERRARI, y otros, 2020).
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Figura 2 — Elaboracién artesanal de kéfir y conservacién de granulos extraido de
Ferrari (2020).

3.2.4.2 Granos de kéfir

Los granos de kéfir son racimos de los microorganismos ligados por una
matriz de polisacaridos. Los granos incluyen sobre toda las bacterias de
acido lactico y las levaduras, asi como bacterias del acido acético y
posiblemente otros microorganismos.

Los granos contienen un equilibrio relativamente estable y especifico de
bacterias, levaduras y algunas veces de hongos, que existen en un lazo
simbidtico complejo. Los granos se asemejan a floretes pequefios de la
coliflor, elasticos y cada grano es 3 a 20 milimetros de diametro. Algunos
pueden presentar formas laminares, con un lado liso y otro rugoso,
enrolladas o globosas (RUIZ, y otros, 2017).

Estos granos son laminas compuestas en su mayor parte por un material
polisacarido, consistente, que se denomina kefiran, que se pliega sobre si
mismo para producir unas estructuras esféricas que se parecen a las
florecillas de la coliflor. La parte externa de las laminas es lisa y esta poblada

por lactobacilos, mientras que la parte interna de las mismas, méas rugosa,
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contiene una poblacion mixta de levaduras y bacterias acido lacticas
(AREVALO, y otros, 2008).

Se ha reportado que los microorganismos presentan un arreglo especial en
los granos. Por microscopia electronica se observaron en el lado liso de las
laminillas unicamente bacilos cortos, y en el lado rugoso una mezcla de
bacilos y levaduras. La parte central del grano esta constituida por proteinas
y carbohidratos resultantes de la degradacion de la biomasa. Los
microorganismos que se encuentran en la parte central de los granos tienen
viabilidad baja por tener poco contacto con el medio y se piensa que son los
responsables de la produccion del polimero (GARCIA , y otros, 2015).
Microflora de los granos de kéfir

La microflora bésica de los granos de kéfir estin compuestas por bacterias
acido lacticas, bacterias &cido acéticas, levaduras y en algunas ocaciones por
hongos. Su distribucidn en los diferentes estratos de los granos de kéfir, han
sido demostrados en diferentes trabajos.

La compleja microbiota de los granos de kéfir constituye un reservorio
natural de cepas seguras y potencialmente probidticas para la salud y
también saber de que manera interactan. Es importante destacar que la
composicion microbiana de los granos de kéfir difiere de la encontrada en
la leche fermentada que viene a ser el kéfir (FERRARI, y otros, 2020).

El género Lactobacillus es el mas abundante en los granos de kéfir que son
de distintos origenes, siendo L. kefiranofaciens, L. kefiri y L. parakefiri las
especies mas representativas. Otras especies de lactobacilos encontradas en
los granos de kéfir incluyen L. paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus y L. plantarum. y del mismo modo, en el
kéfir se observa una predominancia de la familia Streptococcaceae y los
géneros Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus y Acetobacter. Se ha
evidenciado ademas que la diversidad de especies bacterianas presentes en
el kéfir es menor a la encontrada en los granos de kéfir correspondiente
(GARCIA , y otros, 2015).

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las especies que predominan en el
kéfir pueden verse modificadas por el tiempo de fermentacion. En las
primeras horas de fermentacion predomina L. kefiranofaciens, mientras que
en etapas tardias se observa una prevalencia del género Leuconostoc. En

cuanto a las levaduras, mas de 23 especies han sido identificadas formando
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parte de la microbiota de los granos de kéfir; siendo Saccharomyces

cerevisiae, S. unisporus, Candida kéfir y Kluyveromyces marxianus las

especies predominantes. Otras especies encontradas incluyen Torulaspora

delbrueckii, Pichia fermentans, Kazachastania aerobia, Lachanceae

meyersii, Yarrowia lipolytica y Kazachastabia unispora (FERRARI, y

otros, 2020).

Tabla 6 — Especies més frecuente en los granos de kéfir

Género Especies méas Frecuentes

Caracteristicas

LACTOBACILOS Lb. Brevis, Lb. Kéfir

Heterofermentativas,
predominantes en la leche
ferementada

Lb. Casei, Lb. paracasei sp.
paracasei, Lb. plantarum, Lb.
acidophilus, Lb. delbrueckii sp.
Bulgaricus, Lb kefiranofaciens.

Predomina en los granos de
kéfir.

LACTOCOCOS Lc. Lactis sp. lactis, Lc. lactis sp.
lactis biovar diacetylactis, Lc.
Lactis sp. cremoris

Acidifica rapidamente
durante las primeras horas de
fermentacion.

STREPTOCOCOS S. thermophilus

Raramente encontrado.

LEUCONOSTOC Ln. Mesenteroides sp.
mesenteroides, Ln. mesenteroides
sp. dextranicum, Ln. mesenteroides
sp. cremosis, Ln. Lactis

Contribuye al sabor del kéfir

ACETOBACTER Acetobacter aceti, Acetobacter
rasaen.

Su rol principal es mantener
en simbiosis la microflora de
los granos de  kéfir.
Incrementa la viscosidad del
kéfir.

Extraido de Ruiz et al. (2017)

a) Lactobacillus brevis

Se utiliza como starter mesofilo, en combinacion con otros

microorganismos en la elaboracion de keéfir. Colonias generalmente

rugosas y planas, pueden ser translucidas. Generalmente no

pigmentadas, aunque algunas cepas pueden producir colonias de color
naranja a rojo. Crece a 15°C, perono a45°C (FERRARI, y otros, 2020).

b) Lactobacillus bulgaricus

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert




MICAELA BASTIDAS
o

d)

- 26 de 89 -

Utilizado en combinacion con otros microorganismos en los starters
destinados a la elaboracion del “yogurt” y algunos quesos como los del
tipo suizo e italiano, tal como el queso Granna por ejemplo. También se
le menciona como componente de los granos de kéfir. Produce &cido D
(-) lactico. Produce amoniaco a partir de arginina. Es muy semejante al
Lactobacillus lactis; pero se diferencia en que no tiene capacidad para
fermentar tantos azlcares. Pueden fermentar la lactosa y celobiosa, pero
no la amigdalina, maltosa o manitol. Requiere algunas vitaminas y
aminoacidos como factores de crecimiento (Robinson, 1987 citado por
Arévalo & Arias, 2008).

Lactobacillus acidophilus

Starter termofilo, se emplea en la produccion de leches acidas y con
starters mesofilos, en la elaboracion de kéfir. Colonias habitualmente
rugosas, sin pigmentacion caracteristica. No posee granulos
metacromaticos. Pueden fermentar la amigdala, celobiosa, lactosa,
salicina y sacarosa, pero no el manitol. Produce compuestos
antimicrobianos como acidofilina y acidolina que son activos contra una
gran diversidad de microorganismos Gram positivos y negativos.
Requiere algunas vitaminas y aminoédcidos como factores de
crecimiento temperatura optima de crecimiento 35-38 °C (Céceres y
Gotteland, 2010).

Lactobacillus casei

Starter mesofilo, se utiliza en la elaboracion del “yacult”. También se
puede aislar de la leche y productos lacteos como el kéfir. Las colonias
pueden de color blanco o amarillo claro. Pueden crecer a 15°C, pero no
a 45°C. Fermentan la lactosa, sacarosa, salina, manitol y sorbosa; pero
no la xilosa. No produce amoniaco a partir de la arginina (Caceres y
Gotteland, 2010).

Lactobacillus plantarum

Microorganismo que interviene en el proceso de maduracion de algunos
quesos. Se aisla de los productos lacteos, como el kéfir y ensilados. Son
colonias blancas, pero en ocasiones de color amarillo claro. Algunas
cepas son maviles. Produce acido D y L- lactico, pero no amoniaco a
partir de arginina. Fermenta la lactosa, sacarosa, celobiosa, manitol y

salicina. Esta especie se diferencia de lactobacillus casei, en que
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fermenta la melobiosa y rafinosa (ROBINSON, 1987). La temperatura
Optima de este lactobacilo y de otros microorganismos productores de
acido lactico es de 26,7°C a 37,6°C ( (ALVAREZ, y otros, 2008)
Leuconostoc mesenteroides

Se encuentra en la leche y productos lacteos, soluciones azucaradas
viscosas, frutas y vegetales. Algunas cepas producen dextrano que se
puede utilizar como estabilizador en mezclas de helados.
Habitualmente produce un limo de dextrano -caracteristico, la
temperatura entre 20°C y 25°C favorecen la formacion de dextrano.
Algunas cepas, particularmente las de origen lacteo, producen poco
dextrano. No soportan temperatura de 55°C durante 30 minutos, aunque
los cultivos formadores de limo, en soluciones azucaradas, son capaces
de sobrevivir a 80 — 85°C. Crecen a temperatura entre 10°C y 37°C. La
temperatura Optima esté entre 20 y 30°C (MAGO, y otros, 2015).
Leuconostoc cremosis

Starter mesofilo utilizado en combinacion con otros microorganismos
en la elaboracion de quesos ‘“cottage” y cremosos, mantequilla
madurada y “Quarg”. No produce dextrano. Tampoco produce acido a
partir de la arabinosa, sacarosa o treolosa. Produce &cido acético a partir
de citrato. Se puede adicionar al queso ‘“cottage” para evitar las
alteraciones producidas por Pseudomonas formadoras de limo. Se le ha
reportado presente en la microbiota de los granos de kéfir. Se caracteriza
por tener la capacidad de fermentacidn limitada y necesidades complejas
en cuanto a factores de crecimiento. Puede crecer en un rango de
temperatura entre 10°C y 30°C, siendo su temperatura éptima entre
18°Cy 25°C (CICOTELLDO, 2016).

Streptococcus thermophilus

Como habitad se reporta la leche y productos lacteos, en alimentos y
materiales provenientes de plantas y suelos, se le utiliza como fermento
arrancador o “Starter” en la industria quesera durante la manufactura de
quesos frescos, madurados y también de pasta cocida, a través de
siembras directas. La temperatura optima de crecimiento es entre 40°C
y 45°C, pero puede hacerlo hasta 50°C (BLANCO, 2015).

Son homofermentativo, no toleran mas de 4% de sal. Se sabe que

hidrolizan la lactosa mediante una o — galactosidasa, a galactosa y
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glucosa; que posteriormente transformar en acido lactico L (+) por via
Embden Meyornot Parnas (EMP). También fermentan fructosa y
sacarosa. Finalmente, son también responsables del aroma agradable del
producto, por la fermentacion de compuestos carbonilo tales como
acetaldehido y diacetilo (BLANCO, 2015).

Streptococcus lactis

Fermenta la glucosa formado principalmente acido lactico dextrégiro.
Es homofermentativo y catalasa negativa. Se utilizd solo o en
combinacion con otras especies para la elaboracion de quesos de pasta
dura, como por ejemplo el queso (BLANCO, 2015).

