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RESUMEN

El suero es el subproducto de desecho méas importante de la industria quesera en el
pais. Segin Inda (2000), al desperdiciar el suero se pierde cerca de 95% de la lactosa,
'y mas del 50% (en peso) de los nutrientes de la leche. Al ser este un producto
altamente nutritivo también se convierte en un desecho altamente contaminante, por
ello se considera que es un problema muy importante en la industria quesera, con un
alto impacto econémico y ecoldgico. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue
desarrollar una bebida fermentada de lactosuero utilizando sepa aislada de levadura.
En esta investigacion se realiz6 el aislamiento de dos cepas nativas de levaduras
Kluyveromyces sp. (Cepa Kc BA-IA-2009-1 y Cepa Kc BA-1A-2009-1T), del mismo
modo se realizd estudio sobre las caracteristicas tecnoldgicas de cada cepa como
estudio previo. De las cuales se eligi6 la cepa Kc BA-IA-2009-I1 por tolerar mayores ”
concentraciones de etanol y requerir menores concentraciones de oxigeno para la
fermentacion.

Como estudio central se evalué el efecto de las diferentes concentraciones de indculo y
los niveles de aireacion, se realizé un disefio factorial de 22, donde los factores que se
consideraron fueron; concentracién de inéculo con dos niveles 2%v/v y 5% v/v) y
velocidad de aireaciéon con dos niveles (OL. aire/minuto y 0.8L. aire/minuto), cada
nivel se realizd por triplicado para garantizar los resultados obtenidos. Los demas
parametros como temperatura de fermentacion y tiempo de fermentacion se
mantuvieron constantes para los cuatro tratamientos. La bebida elabora fueron
sometidos a unos andlisis fisicoquimicos tales como porcentaje de etanol, acidez, pH y

densidad; valores nutricionales como: porcentaje de proteina y lactosa, fue necesario



densidad; valores nutricionales como: porcentaje de proteina y lactosa, fue necesario
evaluar las caracteristicas sensoriales con jueces que evaluaron la aceptacion de la
bebida en funcién de su sabor, aroma y apariencia general. La bebida seleccionada por
el panel fue caracterizada quimicamente mediante un analisis proximal. Los analisis
estadisticos demuestran que la concentracion de aireacion no tiene influencia
significativa sobre los valores fisicoquimicos, pero si influye en el analisis sensorial.
De la misma forma los analisis estadisticos demostraron que el porcentaje de indculo
tiene influencia significativa sobre los valores fisicoquimicos, valores nutricionales y
analisis sensorial de la bebida fermentada de lactosuero.

La bebida elaborado con el tratamiento de 5% de indculo y OL/min, alcanzaron valores

de 43.75% de aceptacion.

PALABRAS CLAVE: suero, aislamiento, indculo, aireacion, fermentacion.



ABSTRACT
Whey is the most important waste product of cheese industry in the country.
According to Inda (2000), the serum is lost to waste about 95% of lactose, and more
than 50% (by weight) of nutrients of milk. Since this is a highly nutritious product also
becomes a highly polluting waste, therefore it is considered a major problem in the
cheese industry with high economic and ecological impaét. So the objective of this
research was to develop fermented whey isolated using yeast known.
In this investigation the isolation of two native strains of yeast Kluyveromyces sp.
(Strain K¢ BA-IA-2009-1 and Kh strain BA-IA-2009-1), just as was done study on the
technological characteristics of each strain as the previous study. Of which was chosen
Kc strain BA-IA-2009-11 to tolerate higher concentrations of ethanol and lower
concentrations of oxygen required for fermentation.
As a central study evaluated the effect of different concentrations of inoculums and
aeration levels, we performed a 2° factorial design, where the factors considered were:
inoculums concentration with two levels (2% v / v 5% v / v) and rate of ventilation
with two levels (OL. air / min and 0.8L. air / min), each level was performed in
triplicate to ensure the results. Other parameters such as fermentation temperature and
fermentation time remained constant for the four treatments. The drink prepared were
subjected to physicochemical analysis such as a percentage of ethanol, acidity, pH and
density, nutritional value as percentage of protein and lactose, was necessary to
evaluate the sensory characteristics with semi-trained panelists who assessed the
acceptance of drinking as a function of taste, aroma and overall appearance. The

beverage selected by the panel was characterized chemically by proximate analysis.



Statistical analysis showed that the concentration of aeration does not have significant
influence on the physicochemical values, but if affects the sensory analysis. Similarly
statistical analysis showed that the percentage of inoculums has a significant influence
on the values physicochemical, nutritional values and sensory analysis of drinking
fermented whey.

The drink made with the treatment of 5% inoculums and OL/min, reached values of

43.75% acceptance.

KEY WORDS: serum, isolation, inoculums, aeration, fermentation.



1. INTRODUCCION

El suero es un subproducto de la industria lechera que se obtiene mediante la
precipitacion y remocion de la caseina de la leche durante la elaboracion del queso
fresco y su composicién varia de acuerdo al origen de la leche. Este subproducto
representa de un 85% a un 90% del volumen de la leche y retiene 55% de los
nutrientes de ella. Los nutrientes que presentan en su mayoria estd compuesta por
lactosa, lipidos, proteinas solubles y minerales (Siso, 1996).

El problema con el suero es que en la actualidad, la mayor parte de este es desechado
por los productores de queso en fuentes de agua, constituye una amenaza para la vida
en dichas fuentes. El alto contenido de s6lidos organicos en el suero produce una
demanda bioquimica de oxigeno (D.B.O) de 40000mg/L a 50000mg/L, un D.B.O. de
esta magnitud haria que un litro de suero fuera suficiente para matar a todos fos peces
que ocupan en 10 toneladas de agua (Susuki, 1972), citado por (Ortiz y Noventa,
1998).

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo producir una bebida
alcohdlica fermentada a partir de lactosuero utilizando cepa aislada de levadura. Para
tal fin se debe desdoblar la lactosa (azicar de la leche) en dos monosacaridos que la
componen, glucosa y galactosa, evitando problemas con a digestibilidad de la bebida,
ya que un porcentaje de la poblacion son intolerantes a la lactosa. Los azucares
mientras mas sencillos sean aumenta la dulzura y el sabor de la bebida, (Ranken,

1988).



El lactosuero se ha utilizado para la produccién de una bebida fermentada alcanzando
valores finales de 3.25% de etanol en promedio, y que ha tenido una calificacion de

me gusta mucho con un valor de 43.75% de aceptacion.

Los objetivos de Ia investigacion fueron los siguientes:

e Producir una bebida alcohdlica fermentada a partir de lactosuero, mediante un
proceso de fermentacion con levadura aislada.

e Realizar el proceso de aislamiento como etapa preliminar al proceso fermentativo
de 1a bebida de lactosuero.

e Evaluar la influencia de la concentracién del inéculo en relacién a la aireacion
durante la fermentacién en las definiciones de las caracteristicas sensoriales de la
bebida fermentada.

e Evaluar la influencia de la aireacién en relacion a la concentracién de inéculo
durante la fermentacion en las definiciones de las caracteristicas fisicoquimicas de

la bebida fermentada.



II. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del suero de queseria

El suero es el liquido que se obtiene al coagular la leche para la elaboracion de quesos,
la cual se da por la separacion de la mayor parte de la caseina y la grasa. La
composicion que tenga este suero dependera de la leche utilizada y el tipo de queso a
elaborar, ademas del sistema de coagulacion que se utilice. Por ejemplo, al elaborar un
queso utilizando una leche fresca (pH 6,6) y cuyo proceso no requiera una
acidificacién como en el caso del queso fresco, se obtiene un suero dulce. Por el
contrario, al elaborar un queso cuyo proceso requiere una acidificacion como en el
queso Mozzarella, o se trabaja con una leche que ha sido acidificada con anterioridad,

se obtiene un suero acido (Madrid, 1986).

El suero lacteo es la fase acuosa de la leche, obtenida por medio de acidificacion,
aplicacion de calor o coagulacion enzimatica. Su apariencia es opaca y de
coloracion verde-amarilla (Badui, 1977; Early, 2004; Keating, 2002 y Kosikowski,
1982). Representa el 80-90 % del volumen total de la leche que entra en el
procesamiento del queso, y contiene alrededor del 50% de los nutrientes de la leche

original (Varnam y Sutherland, 1994).

Un lactosuero debe ser considerado como un producto derivado mas que como un
subproducto de la fabricacion de los quesos, o de la caseina. Se distinguen dos tipos de

lactosuero, uno el que resulta de la coagulacion de Ia leche no acida por accién del



cuajo, se denomina lactosuero dulce y el otro que resulta, de la fabricacién de los
quesos de la pasta frescas o de pastas blandas, que es el resultado de la fabricacién de

la caseina lactica o 4cida y que se denomina lactosuero acido (Linden y Lorient, 1996).

La mayor parte de agua contenida en la leche se concentra en el lactosuero y en ella se
encuentran todas las sustancias solubles, como la lactosa, las proteinas solubles, las

sales minerales solubles y algo de grasa. (Sottiz, 1993).

En resumen, dependiendo del proceso de coagulacion se pueden obtener dos tipos de
suero: un suero dulce que posee un pH entre 6.0 - 6.6 y con un bajo contenido de

calcio; y suero acido el cual posee un pH entre 4.3 - 4.7 (Madrid, 1996).

2.2 Tipos de suero

La produccion mundial de queso se ha incrementado en los ultimos afios, y con ello la
del suero. Por ello, es importante clasificar el mismo para un mejor aprovechamiento

(Kosikowski, 1982).

Dependiendo del origen de la leche, el tipo de queso, y las variaciones del proceso, el

tipo de suero sera diferente. Una de las clasificaciones esta en funcion de su acidez:



’I‘akln Nle M Vo eirmmnilon Bn boo axxnmmne o T Jn 'n wn e, n—i de qm segun

EFEE Uk S ELIELLCCECLLEE CEC £UAY JELGE Y u‘rl :vau p
su acidez.
Tipo de suero Acidez titulable pH
Suero dulce 0.10 2 0.20% 5.9a6.6
Suero medianamentie acido 0.20 2 6.40% 5.ia35.8
Suero acido 0.40 a 0.60 % 4.0a5.0

Fuente: Kosikowski (1982).

El suero acido proveniente de la precipitacion de la caseina por la accion de acidos
débiles en elaboracion de queso blanco es aiin menos utilizado que el suero duice. El
queso blanco elaborado con 4cido acético posee una textura diferente al queso
elaborado con renina. Entre los grandes factores que limitan el uso del suero acido se
encuentra su alto contenido de ceniza y su acidez (pH 4.3 - 4.6), debido a esto produce
problemas funcionales y problemas de sabor (Gruetzmacher y Bradley, 1991). Solo un
pequefio % es utilizado para alimento de seres humanos, el resto se utiliza para
alimento de animales, 0 se esparce en la tierra como fertilizante (Gruetzmacher y
Bradley, 1991). Hay que tener en cuenta que para que el suero pueda ser esparcido
como fertilizante en la tierra tiene que primero pasar por un fratamiento que es

altamente costoso para las industrias lecheras (Gruetzmacher y Bradley, 1991).

Los sueros 4acidos y dulce pueden ser condensados, secados, fermentados,
delactosados, desmineralizados, desproteinados. Utilizando tecnologias como Ia ultra-
filtracion, 6smosis inversa, intercambio de iones y electro dialisis. Ademas, la
preparacion de formulaciones para nifios recién nacidos, ha sido un negocio rentable a

nivel mundial (Kosikowski, 1982 y Wisconsin, 2002).



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

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

Este producto constituye por tanto, una nueva oportunidad de desarrollo de productos
alimenticios. Para otros, significa un producto de desecho, sin un futuro inmediato,

pero si con un potencial a largo plazo (Kosikowski, 1982 y Wisconsin, 2002).

El suero acido tiene un alto contenido de calcio, debido a que el acido lactico
reacciona con el calcio presente en la red de paracaseinato, y lo disuelve como lactato
de calcio. El suero dulce, obtenido por coagulacion con cuajo, apenas contiene
calcio, ya que produce un desdoblamiento del complejo Caseina- calcio en

paraceseinato calcico y proteina sérica (Early, 2004; Keating, 2002 y Alcazar, 1992).
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2.3 Composicion y naturaleza del suero

La composicion, tanto del suero y como de sus subproductos, es dependiente de
las condiciones de produccion del queso. En la tabla 02, se puede observar una
composicion generalizada de estos productos.

Tabia $2: Composicidon de aigunos sueros finidos v en poivo comerciaies

Suern  Smero  Suero dcido  Snero duice Snero acido

Componentes dulce acido concentrado en polvo en polvo
Sélidos totales 6.35% 6.50% 64.00% 96.50% 96.00%
Humedad 93.70% 93.50% 33.50% 3.50% 4.00%
Grasa 0.50% 004% 0.60% 0.80% 0.60%
Proteina Total 0.80%  0.75%  7.60% 13.10% 12.50%
Lactosa 485% 490% 34.90% 75.00% 67.40%
Cenizas 0.50% 0.80% 8.20% 7.30% 11.80%
Acido Lactico  0.05% 040%  12.00% 0.20% 4.20%

Fuente: Kosikowski (1982).

La composicion quimica del suero lacteo es variable, dependiendo de: los tratamientos
a los que se someta la leche (calentamiento, centrifugacién, homogeneizacion, etc.) las
caracteristicas intrinsecas del procesamiento de los diferentes tipos de derivados
lacteos (tipo de cultivos utilizados, manipulacién mecanica, procesos de membrana,
etc.). Aunque el suero tiene alrededor del 93% de agua, su composicion tipica indica la

presencia de varios elementos valiosos (Ocampo et al., 2000 y Kosikowski, 1982).

Estos componentes del suero quedan después de la produccion de diversos productos

lacteos y constituyen un problema ecoldgico en el mundo entero (Ocampo et al., 2000

y Kosikowski, 1982).
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La composicion media de lactosuero mostrado en la tabla 03. Puede variar, depende en
gran medida del origen de la leche, la alimentacién del mamifero, el cuidado entre

otros factores que son importantes.

La presencia de constituyentes con valor nutritivo elevado y con aptitudes funcionales
interesantes asi como de moléculas con alto valor afiadido (lactoferrina,
lactoperoxidasa) son los argumentos que abogan a favor de la valorizacién de este

coproducto de la industria lactea. (Linden y Lorient, 1996).

Tabia 63: Composicién media de los iactosueros

Componentes Leche Lactosuero dulece  Lactosuere dcide
Agua (%) 97.6 93 93.5
Materia seca (E.S.) (%) 12.4 7 6.5
Materia grasa (%) 34 04 0.1
Caseina (%) 2.6 Tr. Tr.
Proteinas solubles (%) 0.7 0.9 0.7
Lactosa (%) 4.7 50 4.5

Sales (cenizas) (%) 0.9 0.6 0.7

Acido ldctico (%) - 0.1 0.6

Fuente: Linden y Lorient (1996).

2.4. Caracteristicas fisico - quimicas del lactosuero

El suero derivado de la produccion del queso es muy nutritivo, y retiene
aproximadamente el 52% de los nutrientes de la leche entera. A pesar de su excelente
contenido nutricional, la manipulacion del suero de desecho de la produccion de

queso, es un problema caro y complicado, para el productor. Posee un porcentaje de
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sélidos de 6.0 % a 6.5 %, y una demanda bioquimica de oxigeno superior a 32000 mg

de oxigeno/L. de lactosuero (Kosikowski, 1982 y Badui, 1977).

Las proteinas y la lactosa se transforman en contaminantes cuando el liquido es
arrojado al medioambiente sin ningin tipo de tratamiento, porque la carga de materia
orgdnica que contiene permite la reproducciéon de microorganismos (Kosikowski,

1982 y Badui, 1977).

2.4.1. Carbohidratos del lactosuero

La lactosa es el componente mayoritario de la materia seca de la leche. Otros azicares
también estdn presentes, pero en cantidades vestigiales. Se trata generalmente de
polidsidos (Spreer, 1991). El contenido de lactosa en el suero, es de 4.5% m/v - 5.0%
m/v (Alcazar, 1992). En el proceso de fabricacion de los quesos, un 95% de la lactosa

se pierde en el lactosuero (Furtado, 1999).

La lactosa es un glucécido reductor que pertenece al grupo de los diholdsidos, que estd
formada por la unién de una molécula de a o B-glucosa y otra B-galactosa (Early, -

2004; Keating, 2002 y Spreer, 1991).

La evolucion mas frecuente, y a la vez, mas importante, en su transformacion en acido
lactico, llevada a cabo por las bacterias lacticas (Spreer, 1991).

Ci2H»Oy + HbO — 4 CH3- CH-CH-COOH
Lactosa 4cido lactico
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Segun el tipo de microorganismos presentes, la lactosa sufrira fermentaciones, que
produciran diferentes productos secundarios (Early, 2004; Keating, 2002 y Spreer,

1991).

La lactosa residual en los productos lacteos, pueden provocar problemas a la digestion
de los consumidores intolerantes a la lactosa, debido a la ausencia de la enzima lactasa
(NDDIC, 200S). Algunos productos lacteos fermentados, tienen la capacidad de
disminuir estos problemas de mal absorcion, por su habilidad de catabolizar la lactosa.
En algunos productos licteos fermentados como el yogur, las bacterias lacticas
metabolizan mas del 50% de la lactosa presente en la leche (Marshall y Tamine,

1992).

Las bacterias Streptococcus salivarius var thermophilus y Lactobacillus helveticus,
tienen capacidad de metabolizar Ia lactosa. Ademas, S. thermophilus puede fermentar
la sacarosa y el Lactobacillus helveticus, puede metabolizar galactosa por la via de

Leloir (Marshall y Tamine, 1997).

