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Resumen

El trabajo de titulacion esta enfocado en realizar una bebida tipo funcional
a partir del suero de leche que se obtiene como subproducto en la elaboracién
de queso fresco para tener una bebida de gran valor nutricional, contiene lactosa
en grandes proporciones como carbohidrato estructural, lo que permite el
crecimiento y multiplicacion de las bacterias, mediante esta ventaja, este trabajo
de investigacion se basoé en aprovechar el suero dulce de leche en la elaboracion
de bebidas fermentadas mediante la utilizacion del fermento Bifidum bacterium
dandonos unas mezclas de bacterias probidticas y vitaminas y a estas se les
afiadié otros aditivos como estabilizadores, pulpas de frutas, para mejorar las
caracteristicas organolépticas y nutricionales del producto final, prolongar la
durabilidad de la misma. La bebida proporcionara beneficios para la salud del
ser humano, puede estimular la respuesta inmune, modular la motilidad
gastrointestinal, prevenir la aparicion de diarreas, y proteger contra la infeccién
al ser humano.

Se realizé los andlisis fisico-quimicos, bromatoldgicos y microbioldgicos
del suero y de la bebida terminada para determinar si cumplen las normas
establecidas, se realiz0 analisis estadistico con los datos obtenidos de los
analisis de acuerdo con los objetivos planteados, se realizé una prueba de la
aceptacion del producto mediante una encuesta que tiene por objeto evaluar la
aceptacion de un nuevo producto que consiste en bebida de tipo funcional, se
refiere a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que
desempefian una funcion especifica en las funciones fisioldgicas del organismo

humano, mas alla de su contenido nutrimental.

Palabras Clave: Leche, suero dulce, probidtico, alimento funcional,

fermento, bebida funciona, microorganismos.
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Abstract

This titration work is focused on making a functional type drink from the
sweet whey that is obtained as a by-product in the elaboration of fresh cheese to
have a drink of great nutritional value, it contains lactose in great proportions as
structural carbohydrate, Which allows the growth and multiplication of bacteria,
to this advantage, this research work was based on the use of sweet whey in the
production of fermented beverages by using the ferment Bifidum bacterium giving
us a mix of probiotic bacteria and vitamins and to these we added other additives
as stabilizers, fruit pulps, to improve the organoleptic and nutritional

characteristics of the final product, to prolong the durability of the same.

This beverage will provide benefits to human health, it can stimulate the
immune response, modulate gastrointestinal motility, prevent the onset of

diarrhea, and protect against human infection.

The investigation the physical-chemical, bromatological and
microbiological analyzes of the serum and the finished beverage were carried out
to determine if they met the established standards, a statistical analysis was
performed with the data obtained from the analyzes according to the objectives
set, a Proof of acceptance of the product through the application of a survey to
evaluate the acceptance of a new product consisting of a functional beverage,
this refers to those processed foods which contain ingredients that play a specific
role in the physiological functions of the human organism, beyond Of its nutritional

content.

Keywords: Milk, sweet whey, probiotic, functional food, yeast, beverage,

microorganisms.
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INTRODUCCION
El concepto de alimentos funcionales presenta una nueva tendencia en la
industria de alimentos y bebidas, no sélo por sus caracteristicas alimenticias sino
con la funcién especifica de mejorar la salud y prevenir enfermedades. Las
bebidas funcionales son productos que poseen componentes fisiolégicos que
complementan su aporte nutricional y que representan un beneficio extra para la
salud de las personas, como por ejemplo en el metabolismo del colesterol, la

mineralizacion 6sea y la reduccion de riesgos de enfermedad.