Saccharomyces cerevisiae

Como quiera que, la levadura que se utiliza en la elaboracién de la
cerveza, Saccharomyces cerevisiae es incapaz de fermentar el almidon,
la primera fase de la elaboracion de cualquier bebida alcohodlica a partir
de materias amilaceas es la conversion del almidon en azlcares
susceptibles de ser fermentados. Es la levadura que con mayor
frecuencia se encuentra en las bebidas y en los alimentos fermentados
que se elaboran en base de frutas y hortalizas. Todas las cepas fermentan
la glucosa y algunas fermentan otros carbohidratos asociados a las
plantas tales como la sacarosa, la maltosa y la rafinosa, pero ninguna es
capaz de fermentar la lactosa de procedencia animal (SUAREZ, y otros,
2016)

Kluyveromyces fragilis

Se ha aislado del yogurt y esta asociado con la elaboracion de kéfir y
kumis. En caldo extracto de malta (3 dias a 28°C) las células son entre
elipsoidal y cilindrica y se pueden presentar aisladas, en pares o cadenas
cortos. Se observan diferentes grados de pseudomicelio. Ascosporas
tienen forma arrifionada u oblonga con extremos obtusos, hay de una o
cuatro por asca. Fermenta rapidamente la lactosa con formacion de gran
cantidad de CO2 y poco de alcohol. Recientemente se han publicado
algunos estudios a cerca de la produccion de inulinasa por fermentacion
de Kluyveromyces marxianus en extractos de yacon, de esparragos y de
tubérculos, con altos rendimientos de actividad enzimética
(CASTILLO, y otros, 2010).
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Céandida keéfir
Se encuentra asociado con el suero de mantequilla, el queso y kéfir.
Cuando crece en agua de peptona con extracto de levadura glucosa (3
dias a 25°C) las células tienen forma ovoide, pueden cortas y largas. En
cultivos en porta objeto el pseudomicelio es abundante. Fermenta la

lactosa y la glucosa, pero se caracteriza por no asimilar la D—xilosa
(PORCEL, 2011).

3.2.4.4 Aspectos tecnoldgicos del kéfir

Al momento de elaborar el kéfir es fundamental tener en cuenta una serie de

varibles o puntos criticos que pueden modificar las caracteristicas quimicas,

microbiologicas, organolépticas, nutricionales y funcionales del producto

final, entre las cuales se pueden mencionar algunas.

a)

b)

Origen de los granos del kéfir

La composicion microbiana de los granos pueden variar dependiendo de
su origen geografico y la manera en como fueron conservados. Esta
demostrado, por ejemplo, que la composicion de los granos tibetanos de
los granos de origen ruso, irladés y turco, siendo estas diferencias en la
comunidad microobiana de los granos la responsable de las propiedades
fisicoquimicos y organolépticas de cada kéfir (RUIZ, y otros, 2017).
Tipo de leche

Si bien la leche de vaca es la mas comun para la elaboracion del kéfir,
también puede utilizarse otras como la leche de cabra o de oveja y esta
puede ser entera o descremada. Debe tenerse en cuenta que cuanto
mayor sea la cantidad de grasa de la leche, mas cremoso y espeso sera
el producto. Sin embargo, se ha evidenciado que el uso de leche
descremada resulta en un mayor incremento de biomasa de los granos,
ya gue la mayor cantidad de grasa podria estar inhibiendo o reduciendo
el intercambio de nutrientes entre los microorganismos. El kéfir ha sido
preparado usando bebida a base de soja, de nuez y de coco, entre otras.
Sin embargo, el uso de estos sustratos no lacticos requiere la adicién de
glucosa, lactosa o sacarosa 1% para estimular el desarrollo de bacterias
lacticas y levaduras, y la consecuente produccion de acido lactico y
etanol. Ademas, si bien se logra obtener un producto fermentado, el uso
de estas bebidas vegetales debilita notoriamente al granulo de kéfir, por

lo que luego de algunos ciclos de fermentacion deben volver a colocarse
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en leche para recuperarse, indicando que estas bebidas no lacteas no
serian apropiadas para obtencion de kéfir (RUIZ, y otros, 2017).
Relacion granulo/leche
Los granos de kéfir se inoculan normalmente dentro de 1 al 10% (p/v)
dependiendo de las caracteristicas que se desea obtener. En general, una
relacion del 1% (p/v) dara lugar a una leche fermentada mas viscosa y
menos &cida, mientras que una del 10% (p/v) dara por el contrario un
producto &cido poco viscoso y mas efervescente. Por otro lado,
AREVALDO, y otros (2008) relata a Sasaki quien recomienda una
concentracion de inéculo de 5% para 24 horas de fermentacion, lo cual
se considerd para este estudio.
Temperatura y tiempo de fermentacion
Tradicionalmente el kéfir se prapara a temperatura ambiente, de manera
que la fermentacion se lleva a cabo entre 18 y 30°C y esto da continuidad
a usarse de manera continua el sustrato y 18 a 72 horas de periodo de
fermentacion. De todas maneras, se considera que la temperatura éptima
de elaboracidn del kéfir es 25°C y si bien la fermentacidn puede ocurrir
a temperaturas elevadas, esto podria aumentar la acidez del producto, asi
como también afectar la produccion de exopolisacarido.
Las condiciones de temperatura y tiempo de fermentacién dependen del
medio de cultivo en el que se desarrollan los granos de kéfir; como el
caso de una mezcla de suero de leche y melaza de cafia de azlcar
(AREVALO, y otros, 2008), de acuerdo al relato los resultados
demostraron que los granos de kéfir obtenidos a temperatura variable de
fermentacion, es decir, a temperatura ambiente entre 19 y 26°C para 24
horas, resultd tener mejor consistencia.
Meétodos para producir kéfir
Los granos de kéfir crecen durante el proceso de la produccién de kéfir,
y se reutilizan para las fermentaciones subsecuentes. Para la
conservacion de los granos, primero se escurre y se deja secar a
temperatura ambiente y luego se guardan a temperatura (4°C) (RUIZ, y
otros, 2017). En este caso describiremos dos métodos para elaborar el
kéfir.

e El proceso tradicional o artesanal consiste en agregar

directamente los granos de kefir (2-10%) en un tarro grande de
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cristal y se afiade leche que fue pasteurizado y previamente
enfriado a temperatura ambiente. Se cierra el tarro de vidrio con
un pafo de tela en el caso de que el recipiente no esté dotado de
tapa hermética. Se dejara la mezcla a temperatura ambiente, ya
que en la variacion de temperatura se confiere buen desarrollo de
la textura y el aroma, debido a que existe una secuencia de
actividad de la microbiota de los granos de kéfir. Después de un
periodo de fermentacion que dura alrededor de 24 horas y en
otras ocasiones menores a este tiempo dependiendo la textura
que se quiera obtener, los granos son quitados por filtracion para
repetir otra vez el procedimiento. Tras la fermentacion, la leche
kefirada de textura suave y sabor algo acido, ya puede
conservarse en el frigorifico durante los dias posteriores a su
consumo (FERRARI, y otros, 2020).

e Un segundo método, conocido como el “método ruso”, permite
la produccién del kéfir en una escala mas grande, y utiliza una
serie de fermentaciones. El primer paso consiste en rejuvenecer
los cultivos incubando la leche con los granos (2-3%). Los
granos de kéfir entonces son separados por filtracién y los
cultivos madre que resulta se adicionan a la leche (1-3%) que se
fermenta por 12 a 18 horas. Varios problemas asociados al kéfir
tradicional han conducido a un método més moderno de
produccién (RUIZ, y otros, 2017).

El método tradicional produce solamente volimenes pequefios
de kéfir, y requiere varios pasos, cada paso aumenta el riesgo de
contaminacion. La presion que ejerce el contenido del gas (CO2),
puede conducir a la explosion del recipiente a menos que se
utilicen los envases apropiados. Finalmente, la vida de anaquel
del kéfir tradicional es muy corto, menos de tres dias. Para una
conservacion mas larga, pueden ser liofilizados (liofilizado) o
ser congelados (RUIZ, y otros, 2017).
f) Conservacién de los granos de kéfir
Este producto puede conservarse en leche para que se mantenga fresco,
en caso de que no se desee tomar leche kefirada, se puede conservar por

varios métodos los granos.
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Nevera

Dentro del frigorifico lo ideal es conservando en leche fresca a 4°C. Asi
se mantiene hasta 14 dias. Para mayor conservacion hay que cambiar la
leche cada pocas semanas para alimentar el cultivo. También se puede
coonservar en un recipiente con agua no clorada y con azucar en el
refrigerador durante 7-10 dias, habiendo enjugado los granos
previamente. Los granos asi conservados necesitan ser reactivados en el
préximo ciclo de fermentacién, pues actian mas lentamente por estar
inactivos. Para ello conviene dejarlos en leche fresca 2 6 3 dias (RUIZ,
y otros, 2017).

Congelado

Se limpian bien los granos y se escurre, se introduce en una bolsa de
plastico o algun recipiente que pueda contener la cantidad de granos que
resulta luego de la fermentacion y luego se congela. De esta manera
puede conservarse por mucho tiempo. Para descongelarlo, se saca del
congelador y se deja en la nevera hasta que se descogenle, luego se
ponen los granos en leche durante tres dias, desechando este primer
kéfir. Con la finalidad de reactivar y fortalecer las cepas. En la limpieza
no es consejable utilizar agua del grifo porque el cloro que contiene
puede matar a los microorganismos del kéfir. En el mejor de los casos
utilizar agua desminerelizada (FERRARI, y otros, 2020).
Deshidratado

Se pone los granos de kéfir sobre el papel de cocina en un sitio aireado,
y se remueve cada cierto tiempo hasta que no este pegajoso y tengan un
aspecto cristalizado. El tiempo en desidratarse depende de la
ventilacién, la temperatura y la humedad ambiental y es de 3-5 dias para
los granos mas grandes.

Una vez deshidratado, los granos de kéfir, puede durar de 2 a 3 meses,
siempre y cuando se conserve en un lugar fresco, ya sea un refrigerador,
congelador o en seco. Si se quiere hidratar nuevamente se debe
introducir en leche por 2 semanas, renovando la leche cada 2 dias, es
aconsejable no consumir el kéfir resultante, después de este proceso se

puede preparar nuevamente kéfir de leche (RUIZ, y otros, 2017).
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Diferencias entre el kéfir y el yogurt
Esta bebida es muy similar al yogurt, su principal diferencia es el proceso
en el que ocurre la fermentacion, porque el kéfir se fermenta a través de la
reaccion lacto-alcohdlica (la lactosa de la leche se transforma en &cido
lactico y se produce anhidrido carbénico y alcohol; siendo este ultimo de
una proporcion inferior al 1%); mientras que en el yogurt es solamente
lactica (solo se transforma la lactosa en acido lactico). EI mismo se
encuentra formado por una leche fermentada con una textura algo espesa,
con un sabor méas o menos acido y ligeramente gaseoso (achampafiado). La
doble fermentacion lactica y alohdlica del kéfir, es lo que le hace resultar
con caracteristicas organolépticas que hace diferente del yogurt. Los
elementos alimenticios del kéfir no son muy diferentes a los de la leche, de
la que se ha elaborado, siendo su calidad biolégica superior, ya que sus
nutrientes de la leche son més asimilables (RUIZ, y otros, 2017).
El kéfir se produce mediante siembra directa de un cultivo con la siguiente
composicion:

e Lactococus lactis.

e Lactococus cremosis.

e L. biovar diacetylactis.

e Leuconostoc mesenteteroides subs. cremoris.

e Lactobacillus plantarum.

e Lactobacillus casei.

e Kluyveromices marxianus var. Fragilis (Torula kéfir).
Aunque es comparada con el yogurt la microflora del kéfir es mucho méas
compleja, su estructura es polisacarido y conviven en simbiosis varios

organismos.