Para separar de los demas componentes, con el fin de purificarla, se puede operar
siguiendo dos métodos, bien eliminando uno a uno los deméas constituyentes, las
proteinas y las grasas por ultrafiltracion, las sales minerales por intercambio idnico y
electrodidlisis el agua por concentracién y secado espray, con lo que se obtiene

entonces lactosa espray; o bien utilizando una de las propiedades de la lactosa, su baja
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solubilidad, concentrando el lactosuero y haciendo que cristalice este azicar (Sottiez,

1993).

La lactosa presenta un interés dietético fundamental, puesto que es la tnica fuente de

hidrato de carbono de los mamiferos jovenes, incluido el hombre, y constituye la base

de todos los productos destinados a reemplazar la leche materna (Sottiez, 1993).

Los intereses fundamentales (Sottiez, 1993) son:

Como todos los azucares constituye 4Kcal por gramo y contribuye a estabilizar el
pH intestinal, dando lugar a una mejor utilizacioén digestiva del calcio y del fosforo.
La disminucion del pH evita la instalacion de flora purificante.

La lactosa es un disacarido, compuesto por un molécula de glucosa y otra de
galactosa, esta Gltima constituyente esencial de los cerebrdsidos, componentes del
tejido nervioso.

En algunos individuos se constata una intolerancia a la lactosa debido a una
deficiencia en lactasa intestinal. En este caso, la adaptacion a la lactosa debe
hacerse progresivamente, permitiendo asi la implementacién de una flora intestinal
que constituya a la lactasa y que permite metabolizara a la lactosa.

Otra anomalia es la intolerancia especifica a la galactosa, que puede dar lugar a la
aparicion de cataratas y de problemas nerviosos.

Su poder edulcorante es muy bajo, hecho que fue considerado hasta hace unos afios

como un defecto, puesto que todo azicar hacia referencia a la sacarosa.
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Actualmente, esta es una cualidad muy buscada para los articulos que son
demasiado dulces, especialmente en confiteria o en pasteleria (Sottiez, 1993).

Tabla 04: Poder edulcorantes relativos de diferentes aziicares

Azicar (carbohidratos) Sacarosa: base 100
Sacarosa 100
Lactosa 39
Jarabe de glucosa 41
Maltosa 46
Sorbitol 51
Manosa 59
Galactosa 63
Xilosa 67
Manitol 69
Glucosa 72
Glicerina 79
Azuicar invertida 96
Isoglucosa 95 - 100
Fructosa 145

Fuente: Sottiez (1993).

La lactosa es poco soluble en comparacion con el azicar ordinario. Presenta un poder
edulcorante seis veces menor que la sacarosa. En la leche este sabor dulce esta
enmascarado por la caseina. La lactosa se hidroliza por  galactésidos y, por lo tanto

la hidrélisis ha de ser de la siguiente manera:

CoHp 0y + Hh)O C:J> CeH 1206+ Cet 1206

Lactosa Agua Glucosa  Galactosa

La trasformacion mas importante de la lactosa es de producir acido lactico, la cual la

realizan una gran cantidad de bacterias homo y heterofermentativas (Madrifian, 1988).
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2.4.2. Vitaminas del lactosuero

El suero posee un contenido vitaminico importante, sobre todo de vitaminas del
complejo B yde acido ascorbico (Badui, 1977; Alcéazar, 1992 y Gilles, 1974). Las
vitaminas liposolubles son muy escasas, al carecer este subproducto de suficiente
materia grasa (Badui, 1977 y Gilles, 1974). La presencia de muchas de estas
vitaminas, lo hacen un medio de caracteristicas positivas para el desarrollo de

fermentaciones (Gilles, 1974).

2.5. Aplicaciones y productos actuales del lactosuero

Para que el suero pueda ser descartado al medio ambiente tiene que pasar por un
tratamiento. Este tratamiento es bien costoso para las industrias lecheras, por tal razon,
se buscan alternativas para la utilizacion del suero (Mawson, 1994). Entre las
alternativas disponibles, est4 la utilizacion de los componentes del suero. Eso implica
extraer los ingredientes principales como la lactosa y las proteinas. Las proteinas del
suero se pueden recuperar por €l proceso de ultrafiltracion para luego ser vendidas en
concentrado. La lactosa del suero puede ser fermentada utilizando levaduras para
convertirla a etanol (Marwaha and Kennedy, 1988). Al menos 10 industrias lecheras a
nivel mundial utilizan esta técnica para utilizar el suero (Mawson, 1994 y Murtagh,

1995).

Actualmente, el suero derivado de la produccién quesera se utiliza para producir suero

en polvo dulce y 4cido, suero condensado, suero delactosado y desmineralizado,
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obtencién de proteina, lactosa, siropes, quesos, ademas de obtener alcohol etilico,
vinagre y acido lactico (Badui, 1977; Early, 2004; FAO, 2004; Furtado, 1999; Inda,
2000; Keating, 2002; Kosikowski, 1982 y Gilles, 1974). La desmineralizacién y la
ultrafiltracion del suero. Ambos métodos se utilizan para recuperar las proteinas que
estan presentes en el suero. Una vez recuperadas por dichos tratamientos, el restante
del suero puede ser esparcido en la tierra como fertilizante (Gruetzmacher y Bradley,

1991).

El suero, por si mismo, se trabaja sobre todo para la alimentacién de ganado
porcino y en menor media para la alimentacion de terneros. Esta practica tiene el
inconveniente que a medida que mayores proporciones del suero sean suministradas
en la dieta de los animales, mas probabilidad de diarreas debido a los problemas por

no metabolizar adecuadamente la lactosa (Badui, 1977 y FAO, 2004).

El riego de sembradios con lactosuero, ha sido utilizado con muchas restricciones.
Este subproducto posee muchos nutrientes, aproximadamente, por cada tonelada
liquida, 1.5 kg de nitroégeno, 0.35 kg de fosforo y 1.65 kg de potasio, ademas de calcio,
magnesio, sodio y cloruros. También contribuye a mejorar la estructura del suelo, al
hacerlo mas facil de trabajar, incrementando la infiltracion de agua y reducir la
erosion. Los resultados han sido favorables, al trabajar 100 toneladas por hectarea de
superficie cultivada, sobre todo para la produccion de maiz, trigo y pastura. Sin
embargo, su aplicaciéon se limita Gnicamente al inicio del proceso de siembra,

limitando su uso en el resto de las etapas de produccion (Badui, 1977 e Inda, 2000).
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Ademas, esta técnica es cuestionada por muchos profesionales en el drea zootécnica,

debido a los efectos de acidificacién en los terrenos a los cuiles se aplica (Soto, 2006).

Se han desarrollado también algunos quesos, basados en la coagulacién de proteinas
lactoséricas, por medio de un tratamiento térmico en condiciones 4cidas y en
presencia de calcio. Estos productos reciben el nombre de requesén, ricottone y
Ricotta. Ademds, algunos paises escandinavos, se producen los quesos tipo
Mysost, que utilizan todos los solidos del lactosuero, donde su procesamiento no
requiere grandes inversiones. Su tecnologia es esencialmente un proceso de
concentracion de sélidos, casi idéntica a la fabricacion del dulce de leche, donde
ocurren reacciones de pardeamiento no enzimatico, y se desarrollan especificamente

para untar o cortar (Inda, 2000).

El recobrar solidos del suero, es una técnica muy utilizada en los afios recientes. Sin
embargo, para la pequefia industria existe la limitacion de la inversion inicial del

equipo (Badui, 1977).

En la industria de alimentos, se utiliza sobre todo el suero en polvo, como sustituto de
la leche descremada deshidratada, por su menor costo. Sin embargo, una limitante de
su aplicacion es el sabor ligeramente acido, similar a las frutas citricas (Badui, 1977).
También se le utiliza para la fabricacion de bebidas de fantasia o deportivas,
productos quimicos o farmacéuticos, ademas de postres y alimentos preparados

(Industria Alimenticia, 1992). Las caracteristicas quimicas de las proteinas del suero,
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de poder solubilizarse en amplios rangos de pH, y su poder espumante, les
proporciona excelentes condiciones en aplicaciones en la industria de alimentos.
Ademas, estas proteinas, pueden aislarse y utilizarse en la alimentacién infantil,
debido a sus caracteristicas nutricionales. Sin embargo, es necesario controlar el

contenido salino en las formulaciones para infantes (Mabouis, 2004).

2.6. Utilizacion del suero licteo como medio de cultivo

Independientemente de qué microorganismo se utilice, para que el proceso de
produccion del producto proteico y vitaminico sea econémicamente favorable es
necesario elegir un medio de cultivo sencillo y barato. Los microorganismos pueden
usar como sustrato muchas sustancias carbonadas, como la celulosa, el metanol, el
suero lacteo o los derivados del petréleo. El petréleo ofrece el mejor rendimiento en su
transformacion en alimentos, pero su demanda como combustible hace caro su uso en
la industria alimenticia. Los residuos de celulosa procedentes de la madera u otras
plantas son los candidatos mds obvios para ser utilizados como medios de cu.ltivo, pero
son relativamente pocos los microorganismos capaces de usar la celulosa o la lignina,

a menudo presente en ellos (Tortora et al., 1993).

Actualmente, existen varias alternativas biotecnologicas que usan al suero lacteo como
medio de cultivo, aprovechando su composicién quimica para la elaboracién de
distintos productos en la industria alimentaria y reduciendo el problema ecolégico que

generan sus componentes (Marth 1973; Grba et al., 2002 y Revillion et al., 2003).
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2.7. La fermentacién del lactosuero

El suero licteo se utiliza como medio de cultivo para el desarrollo de algunos
microorganismos. Muchas microorganismos pueden fermentar el suero, y por ello, se
pueden obtener multiples productos metabdlicos de estos procesos (Gilles, 1974). El
proceso de fermentacion permite mejorar las ‘caracteristicas nutritivas de este

subproducto, ademas de hacerlo mas paladeable (Marth, 1973).

Para este proceso metabdlico, deben seleccionarse microorganismos capaces de
fermentar la lactosa, ya que es el unico carbohidrato fermentable presente en el
producto. Los productos fermentados, a partir del suero lacteo, son utilizados para
alimentacién animal, debido al alto contenido de vitaminas del complejo B. (Badui,

1977; Gilles, 1974 y Marth, 1973).

Aunque el suero posee algunas sales, es deficiente en compuestos nitrogenados
inorganicos, y deben ser suplementados si se desean desarroliar cierto tipo de

fermentaciones (Marth, 1973).

En algunos estudios se reportd la presencia de sustancias estimulantes e inhibidoras
en el lactosuero. Algunos investigadores sefialan factores que favorecen el
desarrollo del Streptococcus faecalis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
leichmanis, Lactobacillus casei 'y Estreptococos lacticos heterofermentativos. Por

otro lado, al menos algunas veces, se inhibe el desarrollo de Lactobacillus casei,
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Staphylococcos aureus, Aerobacter aerogenes, Alcaligenes viscolactis, Escherchia
coli, Pseudomonas  fragilis, Pseudomonas  flourecens, Bacillus cereus,
Streptococcos cremoris, Lactobacillus lactis y Streptococcos thermophilus (Marth,
1973).

La fermentacion del suero lacteo es de vital importancia ya que a partir de ella se
. puede obtener muchos productos que tengan impacto econémico y social como lo
menciona Marth, (1973), la fermentacion es importante por las siguientes
caracteristicas:

a) Aprovechar todo el suero, para evitar residuos que deban ser tratados.

b) Desarrollar un producto que pueda ser vendido con una utilidad.

¢) Aprovechar las propiedades nutritivas del suero.

d) Mejorar su sabor y apariencia, para desarrollar un alimento mas paladeable.

La fermentaciéon mas conocida del lactosuero, es la produccion de levadura. Muchas
de estas levaduras son utilizadas principalmente para alimentacion animal (Gilles,
1974). Una limitante para su consumo humano, es la alta presencia de purinas y
pirimidinas en las células de levadura, y que elevarian considerablemente los
niveles de acido turico en la sangre. Una concentracion excesiva de este acido en la

sangre puede ser causante de un ataque de gota (Marth, 1973).

Para la produccion de alcohol etilico, se puede trabajar con Saccaromyces fragilis, o

bien con Torula cremoris. El bajo contenido de lactosa, impide alcanzar
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concentraciones superiores al 2.3% de alcohol etilico, a menos que el producto sea

fortificado (Marth, 1973).

También se ha sintetizado vitamina B12 y riboflavina de forma exitosa. Sin embargo,
el suero no constituye la fuente energética mas econémica para estas fermentaciones
(Gilles, 1974). La presencia inferior al 5% m/v de lactosa en este subproducto, limita
su uso en ciertas fermentaciones. La concentracién del mismo, o bien su
enriquecimiento con suero en polvo, puede elevar el contenido de lactosa. Sin
embargo, la concentracion de cenizas podria limitar el desarrollo de ciertos

microorganismos (Marth, 1973).

2.8. Problemas derivados de la produccion del suero licteo

Uno de los problemas grandes que hoy dia esta teniendo la industria lechera es la
disposicion de suero obtenido durante la elaboracién de quesos. Dicho suero posee
como componentes principales a la lactosa (4.9%), proteinas (0.55%), grasa (0.04%),
minerales (0.8%) y acido lactico (0.4%) (Jelen, 1992). Aproximadamente el 47% de
las 140 millones de toneladas de suero que se produce‘ anualmente a nivel mundial se
dispone en la tierra, plantas de tratamiento de agua, rios, lagos y otros cuerpos de agua
(Guimaraes, et al., 1992). Este dato implica una gran pérdida de recursos y un serio
problema de contaminacion debido a que el suero es altamente organico; con una alta

demanda bioquimica de oxigeno (B.0.D) de 40,000 a 60,000 ppm y una demanda de
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oxigeno producida quimicamente (C.0.D.) de 50,000 a 80,000 ppm (Ben-Hassan and
Ghaly, 1994). Mas del 90% de esas demandas se deben a la lactosa. Cuando un
compuesto con una alta (D.B.O.), tal como el suero lacteo, se vierte a un sistema
ecolbgico acuético, los microorganismos que lo degradan demandan una gran cantidad

de oxigeno disuelto en el agua credndose condiciones anoxicas (Vrisseyre, 1980).

Para que el suero pueda ser descartado al medio ambiente tiene que pasar por un
tratamiento. Este tratamiento es bien costoso para las industrias lecheras, por tal razon,

se buscan alternativas para la utilizacion del suero (Tin and Mawson, 1993).

La leche en si, posee un (D.B.0.) de 105 000 ppm. Ello se debe al alto contenido de
s6lidos en su matriz. Sin embargo, la industria lechera desecha mas suero que
cualquier otro producto lacteo, incrementando considerablemente la cantidad total de
solidos que van al desagiie (Badui, 1977). A pesar de que el suero posee un nivel
(D.B.O.) inferior, una gran parte de los solidos se desechan en ese medio. En ese
sentido, es indispensable el tratamiento del suero, antes de ser eliminado y que

constituya un grave contaminante (FAO, 2004).

A pesar de sus bondades, en los paises productores de quesos no existen los medios
adecuados para eliminar directamente el suero. La dilucién en agua es la forma mas
comun de eliminacién, donde constituye un problema grave, debido a la fermentacién
de materia organica (lactosa y materia asociada), que genera el consumo del oxigeno

soluble en agua (FAO, 2004).
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Tomando en cuenta que la concentracién del oxigeno disuelto es de 7 a 8 ppm para la
mayoria de los cursos de agua, se necesita todo el oxigeno presente en 6000 litros de

agua para oxidar los sélidos de s6lo medio litro de leche entera (Vrisseyre, 1980).

También, se estima que la descarga a un curso de agua de 2,5 litros de suero por dia
tiene un poder contaminante equivalente al agua residual producida por un individuo.
Esto implica, por ejemplo, que la manufactura de 1kg de queso ocasiona una
contaminacién semejante a la generada por aproximadamente cuatro personas

(Ocampo et al., 2000).

La legislacion vigente prohibe la eliminacion de suero lacteo en cursos de agua y
estanques. También crea ciertas limitaciones en las plantas de tratamiento de aguas
residuales ya que aparecen problemas al encauzarlo en zanjas y lagunas construidas
para tal fin, pues el dcido lactico impermeabiliza el suelo, lo que impide la filtracion,
forméandose asi, espejos de agua putrefactos que inciden negativamente en la

conservacion del ambiente (Leyte et al., 2003).

Otro de los problemas que confronta la industria lechera en las ultimas décadas es que
el consumo de leche, al igual que los niveles de calcio en nifios y adolescentes, ha
disminuido debido a que prefieren el consumo de bebidas azucaradas y carbonatadas
(Cavadini, et al., 2000 y Nielsen, et al., 2002). Hoy en dia los productos liquidos a
base de leche compiten con un sin nimero de bebidas entre ellas se encuentra agua

embotellada, bebidas energizantes y té de limén (Boor, 2001). Entre los afios del 1977
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al 2001, los americanos aumentaron su ingestion de energia total debido al consumo
de bebidas de frutas y azucaradas y reduccién en la ingestion de leche. Este
incremento fue de 2.8% a 7.0% de energia por parte de las bebidas azucaradas, esto se
puede traducir en que se triplicaron las calorias de 50 kcal a 144 kcal (Nielsen and
Popkin, 2004). Mientras que la energia adquirida por bebidas de frutas aumenté de un
1.1% a 2.2% de 20 kcal a 45 kcal. En comparacion con las bebidas de frutas y
azucaradas, la energia adquirida por parte de la leche disminuyé de un 8.0% a 5.0% de

143 kcal a 99 kcal (Nielsen and Popkin, 2004).

Esto es interesante porque durante los afios del 1977 al 1996 el consumo de bebidas
azucaradas aumenté alrededor de un 15% mientras que el consumo de leche
disminuy6 un 12%. Un estudio realizado a la poblacion americana mostré que estos
prefieren tomar bebidas azucaradas en sus comidas y meriendas en vez de consumir
leche (Nielsen and Popkin, 2004). También se ha encontrado que el aumento en el
consumo de bebidas azucaradas ha tenido un efecto sobre la obesidad y los desordenes
metabdlicos en la poblacion americana (Nielsen and Popkin, 2004). Esta es una de las
razones por la cual el Departamento de Salud desarrollé una campafia contra la
epidemia de la obesidad debido a la alimentacion deficiente que tiene la poblacion

americana (Nielsen and Popkin, 2004).