La fabricacion de queso dentro de empresas lacteas en nuestra ciudad
consume gran cantidad de leche, dando inevitablemente lugar a la produccién
de una cantidad excesiva de lacto suero. En la produccion de quesos el 85% de
la transformacion de leche en queso termina como suero dulce de leche. Como
consecuencia el suero dulce de leche es un subproducto de la elaboraciéon del
queso y este suero se caracteriza por el color amarillo-verdoso, posee un alto
valor nutritivo debido a la presencia de proteinas (entre la que se destacan la a-
lacto-albumina y la B-lacto- globulina), las vitaminas del complejo B, y minerales
como el calcio y el fosforo. El problema tendriamos en que el suero se
desperdicia al no darle un uso apropiado gracias a su alto valor nutritivo, teniendo
en cuenta que en el mercado de alimentos y bebidas saludables ha
experimentado un crecimiento constante en la ultima década, impulsada por una
serie de factores, como el aumento de la presion a los productores para reducir
el contenido de ingredientes nocivos a la salud, cambios de estilo de vida de los
consumidores, la parte del suero es vertido como efluente a los rios
convirtiéndose en el contaminante principal de la industria lactea. Esta situacion
genera que las fuentes de agua cercanas a las industrias queseras estén
altamente contaminadas por la gran cantidad de sustancia organica que el suero
aporta perjudicando a las poblaciones aledafias y causando graves dafios al
medio ambiente. Esto ha llevado al desarrollo e investigacion de una variedad
de productos alimenticios y bebidas funcionales, actualmente la poblacién
requiere alimentos novedosos que cubran sus necesidades nutricionales, de facil
acceso y que le proporcione un beneficio a la salud, la respuesta se encuentra
en la propuesta de elaborar una bebida funcional con elevada calidad nutricional

y que ademas proporcione satisfaccion al paladar de los consumidores
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aprovechando el suero dulce de leche para la elaboracion de bebidas
fermentadas mediante la utilizacion del fermento Bifidum bacterium dandonos
unas mezclas de bacterias probiéticas y vitaminas. La calidad nutricional del
suero es muy importante pues contiene el 25 % de las proteinas de la leche de
las cuales presentan una importante actividad biolégica ademas de que se
absorbe mas rapido que cualquier otra proteina y los musculos reciben esos
aminoacidos después de poco tiempo de ser ingerida. Considerando la
informacion anterior que en el suero se considera como un subproducto de la
elaboracion de quesos y de alto contenido nutricional, lo que origina que el costo
sea muy bajo, permite elaborar un producto de excelente calidad nutricional y
sensorial, evitando que este recurso con tantas cualidades se desaproveche y

se convierta en contaminacién como efluente.

OBJETIVO GENERAL:

e Desarrollar una bebida tipo funcional mediante la fermentacion del suero

de leche hasta 21 dias de vida util.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar parametros fisicoquimicos y microbiologicos del suero dulce.

e Desarrollar una formula lactea a partir del suero dulce de leche.

e Evaluar parametros fisicoquimicos y microbiolégicos a la bebida
formulada.

e Determinar la funcionalidad del producto hasta el dia final de su vida util.

e Determinar la aceptacion sensorial de la bebida.
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1. CAPITULO 1: Contenido Teoérico

l.1Leche
Definicion segun la (INEN 0009, 2012) “Producto de la secrecion mamaria
normal de animales bovinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas
ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin ningun tipo de

adicidn o extraccion, destinada a un tratamiento posterior previo a su consumo”

1.2Leche cruda de vaca. Leche que no ha sido sometida a ningun tipo de
calentamiento, es decir su temperatura no ha superado la de la leche
inmediatamente después de ser extraida de la ubre (no mas de 40°C).
(INEN 0009, 2012)

Requisitos fisico-quimicos de la leche se indican en la tabla 1.

o _ Método de
Requisito Unidad MIN MAX
ensayo
Densidad relativa - 1,029 1,033 NTE INEN 11
Punto de congelacion °C -0,512 -0,512 NTE INEN 15
Acidez titulable como
o % 0,13 0,17 NTE INEN 13
acido lactico
Materia grasa % 3 - NTE INEN 12
Solidos no grasos % 8,2 - -
Cenizas % 0,65 - NTE INEN 14
Proteinas % 2,9 - NTE INEN 16

Tabla 1: Requisitos fisico-quimicos de la leche cruda. Elaborado por: Autor.
Fuente: (INEN 0009, 2012)

1.3Productos lacteos.
Producto lacteo se entiende como “un producto obtenido mediante
cualquier elaboracion de la leche”, que puede contener aditivos alimentarios y

otros ingredientes funcionalmente necesarios para la elaboracién. (FAO).

131 Tipos de productos lacteos:
Leche pasteurizada, Leche larga vida, Leche fluida con ingredientes,
Leches fermentadas, Cuajada natural, Leche condensada. Leche evaporada,

Leche en polvo y crema en polvo, Crema de leche, Suero de mantequilla
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(Buttermilk), Mantequilla, Manjar o dulce de leche, Quesos madurados, Quesos
frescos, Quesos en salmuera, Otros quesos, Bebida de leche fermentada,
Bebida lactea, Bebida de suero, Leche pasteurizada de cabra, Queso fresco de

cabra, Queso madurado y semimadurado de cabra. (INEN 0076, 2013)

1.4El Suero de leche liquido
Es el producto lacteo liquido obtenido durante la elaboraciéon del queso, la
caseina o productos similares, mediante la separacion de la cuajada, después
de la coagulacién de la leche pasteurizada y/o los productos derivados de la
leche pasteurizada, el 85% de la transformacion de leche en la industria quesera
termina como suero lacteo. (INEN 2594, 2011) (Miranda & Fonseca, 2014).