Efectos beneficiosos sobre la salud del kéfir

Se conoce que el kéfir es un probidtico que ejerce efectos beneficiosos para
la salud de quienes los consumen, tales como actividad antimicrobiana y
antitumoral, inmunomoduladora, antinflamatoria, cicatrizante, antioxidante,
reductora del colesterol y mejora en la tolerancia a la lactosa, el higado graso
y modulacién de la microbiota intestinal. Deben tenerse en cuenta que estas

propiedades podrian atribuirse tanto a los microorganismos presentes en el
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producto como a los metabolitos que ellos producen, y estan presentes en la
leche fermentada para este caso el kéfir (RUIZ, y otros, 2017).

Dentro de las propiedades probidticas atribuidas a los lactobacilos aislados
del kéfir, se puede mencionar la capacidad de L. pllantarum CIDCA 83114
de antagonizar el efecto bioldgico de E. coli enterohemorragica (EHEC) in
vitro y los efectos citoxicos de la toxina Shiga tipo Il producida por EHEC
0157: H7. Asimismo, se ha descrito su efecto protector sobre la invasion de
Shigella flexniri a células epiteliales. Por su parte, cepas de L. kefiri pueden
inhibir la adhesion y la invasion de Salmonella enterica serovar.
Typhimurium a células Caco2/TC-7 (FERRARI, y otros, 2020).

En relacién con las levaduras, cepas pretenecientes a especies S. cerevisiae,
S. unisporus, |. occidentalis y K. marxianus resisten a las condiciones
gastrointestinales y adhieren a células Caco-2. Romanin y colaboradores
(FERRARI, y otros, 2020) demostraron que levaduras especificas presentes
en el kéfir son capaces de modular la respuesta inducida por distintos
antagonistas proinflamatorios como flagelina, IL-18, TNF-o< y LPS.
Ademas, se demostré que el pretramiento de células epiteliales con K.
marxianus CIDCA 8154, reduce los niveles intracelulares se especies
reactivas de oxigeno y en un modelo de Caenorhabditis elegans se comprobé
que la levadura protege del estrés oxidativo. En el mismo sentido, Cho y
colaboradores (FERRARI, y otros, 2020) describieron recientemente que
una combinacion de Kluyveromyces KU140723-02 aislada de kéfir y harina
de semilla de uva rica en polifenoles o su extracto tiene actividad
antioxidante incrementada. Otros investigadores sefialaron que cepas de S.
cerevisiae aisladas de kéfir brasilefio presentaron ineresantes propiedades
probidticas in vitro. En un ensayo in vivo de colitis inducida quimicamente
con 4cido trinitrobenceno sulfénico (TNBS) se demostré que ratones
tratados por via oral con K. marxianus CIDCA 8154 presentaron menor
dafio histopatolégico y niveles mas bajos de IL-6 circulante. También se ha
descrito que la combinacion de dos lactocilos, un lactococo y dos levaduras
aislados de kéfir protegen células epiteliales cultivadas in vitro de la
invasion de Shigella, asi como también, protegen contra infeccion por
Clostridium difficile en un modelo de raton. Del mismo modo, Londero y
colaboradores (FERRARI, y otros, 2020) mostraron las propiedades
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antagénicas de un cultivo mixto de cepas de kéfir contra Salmonella
(FERRARI, y otros, 2020).
3.2.5 Leches fermentadas

De acuerdo a la norma del Codex Alimentarius para leches fermentadas las define
como aquellos productos lacteos obtenidos mediante la fermentacion de la leche, que
pueden haber sido elaborados a partir de productos obtenidos de la leche con o sin
modificaciones en la composicidn, atendiendo a algunas limitaciones (seccion 3.3 de
la norma) por medio de la accion de microorganismos adecuados y teniendo como
resultado la reduccion del pH con o sin coagulacién (precipitacion isoeléctrica). Los
microorganismos fermentadores son viables, activos y abundantes en el producto
hasta la fecha de duracién minima. Si el producto es tratado térmicamente tras la
fermentacion, no se aplica el requisito de presentar microorganismos viables
(SAMPABLO, 2017).
Dentro de este grupo de leches fermentadas podemos encontrar a algunos
microorganismos como las bacterias lacticas y levaduras que en conjunto siguen una
doble ruta en la fermentacion lactica. Denominada como fermentacion heteroléctica
de la leche por accion de bacterias (fermentacion lactica) y levaduras (fermentacion
alcohdlica). En este grupo podemos nombrar al kéfir. Son bebidas ligeramente
alcoholicas (hasta un 2% de etanol), espumosas, debido al CO2 producido y acidas
como consecuencia del &cido lactico generado (SAMPABLO, 2017). En la Tabla 7
se muestra los requisitos de acuerdo a la norma internacional Codex STAN 243.
2003, para leches fermentadas tipo kéfir.

Tabla 7 — Requisitos quimicos de la norma internacional Codex STAN 243.
2003, norma del Codex para leches fermentadas.

Descripcion quimico Leche fermentada con
granos de kéfir

Proteina lactea®Y® (% wiw) min. 2,7%

Grasa lactea (% w/w) <10%

Acidez valorable, expresada como % de acido min. 0,6%

lactico (% wiw)

Suma de microorganismos que comprenden el min. 107

cultivo definido© (ufc/g, en total)

Levaduras (ufc/g) min.10*

(@) El contenido en proteinas es 6,38 multiplicado por el nitrogeno Kjeldahl total determinado.
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(b) Se aplica cuando en el etiquetado se realiza una declaracion de contenido que se refiere a la

presencia de un microorganismo especifico que ha sido agregado como complemento del

cultivo especifico.

(c) Cultivo preparado a partir de granulos de kéfir, Lactobacillus kefiri, especies del género

Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter que crecen en una estrecha relacion especifica.

Los granos de kéfir constituyen tanto levaduras fermentadoras de lactosa (Kluyveromyces

marxianus) como levaduras fermentadoras sin lactosa (Saccharomyces unisporus,

Saccharomyces cerevisae y Saccharomyces exiguus).

3.3 Marco conceptual

a)

b)

d)

Bacterias acido lacticas (BAL): en este grupo se incluye una clasificacién funcional
de bacterias no patogenas, no toxigenicas Gram positivas, fermentativas, que se asocian
a la produccion de acido lactico a partir de carbohidratos, lo que las hace utiles para
fermentacion de alimentos. En este grupo se incluyen las especies de Lactobacillus,
lactococcus y streptococcus thermophilus. Donde que el género bifidobacterium no se
asocia con fermentacion de alimentos y es taxondmicamente diferente de otras BAL.
Muchos probioticos también son BAL (GARCIA , y otros, 2015).

Nodulos de kéfir: EI nodulo de kéfir también se parece a pequefios ramilletes de coliflor
0, incluso, a un coral 0 a una esponja de mar. Pero tal vez sea su textura, mas que su
forma, lo que resulta més caracteristico (GARCIA , y otros, 2015).

Prebiotico: Es un ingrediente alimenticio no digerible que estimula selectivamente el
crecimiento y actividad de un grupo limitado de bacterias en el colon. Los ingredientes
utilizados como prebidticos son los galactooligosacaridos (GOS) y frutooligosacaridos
(FOS) (OLIVEIRA, y otros, 2016).

Probiotico: El probidtico se define como un ingrediente microbiano vivo que, al ser
ingerido en cantidades suficientes, influye positivamente en la salud de quien consume.
Las bacterias probidticas comunes, que estan mayoritariamente en el tracto intestinal,
pertenecen a los generos bifidobacterium y lactobacillus. Estas bacterias producen
compuestos como acidos organicos y bacteriocinas de microorganismos patégenos
(OLIVEIRA, y otros, 2016).

Simbiotico: Los simbi6ticos son combinaciones apropiadas de prebi6ticos vy
probidticos. Un producto simbiotico ejerce tanto un efecto prebidtico como probiotico
(VEGAS, y otros, 2013).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

Tipo y nivel de investigacion

El tipo de disefio de investigacion fue experimental, el investigador manipulo
deliberadamente una 0 mas variables independientes (concentracién de jarabe de yacon y
tiempo de fermentacion) para analizar los efectos de esa manipulacion sobre una o mas
variables dependientes (atributos dulzor, pH, rendimiento de biomasa, acidez, composicion
proximal y caracterizacion microbioldgica). Por cuanto se pretendid incrementar el
conocimiento de la linea de investigacion de fermentaciones lacticas tipo kéfir. Elaborando
una bebida funcional con granulos de kéfir, actuando como agente bioldgico (probidtico)
y el jarabe de yacon como prebidtico.

En la presente investigacion se utilizd el método experimental, recolectdndose los
resultados de las pruebas experimentales en laboratorio, mediante la observacion directa y
con la ayuda de equipos e instrumentos de medicion. La investigacion se desarroll6 en el
Laboratorio de Quimica de Alimentos y Laboratorio de Procesamiento Productos
Agroindustriales de la Escuela Académica Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la
UNAMBA.

Disefio de la investigacion

El analisis estadistico que se realiz6 fue un disefio factorial 3x3, que consistié en 9

tratamientos o puntos experimentales, cada tratamiento se realiz6 por triplicado con un

total de 27 observaciones, cuyos resultados fueron evaluados estadisticamente a fin de

determinar las diferencias significativas entre ellos.

Descripcion estadistica de la investigacion

El andlisis factorial A*B se describe mediante el comportamiento de las respuestas Yijk.
Vikj = B+ Aj + By + (A X B)j + Ejji

Donde:

Yikj- Observacion individual

u: Media general

Aj: Efecto del nivel j —enésimo del factor A.

B, Efecto de nivel k — enésimo del factor B.