La industria lechera ha tenido que recurrir a nuevas estrategias para aumentar el
consumo de leche en nifios y adolescentes, y para combatir las adversidades

propiciadas por las bebidas (azucaradas, carbonatadas y frutadas) que se encuentran en
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el mercado de alimentos. Esas estrategias incluyeron desarrollar una campaiia
publicitaria demostrando que la leche es una fuente importante de calcio, vitamina D y
proteinas para el desarrollo de nifios y adolescentes (Nielsen and Popkin, 2004). Se ha
desarrollado nuevos empaques y tamafios mas atractivos para el consumidor y que se
adapten a los estilos de vida modernos. Nuevos productos se han integrado al mercado
como leche con sabores (vainilla, chocolate, fresa y guineo), yogurt liquido y leches
fermentadas (kéfir) las cuales estdn ganando popularidad por sus beneficios para la

salud (Boor, 2001).

2.9. Microorganismos utilizados en 1a fermentacion alcohélica

El etanol es producido por muchas especies de levaduras, bacterias y mohos. Los
métodos iniciales emplearon por lo general exclusivamente levaduras, como agentes
de la fermentacion; en la fabricacion de alcohol, whisky y cerveza; se emplean casi
siempre cepas aclimatadas de Saccharomyces ellipsoideus y  Saccharomyces
pastorianus; en la fermentacion de liquidos orientales y tropicales, se utilizan otras
diversas especies de los géneros Saccharomyces y Schizo sacharomyces (Kirk y

Othmer, 1961).

Entre las distintas levaduras capaces de fermentar la lactosa, convirtiendo en etanol,

son Saccharomyces fragilis y Candida pseudotropicalis (Torula cremoris), las que a
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menudo tenian una velocidad de fermentaci6n alta y que producian los mas altos

rendimientos de alcohol (Foster, 1969).

Otras levaduras fermentadora de lactosa, examinadas por (Rogosa, et al., 1947) son:
Torula cremoris, torula lactosa, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces lactis,
Saccharomyces  anamensis, Cdndida pseudotropicalis, Torula kéfir 'y

Zygosaccharomyces lactis.

(Gawel y Kosikowski, 1978). Realizaron estudios utilizando Kluyveromyces fragflis,
Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces bulgaricus. Asi mismo, otros autores como
(Chu y Tzeng, 1979; Antonov et al., 1979; Burges y Kelly, 1979; Cunningham, 1979;
Demott, 1981; Matvievskaya et al., 1975 y Chen y Zall, 1982). Han estudiado estas

levaduras y su accién fermentativa sobre la lactosa para convertir en etanol.

2.9.1. Kluyveromyces fragilis

La levadura Kluyveromyces fragilis se aisl6 por primera vez en 1909 por Jorgensen del
Kefir, nombrandola Saccharomyces fragilis. Los primeros autores en cambiar el lugar
taxonémico fueron Wickerham en 1955 y Wickerham y Burton en 1956. Ellos
sefialaron la heterogeneidad del genero Saccharomyces y anunciando su intencién de
establecer un genero separado (que se llamaria Dekkeromyces) para acomodar a S.
Jfragilis, S. marxianus, S. lactis. Kudriavzev en 1954, propuso ubicar la especie

diploide (como S. fragilis) en un nuevo género Fabospora y especies con células
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vegetativas haploides (como Schizosccharomyces marxianus) en otro género,
Zygofobospora. En 1960 Kudriavzev , diagnosticé los dos géneros, resultando en un
nombre, fabospra fragilis (Jorgensen). En género Kluyveromyces fragilis, fue
originalmente establecido por van de Walt en 1956. El nuevo nombre de Fabospora

Jfragilis se volvié Kluyveromyces fragilis (Jorgensen) van de Walt 1909.

El siguiente desarrollo de la nomenclatura ocurri6 como resultado del estudio de
Bicknell y Douglas en 1970, quienes determinaron por experimentos de reasociacién
de DNA que Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces marxianus compartian 93% de
las secuencias de DNA y por tanto serian sinénimos. Estas dos especies difieren sélo
en que la lactosa es débilmente fermentado por Kluyveromyces marxianus pero

rapidamente fermentado por Kluyveromyces fragilis (Phaff, 1985).

Los resultados se confirmaron totalmente por Phaff en 1978, quien report6 entre 90 %
y 100% de complementacion de DNA no solo entre Kluyveromyces fragilis y
Kluyveromyces marxianus, también entre especies Kluyveromyces bulgaricus, K.
cicerisporus y K. wikenii con K. marxianus como especie de referencia. Como K.
marxianus es el nombre mas antiguo, tiene prioridad sobre las otras cuatro especies,

las que se volvieron sindnimos de K. marxianus (Phaff, 1985).

Actualmente las bases de datos del centro nacional de informacién en biotecnologia,

reporta 17 géneros de Kluyveromyces maxianus (NCBI, 1999).
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El desarrollo en agar malta de Kluyveromyces fragilis después de tres dias a 28 °C es

de forma globosa de elipsoidales a cilindricas (2-5.5) x (3.5-110) pu. Se presentan

individuales o en pares o en cadenas cortas, las cuales puedes ser ramificadas.

Usualmente formen pseudomicelio. El cultivo es butiroso, color crema a crema

ligeramente marrén, aspecto brillante o un poco opaco, algo extendido y chato, liso u

ondulado, el borde puede ser ondulado o lobulado, en ocasiones algo ribeteado (Pefia,

1984),

2.9.1.1. Caracteristicas asimilativas de Kluyveromyces fragilis

Tabla 05. Asimilacion de compuestos de carbono por Kluyveromyces fragilis

Glucosa + D-robosa +
Galactosa + L-Ramnosa -

L-Sorbosa + Etanol +
Sacarosa + Gliserol +
Maltosa - Eritritol -

Celobiosa + Ribitol +
Trealosa - Galactitol -

Lactosa + D-manitol +
Melibiosa - D-glucitol +
Rafinosa - A-metil-D-Glucésido -

Melezitosa - Salicina +
Inulina + DL-Acido lactico +
Almidén soluble - Acido succinico +
D-Xilosa + Acido citrico +
L-Arabinosa + inositol -

D-Arabinosa -

Fuente: Lodder (1970).

Donde:

+ Significa asimilacion (crecimiento).

- Significa no asimilacién.
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2.9.1.2. Caracteristicas fermentativas de Kluyveromyces fragilis

Tabla 06. Fermentacion de azlicares por Kluyveromyces fragilis

Glucosa
Galactosa
Sucrosa
Maltosa
Celobiosa

Trealosa
Lactosa

Melibiosa
Rafinosa
Melexitosa
Inulina

Almidém soluble
A-Metil-D_Glucosdo

Fuente: Lodder (1970).

Tabla 07. Patrén de asimilacién de Kluyveromyces fragilis, comparadas con otras

especies de levaduras crecidas comercialmente

Nutriente K, fragilis 8. cerevisise S, uvarum  C, utilis C. tropicalis
Gilucosa + + + + +
Galactosa + + + - +
Maltosa + + + + +
Sucrosa - + + + +
Lactosa + - - - -
Xilosa - - - + +
KNO, - - - + -
Etanol + (+) - + -

Fuente: Lodder (1970).

Por otro lado, al evaluarse espectes de Kluyveromyces para la toma de lactosa se

dividid en tres grupos (Carvalho y Spencer Martins, 1990) que s¢ menciona a

continuacion:

a) Grupo I: fermenta la lactosa, glucosa y galactosa, hidroliza la lactosa extracelular y

se da la difusion facilidad aparente de glucosa y galactosa.
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b) Grupo II: no fermenta la lactosa, pero si fermenta la glucosa y galactosa, el

d)

trasporte es por un protén simporte aparente y la hidrélisis de lactosa es

extracelular.

Grupo 11I: fermenta la lactosa, glucosa y galactosa, el trasporte de la lactosa es por
un aparente mecanismo de proton simporte, la hidrélisis de la lactosa es

extracelular y modos de transporte de glucosa y galactosa variables.

De otro lado, (Kilian et al., 1991), determiné que el sistema de transporte (H+
simporte), para una o mas azicares (glucosa, galactosa, fructuosa, rafinosa y
sacarosa), ocurre en el 57% de las 21 especies que representaron el género de

Kluyveromyces.

2.9.2. Kluyveromyces lactis

Las habilidades fermentativas y asimilativas de Kluyveromyces lactis se desarrollo

en agar malta, la formacién de ascosporas y la fermentacion (Lodder, 1970).

El desarrollo en agar malta, después de tres dias a 28°C las células son esféricas,
elipsoidales y ocasionalmente cilindricas (2.0 — 5.5) p x (3.0 — 7.0) p individuales
en pares y ocasionalmente en pequefios racimos o masas aglutinadas, células
ameboideas pueden estar presentes. El cultivo es butiroso de color crema a crema

ligeramente marrén, ocasionalmente con un matiz rosado, brilloso a algo opaco
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liso, y a veces segmentados con algunas estructuras cerca del borde, plano y

extendido. El borde varia de entero a ondulado (Lodder, 1970).

Las ascosporas cuya forma pueden variar desde esféricas hasta oblongas
elipsoidales, son de 1 a 4 ascas. Las ascosporas son rapidamente liberadas del asca

y tienden a aglutinarse (Lodder, 1970).

La fermentacion de Kluyveromyces lactis es (+) al fermentar glucosa, galactosa (+),
sucrosa (+) raramente negativo, maltosa (-) raramente positivo débil, celobiosa (-),
lactosa (+), melibiosa (-), rafinosa (+) raramente negativa, melizitosa (-) 0 (+),

inulina (-), almidén soluble (-), a-metil D glucosidasa (-) (Lodder, 1970).

2.10. Generalidades de Biorreactores

Los Biorreactores son aparatos donde se desarrollan una serie de reacciones, por la
acciéon de microorganismos o enzimas, bajo un ambiente controlado en el que se
pretende un crecimiento celular o la produccién de metabolitos de interés con una
eficiencia 6ptima. Para lograr un proceso fermentativo es necesario tener en cuenta
que los microorganismos necesitan ciertos elementos nutricionales (fuente de carbono,
fuente de nitrogeno, minerales y nutrientes especificos), para activar su metabolismo
celular; adicionalmente, es indispensable la determinacion y seleccion de las variables

a medir, controlar y manipular en el curso de la fermentacién (temperatura, velocidad
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de agitacion, concentracion de nutrientes, presion, oxigeno disuelto, pH, Acidez, entre

otros), para mantener una concentracién optima de crecimiento (pachoén, 1997).

2.11. Biorreactores utilizados en la fermentacion

La literatura reporta dos tipos de sistemas de fermentacién, que son los sistemas de

homogéneos y heterogéneos (Divies et. al., 1994).

2.11.1. Biorreactores con sistema de fermentacién homogéneos

Estos sistemas tienen una distribucién uniforme de la biomasa microbiana en el medio

de reaccion. Se puede obtener mediante la recirculacién de biomasa por:

a) Centrifugacion, siendo la desventaja su mantenimiento, ademas este proceso
disminuye la viabilidad de las levaduras debido al estrés a la que se someten.

b) Reactor de membrana, siendo este un sistema menos flexible que la centrifugacién
debido al problema de obstruccion y no obstruccion de la membrana que todavia
no ha sido resuelto. Otra limitacién, es el flujo especifico de estas membranas, que

debe llegar a 200-300L/h para que sea econémicamente viable.

2.11.2. Biorreactores con sistema de fermentacion heterogéneo

Se distingue dos fases: el medio liquido para ser transformado y la fase sélida

conteniendo la biomasa, siendo los principales disefios de reactores:

a) Adsorcion, las levaduras forman biofilms sobre la superficie del soporte, pero un

incremento de velocidad y/o turbulencia del liquido, autolisis de las células y la
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liberacién de grandes cantidades de gases causa una gran inestabilidad al biofilm
formado. Finalmente, el acceso de oxigeno a las células es un problema especifico

que es dificil de resolver.

b) Floculacidn, la floculacién involucra la decantacion, método basado de distribucion
liquido — sélido. El proceso de fermentacion requiere de la configuraciéon de un
reactor en forma de torres que soporten a la biomasa por la cual pasara el liquido
que serd trasportado o puede ser agitado para dar un lecho fluidificado o en reactor

con agitacion.

2.12. Produccion de una bebidas fermentada de lactosuero

La fermentacion alcohdlica inicia con Lavoisier en 1987, luego Gay-Lusaac en 1820 y
Dumas en 1840, identificaron los primeros productos de la fermentacioén alcohdlica
(alcohol etilico, anhidro carb6nico y un poco de acido acético) y representaron el
desdoblamiento de los azucares por la ecuacion quimica siguiente (Bremond, 1966;

Kretzchman, 1961).

(C,H,0,, + H,0)x - 2(C4H,,O¢)x

(CcH,0, - 2(C,H,OH + CO,))
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En 1960, Pasteur demuestra que se forman diversos productos secundarios,
particularmente glicerina y 4cido succinico. Méas tarde se identificaron otras sustancias
como: ésteres, aldehidos, alcoholes superiores, acido lactico, etc. En pequefias

cantidades (Bremond, 1966).

El grado alcohélico representa el nimero de litros de alcohol puro contenido en 100
litros de vino. Si de 100g de aziicar se produce 48.4g de alcohol etilico de densidad
0.79, para obtener 1 litro de alcohol serd necesario 1.640g de azicar, de otra forma se
dice que 16.4g/L corresponde a 1 gramo de alcohol. Por lo tanto, conociendo la
cantidad de aziicar de un mosto (por densidad o refractometria), sera suficiente dividir

este nimero por 17 para conocer el grado alcohélico probable (Bremond, 1966).

Por otro lado, la cantidad de azicar necesaria para producir un grado alcohélico
(indice de refraccién) varia con la especie de levadura y las condiciones de
fermentacion. Se reporta el valor de 17g al8g de azicar para la levadura eliptica (S.
cerevisiae var. Ellipsoideus), 21g — 22g para la levadura apiculada (Kloeckera
apiculata) y 20g para la levadura pasteur (S. pasteurianus) (Mareca, 1968; Negre y

Francot, 1980).

Cuando un mosto es inoculado por levaduras, la produccion de etanol no es inmediata
(Pena, et. al., 1972). En efecto, ciertas encimas esenciales de la fermentacion
alcohélica (piruvato decarboxilasa, y alcohol deshidrogenasa I) son inducibles por la

glucosa (Rieger et. al., 1983; Sharma y Tauro, 1986) y no son pues expresadas en sus
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niveles méaximos al principio de la fermentacion alcohdlica. En consecuencia,
numerosos compuestos ademas del etanol, son formados al comienzo de la
fermentacién: diéxido de carbono, glicerol, piruvato, succinato, y otros acidos

organicos (Ribéreau et. al., 1956).

Tabla 08. Productos formados por la fermentacién de 170g de azicar

Cantidades medidas en mg/litro

Alcohol 80,000  Alcoholes superiores 300
Gas carb6nico 76,000  Acido citramalico 80
Glicerol 6,000 Acetaldehido 80
Acido succinico 800 Acido pirtvico 60
Acido—a -

Butilenglicol 400 cetoglutérico 40
Acido acético 300 Acetato de etilo 4

Acido lactico 300 Acetoina 10

Fuente: Mareca (1968); Negre y Francot (1980).

2.13. Bebida alcohdlica de suero

El desarrollo de bebida para consumo humano, a partir de suero lacteo ha sido posible
en los dltimos afios. Muchos de estos productos, se puede elaborar pasteurizados,
fortificados, saborizados y también se puede hidrolizar la lactosa por medios
enzimaticos (Inda, 2000).

La utilizacion del suero tanto para la produccioén de etanol o de bebidas, ha estado
ligado a la eliminacién de las proteinas mediante diferentes métodos como la

ultrafiltracion (Sienkiewicz, 1980) y tratamiento térmico (Al-Dabbagh, 1980).
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Para producir vino a partir de suero se utiliza Kluyveromyces fragilis y la levadura
Montrachet. Para la fermentacién se agrega 22% de dextrosa dependiendo de la
cantidad de alcohol deseado (no siendo necesaria la adicion de otro nutriente), 100

ppm de sulfuroso y para la clarificacion se usa bentonita (0,5%) (Yang et al., 1977).

De otro lado, (Gawel y Kosikowski, 1978), utilizaron lactasa y Saccharomyces
cerevisiae para hidrolizar la lactosa y fermentar los monosacaridos hasta etanol. Para
la fermentacion se usa 24% de lactosa, 0,25 — 1g de enzima lactasa/L. y 2% de in6culo,
obteniéndose un vino de caracteristicas aceptables. Conteniendo 11 a 12,2% de etanol
(10 dias — 15 dias de fermentacién a 30°C). La eficiencia de la fermentacién estuvo
dentro del rango del 76% — 81%. También existe un tipo de bebida fermentada de
suero, en la que se usa las levaduras de vinificacion y suero suplementado. Este tipo de
bebida se elabora en cinco pasos: clarificacion, desproteinizacion, fermentacion,
eliminacion de cenizas y filtracién. El contenido de esta bebida alcohdélica es de 8°GL,
6% a 9% de azicar, 2% a 4% de extracto natural y 0.2% a 0.5% de 4cidos organicos

(Palmer, 1979).

El alcohol obtenido en la planta Carbery de Irlanda, se utiliza para la elaboracion de
bebidas alcohélicas. También se puede obtener directamente bebidas alcohdlicas a
partir de suero, principalmente tipo cerveza y vinos. Las alternativas son similares a

las discutidas para produccion de alcohol: fermentacion con S. cerevisiae de suero
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concentrado con lactosa hidrolizada o adicionando azicar y fermentacion con K

marxianus o K. lactis (Garibay et al., 1993).

El desarrollo de una bebida fermentada a partir de suero con cultivos prebidticos,
responde a la necesidad de un producto funcional econémico, donde se aprovecha un
subproducto de alto valor nutritivo de la produccion de queso fresco. La utilizacion de
cultivos fermentadores, busca promover la hidrdlisis de la lactosa. Ademds, desde el
punto de vista de mercadeo, constituye una excelente alternativa, ya que,
mundialmente, hay una tendencia hacia productos saludables y funcionales (Sloan,

2006).

El consumidor de hoy en dia desea nuevas alternativas a las bebidas tradicionales.
Todo el segmento de bebidas embotelladas saludables tiene una gran tendencia al
aumento en ventas (Stevenson, 2002). En esta categoria podria catalogarse este nuevo
producto. Ello representaria un excelente complemento para la diversificacion de
productos Agroindustriales y dar un valor agregado al producto del pequefio productor

lacteo de Apurimac.

2.14. Analisis sensorial y fisicoquimico de la bebida

2,14.1. Andlisis sensorial

La evaluacion sensorial de los alimentos constituye como una de las mas importantes
herramientas para el logro del mejor desenvolvimiento de las actividades de la

industria alimentaria. La calidad sensorial de las bebidas puede ser definido como ¢l
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método experimental mediante el cual los jueces perciben y califican, caracterizando y
mensurando, las propiedades sensoriales de muestras adecuadamente presentadas, bajo
condiciones ambientales preestablecida y bajo un patrén de evaluacion acorde al

posterior anlisis estadistico (Urefia, M. y Arrigo, M., 1999).

La evaluacion sensorial es una disciplina cientifica mediante la cual se evalian las
propiedades organolépticas a través del uso de uno o mas de los sentidos humanos

(Morales, 1993).

Mediante esta evaluacion pueden clasificarse las materias primas y productos
terminados, conocer que opina el consumidor sobre un determinado alimento, su
aceptacion o rechazo, asi como su nivel de agrado, criterios estos que se tienen en

cuenta en la formulacién y desarrollo de los mismos (Morales, 1993).

Son diversas las aplicaciones de esta ciencia, la cual desempefia un papel clave en el
ciclo de vida de un producto, de ahi que no se concibe el analisis de un alimento, si no
va aparejado de la evaluacion de sus propiedades organolépticas mediante pruebas
sensoriales, destacandose la importancia de dicha disciplina no sélo en la actualidad

sino también en el futuro (Morales, 1993).

El sabor y aroma es uno de los factores que se tiene en cuenta en la calidad sensorial
de una bebida lactea, el sabor de una bebida es percibido por tres de los cinco sentidos

del consumidor; gusto, tacto y olfato. Por lo tanto, al escoger una bebida se debe
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buscar caracteristicas generales de un sabor aceptable, sensacién agradable en la boca;
asi como la desaparicion del sabor al deglutir y la ausencia de caracteristicas

desagradables que se perciben en el primer impacto (Desrosier, 1988).

La textura de una bebida se refiere principalmente a la cantidad de grasa y agua,
ademas del contenido de carbohidratos y proteinas que contiene la bebida. En el caso
de la bebida lactea, es un factor que raras veces suele ser uniforme debido a la
naturaleza de la materia prima. Por lo tanto, el uso de estabilizadores es esencial en la

elaboracién de bebidas lacteas (Fellows, 1994).

El color de una bebida es la primera clave de su identificacién, ademas de que
frecuentemente predice el grado de satisfaccion o placer que se obtendrd al
consumirlo. Explica ademas, que en los productos naturales, la asociacién de la
calidad con el color es muy fuerte, ya que para el consumidor la intensidad del color

con frecuencia significa la intensidad del sabor (Desrosier, 1988).

2.14.2. Analisis fisicoquimico

Después del agua el constituyente méas abundante en la bebida es el alcohol etilico. Se
produce junto con el anhidrido carbdnico, en la fermentacion, a razén de un gramo de
alcohol por cada 1,6 g de sustrato hidrocarbonado transformado. Participa de forma

importante en el sabor de la bebida (Sendra y Carbonell, 1999).
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Los carbonatos producen efectos muy variados en el sabor, el sodio tiene un efecto
importante sobre el sabor global, mientras que ¢l magnesio puede conferir un sabor
desagradable. Por otra parte, el hierro, plomo, cobre, cinc y estafio puede producir
turbidez en la bebida (Sendra y Carbonell, 1999).

La mayoria de estos componentes proceden exclusivamente de las materias primas de
partida, especialmente de la leche. Este es el caso del potasio, sodio, calcio entre otros,
aunque las concentraciones pueden sufrir cambios importantes en el proceso (Sendra y

Carbonell, 1999).
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IIL. PARTE EXPERIMENTAL

La investigacion tuvo lugar en las instalaciones de la Universidad Nacional “Micaela
Bastida de Apurimac” — Peri. La produccién de la bebida fermentada a partir de
lactosuero se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial, escuela
académico profesional de Ingenieria Agroindustrial. Para lograr la presente
in§estigaci6n se trabajé por etapas que fueron cronolégicamente desarrollados y se

explica en la seccion 3.3.

En la investigacion se utilizd cepas de levaduras nativas, las cuales se aislaron de
nichos naturales, para ello se tomaron muestras de lactosuero de la empresa
FONDEGAB de Abancay que fueron subproductos de la elaboracion del queso fresco.
Luego, se realiz6 un estudio de identificacion basado en técnicas morfologicas y
fisiologicas. Cabe mencionar que las pruebas fisiologicas utilizadas en identificacion
de levaduras son las de fermentacion, asimilacién de fuentes de carbono, asimilacion
de compuestos nitrogenados, requerimientos vitaminicos y termo tolerancias, lo cual
es laborioso y complejo que no permitié determinar la especie de la levadura aislada,
pero si podemos confirmar con las pruebas realizadas que se ha aislado y trabajado

con una cepa especifica.

3.1. Aislamiento, mantenimiento e identificacion de levaduras
Las muestras utilizadas para el aislamiento de levaduras fueron tomadas de nichos

naturales, a partir de lactosuero que son subproductos de la elaboracion del queso
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fresco.

Esta muestra fue tomada de la empresa FONDEGAB de Abancay — Perti. Las
muestras que se recolectaron proceden de practicas cotidianas de la elaboracion de

queso fresco.

3.1.1. Aislamiento de levaduras

Se tomé un volumen de 5 ml de lactosuero que fue llevado a un tubo de ensayo en
seguida se adicioné 10 ml de soluciéon Rauling y se dejo en reposo a temperatura
ambiente 20°C +2°C, durante 24 horas. El principio se basa en la actividad isoténica

que produce la solucién Rauling frente a la pared celular de bacterias.

Después de 24 horas se realizaron diluciones de 107, 10% y 10? en agua peptonada
estéril al 1% a partir de la muestra que contiene solucion Rauling, de las diluciones se
tomaron asépticamente 0,5 ml que se sembraron en profundidad en agar Saboreaud.
Posteriormente se llevd a incubacion durante 48 horas a 26°C +2°C, al observar
crecimiento en las muestras fueron sembrados por estrias en tubos de ensayo con agar
inclinado de igual composicion, fue necesario ajustar el pH a 5.6 para el mejor adapta
miento de las levaduras en seguida se incubaron durante 48 horas a 26°C +2°C y por

ultimo se sembraron en medios de cultivo sabouraud hasta su purificacion.



Tabla 09. Composicion quimica para 100 ml de solucién Rauling

Peptona 050g
NaCl 085¢g
N32HPO4 12H20 0.90 g
KH,PO4 0.15¢g
Agua destilada 100 ml
pH 5.6

3.1.2. Mantenimiento de cepas aisladas

Las cepa aislada, luego de haber sido repicada en tubos con agar inclinado se
conservaron a 6°C con la finalidad de preservar la pureza genética sin perder ninguna
de sus propiedades bioquimicas, cabe mencionar que la cepa se repicé cada 3 meses en
agar de la misma composicion con la finalidad de preservar los niveles de su
productividad, logrando que el cultivo pueda ser manejado con facilidad y no exista

ninguna contaminacion.

3.1.3. Identificacion de cepas de levadura aisladas

La identificacién del género se realiz6 mediante la técnica de microscopia y estudio
fisiolégico. Para la determinacién morfolégica se utiliz6 un microscopio O6ptico
Revelatium 3, USA. Asi mismo, en los ensayos de fisiologia se utilizaron los
siguientes carbohidratos: glucosa, galactosa, maltosa, almidén y lactosa, con la

finalidad de evaluar la capacidad fermentativa y asimilativa de los carbohidratos.
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3.1.3.1. Estudio morfologico de cepas aisladas

Los criterios morfologicos son muy itiles para la identificacién de colonias puras.
Para ello se procedié a preparar las muestras fijas en portaobjetos para su observacién
al microscopio optico (Revelatium 3, USA) con un aumento de 40X, asi se

determinaron el color, textura y la forma de las colonias que fueron aisladas.

3.1.3.2. Estudio fisiol6gico de cepas aisladas

El estudio fisiologico se realizo cuitivando las cepas aisladas en un medio de cultivo
liquido con la siguiente composicion: 2 % w/v de fuente de carbono, 1% w/v de
peptona, 0.5% w/v de extracto de levadura ajustando el pH a 5,6. Se utiliz6 la técnica
de fermentacion en tubos de ensayo conteniendo tubos Durham, para ello se tomo unas
asadas de cada colonia crecida en agar Saboreaud y se inoculd directamente en los
tubos de ensayo, de manera que todo el procedimiento sea estéril y no produzca
alteraciones en el estudio fisiologico de las levaduras, luego se llevo a incubacién por
48 horas a 29°C + 2°C, realizando el monitoreo de la formacién de CO,, formacién de
film, precipitacion y la formacion de espuma, este monitoreo se realizo a las 24 horas

y 48 horas.

Los estudios fisioldgicos correspondieron la evaluacion de tolerancia al etanol
exdgeno, tolerancia al dcido acético exdgeno, tolerancia al etanol exégeno y estudio de

produccion de etanol.
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a) Tolerancia al etanol

La tolerancia de las cepas aisladas al etanol exdgeno se determiné evaluando su
capacidad fermentativa. Se utilizo la técnica de cultivo en tubos de ensayo
conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2 %w/v de fuente de carbono, 1%
w/v de peptona, 0.5% w/v de extracto de levadura ajustando el pH a 5.6, al cual se le
afiadio etanol a 96% v/v hasta alcanzar concentraciones en los tubos de 2% v/v, 4%
v/v, 6% v/v y 8 % v/v respectivamente. La temperatura de fermentacion fue 29°C £1°C

y se realizo el control de los resultados a las 24 y 48 horas.

b) Tolerancia al acido acético

La tolerancia de las cepas aisladas al acido acético se realizé evaluando su capacidad
fermentativa, para lo cual se utiliz6 la técnica de cultivo en tubos de ensayo
conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2% w/v de fuente de carbono, 1%
w/v de peptona, 0.5% w/v de extracto de levadura ajustando el pH a 5.6, al cual se
agreg6 acido acético 98% v/v, hasta alcanzar concentraciones de 50 mg/L, 100 mg/L,
200 mg/L y 500 mg/L respectivamente, la fermentacion se realizo a 29°C +1°C. Los

resultados se evaluaron a las 24 horas y 48 horas.

¢) Estudio de produccién de etanol

El estudio de produccién de etanol se realizé6 con la finalidad de determinar la
capacidad fermentativa de las cepas de levadura aisladas utilizando lactosuero
desproteinizado. Este estudio se realizo a escala de matraces, se disefio y construyd las

gargantas de cisne con sus respectivos tapones como se muestra en el apéndice 04, las
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gargantas de cisne mantiene un cierre hermético y adicionado glicerol que evit6 el
ingreso de los microorganismos del medio externo, una vez obtenido el medio de
cultivo estéril y a temperatura ambiente 20°C se realiz6 la inoculacion del 5%, la
fermentacion se realiz6 a 29°C +1°C. Esta etapa se realiz6 con la finalidad de conocer
el grado de tolerancia al etanol de cada una de las cepas y la tolerancia al etanol
producido por ellas mismas durante la fermentacion alcohélica y que nos permitid
seleccionar a la cepa que produce mayor cantidad de etanol en menor tiempo como

uno de los factores importantes.

3.2. Preparacion del lactosuero

3.2.1. Obtencion y acondicionamiento del lactosuero

El lactosuero que se trabajo en la presente investigacion fue recogido de la empresa
FONDEGAB (primer desuerado de la elaboracion del queso fresco) seguidamente se
refrigero a 4°C, por un tiempo maximo de 24 horas, si este no era utilizado al
momento de la recepcion. Para el acondicionamiento del suero, fue necesaria la
desproteinizacion y regulacion del pH, en la desproteinizacion se realizd numerosos
tratamientos térmicos como pruebas preliminares en el laboratorio y se considero
como mejor tratamiento térmico al que presento mayor proporcion de sedimentacion

de la proteina y menor turbidez.

Establecido el tratamiento térmico optimo, se dejo en reposo con la finalidad de que
las particulas que estan en suspension sedimenten y poder retirar los residuos mas

gruesos, posteriormente se filtré6 con papel Whatman N° 1.
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3.2.2. Caracterizacién fisicoquimica del suero desproteinizado

a)

b)

d)

Contenido de grasa. Se empleé como alternativo, el método Gerber. Que
consisti6 en la liberacion total de la grasa por disolucion de las sustancias
proteicas, separacion de la grasa por centrifugacion y posterior medida

volumétrica (Pearson, 1976). Los analisis se realizaron por triplicado.

Contenido de proteinas. La determinacion del nitrégeno total se realizé
aplicando el método Kjeldahl, pero ha sido necesario realizar la preparacion del

lactosuero antes de iniciar con el método (AOAC, 1990).

Contenido de caseina. Se entiende por contenido en caseina del suero de leche el
contenido en proteinas, expresado en porcentaje en peso, siguiendo el

procedimiento expuesto por AOAC (1990).

Contenido de lactosa. Se entiende por contenido en lactosa del suero de leche el
contenido en lactosa monohidratada expresado en porcentaje en peso,
determinado por el procedimiento expuesto a continuacién, que corresponde al

descrito por NTP 202.109 (1988).

Acidez. Se entiende por acidez en el suero de leche, certificada, higienizada y
esterilizada el contenido aparente en acidos, expresado en g de 4cido lactico por
100 ml de suero, determinado por el procedimiento expuesto a continuacion, que

corresponde al descrito en la NTP 202.116, (1998).
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f) pH. Se determiné utilizando el método directo de medicién con un pH metro

g) Densidad. Se utilizé el método pignométrico.

3.3. Preparacion de in6culo

El medio de crecimiento para el inéculo fue suefo desproteinizado conteniendo 2% de
lactosa y pH ajustado a 5.6. Se colocé 100 ml de suero desproteinizado en Erlenmeyer
de 250 ml de capacidad, la propagacién del indculo se realiz6 a 29°C £1°C a 100 rpm

durante 48 horas en un agitador orbital como se muestra en el apéndice 4.1.

3.4. Fermentaci6n del lactosuero

Esta parte de la investigacion se realizé en un biorreactor estandar de acero inoxidable
con capacidad de 25 litros utilizindose un volumen de trabajo de 1/5 del volumen total
y como iniciador la levadura que demostré6 mayor % de etanol y en menor tiempo de

conversion en las pruebas preliminares que se realizé a escala de laboratorio.

Esta etapa corresponde al disefio experimental propuesto, es aqui donde se
manipularon las variables independientes (factores de entrada) como la velocidad de
aireacién de OL/min y 0.8L/min, la concentracién de inéculo para la fermentacion
alcohélica en 2% v/v y 5% v/v respectivamente. La temperatura de fermentacién se

controlé a 20°C £2°C por un periodo de 96 horas, los controles se realizaron cada 12

horas.
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En la figura 01: Se detalla el flujo de elaboracién de la bebida fermentada a partir de

lactosuero.

pH: 6.5

pH: 4.5
T°:121°C
t: 15 minutos

Aireacién
OL/min y 0.8L/min

Adicién de inéculo
2%y 5%

Materia prima

(Lactosuero de queso fresco)

Tratamiento térmico |

1

Sedimentacién

Y

Filtrado |

v

Tratamiento térmico |

\ 4

Enfriamiento

A 4

Fermentacion

A 4

Flocutacién

A 4

Filtrado il

'

Bebida fermentada de
lactosuero

Casefna, grasa y proteina

pH: 4.5
T°:100°C
t: 15 minutos

T°: 20°C

T°:20°C
T: 96 horas
pH: 5.6

Caracterizacion fisicoquimica
Evaluacién organoléptica

FIGURA 01: Diagrama de flujo para la elaboracién de una bebida fermentada
a partir de lactosuero
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3.5. Evaluacién de calidad de la bebida fermentada
En esta parte de la investigacion se determiné la calidad sensorial y nutricional de la

bebida fermentada de lactosuero. Se realizaron anélisis fisicoquimicos y sensoriales.

3.5.1. Evaluacion fisicoquimica

La evaluacién fisicoquimica de la bebida fermentada de lactosuero incluyeron; la
determinacion de proteina mediante la técnica micro Kjeidahl (AOAC 920.53),
contenido de grasa se utilizo el método de Gerber, contenido de caseina utilizando la
norma FIL-20: 1964 de la Federacién Internacional de Lecheria, contenido de lactosa
que corresponde al descrito en la norma FIL-28:1964 de la Federacién Internacional
de Lecheria, acidez total expresado en 4cido acético mediante la técnica de valoracion
potenciométrica, concentracién de etanol mediante la técnica de picnometria, pH por
potenciémetro y el peso especifico. El porcentaje de etanol, peso especifico, la acidez

total y el pH se evaluaron cada 12 horas durante la fermentacion.