(A X B)j;i: Efectos de interacciones dobles (de dos factores) en el nivel jk del factor Ay

B.
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Ej;.: Error aleatorio en la combinacion ijk.

i: Repeticiones o réplicas del experimento.
Todos los efectos cumplen restriccién de sumar cero, es decir, son observaciones respecto

a la media general pu.
A;: Concentracion de jarabe de yacon (3 niveles; j = 1, 2, 3); A1 = 10%; A2 =12% y Az =

15%
B).: Tiempo de fermentacion (3 niveles; k =1, 2, 3); B1 = 12h; B> = 18h y B3 = 24h

Tabla 8 — Disefio factorial para formulacion de una bebida simbiética funcional

Concentracion de | Tiempo de Fermentacion (Bk) Total de
Jarabe de Yacon Tratamientos
(A)) By = 12h B2 = 18h Bs = 24h T=9
Al =10% T1 T2 T3 3
A2=12% T4 Ts Te 3
A3 =15% T7 Ts Ty 3

Tabla 9 — ANOVA para andlisis de datos de biomasa y pH de la bebida simbiética

funcional
Origen de | Suma de Grados de Promedio F Probabilidad Valor
las Cuadrados | Libertad de los Critico
Variaciones Cuadrados para F

A a—-1
B b-1

AB @-1)(b-1)

Error ab(n-1)

abn-1
Total a—1

4.4 Poblacion y muestra
La investigacion se realizo en los laboratorios de Quimica de Alimentos y Procesamiento

de Productos Agroindustriales de la Escuela Académica Profesional de Ingenieria
Agroindustrial, durante los meses de julio a agosto del 2017.
La técnica de muestreo que se siguid en la presente investigacion fue de tipo no

probabilistico, dirigida y definida a criterio del investigador.
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Para elegir el tamafio de la muestra se utiliz6 el muestreo no probabilistico por
conveniencia. Es decir, la cantidad de muestra a utilizar para la investigacion fue definida
por el requerimiento necesario del nimero de ensayos a realizar, la cantidad de leche que
se utilizo fue 7L y 500mL, 5 kilos de raices de yacon.
4.5 Procedimiento de la investigacion
4.5.1 Medio de cultivo patron
Como medio cultivo patrén se utilizd leche fresca pasteurizada y desnatada
proveniente de la empresa “Tambo grande”, en buenas condiciones de salubridad.
4.5.2 Probiotico
Los granos de kéfir fueron recolectados de mercados diferentes, “San Pedro” y
“Wanchaq” de la ciudad de Cusco, enseguida inoculados en leche pasteurizada a fin
de rejuvenecer, fortalecer y cruzar las cepas de la microbiota de los granos de kéfir,
de manera que se obtuvo una sola fuente de indculo para los tratamientos posteriores.
En la Figura 3 se observa los granos de kéfir recolectados y rejuvenecidos, este ultimo

sirvié como fuente de inéculo.

(a) (b)

Figura 3 —Granos de kéfir recolectados (a) y granos de kéfir rejuvenecidos (b)

4.5.3 Prebidtico
Como ingrediente prebidtico se utiliz6 jarabe de yacon, obtenido en Laboratorio de
Procesamiento de Productos Agroindustriales de la Escuela Académica Profesional
de Ingenieria Agroindustrial (UNAMBA), proceso que se describe en el acapite 4.5.4

y en la Figura 4 se observa el jarabe de yacon obtenido a 66° Brix.
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Figura 4 — Jarabe de yacon con 66°Brix de concentracion de azdcares.
4.5.4 Obtencién de jarabe de yacdn
Las raices frescas de yacon utilizados en el proceso de obtencion jarabe de yacon,
fueron obtenidas del Mercado de abastos de las Ameéricas de la ciudad de Abancay.
Para la elaboracion del jarabe de yacon se tuvo en cuenta la metodologia sugerida
por PARRA (2013) con algunas modificaciones, se selecciono el yacon, teniendo en
cuenta que no presentara signos de pudricién y/o contaminacién microbiana; se lavo
con abundante agua potable eliminandose restos de tierra y materia organica
adheridos.
Seguidamente, fue sumergido en una solucién de 200 ppm de hipoclorito de sodio
por 5 minutos para reducir la carga microbiana, procediéndose al retiro de la cascara
del yacén.
Posteriormente, el jugo fue extraido con una licuadora y para controlar el
pardeamiento se usé jugo de limon; y se realizd la filtracion del jugo con la ayuda de
una tela fina, con el objetivo de disminuir la carga de particulas insolubles; se
concentrd el jugo hasta alcanzar 66°Brix en una olla. EI concentrado se dejé enfriar
y se almacend en condiciones de refrigeracion hasta su utilizacion en los ensayos de
fermentacion.
4.5.5 Ensayos de fermentacion
4.5.1.1.Determinacion simultanea del tiempo de fermentacion y concentracion
de jarabe de yacdn
Se utilizé nueve frascos de 500mL de capacidad con 200mL de medio de
cultivo, es decir, leche previamente pasteurizada y desnatada, dividiéndose
en grupos de tres para las concentraciones 10, 12 y 15% de jarabe de yacén,
previamente definidas a través de corridas preliminares y PARRA (2016).

Seguidamente, fue adicionado 5% del ingrediente probidtico granos de kéfir
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a cada tratamiento, tal como lo recomienda AREVALO, y otros (2008),
luego cada concentracion fue llevada a tiempos de fermentacion 12, 18y 24
horas, en una estufa Memmert, con temperatura constante 26 °C, de acuerdo
al procedimiento seguido por RAMIREZ, y otros (2016), y posteriormente
se identifico el tratamiento de fermentacion mas adecuado, considerando el
pH, rendimiento de biomasa himeda y formacion de fases, estos fueron los
factores considerados en la identificacion de productos idoneos de
fermentacion (GARCIA , y otros, 2015).

4.5.1.2.Determinacion del rendimiento biomasa himeda, al término de cada
tiempo de fermentacion
Para cada tratamiento los granos de kéfir fueron separados de la bebida
simbidtica, filtrandose en un tamiz plastico, y luego lavados con agua
desmineralizada estéril. Posteriormente, la biomasa (granos de Kéfir) fue
pesada en una balanza analitica, registrandose el peso para el célculo del
rendimiento por tratamiento, y la bebida simbiética funcional fue
almacenada en refrigeracion hasta antes de iniciar su evaluacion.

4.5.1.3.Medicién de pH

Con la bebida simbiética funcional previamente almacenada y filtrada, en
cada tiempo de fermentacion se midio pH con la ayuda de un potenciémetro
previamente calibrado.
Se agité con una bagueta la bebida simbidtica funcional filtrada que fue
obtenida en cada proceso y se sumergio el electrodo directamente en las
muestras en cada uno de los tratamientos, registrandose los datos para su
evaluacion estadistica.

4.5.1.4.Prueba de aceptabilidad de la bebida simbi6tica funcional con adicion
de granos de kéfir y jarabe de yacon.
Se utiliz6 la metodologia propuesta por PRETELL, y otros (2012) utilizando
una escala heddnica de nueve categorias: 1: me disgusta muchisimo, 2: me
disgusta mucho, 3: me disgusta moderadamente, 4: me disgusta poco, 5: no
me gusta, 6: me gusta poco, 7: me gusta moderadamente, 8: me gusta mucho
y 9: me gusta muchisimo.
Esta prueba fue realizada por un panel de degustacion conformado por 40

personas de ambos sexos, todos ellos de la Escuela Academica Profesional
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de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas
de Apurimac.
La evaluacion sensorial se realizo al tratamiento donde no se observé
formacion de fases, que correspondid al tiempo de fermentacion de 12 horas.
En el Anexo 3 se muestra la ficha de escala hedonica para aceptabilidad del
dulzor en la bebida simbidtica funcional.

4.5.1.5. Andlisis fisicoquimico y microbiolégico de la bebida simbidtica
funcional con adicién de granos de kéfir y jarabe de yacon
Los analisis fisicoquimico y microbioldgico fueron realizados a la bebida
simbidtica funcional idonea obtenida en las condiciones adecuadas de
fermentacion y mejor aceptabilidad de dulzor al término del tiempo de
fermentacion. Posteriormente, todas estas muestras aceptables fueron
enviadas en condiciones de refrigeracion, al laboratorio externo, La Molina
Calidad Total Laboratorios-UNALM, para su respectiva evaluacion. Luego
los resultados se compararon con los pardmetros establecidos por la Norma
del Codex para leches fermentadas tipo kéfir Codex STAN 243-2003. En el
siguiente se menciona la determinacion de los pardmetros fisicoquimicos.

a) Medicion de la acidez titulable

Se determind el porcentaje de la acidez total por la metodologia sugerida
por NTP 2002. 150 1998.

e Esta prueba fue determinada en el producto final con mejores
condiciones de fermentacion y aceptabilidad.

e Se pes6d 10g de muestra (leche fermentada) en un vaso
precipitado de 50mL y fue diluido al doble del volumen,
usando agua desmineralizada libre de COo.

¢ Se afiadio 3 gotas de fenolftaleina, se agitd y valor6 con solucion
de NaOH 0,1N hasta que el primer color rosa fuera persistente.

e Luego se calculd el porcentaje de la acidez total expresado en
términos de acido lactico por la siguiente ecuacién y tener en
cuenta que cada décima de centimetro cubico de gasto de
solucion de NaOH 0,1 Normal, equivale a 0,01 de &cido lactico
0 1°D (Dornic).

ml NaOHXNx0.09

% acidez total =——  x 100

g de muestra

Donde:

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



- 43 de 89 -
N = Normalidad de hidroxido de sodio.
0,09 = Miliequivalentes del acido lactico
b) Determinacion de proteinas

Se determind el porcentaje de proteina total por el método Kjeldhal de

la AOAC official Method 991. 20.

Preparacion de la muestra

e Se colocaron 15g de K2SO4 1mL de una solucién de CuSO4.5H20
(0,05g/mL) y entre 8 a 10 perlas de ebullicién en un balén Kjeldhal.

e Se llevo la muestra a 39 + 1°C en bafio maria, se homogenizaron
vigorosamente con un agitador de vidrio, se dejo enfriar y se peso
5,0g e inmediatamente se colocaron en el balon Kjeldhal.

e Se agrego 25mL de H2SO4 concentrado, por las paredes del balon
Kjeldahl.

Ajuste del calentador del digestor

e Se precalentd el digestor durante 30 minutos.

e Se afiadié al baldén Kjeldhal que contenia la muestra y el H2SO4
concentrado, 250mL de agua desmineralizada a 25°C y entre 3 a 4
perlas de ebullicion y se coloco el baldn en el digestor precalentado.

e Latemperatura maxima del digestor se logré en aproximadamente
5 a 6 minutos.

Digestion

e Se calentd la muestra aceptable del kéfir durante 1,5 horas a la
temperatura maxima del digestor hasta que presente una coloracion
clara, luego se enfri6 a una temperatura ambiente.

e Se afladié 300mL de agua destilada al balon, se agitd y se dejo
enfriar la mezcla a temperatura ambiente antes de la destilacion.

Destilacion

e Se encendio el condensador.

e Se afiadié 50mL de solucién al 4% de acido bérico y 1-2 gotas de
indicador rojo de metilo—verde de bromacresol a un Erlenmeyer de
500 mL y se colocd en el condensador con el extremo de este

sumergido en el acido borico.
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e Se afladio con cuidado 75mL de solucion de NaOH al 50% por la
pared del balon Kjeldahl sin agitarlo.

e Seagito el balon vigorosamente para mezclar el contenido del fondo
y se calentaron hasta que todo el NHz se haya destilado (=150 mL
de destilado de volumen total).

e Serecibid el destilado en el Erlenmeyer y se dejo drenar el liquido
del extremo del condensador, el cual se lavo con agua destilada
(aprox. 10 mL).

e Se apago el calentador de destilacion y luego se retir6 el destilado.

Titulacion

o Setitulo el destilado directamente con solucion de acido clorhidrico
0,1 N, hasta el punto final (color rosado).

e Se realiz6 la determinacion por duplicado y se llevaron un blanco
de reactivos y posteriormente se calcularon el % de nitrégeno con
la siguiente ecuacion:

0.014007 X (Vs =Vy) XN

100
P

% de Nitrégeno =

Donde:

V¢ — V,= mL de solucion de HCI 0,1 N usado para valorar la muestra 'y
el blanco respectivamente.