Todos los andlisis se realizaron en el laboratorio de biotecnologia, procesamiento de
productos agroindustriales y quimica de la Facultad de Ingenieria, Escuela Académico

profesional de Ingenieria Agroindustrial de 1a Universidad Nacional “Micaela Bastidas

de Apurimac”.
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3.5.2. Evaluacion sensorial

Se realizo un sondeo sensorial del nuevo producto. Para ello se utilizo un método de
aceptacion con escala ideal, basado en la prueba hedénica de aceptabilidad asi como la
prueba  descriptiva cuantitativa para atributos de color, aroma y sabor. Las

caracteristicas de realizé de acuerdo a la norma ISO 4121-1987.

El disefio o interpretacién correcta de los resultados de la evaluacién sensorial,
requiere del conocimiento de los aspectos psicolégicos y fisiolégicos de los
analizadores humanos, que se definen como un mecanismo nervioso complejo, que

empieza en un aparato receptor externo y termina en la corteza cerebral.

Las caracteristicas organolépticas de los alimentos, constituyen el conjunto de
estimulos que interacttian con los receptores del analizador (6rganos de los sentidos).
En el andlisis sensorial es el hombre el instrumento de medicion, es decir los jueces
que participan en las diferentes pruebas de evaluacion sensorial, por ello los panelistas
conformaron por jueces semientrenados, para la seleccion de los jueces se tomé a los
individuo que entre un grupo de candidatos ha demostrado una sensibilidad sensorial
especifica para uno o varios productos (sabores basicos). Para la selecciéon se tomo en
cuenta algunos aspectos personales de los jueces analiticos entre ellos tenemos la edad
de los jueces, sexo, estado de salud, caracter y responsabilidad, afinidad con la bebida

a evaluar y disponibilidad.
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Cabe mencionar que la evaluacion sensorial se hizo con la finalidad de evaluar la
aceptabilidad de la bebida fermentad a partir de lactosuero y no compararla con alguna

otra bebida comercial especifica que exista en el mercado.

Los jueces recibieron un entrenamiento bdsico para evaluar aromas y sabores
especificos encontrados en la bebida fermentada a partir de lactosuero, entre ellos;
acetaldehido, suero, diacetilo, levadura, acidez, amargor, metalico, alcohélico y
levadura. Se utilizaron cartillas de respuesta para recolectar las puntuaciones obtenidas
por cada juez (ver modelo de cartilla en el apéndice 01) y posteriormente se evaluaron
estadisticamente. El tratamiento estadistico se realizé con el programa Statgraphics
que contienen un gran nimero de funciones especiales, como el anélisis de varianza, o
el procedimiento ANOVA que esta disefiado para construir un modelo estadistico que
describe el impacto de un solo factor categérico X en una variable dependiente Y. se
ejecutan pruebas para determinar si existe diferencia significativa entre medias,
varianzas de Y a diferentes niveles de X. Ademaés los datos pueden ser mostrados

graficamente en varias maneras.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Aislamiento e identificacion de levaduras
Las cepas aisladas se conservaron en agar Saboreaud extracto de malta a 6 °C durante
3 meses. Las cepas aisladas pertenecientes al género Kluyveromyces sp se rotularon

para facilitar su identificacion y fueron las siguientes:

Cepas Género Simbolo
I Kluyveromyces sp.  Kc BA-1A-2009-1
II Kluyveromyces sp. Kc BA-IA-2009-11

Fuente: elaboracién propia

El aislamiento de levaduras es importante porque permitié trabajar con cepa pura y asi
evaluar la contribucién de la levadura en la definicion de las caracteristicas generales

de la bebida fermentada.

El procedimiento del aislamiento e identificacién de levaduras esta descrita en la
seccion 3.1. y 3.1.1. La adicion de metabisulfito de sodio est4 relacionada con el pH
del medio. El pH define el grado de disociacién del metabisulfito de sodio y la
fraccion activa antimicrobiana est4 conformada por SO, libre desde que otra parte de
esta reacciona con compuestos como azucares € intermediarios del metabolismo de

levaduras como piruvato. El metabisulfito de sodio es un agente inhibidor del
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crecimiento y desarrollo de levaduras. Ademas Mc Ghee et al. (1982), menciona que
se puede observar, que la adicién de metabisulfito, disminuye el perfil fermentativo de

levaduras.

Las cepas de levadura aisladas se utilizaron posteriormente en los ensayos de
tolerancia a etanol, 4cido acético y produccién de etanol, conociendo sus habilidades
de tolerancia y produccién se seleccioné la mas adecuada que es descrito

posteriormente.

4.2. Identificaciéon de cepas de levadura aisladas
Los resultados de la identificacién de cepas de levadura corresponden a los resultados

del estudio morfolégico y fisiolégico de levaduras.

4.2.1. Estudio morfolégico de levaduras
Los resultados morfolégicos de las colonias se presentan en la figura 02, donde se

evalu6 la textura, color, apariencia y forma de las colonias.

Las colonias presentaron forma elipsoidales a cilindricos, formacién individual y en
pares e incluso formando cadenas cortas, las cuales presentaron Pseudomicelio, con
respecto al color vari6é de crema a crema ligeramente marrén, aspecto brillante, algo
extendido y chato, liso u ondulado. Resultados que asevera con las investigaciones de
Pefia, (1984). En la figura 02, se muestra las imagenes de las colonias de levadura

aislada.
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FIGURA 02: Morfologia de las colonias de levaduras aisladas sobre agar
Saboraud

4.2.2. Estudio fisiol6gico de levaduras

Los carbohidratos con que se realizé el estudio fisioldgico fueron glucosa, galactosa,
maltosa, almidén y lactosa; también la utilizacién y crecimiento en fuentes de
nitrégeno. El estudio fisiolégico de fermentacién de azucares se detalla en la seccién

3.1.3.2, y los resultados obtenidos se muestra en la tabla 10.

Los resultados que se muestran en la tabla 10 de las dos cepas aisladas son capaces de
fermentar glucosa, galactosa y lactosa, los resultados concuerdan con Lodder (1970),
quien manifiesta que Kluyveromyces fragilis fermentan glucosa, galactosa y lactosa y
no fermentan maltosa ni almid6n respectivamente. Estos resultados son importantes ya
que contribuyen a confirmar el género de las cepas aisladas (Kluyveromyces). Por otro
lado, la fermentaci6én de glucosa, galactosa y lactosa ayuda a predecir la performance

que tendran las cepas aisladas en la fermentacién del mosto.
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TABLA 10: Evalaacién de Ia capacidad fermentativa de fuentes de carbome por
levaduras aisladas

Cepas g
Fuentes de Kc BA-TA-2009-1 Kc BA-IA-2009-T &
carbono  Formaciénde Formacionde Formaciénde Formacion de =
CO, Film CO, Film
Glucosa ++ + ++ +
Galactosa ++ + + + 3
Maltosa - - - - £
Almidon - - - - S
Lactosa ++ + ++ +
Glucosa +H ++ -+ +
Galactosa + + ++ + 2
Maltosa - - - - 2
Almidén - - - - -4
Lactosa +++ + -+ +

Fuente: elaboracién propia

Donde:

-=Nulo +=Débil ++ = Moderado +++ = Intenso

La formacién de pelicula en la parte superior del medio de cultivo esta generalmente
asociado al requerimiento de oxigeno por parte de las levaduras. Levaduras altamente
reductoras tienden a formar gruesas capas de pelicula. Las levaduras formadoras de
pelicula pertenecen cominmente a los géneros Kloeckera, Pichia, Hansenula y

algunas especies del genero Saccharomyces (Estela 2004).
Los resultados de la Tabla 10 muestran que a las 24 horas de fermentacién existe una

moderada produccion de CO; y a las 48 horas una produccion intensa en la cepa K¢

BA-IA-2009-1, del mismo modo la cepa Kc BA-IA-2009-11, por lo cual desde el punto

58



de vista tecnolégico es favorable, por otro lado se observa que la cepa Kc BA-IA-
2009-1 presento formaci6n de pelicula de manera débil a las 24 horas y moderada a las
48 horas, de manera distinta la cepa Kc BA-IA-2009-1I que forma peliculas de manera
débil a las 24 horas y 48 horas con la misma intensidad, estos resultados nos indican

que requieren bajas concentraciones de oxigeno y tienen caracter reductor.

a). Estudio de tolerancia al etanol

Los resultados de la tolerancia al etanol se muestran en la tabla 11 y 12. y el
procedimiento para los ensayos de tolerancia al etanol exdgeno se describen en la
seccion 3.2.1. La tolerancia al etanol por levaduras esti relacionado con la
composicion de los lipidos de su membrana celular. Las levaduras que toleran
concentraciones altas de etanol son aquellas capaces de mantener la estabilidad de su

membrana celular en el transcurso de la fermentacion.

TABLA 11: Evaluacion de Ia tolerancia al etanol exégeno por Kec BA-IA-Z009-1

Reacciones durante la % ETANOL

fermentacion 4% 6% 8%
Formacién de CO, - -
Formacién de Film
Precipitacion

2% Tiempo
H.
+

++

Formacién de espuma ++
+++

++

++

++

24 horas

Formacién de CO,

Formacién de Film

Precipitacion

Formacién de espuma
‘Fuente: elaboracion propia

++j:$+++$
48 horas
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La tolerancia al etanol se determiné indirectamente observando las diferentes
caracteristicas de fermentacién a 24 horas y 48 horas. La formacién de CO,, formacion
de film, precipitacion, turbidez y formacién de espuma son indicadores de la
capacidad que tienen las cepas aisladas para fermentar azicares en presencia de una

determinada concentracion de etanol exdgeno.

Los resultados de la tabla 11 muestran que la cepa Kc BA-IA-2009-1 presentd
formacion de CO, de manera moderadamente con una concentracion de 2% v/v de
alcohol exdgeno a las 24 horas y una fermentacion intenso a las 48 horas, de la misma
forma la precipitacion y la formacion de espuma a las 24 horas es moderado y a las 48
horas mantiene las mismas caracteristicas, la formacién de film es débil a las 24 horas
y moderado a las 48 horas; Adicionado 4% v/v de etanol exégeno los resultados de la
produccion de CO, fue intenso a las 24 horas, manteniéndose con las mismas
caracteristicas a las 48 horas, la formacién de film a las 24 horas tuvo una formacion
de manera débil, evaluado a los dos dias los resultados de formacién de film fue
moderado, la precipitacion y la formacion de espuma de manera débil a las 24 horas y
48 horas; adicionado 6% v/v de alcohol endégeno no presentd produccion de CO,,
formacion de film ni formacion de espuma, pero si se observd una turbidez y
precipitacion de manera débil a las 24 horas y manteniéndose con las mismas

caracteristicas a las 48 horas.

Los resultados obtenidos es muy importante de notar ya que indican que la cepa K¢

BA-IA-2009-1 no toleran concentraciones mayores o iguales a 6% de etanol;
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adicionado 8% v/v no presenté ningunas de las caracteristicas para poder afirmar que

exista una posible tolerancia al alcohol endégeno a una concentracién de 8% v/v.

TABLA 12: Evaluacion de la tolerancia al etanol exégeno por Kc BA-1A-2009-11

Reacciones durante la % ETANOL

fermentacion 2% 4% 6% 8% Tiempo
Formacién de CO, ++ ++ + -

Formacién de Film + ; ; ) g
Precipitacion ++ + - - -~
Formacién de espuma ++ - - - N
Formacioén de CO, ++ ++ ++ - "
Formaci6n de Film ++ + - - g
Precipitacion ++ + + g

Formacién de espuma
Fuente: elaboracion propia

Los resultados de la tabla 12 muestran que la cepa Kc BA-1A-2009-11 presento
caracteristicas similares a la cepa Kc BA-IA-2009-1 considerando la diferencia de
tolerar hasta 6% v/v de manera débil reportado a las 24 horas manteniéndose con las

caracteristicas a las 48 horas.

Estos resultados son favorables para nuestro proposito, da una idea que ambas cepas
podrian utilizarse en la produccion de la bebida fermentada a partir de lactosuero

desde que el contenido alcohélico esperado de la bebida sera de 3% v/v a 3.5%v/v.

Los resultados de tolerancia al etanol exdgeno muestra un punto de partida para
entender la capacidad fermentativa de las dos cepas y poder hacer una buena seleccion

para el proceso de elaboracion de la bebida fermentada de lactosuero.
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Explicaciones sobre el efecto inhibitorio del etanol fueron discernidos por Alexandre
et al., (1994); Leao y Van Unden, (1980,1984) quien menciona que la fase tardia de la
caida de la actividad fermentativa estd caracterizado por un aumento sensible del
etanol en el medio. El etanol influye sobre todo en esta parte de la fermentacion
perturbando la permeabilidad de la membrana citoplasmética y disminuyendo su
selectividad. Asi mismo el etanol, alcoholes superiores adicionados durante la
fermentacion alcohdlica ejercen un efecto menos téxico que una inhibicion endégena

(Petrov y Okorokov, 1990)

b). Tolerancia al dcido acéfico

Las levaduras durante la fermentacion de aziicares producen normalmente 4cido
acético, la produccion de acido acético por levaduras esta relacionada principalmente
con la naturaleza en si de la cepa, la temperatura de fermentacién y la composicion del

medio de fermentacién como lo manifestado por Bellissimi y Ingledew, (2004).

Por otro lado el acido acético es un producto inhibitorio y hasta tdxico parar las
levaduras a medida que se incrementa en concentracién durante la fermentacion
alcohodtica tal como lo menciona (Lafon et. al., 1984). Los resultados de tolerancia del

icido acético exdgeno se presentan en la Tablas 13.
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TABLA 13: Efecto del 4cido acético exégeno en Ia fermentacion de Ia cepa K¢
BA-1A-2009-1

R iones durante la Concentracion de acido acético

fermentacién 50ppm 100ppm  200ppm  500ppm  Tiempo

Formacion de CO, ++
Formacioén de Film +
Precipitacién ++
Formacién de espuma  +++
Formacion de CO, ++
.H
++
+++

24 horas

Formacién de Film
Precipitacion

Formacion de espuma
Fuente: elaboracién propia

I+I++++l

EEEERE:
48 horas

De los resultados mostrados en la tabla 13 se determiné la tolerancia del acido acético
exégeno por la cepa K¢ BA-IA-2009-1 que infieren que dicha cepa fermentaron
moderadamente evaluados a las 24 horas, de la misma manera a las 48 horas con una
adicién de acido acético de 50 mg/L; adicionado 100 mg/L de 4cido acético exdgeno
la fermentacion es moderado evaluado a las 24 horas e intenso a las 48 horas,
adicionado 200mg/L la fermentacién es moderado evaluado a las 24 horas, con las

mismas caracteristicas resulto evaluado a las 48 horas.

La cepa Kc BA-IA-2009- no presento ninguna reaccién de fermentabilidad cuando
fue evaluado con una concentracion de 500mg/L de 4cido acético exégeno evaluado a
las 24 horas, pero si evaluado a las 48 horas, fue capaz de tolerar el 4cido acético de

manera débil.
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Los resultados obtenidos indican que la cepa Kc BA-IA-2009-1 podria producir hasta
500mg/L de acido acético ya que toleran estas concentraciones, sin embargo estos
factores son controlable como lo manifestado por Bellissimi y Ingledew, (2004). Estos

factores se consideraron en la elaboracion de bebida fermentada a partir de lactosuero.

TABLA 14: Efecto del dcido acético exégeno en la fermentacion de la cepa Kc
BA-1A-2009-11

Reacciones durante la Concentracién de acido acético Tiempo
fermentacion 50ppm 100ppm  200ppm  S00ppm

Formacion de CO, +++ ++ ++ +

Formacioén de Film ++ ++ ++ ++ g
Precipitacion + + + + o~
Formacién de espuma -+ ++ ++ + A
Formacién de CO, +++ -+ ++ +

Formacién de Film ++ ++ ++ ++ g
Precipitacion ++ ++ + ++ -
Formacién de espuma  ++ ++ + ++ ¥

Fuente: elaboracion propia

Los resultados de la Tabla 14 muestran que la cepa Kc BA-IA-2009-11 a diferencia de
la cepa Kc BA-1A-2009-1, presenta una formacién de CO, de manera intensa evaluado
a las 24 horas con las mismas caracteristicas a las 48 horas adicionado acido acético
con una concentracion de 50mg/L, por otro lado la cepa K¢ BA-1A-2009-1I presenta
resultados de fermentabilidad de manera débil a las 24 horas y 48 horas adicionado
500mg/L de 4cido acético. La evaluacién de la tolerancia al acido acético exégeno por
las dos cepas seleccionadas se evalud indirectamente teniendo en consideracién la

produccion de CO, del medio de fermentacion.



¢). Estudio de produccion de etanol

Las levaduras producen etanol a condiciones anaerobias en presencia de azicares
fermentables. La principal limitacién de este proceso son las bajas concentraciones de
etanol que se obtiene por la intolerancia de algunas cepas y bajas concentraciones de
lactosa en el lactosuero que genera entre 2.5% v/v a 3.5% v/v de etanol al final de la
fermentacion. Desde un principio se ha explorado la utilizacion de suero concentrado
para obtener una mayor concentracion de etanol en la bebida fermentada, para ello
debe obtener cepas tolerantes a concentracion altas de etanol y a la osmolaridad del
medio, esta aseveracion se confirma con los resultados encontrados por Garibay et. al.,
(1993). Los ensayos de produccion de etanol se detallan en la seccién 3.3. y los

resultados se muestran en la Tabla 15 y en la figura 03 y 04 respectivamente.

TABLA 15: Produccion de etanol y acidez por las cepas Kc BA-IA-2009-1 vy Ke
BA-IA-2009-11, durante Ia fermentacion del mosto de lactosuero

Tiempo Etanol (ml/L) CO; (g/L.) pH

(Hrs) KcBA- KcBA- KcBA- KcBA- KcBA-  KcBA-
IA-2009-1 IA-2009-11 1A-2009-1 IA-2009-I1 IA-2009-1 IA-2009-II

0 0 0 0 0 5.6 5.6
12 1.8 1.9 3 4 5.4 5.51
24 8 8.2 9 14 5.1 5.12
36 15.3 17.1 18 26 4.7 4,68
48 213 223 26 30 4.6 4.53
60 253 25.7 29 32 45 443
72 272 28.3 32 34 44 4.39
84 29.4 30.7 33 35 43 4.38
96 30 31.6 33 35 4.3 4.37

Fuente: elaboraci6én propia
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Los resultados de la Tabla 15 muestran la produccion de etanol, CO, y pH de las dos
cepas aisladas. Se observa que la cepa Kc BA-IA-2009-1I presenta mayor cantidad de
etanol (31.6 ml/L) en un tiempo de 96 horas de fermentacion comparada con la cepa
Kc BA-IA-2009-1 que presenta menor cantidad de etanol (30 ml/L), es decir que

ambas cepas fueron capaces de degradar la lactosa y obtener el porcentaje de etanol

esperado.
Fermentacion por la cepa Kc BA-1A-2009-1
Etanol (mg/L) H
€02 (g/L) P

~ 5.8
5.6
- 5.4
- 5.2 === Etanol (mi/L)

-5
| ag—8—CO2(g/L)

4.6 —"~pH
- 4.4
42

FIGURA 03: Transcurso de la fermentacién con la cepa Kc BA-IA-2009-1 en
mosto de suero a 20+1°C

En la figura 03 muestra los resultados obtenidos del proceso de fermentacién de la
cepa Kc BA-IA-2009-1. Para comprobar la capacidad de fermentacion de la cepa
aislada se midid indirectamente la producciéon de CO,. La produccion de CO, puede
controlarsé indirectamente, midiendo la perdida en peso del medio de fermentacién;
mediante esta técnica se obtuvo la tasa de produccién de CO; y asi saber en qué
momento la fermentacion ha concluido. La fermentaciéon conduce a la produccién de
etanol, CO,, glicerol, dcidos orgdnicos, alcoholes superiores, esteres, componentes

azufrados y otros compuestos trazas.
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En los resultados se puede observar que la fermentacion concluyd en un tiempo de 96
horas cuando los valores de peso en CO, fueron constantes, indirectamente produccion
de etanol y aseverado con la determinacion de etanol por el método pignométrico,
acidez y pH valores que permanecen constante afirmamos una vez mas que la

fermentacion ha concluido.

| Fermentacion por la cepa K¢ BA-1A-2009-11
Etanol (mg/L)

CO, (g/L) pH
- 40 6
35 :
30 - 5.5
25
e
20 Etanol (mi/L}

15 23 CO2 (g/L.)

/ 5
10 /75\_ : . 45 ot pH
° 7
0 -+ 4

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Horas

FIGURA 04: Transcurso de la fermentacion con la cepa Kc BA-IA-2009-11 en
mosto de suero

La figura 04 muestra las curvas de crecimiento promedio de la cepa K¢ BA-1A-2009-
I1, se puede distinguir la fase de adaptacion de los microorganismos al medio, también
se observa el momento en que llega a la fase estacionario donde existen variaciones
minimas. A partir de las curvas de crecimiento, es posible observar que la fase de
adaptacion fue ligeramente extensa para la cepa K¢ BA-IA-2009-1 que la cepa Kc BA-
1A-2009-11. La modificacion del sistema enzimatico para iniciar la sintesis de enzimas
(Shuler y Kargi, 1992) pudo causar que se extienda la fase de adaptacion de la cepa Ke

BA-1A-2009-1.
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En el caso de la cepa Kc BA-IA-2009-1 (figura 03), requiere un tiempo de
fermentacion mayor puede deberse a caracteristicas propias de esta cepa. Es un
sistema de produccion por lote, un tiempo de fermentacion mas prolongada implica un
proceso de produccién mas extenso y como consecuencia con mayores costos de

produccién que la otra cepa (Stanbury y Witaker, 1987).

Los resultados de la figura 04 muestra el tiempo de fermentacion expresado
graficamente con la curva de crecimiento del proceso de fermentacion de la cepa Kc

BA-IA-2009-1I1, donde la produccion de etanol alcanza (31.6 ml/L) a las 96 horas.

Los resultados obtenidos en esta parte de la investigacion contribuyen a conocer el
comportamiento fermentativo de las cepas aisladas y seleccionar aquella que es la mas

adecuada para el proceso de fermentacion de la bebida a partir de lactosuero.

4.3. Elaboracién de la bebida fermentada de lactosuero

Las investigaciones realizadas previas a esta parte de la investigacion son importantes
y complementarias que fueron necesarias realizar por que permiti6 trabajar con una
cepa de levadura aislada de nichos naturales. Los resultados obtenidos en las pruebas
preliminares nos muestran que la cepa Kc BA-IA-2009-I presenta menor produccion
de etanol (30ml/L) en la bebida fermentada en comparacion con la cepa Kc BA-IA-
2009-11 que fue ligeramente mayor alcanzando 31.6ml/L, esto quiere decir que ambas
cepas fueron capaces de degradar el mayor porcentaje de los carbohidratos

fermentables en etanol y tomando en consideracion los factores que influyen en la

68



elaboracion de la bebida fermentada se ha seleccionado la cepa Kc BA-IA-2009-11 por

las siguientes razones:

e Habilidad de tolerar etanol en concentraciones de hasta 6.0v/v%
e Formacion de pelicula relativamente débil, por consiguiente requerimiento de
oXigeno menor.

e Habilidad de tolerar acido acético en concentraciones de S00mg/L.

4.4. Preparacion del suero para la fermentacién

La elaboraciéon de la bebida fermentada de lactosuero comienza con el
acondicionamiento del lactosuero, cuyo proceso se detalla en la seccion 3.3.1.

Para el acondicionamiento del suero, fue necesaria la desproteinizacién. El proceso de
desproteinizacion se realizo tomando en cuenta los procesos estandares utilizados en la
desproteinizacion del suero manifestado por Pefia, (1984); Ferrari et. al., (1994). En la
desproteinizacion se utilizo los siguientes tratamientos térmicos: 90°C y 100°C, por 10
minutos, 20 minutos y 30 minutos, respectivamente. Ademas se realizo la
esterilizacién como tratamiento térmico (121°C por 15 minutos), después de regular el
pH a 4.5 con acido citrico. Estos tratamientos se realizaron como pruebas preliminares,
comparando los tratamientos térmicos de desproteinizacion, se optd por el lactosuero
tratado a 121°C por un tiempo de 15 minutos en el primer tratamiento térmico que
sirvi para retirar la mayor cantidad de restos de proteina, caseina, grasa y minerales,

este tratamiento térmico presentd mayor cantidad de sedimentacion de la proteina y
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menor turbidez. Establecido el tratamiento térmico de 121°C por 15 minutos el mas
adecuado, se procedid a separar los residuos de proteina por la técnica de

sedimentacion y posterior filtrado.

El criterio de eleccién del tratamiento térmico éptimo dependid del color final del
lactosuero que fue agradable a la vista. Estos resultados corroboran con los resultados
encontrados por Freire, (1997), quien aplicé 115°C por un tiempo de 15 minutos, para
la remocién de proteinas del suero para producir oligonucledtidos y oligosacaridos.
Por otro lado se han reportado temperaturas de desproteinizacion de suero de 93°C a
95°C por tiempos de 30 minutos para la elaboracion de bebidas en base a concentrados

proteicos (Zhidkov et. al., 1981).

En cuanto al contenido de lipidos, una vez extraida la proteina por precipitacion y
posterior filtrado, estos se encuentran entre 0.1% y 0.2%, puesto que junto con la
precipitacion de proteina, parte de los lipidos quedan atrapados en la estructura del

precipitado como menciona Artavia (1990).

Los resultados con respecto a la cantidad de proteina residual en el suero puede
deberse, a la diferencia en la composicion enzimatica de cada tipo de cuajo. El cuajo
enzimatico de origen animal, estid elaborado a partir del estoémago de terneros o
bovinos adultos, las enzimas activas del producto son la quimosina y pepsina. De otro

lado, los tipos de cuajos empleados, se diferencian por su rendimiento con respecto a
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la actividad proteolitica, la inestabilidad al calor, a sensibilidad a cambios de pH, la

temperatura y el CaCl; (Janssens, et. al., 1984).

Una vez que se ha obtertido el lactosuero desproteinizado se procedio a la elaboracién
de la bebida fermentada a partir de lactosuero. El proceso de produccion de la bebida
se describe en detalie en la seccidén 3.3.2. Para la fermentacion se utilizé un biorreactor

como s¢ muestra en Ja figura 05,

Al término de 1a fermentacidn se obtuvo una bebida fermentada de lactosuero.

310
AIST 30— ALS| 30—
F00 mm x 0.6 mm 270 om w 11"

R4

FIGURA 05: Biorreactor utilizado durante la fermentacién del lactosuero
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Una vez obtenida la bebida de lactosuero se realizaron los andlisis de control de

calidad, los analisis incluyeron; analisis fisicoquimico, nutricional y sensorial.

4.4.1. Andlisis de composicion fisicoquimica de la bebida de lactosuero
Los analisis fisicoquimicos comprendieron el contenido de etanol, acidez y densidad,

los resultados se muestran graficamente en cada analisis.

Con respecto al contenido del etanol de la bebida de lactosuero los valores obtenidos

se muestran en la figura 06.

Progreso de la fermentacion

1 5% in6culo ol/min.

B 5% in6culo 0.8L/min.

&2 2% inéculo ol/min.
0 12 24 36 48 60 72 8 96 3 2% inéculo 0.8L/min.

Concentracién de etanol (%)

Tiempo {Horas)

FIGURA 06: progreso de la produccion de etanol durante la produccion de la bebida
fermentada a partir de lactosuero

En 1a figura 06, se encuentran expresados los resultados de la evaluacion de la cinética
de fermentacion con dos concentraciones de inéculo (5% y 2%) con y sin aireacion

(0.8L/minuto y OL/minuto), para la produccion de la bebida alcohdlica de lactosuero.
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Donde:

Tratamiento 1 = 2% de in6culo y OL/minuto
Tratamiento 2 = 2%-de indculo y 0.8L/minuto
Tratamiento 3 = 5% de in6culo y OL/minuto

Tratamiento 4 = 5% de indculo y 0.8L/minuto

Se observa que para cada tratamiento tiene una cinética de fermentacion diferente, los
resultados encontrados muestra un maximo contenido de etanol (3.55%), que le
correspondio al tratamiento 3 (5% de in6culo y OL/min de aireacién), por otro lado el
contenido minimo de etanol fue de 2.87% trabajado con una concentracién de inéculo
de 2% y 0.8L/min de aireacién. Se puede afirmar que a mayor concentracion de
indculo la produccién de etanol fue mayor, esta aseveracion significaria que a menor
concentracion de indculo exista una poblaciéon microbiana menor, incapaz de
fermentar todos los carbohidratos fermentables para la conversion a etanol, del mismo
modo a concentraciones de 2% de in6culo (tratamiento 1 y tratamiento 2) la
produccién de etanol es en promedio 2.98% con y sin aireacion, resultados
relativamente bajo comparando con la adicion de 5% de inoculo (tratamiento 3 y
tratamiento 4), este valor es corroborado con lo mencionado por Marcht, (1973) quien
manifiesta que el bajo contenido de lactosa, impide alcanzar concentraciones
superiores al 3.5% de alcohol, a menos que el producto sea fortificado. El resultado
muestra que existe una relacion directa entre la concentracion inicial de la lactosa y la
cantidad de etanol producido, lo que concuerda con lo reportado por Gough y Flynn

(1996), quienes observaron que un incremento en la concentracién de carbohidratos
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para la fermentacion con la levadura, tiene un efecto negativo en la cantidad final de
etanol obtenido. La cantidad de azicar que se convierte en etanol dependera de la
capacidad de las levaduras, de los nutrientes y de la concentracion de alcohol que
pueda tolerar la levadura sin que se detenga la fermentaciéon (Ouhg, 1996; Jagnow y

Dawid, 1991).

El pH de la bebida fermentada al inicio de la fermentacion (0 hora) inicia con 5.6 tal

como se muestra en la figura 07.

Variacion del pH y acidez en el proceso fermentativo

& 5% indcuto ol/min.

;

.6 5 >3

g 5 : B lL 45 ~~ B5%inéculo 0.8L/min.

i x 4 i 35 g ™ 2% inéculo ol/min.

& 3 T 25 g & 2% indculo 0.8L/min.
2 + 15 : £ 5% indculo ol /min.
1 - 05 % 5% inéculo 0.8L/min.
0 0.5

. 2% indculo oL/min.

0 12 24 36 48 60 72 84 96

= 2% inéculo 0.8L/min.

Tiempo (Horas)

FIGURA 07: progreso de la variacion del pH y acidez durante la produccion de la
bebida fermentada a partir de lactosuero.

El suero se ajusto el pH a 5.6 para iniciar la fermentacion, con la finalidad de permitir
la fermentacién de las levaduras, al finalizar la fermentaciéon que tomé alrededor de
cuatro dias (96 horas), el pH de las bebida fermentada fluctuaba entre 4.20 a 4.34 esto
nos indica que si existid la produccién de acido lictico ya que se redujo el valor del
pH en las 96 horas, el tratamiento con mayor acidez (0.53 g/L.) fue el de 5% de

inoéculo y OL/minuto de aireacion que le correspondié al tratamiento 3, alcanzando un

74



pH final de 4.20 y el tratamiento con menor acidez (0.50g/L.) fue el de 2% de in6culo
y 0.8L/minuto de aireacion (tratamiento 2) alcanzando un pH final de 4.34, lo que
indica que existe poca variacion de pH evaluado con los diferentes tratamientos en la
produccioén de la bebida fermentada de lactosuero, por consiguiente sefialamos que la
acidez es una medida de la cantidad de acido lactico producido en la bebida durante la
fermentacion. Por otro lado Athanasiadis et. al, (2004), manifiesta que el pH es un
factor importante que puede afectar grandemente la calidad de la bebida durante el
proceso de fermentacién. En un trabajo realizado por Athanasiadis demostré que el
pH final de 1a bebida esta relacionado con el tiempo de fermentacion de los azicares,
los niveles de dioxido de carbono y los compuestos volatiles formados durante la
fermentacion de la bebida fermentada (Athanasiadis, et. al, 2004). Asi mismo se
encontr6 la relacion inversa entre el valor del pH y la acidez, este resultado corrobora
con los resultados encontrados por Walstra, (1999), quien manifiesta que la acidez y el
pH exhiben una correlacion débil. Pero cuando inicia la produccion de acido, la acidez
aumenta proporcionalmente, mientras que el pH disminuye. Esto se debe a la
fermentacién lactica propiciada por las levaduras presentes durante la elaboracién de

las bebidas fermentadas.

Con respecto al contenido de la densidad de la bebida fermentada de lactosuero es otro

parametro que determina la calidad, la densidad final de la bebida fluctu6 entre los

valores de 1.0280g/L y 1.0285g/L, como se muestra en la figura 08.
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Variacion de la densidad en el proceso fermentative

1.0360 -
1.0350
1.0340
1.0330 +
1.0320
1.0310 -
1.0300 -+
1.0290
1.0280 -
1.0270 -
1.0260

% 5% in6culo ol/min.

B 5% indculo 0.8L/min.

Densidad g/L.

1 2% in6culo olL/min.

B 2% in6culo 0.81/min.

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tiempo (Horas)

FIGURA 08: proceso de la variacion de 1a densidad durante la produccion de 1a bebida
fermentada a partir de lactosuero.

La densidad con que se inici6 la fermentacion fluctud entre los valores de 1.0351g/L y
1.0349g/1. (figura 08), de los resultados mostrados se deduce que a mayor
concentracion de indculo (5%v/v) existio una tasa mayor de utilizacion de azucares,

indirectamente medido 1a cantidad de etanol producido.

4.4.2. Anilisis de composicion nutricional de la bebida de lactosuero
Los analisis de la composicion nutricional de la bebida comprendieron, el contenido

de proteina y lactosa.

En la figura 09 se muestra los resultados obtenidos del anlisis de la proteina y fue
necesario realizar una comparacion de los resultados obtenidos del lactosuero y de la
bebida fermentada. El resultado maximo del contenido de proteina del lactosuero fue
de 0.87g/L trabajado con el tratamiento 2 (2% de indculo y 0.8L/minuto), mientras que

el valor minimo lo obtuvo el tratamiento 3 (5% de indculo y OL/minuto), cuyo valor
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fue de 0.82g/L. Realizando un promedio de las medias de los cuatro tratamientos el
contenido de proteina fue de 0.84g/L. (figura 09), también se detalla los valores
obtenidos del contenido de proteina de Ja bebida de lactosuero, donde los valores

oscilan entre 0.47g/L. a 0.49¢g/L.

% de proteina del Iactosuoegg vs Bebida fermentada
09 ——082——084 086 %
. 0.7
1 ..g 0.48 0.49
] s 0.5 S
a j
@ ~ 03 |
-] %
=
% Proteina lactosuero % Proteina bebida fermenda
5% in6culo ob/min. & 5% in6culo 0.8L/min. £7 2% indculo ol/min.
B 2% indculo 0.8L/min. 5% indculo ol /min. & 5% indculo 0.8L/min.