N = Normalidad de la solucion de HCI.

P = Peso de la porcion de muestraen g

0.014007 = Miliequivalentes de nitrogeno.

Multiplicando el porcentaje de nitrogeno por el factor 6.38 se obtendra
el porcentaje de proteinas presentes en la muestra.

c) Determinacion de grasa

Se determind el porcentaje de grasa por el Método Roese — Gottlieb de

la AOAC Official Method 905.02 modificado, se prepard la muestra de

la bebida simbiotica funcional segin procedimiento de la AOAC

Official Method 925. 21.

e Lamuestra se llevd a una temperatura de aproximadamente 20°C y
se homogeniz6 con agitacion vigorosa.

e Luego se pesd aproximadamente 10,09 y se transfirié a un tubo de

ensayo con capacidad de 100mL.
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Se afadi6 2mL de NH4sOH y 10mL de alcohol bien mezclado
después de cada adicion.

Se afladié 25mL de éter dietilico libre de perdxidos y se tap6 el tubo
con un tapon de caucho sintético (que no es afectado por grasa ni
por solventes), y se agitd vigorosamente durante 1 minuto. Se dejo
enfriar durante 15 minutos.

Luego se afiadié 25mL de éter de petroleo ligero (p.e. 40 — 60°C) y
se agitd vigorosamente durante 30 segundos.

Se centrifugd el tubo aproximadamente a 600 rpm durante 5
minutos.

Se decanto la solucion etérea en una capsula de metal.

Se lavaron las paredes del tubo de extraccion, con una mezcla de
partes iguales de los dos éteres usados anteriormente y se agregaron
los lavados a la capsula de metal.

Se repitio dos veces la extraccion al liquido remanente que estaba
en el tubo, usando 15mL de cada solvente.

Se evaporo los disolventes por completo en bafio de vapor a una
temperatura que no produzca salpicaduras (se afiadiran perlas de
ebullicién).

Se coloco en la estufa la capsula de metal a 102+2 °C para secar la
grasa hasta peso constante y se dejé enfriar en un desecador 5
minutos aproximadamente y se pesé en balanza analitica.

Se removio la grasa completamente de la capsula con 15 a 25mL de
éter de petroleo caliente, se volvio a secar y a pesar.

La pérdida de peso equivalié al peso de la grasa de la muestra.

Se determino el porcentaje de grasa con la siguiente ecuacion:

x 100

% grasas =

M = Peso del crisol y de las cenizas después de la incineracion y

enfriamiento posterior en gramos.

m = Peso del crisol vacio en gramos.

P = Peso en gramos de la muestra empleada en la determinacién de las

cenizas.

d) Analisis microbiologico
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Se determin0 las caracteristicas microbioldgicas segun la metodologia

sugerida por Rosa y Romero (2012) al tratamiento que tuvo mayor

aceptabilidad.

Preparacion de la muestra

Se prepard la dilucion 10, pesando 10g de muestra de una forma
aséptica en un frasco que contiene 90mL de solucion de buffer
fosfato pH 7,2.

Se transfirio el contenido del frasco a una bolsa de plastico estéril y
se colocd en el Stomacher, agitandose por 30 segundos a 200rpm.
Se procedié a preparar la dilucion 1072, agitando el frasco que
contenia la dilucion 10%, y de la cual se tom6 10mL con una pipeta
estéril. Estos 10mL se adicionaron al segundo frasco de dilucién
que contenia 90ml de solucion de buffer fosfato pH 7,2.

Se agitd la dilucion para homogenizarla y a continuacion se
procedié a preparar la dilucion 1073, tomando 10mL de la solucidn
1072, con la pipeta estéril. Estos 10mL se adicionaron a un tercer
frasco de dilucion que contenia 90mL de solucion de buffer fosfato

pH 7,2. Se agito la dilucidn para lograr homogenizarla.

e) Recuento de bacterias lacticas

El recuento de hongos y levaduras se realiza segin el método de

recuento en placa vertida propuesto por el Bacteriological Analytical
Manual (BAM).

Se pipeteo 1mL de la solucién 101, 102 y 10, por duplicado y se
colocé en placas de Petri estériles debidamente rotuladas.

Se adiciond a cada una de las placas 20mL de agar para dextrosa
acidificado con 4acido tartarico (pH 3,5), luego fue llevado a una
temperatura de 45°C, se mezcld y se dejo solidificar el agar y luego
se sellaron con tirro.

Se vertio las placas y se incubd a una temperatura de ambiente
durante 5 a 7 dias. Luego se llevo a un control de medio.

Se observé el crecimiento de levaduras, y se contaron con la ayuda

de una cuenta colonias.
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CAPITULOV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Analisis de resultados

5.1.1.Determinacion simultdnea del tiempo de fermentacion y concentracion de
jarabe de yacon en la formulacién de la bebida simbidtica funcional.

Al finalizar el periodo de fermentacidn para cada tratamiento se observé que el tratamiento
con 12 h de fermentacion, concentraciones 10, 12 y 15% de jarabe de yacon, no presentd
separacion de fases en relacion a los tratamientos con 18 y 24 horas de fermentacion, tal
como se observa en la Figura 5.

En todos los tratamientos fue observado formacion de sedimento, particulas insolubles de
jarabe de yacén, y cambio en la tonalidad del color en la mezcla simbidtica o bebida lactea

fermentada tipo kéfir.

Figura 5 — Bebida simbidtica funcional con 12 horas de fermentacién y
concentraciones de jarabe de yacon 10, 12 y 15%.

5.1.2.Determinacion de rendimiento de biomasa hiumeda en la bebida simbidtica
funcional formulada

En la Tabla 10 se observa el rendimiento de biomasa humeda en funcion al tiempo de

fermentacion (Bx) y concentracion de jarabe de yacon (A;), cada uno en tres niveles

totalizando 27 tratamientos.
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Tabla 10 — Rendimiento de biomasa humeda (g) en funcién a la concentracion de
jarabe de yacon y tiempo de fermentacion.

Concentracion Tiempo de fermentacion
Biomasa de jarabe de
yacon 12 horas 18 horas 24 horas
Incremento 10% 1,47+0,46 1,63+0,25 2,60+0,35
peso himedo 12% 173:012 | 1,04%0,28 2,38£0,20
(9)
15% 1,91+0,41 2,59+0,21 2,62+0,15

e Anélisis estadistico de los resultados de rendimiento biomasa hiumeda.
El modelo estadistico utilizado para el disefio fue 3. Es decir 3%, donde 3 representa el
namero de repeticiones y 2 el nimero de factores. A continuacion, se expresa considerando
el efecto individual de cada factor y la interaccion entre ambos:

Yikj = U+ A; + B+ (AXB)ji + Eyji

Donde 4;, es el efecto del factor A en su nivel i, By representa el efecto del factor B en su
nivel k, (A X B) . es el efecto de interaccion de ambos niveles ij y n es el nimero de
repeticiones de cada tratamiento (GUTIERREZ, y otros, 2010).
En el andlisis de varianza, se realiz0 varios pasos, siendo el primer de ellos el planteamiento
de hipotesis, con la finalidad de poder aceptar o rechazar lo planteado, utilizando la prueba
F como herramienta estadistica de contraste.
Planteamiento de hipétesis
La hipdtesis que se desea probar es:
e Efecto del factor concentracion jarabe de yacon (Aj) en sus tres niveles sobre el
rendimiento de biomasa himeda (y;;) en la bebida simbidtica funcional.
Ho: A; = 0 (no hay efecto significativo del factor A sobre la variable respuesta), es
decir, los rendimientos de biomasa himeda en la bebida simbiotica funcional son
similares.
e Efecto del factor tiempo de fermentacion (B;) sobre el rendimiento de biomasa
himeda (y;x;) en la bebida simbiotica funcional.
Ho: B, = 0 (no hay efecto significativo del factor B sobre la variable respuesta) es
decir, los rendimientos de biomasa himeda en la bebida simbiotica funcional son

similares.
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e Efecto de la interaccion entre concentracion de jarabe de yacon (Aj) y tiempo de
fermentacion (By) sobre el rendimiento de biomasa himeda (y;;) en la bebida
simbidtica funcional.

Ho: (A X B)j, = 0 (no hay efecto significativo de interaccion de los factores Ay B

sobre la variable de respuesta), es decir, la interaccion concentracion de jarabe de yacén

y tiempo de fermentacion no influye sobre el rendimiento de biomasa humeda (y;;)

en la bebida simbiotica funcional.

Criterios del contraste

Se utiliz6 como criterio de contraste el nivel de significancia: oo = 0,05. En la Tabla 11, se
detalla la determinacion de analisis de varianza para un disefio de 32 en relacion al
rendimiento de biomasa himeda en la bebida simbidtica funcional con granos de kéfir y
jarabe de yacon, observandose diferencias significativas para la fuente de variacion tiempo
de fermentacion (By,), es decir, que los rendimientos de biomasa humeda en la bebida
simbidtica funcional, fueron diferentes. Al menos uno de los tiempos de fermentacion
influye en el rendimiento de biomasa humeda. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula y

se acepta la hipdtesis alterna (B, # 0).

Tabla 11 — Analisis de varianza (ANOVA) de dos factores de rendimiento biomasa

hdmeda
Fuente Sumade | Grados | Cuadrado Valor critico
de cuadrados de medio F Probabilidad para F
variacion libertad
A 1,1052 2 0,5526 1,6134 0,2267 3,5546>1,6134
B 3,1091 2 1,5545 4,5386 0,0254 3,5546<4,5386*
AB 0,7656 4 0,1914 0,5588 0,6954 2,9277>0,5588
Error 6,1653 18 0,3425
Total 11,1451 26

Al realizar el ANOVA para rendimiento de biomasa, la estadistica muestra diferencia
significativa de sus medias en el tiempo de fermentacion, p-valor < 0,05, entonces se
rechaza la Ho, y se acepta la Ha: pi # ux, existe diferencia significativa en el rendimiento
de biomasa humeda en la bebida simbidtica funcional, por ello se realizo la comparacion
de Medias de Tukey.

3,18 Mse
JQo.05 = o
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a. Los promedios de rendimiento biomasa himeda a 24h de fermentacion.

b. Los promedios de rendimiento biomasa himeda a 18h de fermentacion.

C.

q0.05 = 1220

Y1l Y2 Y3
Y1 0.22 0.01
Y2 0.23
Y3

Y1 Y2 Y3
Y1 0.31 0.96
Y2 0.65
Y3

Los promedios de rendimiento biomasa hiumeda a 12h de fermentacion

Y1l Y2 Y3
Y1l 0.27 0.45
Y2 0.18
Y3
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De acuerdo con la Figura 6 se observd que el mayor rendimiento de biomasa humeda se

dio en la concentracion 15% de jarabe de yacon, y a esta misma concentracion luego de

24 h de fermentacion, el rendimiento de biomasa humeda fue el mas alto.
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Concentracion de jarabe yacon

Figura 6 — Rendimiento de biomasa humeda (g) en funcion a la concentracion de
jarabe de yacén y tiempo de fermentacion.

5.1.3.Medicion de pH en la fermentacion de la bebida simbiética funcional.
En la Tabla 12 se observa los resultados obtenidos, medicién de pH promedio de la bebida
simbiotica funcional, previamente agitada y filtrada al finalizar cada tiempo de

fermentacion, esta medicion se realiz6 en cada uno de los tratamientos propuestos.

Tabla 12 — Resultados de promedio de pH fermentacion en la bebida simbidtica
funcional formulada

Concentracion de jarabe Tiempo de fermentacion
de yacon 12 horas | 18 horas 24 horas
10% 4,75+0,015 | 4,18+0,004 4,27+0,005
12% 4,81+0,010 | 4,27+0,004 4,29+0,016
15% 4,70+0,002 | 4.30+0,013 4,250,005

Planteamiento de hipotesis
La hipdtesis que se desea probar es:
e Efecto de la concentracion de jarabe de yacon (A)) en sus tres niveles sobre el pH
de fermentacion (y;,;) en la bebida simbidtica funcional.
Ho: A; = 0 (no hay efecto significativo del factor A sobre la variable respuesta), es

decir, el pH de fermentacion en la bebida simbidtica funcional son similares.
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e Efecto del factor tiempo de fermentacion (By) sobre el pH de fermentacion (y;y ;)
en la bebida simbidtica funcional.

Ho: B, = 0 (no hay efecto significativo del factor B sobre la variable respuesta) es

decir, el pH de fermentacion en la bebida simbidtica funcional, son similares.

e Efecto de la interaccion entre concentracion de jarabe de yacon (Aj) y tiempo de
fermentacion (By) sobre el pH de fermentacion (y;;) en la bebida simbidtica
funcional.

Ho: (A X B)j, = 0 (no hay efecto significativo de interaccion de los factores Ay B

sobre la variable de respuesta), es decir la interaccion concentracion de jarabe de yacén

y tiempo de fermentacion no influye sobre el pH de fermentacion (y;;) en la bebida

simbidtica funcional.

Criterios del contraste

Se utilizé como criterio de contraste el nivel de significancia: o= 0,05. En la Tabla 13, se
detalla la determinacion de andlisis de varianza para un disefio de 32 en relacion al pH de
fermentacion en la bebida simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon.
Observandose diferencias significativas para la fuente de variacion tiempo de fermentacion
(By), es decir que los rendimientos de biomasa hiumeda en la bebida simbi6tica funcional,
fueron diferentes. Al menos uno de los tiempos de fermentacion influye en el rendimiento
de biomasa humeda. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula 'y se acepta la hipdtesis alterna
(B # 0). De la misma forma existen diferencias significativas en la interaccion del tiempo
de fermentacion (By) y concentracion de jarabe de yacon (Aj). Al menos uno de estos
factores influye en el pH de fermentacion de la bebida simbiotica funcional. Por lo tanto,

se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna (B, # 0).

Tabla 13 — Analisis de varianza (ANOVA) de dos factores de medicion de pH.

Origende | Sumade | Grados | Promedio Valor critico
las cuadrados de de los F Probabilidad para F

variaciones libertad | cuadrados

A 0,0077 2 0,0038 1,7965 0,1944 3,5546>1,7965

B 1,4380 2 0,7190 | 337,6191 5,36E-15 3,5546<337,6191*

AB 0,0463 4 0,0116 5,4330 0,0048 2,9277<5,4330*

Error 0,0383 18 0,0021

Total 1.5303 26
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Al realizar el ANOVA para la medicion del pH de la bebida simbiotica funcional, la
estadistica muestra diferencias significativas de sus medias en el tiempo de fermentacion,
y la interaccion del tiempo de fermentacion y jarabe de yacdn, ya que p-valor < 0,05,
entonces se rechaza la Ho, y se acepta la Ha: [ # ux, existe diferencia significativa en el
rendimiento de biomasa himeda en la bebida simbiotica funcional, por ello se realizé la

comparacion de Medias de Tukey.

3,18 MSe
do.05 = T

do.05 =0.093

a. Los promedios de rendimiento biomasa hiumeda a 24h de fermentacion.

Y1 Y2 Y3
Y1l -0.003 0.03
Y2 0.03

Y3

b. Los promedios de rendimiento biomasa hiumeda a 18h de fermentacion.

Y1l Y2 Y3
Y1l 0.09 0.16
Y2 0.07
Y3

c. Los promedios de rendimiento biomasa hiumeda a 12h de fermentacion

Y1 Y2 Y3
Y1 0.03 -0.06
Y2 -0.09
Y3

De acuerdo con la Figura 7 se observo a un tiempo de fermentacion 12 h, mayor valor de
pH en las tres concentraciones de jarabe de yacon de la bebida simbiética funcional, sin
embargo, luego de 24 h de fermentacion, el rendimiento de biomasa humeda fue el méas

alto a la concentracion 15% de jarabe de yacon.
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4,9 [10%] [12%] [15%] 48
4,8
4,7
4,7
4,6 4,6
4,5 4,5
4,4
:ID:- 4,4
4,3
4,2 43
4,1 42
4
4,1
3,9
3,8 4
12 horas 18 horas 24 horas

Tiempo de fermentacion

Figura 7 — Comportamiento de pH bebida simbidtica funcional en funcién de
concentracion de jarabe de yacon y tiempo de fermentacion.

5.1.4.Prueba de aceptabilidad en la formulacion de la bebida simbidtica funcional

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos del panel de evaluacion sensorial se
proceso mediante el modelo Kruskal Wallis, por tratarse de variables discretas y no poseer
distribucion normal.

En la Tabla 14 se observa los resultados de preferencia de los panelistas de degustacion
respecto a la aceptabilidad del dulzor de los tratamientos que resultaron con consistencia
parecida a la bebida fermentada tipo kéfir. Asimismo, no presentaron separacion de fases,
el tratamiento con 12h de fermentacion y a tres concentraciones de jarabe de yacén (10, 12
y 15%). Cada formulacion fue degustada por 40 panelistas que fueron estudiantes de la
Escuela Académica Profesional Ingenieria Agroindustrial de la UNAMBA, a quienes se
les pidi6 que dieran su opinion sobre el grado dulzor de la mezcla simbidtica. Los valores
expresados en el Anexo 3 indican las escalas entre me gusta muchisimo y me disgusta

muchisimo (traducida en escala numérica de 1 a 9).

Tabla 14 — Preferencias de los panelistas de degustacion del dulzor de la bebida
simbidtica a diferentes concentraciones de jarabe de yacon y tiempo de fermentacion
12 h.
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Tabla 15 — Estadisticos de degustacion para concentraciones de jarabe de yacon y 12h
de fermentacion

DEGUSTACION | DEGUSTACION | DEGUSTACION
10% 12% 15%

N | Validos 40 40 40

Perdidos 80 80 80
Media 4,10 6,15 7,68
Mediana 4,00 6,00 8,00
Desv. tip. 1,549 1,292 1,421
Varianza 2,400 1,669 2,020
Minimo 2 4 3
Méaximo 8 9 9

A continuacion, se determiné las diferencias significativas entre los grupos mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis conocida como la Prueba H. Se observa en la

Tabla 16 los resultados de la aplicacion de dicha prueba.

Tabla 16 — Estadisticos de contraste de prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
evaluacion del dulzor de la bebida simbidtica funcional®®

CONCENTRACION DE
JARABE YACON
Chi-cuadrado 57,147
GL 2
Sig. asintét. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: Dulzor

Planteamiento de hipotesis

La hipdtesis que se desea probar es:

Ho: No hay diferencias significativas entre los grupos en la degustacion de la bebida
simbidtica funcional.

Ha: Hay diferencias significativas entre los grupos en la degustacion de la bebida

simbiética funcional.
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En la Tabla 16 luego de ser comparados el valor Fc se observo que existen diferencias
significativas entre los grupos de degustacion. Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y

se acepta la hipdtesis alterna.

5.1.5. Andlisis fisicoquimico y microbioldgico de la bebida simbidtica funcional con

granos de kéfir y jarabe de yacon.

Los ensayos fisicoquimicos y microbiolégicos se determinaron en funcion de las
especificaciones establecidas por la Norma Internacional Codex STAN 243 — 2003 Norma
del Codex para leches fermentadas tipo keéfir.

A continuacion, en la Tabla 17 se observa los resultados de los ensayos fisicoquimicos
realizados en 100 g de la muestra aceptable, es decir, para el tratamiento 12 horas de
fermentacion y 15% de jarabe de yacon. Fue observado resultados préximos para grasa
(0,58%), proteina total (2,4%) y acidez (2,5%) en relacion con la Norma Internacional
Codex STAN 243 — 2003 Norma del Codex para leches fermentadas tipo kéfir. De la misma
manera en estudios parecidos, estos valores fueron similares al relatado por (PARRA,
2014).

Tabla 17 — Determinacion fisicoquimica promedio realizada en 100 g de bebida
simbiotica funcional aceptable.

Ensayos Promedio Especificacion del CODEX
para leches fermentadas

Proteina® 2,4+0,015 min. 2,7%

Grasa 0,58+0,01 <10%

Acidez® 2,5+0,02 min. 0,6%

(@) (g/100g de muestra original) (factor: 6,25)

(b) (9/100g de muestra original) (expresado como acido lactico)

En el Tabla 18 se observa los resultados de los ensayos de conteo de nimero de levaduras
y bacterias acido lacticas (BAL) viables en la bebida simbiotica funcional, que corresponde
al tratamiento 12 horas de fermentacion y 15% de jarabe de yacon. Fue observado
resultados similares en relacion a lo establecido en la Norma Internacional Codex STAN

243 — 2003 para leches fermentadas (>10%y >107, respectivamente).
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Tabla 18 — Promedio de recuento numero de levaduras y bacterias acido lacticas de la

bebida simbiotica funcional aceptable.

Ensayos Promedio Especificacion del CODEX para
leches fermentadas
N. de levaduras (UFC/qg) 4,9x10* +0,40 min.10*
N. de bacterias é&cido| 10x10'%0,75 min. 10’
lacticas (UFC/g)
5.2 Discusiones

En los resultados de determinacion simultanea del tiempo de fermentacién y concentracién
de jarabe de yacdn en la bebida simbidtica funcional, se observd que los tratamientos con
12 horas de fermentacion y concentracion de jarabe de yacén 10, 12 y 15% fueron los mas
apropiados (Figura 5) por presentar caracteristicas similares a la bebida lactea fermentada
tipo kéfir, tales como pH y rendimiento de biomasa humeda, que son factores considerados
en la identificacion de productos idoneos de fermentacion (GARCIA , y otros, 2015). No
observandose formacion de fases, es decir, ausencia de precipitacion de proteinas. Los
tratamientos con 18 y 24h de fermentacion presentaron menores valores de pH 4,18 a 4,27
y 4,25 a 4,29, respectivamente, en relacion a los tratamientos con 12h de fermentacion que
estuvieron en el rango 4,70 a 4,81. Estos resultados guardan relacion con lo relatado por
ZIMMERMANN, y otros (2010), quienes sostienen que cuando el pH de la leche
disminuye hasta 4,6 se induce a una coagulacion de las caseinas con formacion de fases.