R

.1 2% inéeulo ol/min. 71 2% indculo 0.8L/min. |

FIGURA 09: contenido de proteina del suero desproteinizado y la bebida fermentada

El contenido de proteina en la bebida estd directamente relacionado por la cantidad de
proteina presente en el suero, de acuerdo a los resultados obtenidos el suero utilizado
en el proceso fermentativo present6 contenido de 0.84g/L. de proteina, este resultado se
deberia a la influencia de la raza del ganado, alimentacién, procedencia entre otros
factores que influye en la cantidad nutricional del suero. Sin embargo, el proceso
fermentativo no mostr6 inconvenientes debido a la desproteinizacion del lactosuero.
Por otro lado, los constituyentes nitrogenados influyen en las caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales de la bebida fermentada.
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En la figura anterior también muestra que la bebida tuvo en promedio 0.48 g/L de
proteina, resultado bastante bajo que se deberia al desproteinizado que se realizé al
suero antes del proceso fermentativo. Los resultados encontrados se asemejan con la
investigacion de Itara, (1997), en su investigacion elaboré una bebida fermentada a
partir de un suero 4cido adicionado en diferentes proporciones de leche, lo cual obtuvo
0.71g/L de proteina al fermentar lactosuero sin adicion de leche. Resultado que se
asemejan con la investigacion, el margen de diferencia se deberia a la no

desproteinizacion del suero a fermentar.

El contenido de proteina de fue de 1.35g/L.., esta diferencia se deberia por que realizé
una combinacién de suero y leche para la elaboracion de una bebida como alternativa
al suero lacteo. Del mismo modo resultados obtenidos por Rose, (1997) en su
investigacion utiliza el suero sin suplementar el mosto con el objetivo de evaluar el
desarrollo de las levaduras en el mosto de suero que contiene medio simple y sin la
necesidad de enmascarar los resultados de la proteina y de otros compuestos

nutricionales.

En la figura 10, se muestra el diagrama de Pareto que expresa el grado de significancia

de las variables fijas con respecto a la proteina.

78



Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % Proteina
2**(2-0) design; MS Residual=,0021
DV: % Proteina

(2)% Aireacion

{1)% Indculo

B wie o . . -~

p=,05
Standandized Effect Estimate (Absolute Value)
FIGURA 10: Diagrama de Pareto estandarizado para la proteina

Este resultado que se muestra en el diagrama de Pareto era de esperarse, puesto que el
lactosuero fue desproteinizado antes de iniciar el proceso fermentativo lo cual afirma

que las variables fijas no influyen sobre el contenido de proteina.

De igual manera, el contenido de lactosa para la bebida oscil6 entre 3.21g/L a 3.32g/L,
como se muestra en la figura 11. La lactosa representé una concentraciéon adecuada
para ¢l crecimiento de las levaduras, segiin resultados de diversas investigaciones en la
que utilizaron el suero como medio fermentativo como menciona Chinappi y Sanchez
(2000); Quinteros et. al., (2001); Ghaly y Kamal (2004). El nivel de azicar presente es
una de las razones que convierte al suero en un sustrato Optimo para procesos

fermentativos.
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% de lactosa del suero y de la bebida fermentada
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492 497 505 497
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% delactosa del lactosnero % lactosa de la bebida
5% in6culo ol/min. # 5% inéculo 0.8L/min.
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FIGURA 11: contenido de lactosa del suero desproteinizado y la bebida fermentada

Analizando los datos, se puede observar una disminucion en el contenido de lactosa,

esto debido a la degradacién de la lactosa para la conversién en etanol, tal como lo

menciona Bremond, (1966) para producir un litro de alcohol sera necesario 1,640g de

lactosa, de otra forma se dice que 16.4g/L corresponde a un grado alcohol, es por esta

razén que en el proceso fermentativo se obtuvo un maximo de 3.5% de etanol. En la

figura 12, se muestra el diagrama de Pareto que expresa el grado de significancia de

las variables fijas con respecto a la lactosa.

Pardo Chartof Stadard 2x1 Efect; Variable: % lactesa

2(2-0) desigry, MS Residual=0037
DV: % Lactosa
g = @ @

-1,00153

Por v e e i w an e

Standardized Hiect Estimete (Absolute Valus)

FIGURA 12: Diagrama de Pareto estandarizado para la lactosa

i
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4.4.3. Andlisis sensorial de 1a bebida de lactosuero

Antes de realizar los andlisis sensoriales definitivos de la bebida, se ha realizado el
entrenamiento preliminar de los jueces. El anélisis sensorial fue nuestro instrumento de
mediciéon que constituyd las personas que evaluaron la bebida, después de ser

seleccionados y haberse comprobados el adiestramiento.

4.4.3.1. Sabor y aroma de la bebida de lactosuero

Para un buen analisis sensorial de la bebida e identificar el sabor y aroma, los sentidos
clasicos son el olfato, gusto, vista y tacto. Son diversos los criterios reportados en la
literatura con relacion al peso e importancia de cada una de las propiedades sensoriales

en la calidad y aceptacion de la bebida.

Los principales atributos que se evaluaron fueron; amargos, metalicos, alcohdlicos, a
suero, levadura, diacetilo, acetaldehido y acidez, estos atributos determinan
caracteristicas sensoriales negativas o positivas cuando el grado de percepcion son
muy alto o bajos. El procedimiento para realizar la evaluacién sensorial se describe en
detalle en la secciéon 3.3.4.2. Las evaluaciones han sido realizadas por un panel
conformado por cinco jueces y el promedio de los resultados de sus apreciaciones se

muestran en la tabla 16.
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TABLA 16: Promedio de puntuaciones obtenidas durante la evaluacion sensorial

de sabor y aroma en la bebida fermentada de lactosuero

2%viv 5%viv 2%viv 5%viv
Atributos OL/minuto OL/minuto 0.8L/minute 0.8L/minuto

Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-§
Color 2.04 1.51 1.87 1.73
Amargo 0.39 0.42 0.33 0.38
Metilico 0.23 0.27 0.18 0.26
Alcohélico 1.15 1.63 1.55 1.46
Suero 1.25 1.17 1.25 1.00
Levadura 0.42 0.52 0.41 0.46
Diacetilo 0.28 0.35 0.38 0.35
Acetaldehido 0.37 0.34 045 0.35
Acidez 1.10 1.82 1.51 1.16

Fuente: elaboracién propia

El sabor amargo en la bebida fermentada alcanza valores que fluctian entre ¢.33 a

0.42 (figura 13), valores relativamente bajos ya que fue de esperarse resultados como

este puesto que la bebida no presenta el atributo amargor significativamente como se

muestra en el diagrama de Pareto que se muestra en la figura 14.

Percepcion a amargor en la bebida fermentada

5.00

3.00

0.39 0.42 0.33 0.38

1.00

ST ERey  VNRENEE pecescomossemseessy  EEISERHESIRRTRESNING

-1.00

H2%v/vOL/min  WM5%v/vOL/min 0 2%v/v0.8L/min  B5%v/v0.8L/min

FIGURA 13: Grado de concentracion del amargor en la bebida
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Las variables fijas no presentan grado de significancia con respecto al atributo amargo.

Por otro lado los diferentes tratamientos tampoco presentan diferencia significativa.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Amargo
2**(2-0) design; MS Residual=,0171583

1by2

DV: Amargo
© (2% Aireacion W%W% 630101 |
(einscuo 777 5066736 ;
t
t

.1542669.

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 14: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo amargo

Con respecto a la percepcion del atributo metalico los resultados son muy bajos que
oscilan de 0.1 a 0.27. Estas caracteristicas no serian de importancia significativa én la
calidad sensorial de la bebida de lactosuero como se muestra en la figura 15.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Metalico
2**(2-0) design; MS Residual=,0063667
DV: Metdlico

T
%/Z%% ~.651217

4341448

{1)% Inéeulo 1,230077

{2)% Aireacién

Mo ron o v e o et T s

74

¥
&

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 15: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo metilico

El resultado que se muestra en la figura 15, nos indica que la concentracion del
indculo y concentracion de aireacién no influiria en la percepcion del atributo

metalico.
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Por otro lado el atributo alcohdlico esta directamente relacionado con la concentracién
de etanol en la bebida producida por las levaduras. El resultado maximo obtenido fue
de 1.63 trabajado con el tratamiento de 5% de indculo y OL/min de aireacion, del
mismo modo el valor inferior fue de 1.15 con el tratamiento de 2% y OL/min de

aireacion medida con una escala de 0 a 5 como se muestra en el tabla 16 y figura 16.

Percepcion alcohdlica en la bebida

®|2%v/vOL/min  M5%v/vOL/min & 2%v/v0.8L/min & 5%v/v0.8L/min

FIGURA 16: Grado de percepcion alcohélico en la bebida
Es necesario sefialar, 1a percepcion alcohdlica de la bebida aumenta a medida que la

concentracion del indculo aumenta.
En la figura 17 se puede apreciar el grado de significancia que presenta la interrelacién

que existe entre el % de in6culo y % de aireacion.

Pareto Chant of Standardized Effects; Vanable: Alc ohdlico
2**(2-0) design; MS Residual=0417
DV: Alcohélico

Standandized Effect Estimate (Absolute Value)
FIGURA 17: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo alcohélico
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Esperado este resultado de significancia de ambas variables frente al atributo
alcohélico, fue necesario realizar los analisis significativos de los tratamientos para
determinar la significancia entre ellos; para ello se realizé el tratamiento estadistico de
analisis de medias con el método de Duncan. Los resultados se reportan en la tabla 17.

TABLA 17: Grado de significancia entre tratamientos

Tratamiento N Subset for ifpha =0.05
1 3 1.1533
4 3 1.4633
2 3 1.86500
3 3
Sig. 0.0518

El método Duncan muestra como mejor tratamiento a 5% de in6culo y OL/minuto de
aireacion, con grado de significancia de 0.0518 entre tratamientos.

El sabor a suero en la bebida es tipico de este producto como podemos apreciar en el
cuadro 16, los valores de la percepcion alcanzaron valores superiores a uno en una
escala de medicion de cero a cinco, también podemos notar el grado de significancia
que presenta el % de in6culo con respectb al atributo suero, como se muestra en la
figura 18.

Pareto Chart of Standar dized Effects; Variatle: Suero
2**(2-0) design; MS Residual=, 0091417

(6o %/%/%%/W/%%%W%WM ] 2o |

b o o

=05 |
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 18: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo suero
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La variable inéculo es significativo, puesto que a mayor concentracién de indculo
existird mayor consumo de azucares fermentables en menor tiempo y el atributo a
suero sera menos. Fue necesario e importante realizar la prueba de Duncan, los
resultados de la significancia entre tratamientos se muestran en la tabla 18.

TABLA 18: Grado de significancia de los tratamientos con respecto al
Sabor a suero

Tratamientos N S:bset for alpha = 0.025
4 3 1.0033
3 3 1.1667 1.1667
1 3 1.2500
2 3 1.2500
Sig. 0.0700 0.3360

El cuadro de Duncan reporté como mejor tratamiento a 5% de inéculo y 0.8L/minuto
de aireacién que le corresponde al tratamiento 4, por otro lado es necesario mencionar
que existe diferencia significativa entre tratamientos, considerando el primer grupo al
tratamiento 4 y 3 con una significancia de 0.0700 y el otro grupo los tratamientos 1 y 2

con una diferencia de 0.3360 como se muestra en la tabla 18.

El sabor a levadura es otra de las caracteristicas que se tomo en cuenta para el analisis
sensorial de la bebida de lactosuero que esta relacionado con la cantidad de indculo
utilizado durante la fermentacion tal como se muestra en la figura 19. El valor maximo
fue de 0.52 de una escala de 0 a 5 con el tratamiento de 5% de in6culo y 0.8L/min de
aireacion, mientras que el valor minimo lo obtuvo el tratamiento de 2% de in6culo con

0.8L/min de aireacidon obteniendo el valor de 0.41 de una escala de 0 a 5. Los
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resultados de la figura 19 muestran que la percepcion a levadura en la bebida aumenta
a medida que la concentracién de indculo aumenta, no obstante los valores obtenidos
son relativamente bajos, quiere decir que no influyen significativamente en el perfil

sensorial global de la bebida, tal como se muestra en la figura 19 y figura 20

respectivamente.
Persepcion a levadura en la bebidad fermetada
5.00
3.00
100 0.42 0.46 0.41 0.52

[—————————— I - R = S Ot e A T

-1.00

01 2%v/vOL/min  B5%v/vOl/min 1 2%v/v0.8L/min 8 5%v/v0.8L/min

FIGURA 19: Grado de concentracion de la levadura en la bebida

El resultado que se muestra en la figura 20, nos indica que la concentracion de indculo
y aireacion no influyen significativamente en la percepcion a levadura en la bebida de

lactosuero.

Pareto Chant of Standardized Effects; Variable: Levadura
2"*(2-0) design; MS Residual= 02575

b von we -

é

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
FIGURA 20: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo levadura
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El acetaldehido y diacetilo son componentes producidos durante la fermentacién, que
contribuyen sensorialmente en la bebida fermentada. Datos recientes han probado que
el acetaldehido se acumula en el interior de la célula durante la fermentacion
alcoholica en unas concentraciones de orden de diez veces la concentracion observada
en el medio exterior. Generalmente estin presentes en concentraciones muy bajas,
debajo de su valor de percepcion. Concentraciones que excedan grandemente a su
valor de percepcion contribuyen negativamente al valor sensorial de la bebida
fermentada. De manera similar, Stanley y Pamment, (1993), menciona que el efecto
toxico correspondiente no se ha podido demostrar todavia pero podria ser variable de
una cepa a otra. Sin embargo, es necesario realizar investigaciones complementarias
para determinar cuantitativamente estos componentes y su interrelacién con otros
componentes en la bebida fermentada.

Los atributos a diacetilo y acetaldehido no son significativos en la calidad sensorial de

la bebida de lactosuero, tal como se muestra en la figura 21 y figura 22

respectivamente.
z-mmzwnﬁ;"“’
-
.
= =
FIGURA 21: Diagrama de Pareto i FIGURA 22: Diagrama de Pareto
estandarizado para el atributo diacetilo estandarizado para el atributo acetaldehido
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Por ultimo la percepcion de la acidez en la bebida durante la fermentacion se forma los
acidos organicos. Estos acidos organicos pueden tener un efecto directo sobre las
caracteristicas organolépticas de la bebida fermentada, e intervenir en €l valor del pH
de la bebida. Tal como lo menciona Oura, (1977). Entre los acidos organicos, el

succinato representa, como el glicerol, uno de los sub productos mayoritarios de la

fermentacion.

5.00 Percepcién de la acidez en la bebida fermentada

1.10 1.16 1.82

0.84 .

T m2%v/vOL/min  M5%v/vOL/min  ®2%v/v0.8L/min B 5%v/v0.8L/min

FIGURA 23: percepcion de la acidez en la bebida

Los resultados de la figura 23, muestra la percepcion de la acidez de la bebida
fermentada alcanzé valor promedio de 1.23 evaluada con una escala de intensidad de 0
a 5. Por otro lado, se observa que la concentracién del indculo influye en la percepcion

de la acidez, tal como se muestra en la figura 24.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Acidez
2>(2-0) design; MS Residual=,053775
DV: Acidezx

o2
(1)% Indculo

(2)%6 Alreecion

"

.8 S T -

Standardized Effect Estimate (Absoiute Value)

FIGURA 24: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo acidez
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Teniendo en cuenta que los factores fijos (% Inéculo y % Aireacién) influyen en la
percepcion de la acidez en la bebida fermentada de lactosuero, fue necesario evaluar la
influencia entre tratamientos, cuyo resultado se muestra en la tabla 19.

TABLA 19: Grado de significancia entre tratamientos con respecto al
atributo acidez

Tratamiento N Subslet for alpha = 0.05 3
1 3 1.10330
4 3 1.15670
2 3 1.51330 1.51330
3 3 1.82000
Sig. 0.07100 0.14400

La tabla de Duncan, muestra al tratamiento 2% de inéculo y 0.L/minuto como el mejor
de los tratamientos, seguidamente del 5% de indculo y OL/minuto de aireacién que no
tiene mucha diferencia significativa entre los dos tratamientos, alcanzando valore de

0.07100 de diferencia.
Los resultados del analisis sensorial, con respecto a la inter relacion de los atributos,

del lactosuero derivado de la fabricacién del queso fresco, fermentado con levadura

aislada, se presenta en la figura 25.
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Atributos sensoriales evaluados en la bebida de
lactosuero
Amargo
3.00
i ,f\\
R -2.50 i~
Acidez ( ~_ Metélico
~2
Yo < \\ ‘x& scsacn 2% /v OL/miN
Lok VAR e 5%V/v OL/
Acetaldehido R rene——— Alcohdlico /v OL/min
,, e 2%v/v 0.8L/min
j = ; / wmemmn 5%v /v 0.8L/min
Diacetilo Suero
Levadura

FIGURA _25: Atributos sensoriales evaluados en la bebida de lactosuero

Teniendo en consideracion la figura 25, se puede subrayar que en los tratamientos los

panelistas afirmaron mayores niveles de percepcion del atributo alcohdlico, acidez y

suero; los atributos que no tuvieron influencia significativa fueron los atributos del

amargor, levadura, acetaldehido, diacetilo y metalico como se ha reportado en cada

€aso.

4.4.3.2. Color de la bebida fermentada

Al igual que en el resto de las caracteristicas organolépticas que se evalud existen una

serie de factores que inciden en la percepcion de los colores en la bebida. Los

resultados de la evaluacion de color se muestran en la tabla 20.
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TABLA 20: Promedio de los valores de percepcién del color de la bebida
fermentada de lactosuero

PUNTUACIONES
2%v/v 5%v/v 2%v/v 5%v/v
Atribute oL/minuto OL/minuto 0.8L/minuto 0.8t/minuto
Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-5
Intensidad
de color 2.04 1.51 1.87 1.73

Estos resultados son validos para manifestar que la aireacion y % de inoculo influye

en la wvariacion del color, estos resultados fue de esperarse ya que a mayor

concentracién de indculo existe mayor consumo de azucares fermentables (lactosa), y

obtener una bebida m4s claro, los resultados de la significancia se muestra en la figura

26.
Pareto Chart of Standandized Effects; Variable: Color
2**(2-0) design; MS Residual=0394
DV: Color
1% Indoulo ’, ] .,;,A.,. i 7. - ;.4.’.2'92319
1y - . . .
(2)% Aireacion %ﬁ” i,

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 26: Diagrama de Pareto estandarizado para el atributo color

El grado de significancia entre tratamientos se muestra en la tabla 21, donde el mejor

tratamiento es 5% de indculo y OL/minuto de aireacién.