En cuanto al rendimiento de biomasa himeda fue observado en la Tabla 9 que el mayor
incremento se dio en la concentracion 15% de jarabe de yac6n, y a esta misma
concentracion luego de 24h de fermentacion, el incremento de biomasa himeda fue el mas
alto. Similar comportamiento fue observado para las concentraciones de jarabe de yacén
12y 10%. (AREVALO, y otros, 2008) en su estudio de concentracion de indculo y tiempo
de fermentacion para una bebida lactea fermentada observaron el mismo comportamiento,
relatando que el incremento de porcentaje de biomasa himeda fue el mas alto para 48h de
fermentacion de 4 tiempos evaluados (12, 24, 36 y 48h) y 4% de concentracion de indculo,
utilizando como medio de cultivo suero de leche. Estas diferencias en el tiempo de
fermentacion de ambos estudios se deberian a los diferentes medios de cultivo utilizado,
para nuestro caso leche pasteurizada y jarabe de yacon. Estudios también relatan que el
efecto simbidtico del yacdn con Lactobacillus es responsable de incrementar los granos de
kéfir. VEGAS, y otros (2013) analizaron el efecto simbidtico del extracto de Smallanthus
sonchifolius (yacon) y Lactobacillus plantarum sobre el crecimiento de Eschericha coli
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enteropatdgena, observando que el L. plantarum present6 optimo crecimiento a 15°BriX,
manteniendo bajos niveles de E. coli, explicado por la capacidad del L. plantarum de
fermentar azUcares libres, siendo inadecuado para la poblacion de E. coli. A pesar que los
mecanismos de como los oligosacaridos prebioticos son selectivamente metabolizados por
miembros beneficiosos del microbiota intestinal, no estdn adecuadamente entendidos, sin
embargo, existen relatos que la celobiosa estimula el crecimiento de Lactobacillus
rhamnosus y Streptococus thermophilus, manteniendo bajas poblaciones de E. coli y
Staphylococcus aureus (VEGAS, y otros, 2013). Probablemente este efecto también
ocurrio durante el proceso de fermentacion de la bebida simbidtica funcional. A pesar del
mayor incremento de biomasa con 15% de jarabe de yacdn y 24h de fermentacion, la
formulacion adecuada para la bebida simbiotica tipo kéfir fue 15% de jarabe de yacon y
12h de fermentacidn por no presentar separacion de fases.

En la Figura 7 se observa la evoluciéon del pH durante la fermentacién de la bebida
simbidtica funcional, disminuyendo con el tiempo. Comportamiento que también fue
observado para productos con granos de kéfir (MARCHINI, y otros, 2016). En el presente
estudio fue observado valores similares de pH 4,25, 4,29 y 4,25 para las diferentes
concentraciones de jarabe de yacén 10, 12 y 15%, respectivamente. Sin embargo, fue la
interaccion tiempo de fermentacion y concentracion de jarabe de yacon que influencio en
el pH, siendo méas pronunciado (p>0,0048) de 12h para 18h, disminuyendo de 4,81 para
4,18, este valor fue proximo a los valores relatados por algunos autores para pH de kéfir
(MARCHINI, y otros, 2016). A partir de la observacion visual, sin separacién de fases, fue
seleccionado el tiempo de fermentacion (12h) para la bebida simbidtica funcional, siendo
menor en relacién a otros estudios (24 y 48h) que utilizaron granos de kéfir y en mayor
concentracion el inoculo (10 y 20%), posiblemente debido a que en nuestro estudio se
utilizo jarabe de yacon, ademas de leche pasteurizada, influenciando en la disminucion del
tiempo de fermentacion y pH. Efecto similar fue observado por VEGAS, y otros (2013),
incremento de acidez y disminucion de pH en extracto de yacon en concentracion 15°Brix,
utilizado como medio de cultivo para poblacion de L. plantarum, probablemente debido a
la presencia de azlcares residuales en el extracto de yacon, demostrando el efecto
simbiotico del yacon y L. plantarum sobre el crecimiento de E. coli enteropatogena.
PARRA (2014) en su estudio del efecto de la adicion de yacon (Smallanthus sonchifolius)
en las caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas, proximales y sensoriales de yogur
durante el almacenamiento bajo refrigeracion, confirmé lo relatado por MUNOZ (2010).

Asi mismo, menciona que este resultado se debio a los azucares libres (fructosa, sacarosa,
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etc.), los cuales son sustratos més facilmente asimilables por parte de las bacterias lacticas
durante el periodo de incubacidn y de almacenamiento. En relacion a nuestra investigacion
en donde todos los tratamientos contenian jarabe de yacén en concentraciones 10, 12 y
15% fue observado en corto tiempo (12h, 18 y 24h) disminucion de pH y separacion de
fases (18h y 24h), probablemente debido a que la inulina y el FOS del yacdn estimularon

el metabolismo de las bacterias lacticas ocasionando disminucién de pH.

El dulzor juega un rol importante en los consumidores, pues la mayoria de las personas
responden positivamente a la sensacion del dulzor y existe una afinidad respecto al
consumo de alimentos dulces que se remonta a la vida temprana. Asimismo, el jarabe de
yacon es bajo en calorias, contiene abundante frutooligosacaridos e inulina considerados
como aztcares no caldricos, que le confieren dulzor (RODRIGUEZ, 2018), lo cual al ser
adicionado en la bebida simbidtica funcional incrementa el dulzor del medio. Para el
presente estudio no se considero la evaluacion de los atributos textura, sabor y color, puesto
que previamente fueron evaluados, seleccionandose el tratamiento que no presento
separacion de fases durante el tiempo de fermentacion, equivalente a 12h de fermentacion.
Por esta razon se evalud la aceptabilidad del dulzor de la bebida simbidtica funcional, que
present6 valor promedio 8 (Tabla 15) en una escala numérica de nueve puntos para el
tratamiento con 15% de jarabe de yacon en relacion a los otros tratamientos 10 y 12% con
valores de ponderacion 4 y 6 me disgusta poco y me gusta poco, respectivamente. PARRA
(2014) evaluo el efecto de la adicién de jarabe de yacon (Smallanthus sonchifolius) en las
caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas, proximales y sensoriales del yogur durante
el almacenamiento bajo refrigeracion por 5 dias. Dos formulaciones fueron propuestas, la
primera denominada control con adicion de sacarosa 8% y la segunda con adicion de
concentracion de jarabe de yacon 3,5%. Los atributos evaluados fueron color, olor, sabor
y aceptabilidad global, esta evaluacion fue realizada con 20 panelistas, utilizandose una
prueba heddnica con escala de 5 puntos. Los resultados reportaron que las calificaciones
de los panelistas estuvieron sobre 4,5 respecto a los atributos aroma, color, y sobre todo
aceptabilidad global. Concluyendo que la adicién de concentracion de jarabe de yacéon fue
aceptada sensorialmente en la elaboracion del yogur como una alternativa al azlcar. Sin
embargo, la textura del yogur deberia mejorarse debido a que fue la calificacion mas baja
(3,9). Comportamiento similar fue observado en nuestro estudio, tiempos de fermentacion
mayores a 12h presentaban consistencia con separacion de fases. Asi mismo, el color

deberia mejorarse tal como se observa en la Figura 5, debido al pardeamiento ocurrido
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durante la elaboracion del jarabe de yacon, observandose sedimento en la base del

recipiente.

A la bebida simbiética funcional, tratamiento con 12h de fermentacion y 15% de jarabe de
yacon, se le realiz6 el analisis fisicoquimico siguiendo el proceso establecido por la AOAC,
indicado en el acapite 4.4.5.2 para proteina, grasa y acidez. Fue observado resultados
préximos para grasa (0,58%), proteina total (2,4%) y acidez (2,5%) (Tabla 16) en relacion
con las especificaciones de la norma internacional Codex STAN 243.2003, Norma del
Codex para leches fermentadas. Cabe resaltar el valor proximo de la proteina en relacion a
la Norma Codex para leches fermentadas. Una de las posibles explicaciones para la
obtencion de este valor podria tratarse de las modificaciones fisicas, quimicas y coloidales
segun el tipo de proceso a la que fue sometido como: pasteurizacion, fermentacion,
coagulacién, etc. Ademas, es una de las mas trascendentes caracteristicas de las proteinas
en ser susceptibles en ciertos cambios experimentados en sus propiedades naturales. Estos
cambios pueden estar provocados por numerosos factores entre los que cuentan el calor,
los &cidos y las bases fuertes. Estos cambios producen modificaciones en la molécula de la
proteina (GARCIA , y otros, 2015). Esto se puede evidenciar claramente en los valores de
pH y acidez citado por ZIMMERMANN, y otros (2010). Estos resultados se fortalecen con
el relato de PARRA (2014) citado con anterioridad. Quién utilizo leche entera liquida
ultrapasteurizada y adicion 1% del cultivo iniciador y 3% de leche en polvo durante la
formulacién de yogurt con jarabe de yacon. La mezcla anterior lo dividio en dos partes: la
primera denominada control con adicién de sacarosa 8% Yy la segunda con adicion de
concentracion de jarabe de yacon 3,5%. Seguidamente, fueron incubados a 43°C hasta
alcanzar una minima acidez titulable 0,6%. Luego se procedi0 a la caracterizacion proximal
determinando proteina, grasa y acidez de acuerdo a la técnica 955.04/90 AOAC (1990).
Los resultados obtenidos para yogur con jarabe de yacén, proteina (2,87) y grasa (5,53),
fueron comparados con el Codex Alimentarius Codex STAN 242-2003, proteina (minimo

2,7%) y grasa (< 15%). Resultando acorde con lo recomendado por el Codex.

En la Tabla 18 se presenta el recuento de levaduras y resultados de viabilidad de las
bacterias acido lacticas después de dos dias de almacenamiento bajo refrigeracién a 5°C
(tiempo transcurrido posterior a la elaboracion hasta el analisis por laboratorio externo) del
tratamiento que tuvo mas aceptabilidad de dulzor. Estos valores, N° de levaduras 4,9x10*
UFC/g y N° de bacterias acidolacticas 10x10’ expresado en UFC/g, estuvieron dentro de
lo establecido en la Norma Codex para leches fermentadas, Codex STAN 243-2003 (>10*
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y >107, respectivamente). Segun la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2008) citado por GALLINA, y otros (2012), la cantidad minima viable para los probidticos
debe estar situado en la faja de 10® a 10° UFC como recomendacion diaria del producto
listo para consumo, equivalente al consumo de 100g conteniendo 10° a 10" UFC/g.
Considerando en nuestro estudio el valor obtenido en la bebida lactea fermentada tipo kéfir,
N° BAL 10x107, un consumo diario minimo de 100 g estaria conteniendo niveles de
probidticos indicados por la ANVISA. Los valores obtenidos en nuestro estudio también
estuvieron proximos a lo presentado por PARRA (2014), quién report6 para yogurt con
adicion de concentrado de yacon 3,5% un valor de 3,92 x10° UFC/g de recuento de
bacterias acido lacticas el quinto dia de almacenamiento bajo refrigeracion.

GALLINA, y otros (2012) sefiala que las principales especies microbianas con propiedades
probidticas son pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Asi mismo,
la microbiota de los granos de kéfir estd constituida principalmente por levaduras,
bifidobacterias y bacterias &cido lacticas y 4cidos acéticas (RODRIGUEZ, 2018), que
coexisten en una asociacion simbiédtica (PARRA, 2014) y cuya composicion es compleja
y variable (MARCHINI, y otros, 2016). Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos,
la bebida lactea fermentada tipo kéfir mantenia a los dos dias de almacenamiento bajo
refrigeracion el nivel recomendado diario del producto listo para consumo, siendo de

importancia fisiolégica para el consumidor.

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



- 63 de 89 -

CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se logré formular una bebida simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe de

yacon, sin formacién de fases.

La concentracion de jarabe de yacén y tiempo de fermentacion adecuados para la
bebida simbiotica funcional con granos de kéfir fue 15% y 12 horas respectivamente
que fue determinado en funcién al pH del medio y evaluacion de la aceptabilidad
(dulzor) por los panelistas.

El mayor rendimiento de biomasa hiumeda mas alta fue 1.91g (sin separacién de fases)
que correspondid a 15% de concentracion de jarabe yacon para 12 horas de
fermentacion.

El pH apropiado para un tiempo de fermentacion de 12 horas fue 4.70, pues para este
valor, aln no ocurre precipitacion de las proteinas (separacion de fases).

La formulacion 12h de fermentacion y 15% de jarabe de yacon, bebida simbidtica
funcional con mayor aceptabilidad, presentd caracteristicas fisicoquimicas y
microbioldgicas proximos a lo citado por la Norma Internacional Codex STAN 243.

2003, norma del Codex para leches fermentadas.

6.2 Recomendaciones

Realizar estudio de la vida atil de la bebida simbiética funcional tipo kéfir

Utilizar una mejor técnica para la obtencion de jarabe de yacon, de manera que pueda
mejorarse el color.

Utilizar algunos estabilizantes para resolver la separacion de fases.

Considerar otros atributos de aceptabilidad de la bebida simbiética funcional tipo kéfir

tales como color, sabor y textura en los siguientes estudios.
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ANEXO 1. Determinacion simultanea del tiempo de fermentacién y concentracion jarabe
de yacon

Figura 8 — Consistencia de bebida simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe
yacon con 12 horas de fermentacion con concentraciones de 10, 12 y 15% de jarabe
de yacdn, observado sin formacién de fases.

Figura 9 — Consistencia de bebida simbiotica funcional con granos de kéfir y jarabe
yacén con 18 horas de fermentacion con concentraciones de 10, 12 y 15% de jarabe
de yacon, observado con formacion de fases.
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Figura 10 — Granos de Kkéfir 12h de fermentacion luego de ser filtradas,
correspondiente a concentraciones de 10, 12 y 15% de jarabe de yacon
respectivamente listas para ser almacenadas o para ser usadas en nuevas
fermentaciones.

ANEXO 2. Resultados de rendimiento biomasa hiimeda en la formulacion de una bebida
simbio6tica funcional en gramos y porcentaje.

Tabla 19 — Rendimiento de biomasa humeda (g) al adicionar concentracién de jarabe de
yacén respecto al tiempo de fermentacion (3 repeticiones)

Concentracion de jarabe Tiempo de fermentacion
Biomasa de Yacon 12 horas 18 horas 24 horas
0,6936 1,2032 1,7374
10% 1,9187 2,0023 3,5468
1,7830 1,6850 2,5287
Total 1,4651 1,6301 2,6043
Rendimiento 1,9402 2,5394 1,9234
peso himedo 12% 1,7561 1,7768 2,3411
(9) 1,5120 1,4992 2,8885
Total 1,7361 1,9384 2,3843
1,0783 2,6357 2,4253
15% 2,6572 2,0338 3,0632
2,0219 3,1147 2,3568
Total 1,9191 2,5947 2,6151
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Tabla 20 — Rendimiento de biomasa humeda (%) al adicionar concentracion de jarabe
de yacon respecto al tiempo de fermentacion (3 repeticiones)

Concentracion  de Tiempo de fermentacion

Biomasa Jarabe de Yacon 12 horas 18 horas 24 horas

2,0708% 12,0200% 17,2200%

10% 19,1242% 20,0136% 35,2039%

26,6798% 16,7845% 25,1556%
Total 15,9583% 16,2727% 25,8598%
9,3702% 25,3400% 19,0600%
12% 17,5034% 17,6655% 23,3869%
Rendimiento 21,3816% 14,9140% 28,7980%
peso hlimedo Total 16,0851% 19,3065% 23,7483%
(%) 10,5814% 26,1100% |  24,2100%
15% 26,4962% 20,2626% 30,5754%
20,1770% 31,0476% 23,5146%
Total 19,0849% 25,8067% 26,1000%

Tabla 21 — Resumenes de andlisis estadistico (ANOVA) de rendimiento de biomasa

obtenido en la bebida simbidtica funcional formulada.

T1=12H T2=18H T3=24H Total
Al1=10%
Cuenta 3 3 3 9
Suma 4.3953 4.8905 7.8129 17.0987
Promedio 1.4651 1.6302 2.6043 1.8999
Varianza 0.4510 0.1619 0.8228 0.6432
A2=12%
Cuenta 3 3 3 9
Suma 5.2083 5.8154 7.153 18.1767
Promedio 1.7361 1.9385 2.3843 2.0196
Varianza 0.0461 0.2901 0.2343 0.2251
A3=15%
Cuenta 3 3 3 9
Suma 5.7574 7.7842 7.8443 21.3859
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Promedio 1.9191 2.5947 2.6148 2.3762
Varianza 0.6312 0.2933 0.1520 0.3867
Total
Cuenta 9 9 9
Suma 15.361 18.4901 22.8102
Promedio 1.7068 2.0545 2.5345
Varianza 0.3212 0.3684 0.3149

ANEXO N° 3. Medicién de pH de fermentacion de la bebida simbiotica funcional con
granos de kéfir y jarabe de yacon.

Tabla 22 — Resultados de medicion de pH al término de cada tiempo de fermentacion

con adicién de 10, 12 y 15% jarabe de yacon (3 repeticiones)

Concentracion de Tiempo de fermentacion
jarabe de yacon 12 horas 18 horas 24 horas
10% 4.82 4.19 4.3
4.68 4.17 4.26
4.78 4.16 4.27
12% 4.85 4.31 4.23
4.76 4.22 4.36
4.77 4.25 4.25
15% 4.69 4.3 4.27
4,71 4.3 4.23
4.7 4.4 4.24
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Tabla 23 — Resumen de analisis estadistico (ANOVA) de la medicidn de pH obtenido en

la bebida simbiotica funcional formulada.

RESUMEN 12 horas 18 horas 24 horas Total
Concentracion 10%

GL 3 3 3 9
Suma 14,28 12,52 12,83 39,63
Promedio 4,76 4,173 4,2767 4,4033
Varianza 0,0052 0,0002 0,0004 0,0750
Concentracion 12%

GL 3 3 3 9
Suma 14,38 12,78 12,84 40
Promedio 4,7933 4,26 4,28 4,4444
Varianza 0,0024 0,0021 0,0049 0,0709
Concentracion 15%

GL 3 3 3 9
Suma 141 13 12,74 39,84
Promedio 4,70 4,3333 4,2467 4,4267
Varianza 1E-04 0,0033 0,0004 0,0444
Total

GL 9 9 9

Suma 42,76 38,3 38,41

Promedio 4,7511 4,2556 4,2678

Varianza 0,0036 0,0062 0,0017
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ANEXO N° 3: Prueba de aceptabilidad de tratamiento que no contiene separacion de
fases correspondiente a 12h de fermentacion y 10, 12 y 15% de jarabe de yacon.

Producto: “Bebida simbidtica funcional con granos de kéfir y jarabe de yacon”
Pruebe el producto que se presenta ante usted indique con una cruz su grado de

aceptabilidad.

Escala 289 459 354

Me gusta muchisimo (9)

Me gusta mucho (8)

Me gusta moderadamente (7)

Me gusta poco (6)

Ni me gusta, ni me disgusta (5)

Me disgusta poco (4)

Me disgusta moderadamente (3)

Me disgusta mucho (2)

Me disgusta muchisimo (1)

Muchas gracias por su colaboracion
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Figura 11 — Tratamiento sin separacion de fases correspondiente
a 12h de fermentacion para concentraciones de 10, 12 y 15% de
jarabe de yacon, previamente acondicionada para la evaluacion
de los panelistas en laboratorio de Quimica de los Alimentos.

Figura 12 — Estudiantes de la Escuela Académica Profesional Ingenieria
Agroindustrial como panelistas en la evaluacion de la aceptabilidad
(dulzor) de la bebida simbiética funcional.
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Tabla 24 — Degustacion con concentracion de jarabe yacon al 10%
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
valido acumulado
Me disgusta mucho 7 17,5 17,5 17,5
Me disgusta moderadamente 7 17,5 17,5 35,0
Validos | Me disgusta poco 13 32,5 32,5 67,5
Ni me gusta ni me disgusta 5 12,5 12,5 80,0
Me gusta poco 5 12,5 12,5 92,5
Me gusta moderadamente 2 5,0 5,0 97,5
Me gusta mucho 2,5 2,5 100,0
Total 40 100,0 100,0
Tabla 25 — Degustacion con concentracion de jarabe yacon al 12%
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Valid Me disgusta poco 3 7,5 7,5 7,5
0s Ni me gusta ni me disgusta 11 27,5 27,5 35,0
Me gusta poco 11 27,5 27,5 62,5
Me gusta moderadamente 9 22,5 22,5 85,0
Me gusta mucho 4 10,0 10,0 95,0
Me gusta muchisimo 2 5,0 5,0 100,0
Total 40 100,0 100,0
Tabla 26 — Degustacion con concentracién de jarabe yacon al 15%
Frecuencia % Porcentaje | Porcentaje
valido acumulado
Validos Me disgusta moderadamente 1 2,5 2,5 2,5
Me disgusta poco 1 2,5 2,5 5,0
Ni me gusta ni me disgusta 3 7,5 7,5 12,5
Me gusta moderadamente 5 12,5 12,5 25,0
Me gusta mucho 20 50,0 50,0 75,0
Me gusta muchisimo 10 25,0 25,0 100,0
Total 40 100,0 100,0
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Tabla 27 — Rangos en la prueba de Krukall-Wallis

Dulzor N Rango
promedio
Dulzor 10% 40 30,28
CENTRACION DE Dulzor 12% 40 62,93
JARABE YACON
Dulzor 15% 40 88,30
Total 120

Tabla 28 — Recuento del nimero de levaduras y bacterias acido lacticas en la muestra
aceptable por dos repeticiones obtenida en la Universidad Nacional Agraria la

Molina.
Ensayos Promedio Res.1 Res. 2 CODEX
N. de levaduras (UFC/g) | 4,9x10% +0.40 5,3x10* 4,5x10* min.10*
N.  bacterias  acido | 10x107+0.75 9,5x107 11x10’ min. 107
lacticas (UFC/g)

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