TABLA 21: Grado de significancia entre tratamientos con respecto al
atributo color

Tratamiento N Subset for alpha = 0.05
1 2
3 3 1.1500
4 3 1.7300
2 3 1.8700 1.8700
1 3 2.0400
S_ig 0.0660 0.10400

Por el contrario el resto de los tratamientos presenta tendencias similares en cuanto a
la calificacion de los panelistas. El ligero desagrado del tratamiento 2%v/v y 0.8L/min
se debiod a que la bebida presentd cierto olor lacteo que es un color tipico de la bebida.
Por otro lado por la deficiente familiarizacién con los sub productos lacteos y la
relacién con otros productos del mercado, no solo con bebidas sino productos como

dulces, cereales entre otros alimentos.

4.4.3.3. Aceptabilidad de la bebida

La aceptabilidad o apariencia general de los tratamientos es evaluado en la figura 27.
La mayoria de los panelistas dieron a esta variable un grado de aceptacion favorable
en todos los tratamientos, pero se presento con mayor aceptabilidad el tratamiento de
5% de in6culo y OL/min de aireacion con un porcentaje de 43.75 de aceptacion con un
calificativo de me gusta mucho y 18.75% con un calificativo de me gusta
moderadamente, en segundo lugar se tuvo al tratamiento de 5% de indculo con
aireacion de 0.8L/min que alcanzd un valor maximo de 37.5% con un calificativo de

me gusta moderadamente y un porcentaje de 25 con el calificativo de me gusta
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levemente, tal como se muestra en la figura 27. Estos resultados nos indican que la

bebida fermentada de lactosuero se presenta con una buena aceptabilidad al mercado.

Aceptabilidad por los clientes de las diferentes
muestras de la bebida de lactosuero

Me disgusta mucho
g Me disgusta moderadamente
gi Me disgusta levemente
€ Nome gusta no me disgusta £ 5%v/v 0.81/min
g Me gusta levemente 0 2%v/v 0.8L/min
5- Me gusta moderadamente Samczes & 5%v/v OL/min
Me gusta mucho  jesijm o e — 3 2%v/v OL/min

0 10 20 30 40 50 60 70
Aceptacion (%)

FIGURA 27: Aceptabilidad por los clientes de las diversas muestras de la bebida
fermentad a partir de lactosuero

Por otro fado se encuentra en porcentajes menores ias calificaciones desfavorables a la
bebida fermentada de lactosuero, estos resultados puede deberse a las burbujas que
presento la bebida, que se formaron al momento de servir las muestras para el analisis
sensorial. Es necesario mencionar que las burbujas son parte normal de su apariencia,
lo panelistas disconformes hubiesen mostrado una aceptacion mas elevada, las
opiniones desfavorecieron la presencia de las burbujas. Posiblemente lo relacionaron
la bebida de lactosuero presentado, con jugo de frutas que puesto en un vaso no

presenta burbujas.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

o Se logré elaborar una bebida fermentada a partir de lactosuero, mediante un
proceso de fermentacién con levadura aislada. Se obtuvo un maximo de 3.55% de
etanol que le corresponde al tratamiento de 5% de inéculo y OL/minuto de
aireacion y un pH final de 4.2. La evaluacion sensorial de la bebida alcohdlica,
demuestra que la bebida obtiene un 43.75% de aceptacién con el calificativo de

“me gusta mucho”

e Se ha realizado el proceso de aislamiento, identificacién y mantenimiento de la
cepa aislada como etapa preliminar al proceso fermentativo de la bebida de
lactosuero. La cepa Kc BA-IA-2009-11 fue seleccionada por las siguientes
razones: por tener la habilidad de tolerar hasta 6% de etanol ex6geno, habilidad de

 tolerar 4cido acético en concentraciones de 500mg/L., formacion débil de pelicula,
menor tiempo de conversién de los azucares fermentables en etanol, producir
3.16% de etanol en 96 horas, caracteristicas que fueron satisfactorios para la

seleccion de la cepa Ke BA-1A-2009-11.

e El proceso de aireacién en relaciéon a la concentraciéon del inéculo durante el
proceso fermentativo influye sobre el atributo alcohdlico y es enmarcado como el

mejor tratamiento al 5% de in6culo y OL/minuto de aireacion alcanzando valores

95



de 1.63 medidas en una escala de 1 a 5, por otro lado el traiamiento 1,4y 2 son
estadisticamente iguales y diferente al tratamiento 3. Del mismo modo se
concluye que la concentracién de in6culo influy6 significativamente en la
percepcion a suero, mas no con la interrelacién de la aireacién ni la aireacién
propiamente dicho, mostrando como mejor tratamiento a 5% de inéculo y
OL/minuto de aireacién, por otro lado sefialar que el tratamiento 4 y 3 son
estadisticamente iguales y el tratamiento 1 y 2 de la misma forma. El in6culo en
relacién con la aireacién también influyeron significativamente con respecto al
atributo acidez y los tratamientos 1, 4 y 2 son estadisticamente iguales y diferentes
estadisticamente con el tratamiento 3. La concentracién de inéculo influye en la
percepcién del color, teniendo al tratamiento 3, 4 y 2 estadisticamente iguales,
pero distintos al tratamiento 1, obtenido como el mejor tratamiento a 5% de
inoculo y OL/minuto de aireacion. Mientras que los atributos que no presentaron

significancia fueron: amargo, metalico, levadura, diacetilo y acetaldehido.
El proceso de aireacion en relacion a la concentracion de in6culo en el proceso

fermentativo no influye en las definiciones de las caracteristicas fisicoquimicas de

1a bebida fermentada.
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5.2. Recomendaciones

e Realizar andlisis microbiolégico de 1la bebida para determinar los
microorganismos presentes por causas de contaminacion y establecer los maximos
permitidos en un periodo de tiempo.

e Realizar estudios complementarios para confirmar su genotipo y ademas para
identificar la especie a la que pertenecen las levaduras utilizadas.

e Utilizar jugo de maracuya para mejorar la aceptacién del consumidor.

e Evaluar la vida ttil de la bebida ‘fermentada a partir de lactosuero, con la finalidad
de comercializar en un periodo determinado y no causar intoxicacion a los
consumidores.

e Proponer una marca y un tipo de envase para la bebida fermentada de lactosuero,

que favorezca la comercializacién de la bebida.
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Apéndice 1: Hoja de Evaluaciéon del Panel Sensorial

Apéndice 1.1. Test de control para diferenciar

TEST DE CONTROL PARA DIFERENCIAR

Nombre: Fecha: Ne de panelista:

Muestra patréon: Bebida fermentada de lactosuero

Atributo: COLOR

Instrucciones:

1. Ud. recibird 12 muestras de prueba rotuladas con un cédigo de 3 digitos y una
muestra patrén.

2. Evallie de izquierda a derecha, comparando cada muestra con la muestra
patrén. Determine la intensidad en color y marque con una linea vertical sobre la
escala lineal mostrada abajo. Indique el cédigo sobre la linea vertical.

1 2 3 4 5
i [] ] i
L T 1 T 1
Intensidad de color |

Escala Lineal :
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Apéndice 1.2. Hoja de evaluacién para andlisis descriptivo

ANALISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO

Nombre: Fecha:

Ne de panelista:

Tipo de muestra: Bebida fermentada de lactosuero

Instrucciones:

Por favor coloque una linea vertical sobre la escala lineal en el punto donde mejor

describa ese atributo en la muestra.

Escala de intensidad

0 1 2 3 4 S
Amargo | 1 : | , '
! i { 1 { 1
Minimo Miximo
0 1 2 3 4 5
Metdlico l 3 } l ; i
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
Alcohélico : } } } } !
Minimo Maiximo
0 1 2 3 4 5
Suero F { } | } !
Minimo Maximo
o 1 2 3 4 5
Levadura } 1 } } } !
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
. . 1 i 1 1 1 i |
Diacetilo I 1 1 1 } 1
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 3
Acetaldehido : } } } } !
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
Acidez ; } } ' | !
Minimo Maximo

Comentario

ssssee seeanse esnannsne wessusNssUEsSRsRENSRNPEERSE tenssssessussssEsaeS S EEN NN NEE NSNS NISEGS NS0 RERRES wsemvensese




Apéndice 1.3. Hola de evaluacién para aceptabilidad

TEST DE CONTROL PARA ACEPTABILIDAD

Nombre: Fecha: Ne de panelista:

Tipo de muestra: Bebida fermentada de lactosuero

Instrucciones:

Para cada muestra luego de su primera impresién responda cuanto le agrada o
desagrada la bebida alcohdlica fermentada a partir de lactosuero, evalie la
muestra de 1 a 7 utilizando la escala adjunta y coloque el cddigo de la muestra en
el punto elegido

Aceptabilidad

. me gusta mucho

. me gusta moderadamente

. me gusta levemente

. No me gusta ni me disgusta

. me disgusta levemente

. me disgusta moderadamente
. me disgusta mucho

=NWAROON
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Apéndice 2: Resultados del andlisis fisico-quimico y nutricional

Apéndice 2.1: resultados del anilisis fisicoquimico

Apéndice 2.1.1. Resultados de la acidez y pH

5% 5% 2% 2%
Tiempo | in6culo | OL/minuto | in6culo | 0.8L/minuto | in6culo | OL/minuto | inéculo | 0.8L/minuto
(Hrs) Acidez Acidez
pH (g/L) pH | Acidez(g/L)| pH (g/V) pH | Acidez (g/L)
0 5.600 0.155 5.600 0.159 5.600 0.151 5.600 0.148
12 5.467 0.171 5.387 0.180 5.367 0.172 5.470 0.172
24 5.100 0.288 5.117 0.267 5.100 0.205 5.317 0.227
36 4.900 0.346 4.867 0.293 4.800 0.265 5.077 0.259
48 4.667 0.380 4.623 0.377 4.600 0.370 4.893 0.312
60 4.467 0.414 4.493 0.430 4.500 0.408 4.743 0.352
72 4.300 0.455 4.383 0.474 4.433 0.446 4.540 0.422
84 4.200 0.493 4.347 0.521 4.367 0.488 4.417 0.469
96 4.200 0.522 4.303 0.527 4.300 0.500 4.347 0.507

Apéndice 2.1.2. Resultados del contenido de etanol

5% 5% 2% 2%

Tiempo inéculo | OL/minuto | indculo | 0.8L/minuto | inéculo | OL/minuto | indculo | 0.8L/minuto

(Horas) Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%)
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
12 0.3844 0.4133 0.2133 0.3033
24 0.8400 1.3700 0.6533 0.6400
36 1.2123 1.8800 1.1833 1.0700
48 1.8301 2.1700 1.5700 1.7467
60 2.3027 2.4667 1.9100 2.2033
72 2.9467 2.7733 2.4433 2.5067
84 3.4000 3.3233 2.9333 2.7433
96 3.5538 3.4667 3.1033 2.8700

112




Apéndice 2.1.3. Resultados de densidad

5% 5% 2% 2%
Tiempo inéculo | OL/minuto | inéculo | 0.8L/minuto | inéculo | OL/minuto | inéculo ] 0.8L/minuto
(Horas) Densidad Densidad Densidad Densidad
0 1.0351 1.0350 1.0350 1.0349
12 1.0335 1.0337 1.0339 1.0339
24 1.0325 1.0327 1.0331 1.0330
36 1.0313 1.0314 1.0319 1.0316
48 1.0301 1.0303 1.0306 1.0307
60 1.0296 1.0295 1.0300 1.0296
72 1.0286 1.0285 1.0290 1.0291
84 1.0282 1.0279 1.0287 1.0286
96 1.0280 1.0280 1.0285 1.0284
Apéndice 2.2: Resultados del anilisis nutricional
Apéndice 2.2.1. Resultados del contenido de proteina
5% 5% 2% 2%
Producto |inéculo | OL/minuto | inéculo | 0.8L/minuto | indculo | OL/minuto | indculo { 0.8L/minuto
Proteina (g/L) Proteina (g/L) Proteina (g/L) Proteina (g/L)
lactoisyerp 0.82 0.84 0.86 0.87
Bebida 0.47 0.48 0.48 0.49
Apéndice 2.2.2. Resultado de lactosa
5% 5% 2% 2%
Producto {indculo | OL/minuto | indculo | O.8L/minuto | inéculo | OL/minuto | inéculo | O.8L/minuto
Lactosa (g/L) Lactosa (g/L) Lactosa (g/L) Lactosa (g/L)
i 4.92 4.97 5.06 4.97
Beuida 3.21 3.27 3.32 33

113




Apéndice 3: Resultados de andlisis de varianza

Apéndice 3.1: Andlisis de Varianza para Lactosa

Suma de

Cuadrado

Factor Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
A:Inbculo 0,004408 1 ]0,004408 1,191441 0,306818
B:Aireacion 0,000675 0,000675 0,182432 0,680554
AB 0,015408 1 |0,015408 4,164414 0,075593
Error total 0,029600 8 (0,003700
Total (corr.) 0,050092 11

Apéndice 3.2: Anilisis de Varianza para Proteina

Factor Ci‘;’;:jj:s Gl C‘;\::;‘;:a Razén-F Valor-P
A:Inéculo 0,000133| 1 0,000133 0,063492 0,807412
B:Aireacion 0,000300| 1 0,000300 0,142857 0,715288
AB 0,000533| 1 0,000533 0,253968 0,627877
Error total 0,016800| 8 0,002100
Total (corr.) 0,017767| 11

Apéndice 3.3: Anilisis de Varianza para el Color

Factor Cfl‘:zr;:aZZs Gl CL;;:;?:O Razén-F Valor-P
A:Inéculo 0,336675] 1 0,336675 2,545051 0,019197
B:Aireacion 0,001875| 1 0,001875 0,047589 0,832775
AB 0,114075 0,114075 2,895305 0,127252
Error total 0,315200| 8 0,039400
Total (corr.) 0,767825| 11
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Apéndice 3.4: Anilisis de Varianza para el atributo Alcohélico

Factor Cf/uargrilzzs Gl Ct;;:;:o Razén-F Valor-P
AIndculo 0,116033) 1 0,116033 2,782574 ©0,133850
B:Aireacién 0,038533| 1 0,038533 0,924061 0,364561
AB 0,2408331 1 {,240833 5,775380G 0,042962
Error total 0,333600| 8 0,041700
Total (corr.) 0,729000 | 11

Apéndice 3.5: Anilisis de Varianza para el atributo Acidez

Ft{ctor ij‘gg;;; Gl (f‘f;\:g;?go Razon-F Valor-P
A:Inéculo 0,097200( 1 0,097200 1,80753 0,215679
B:Aireacion 0,048133| 1 0,048133 0,89509 0,371798
AB 0,8640331 1 0,864033 16,08757 0,003904
Error total 0,430200| 8 0,053775
Total (corr.) 1,439567 | 11
Apéndice 3.6: Anilisis de Varianza para el atributo Suero

Factor Cfl‘;’;:azzs Gi a;::;?:o Razon-F Valor-P
A:Inéculo 0,081675) 1 0,081675 8,934366 0,017359
B:Aireacién 0,020008| 1 0,020008 2,188696 0,177291
AB 0,020008| 1 0,020008 2,188696 0,177291
Error total 0,073133 0,009142
Total (corr.) 0,194825| 11

Apéndice 3.7: Andlisis de Varianza para el atributo Levadura

Factor ci ‘;’;’;Z; Gl C‘,’;:;‘;:" Razén-F Valor-P
A:In6culo 0,016875) 1 0,016875 0,655340 0,441621
B:Aireacién 0,003675| 1 0,003675 0,142718 0,715420
AB 0,001875| 1 0,001875 0,072816 0,794111
Error total 0,206000| 8 0,025750
Total (corr.) 0,228425] 11
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Apéndice 3.8: Andlisis de Varianza para el atributo Amargor

Factor Cf:g;:;zs Gl CL;\::ZSO Razén-F Valor-P
AIndculo 0,004408| 1 0,004408 0,256821 0,625916
B:Aireacion 0,007008| 1 0,007008 0,408451 0,540620
AB 0,000408| 1 0,000408 0,023798 0,881221
Error total 0,137267 0,017158
Total (corr.) 0,149092 | 11

Apéndice 3.9: Andlisis de Varianza para el atributo Diacetilo
Factor guma de Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
uadrados
A:Inéculo 0,001008| 1 0,001008 0,059198 0,813891
B:Aireacion 0,008008] 1 0,008008 0,470157 0,512292
AB 0,007008 | 1 0,007008 0,411448 0,539174
Error total 0,136267| 8 0,017033
Total (corr.) 0,152292} 11 ¥
Apéndice 3.10: Andlisis de Varianza para el atributo Acetaldehido
Factor Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Cuadrados
A:In6culo 0,013333| 1 0,013333 1,315789 0,284495
B:Aireacion 0,005633] 1 0,005633 0,555921 0,477241
AB 0,003333| 1 0,003333 0,328947 0,582040
Error total 0,081067| 8 0,010133
Total (corr.) 0,103367} 11
Apéndice 3.11: Anadlisis de Varianza para el atributo Metalico
Factor Ciu::llfa‘;is Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Inéculo 0,009633| 1 0,009633 1,513089|  0,253611
B:Aireacion 0,002700] 1 0,002700 0,424084 0,533162
AB 0,001200( 1 0,001200 0,188482 0,675654
Error total 0,050933| 8 0,006367
Total (corr.) 0,064467 | 11
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Apéndice 4: fotografias del proceso de obtencion de la bebida

Apéndice 4.1. Fotografia de las gargantas de cisne

: , |

” |
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Apéndice 4.2: fotografia del agitador orbital
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Apéndice 4.3: fotografia del biorreactor
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