1.4.1 Tipos de suero de leche
El suero de leche se clasifica dependiendo de su acidez y del contenido

de lactosa, el suero de leche liquido, se clasifica en:

e Suero de leche acido.

e Suero de leche dulce.

“Suero de leche acido: Es el producto lacteo liquido obtenido durante la
elaboracion del queso, la caseina o productos similares, mediante la separacion
de la cuajada después de la coagulacion de la leche pasteurizada y/o los
productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulacién se produce,
principalmente, por acidificacion quimica y/o bacteriana.” Segun la norma (INEN
2594, 2011).

“Suero de leche dulce: Es el producto definido anterior, en el cual el
contenido de lactosa es superior y la acidez es menor a la que presenta el suero
de leche &cido.” Segun la norma (INEN 2594, 2011).

La composicion del suero de la leche va a variar dependiendo con la leche
gue se utiliza para la elaboracion de los diferentes quesos a fabricar, ademas la
composicién del suero depende del sistema de coagulacion. Se obtiene el suero
dulce por la coagulacién del cuajo y su pH es de 6 a 6,6. Y el suero acido se
obtiene por la acidificacion con un pH mas bajo que el anterior de 4,3 a 4,7.
(Zavala Pope, 2005)
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1.5Requisitos del suero

El suero de leche es destinado para posteriores procesamientos y este
debe cumplir con los requisitos establecidos en el Reglamento de Buenas
Practicas de Manufactura, y provenir de productos que hayan utilizado leche
pasteurizada para su elaboracion. Ademas no debe contener sustancias
extrafas a la naturaleza del producto y que no sean propias del procesamiento
del queso. Los limites maximos de plaguicidas no deben superar los establecidos
en el Codex Alimentarius CAC/ MRL 1 en su ultima edicion.

Los limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios no deben
superar los establecidos en el Codex Alimentario CAC/MRL 2 en su ultima
ediciéon. (INEN 2594, 2011)

15.1 Los requisitos fisicos quimicos y microbioldgicos del

suero de leche

Los requisitos fisico-quimicos de los dos tipos de suero de leche deben
cumplir con lo establecido en la tabla 2 segun el método de ensayo de las normas
correspondientes.

Requisitos Suero de leche Suero de leche  Método de
dulce acido ensayo
Min Max Min Max
Lactosa, %(m/m) - 5,0 - 4,3 AOAC 984.15
Proteina lactea, 0,8 - 0,8 -- NTE INEN 16
%(m/m) @
Grasa lactea, -- 0,3 -- 0,3 NTE INEN 12
(m/m)
Ceniza, % (m/m)  -- 0,7 - 0,7  NTE INEN14
Acides titulable, - 0,16 0,35 -- NTE INEN 13

%(calculada como
acido lactico)

pH 6,8 6,4 5,5 4,8 AOAC 973.41
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M El contenido de proteina lactica es igual a 6,38 por el % nitrégeno
total determinado

Tabla 2: Requisitos fisico-quimicos del suero de leche. Elaborado por: Autor.
Fuente: (INEN 2594, 2011)

Los requisitos microbiologicos del suero de leche deben cumplir con lo
establecido en la tabla 3 segun el método de ensayo de las normas

correspondientes.

Requisito n m M ¢ Método de ensayo
Recuento de los 5 30000 100000 NTE INEN 1529-5

microorganismos

|_\

aerobios mesoéfilos ufc/g.

Recuento de Escherichia 5 <100 - 0 NTE INEN 1529-8
coli ufc/g.

Staphylococcus aureus 5 <100 100 1 NTEINEN 1529-14
ufc/g.

Salmonella /25g. 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529-15
Deteccion de Listeria 5  Ausencia - 0 1SO 11290-1

monocytogenes /25¢g

Tabla 3: Requisitos microbiolégicos para el suero de leche. Elaborado por:
Autor. Fuente: (INEN 2594, 2011)

Donde:

n = NUmero de muestras a examinar.

m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
¢ = Numero de muestras permisibles con resultados entre my M.

1.6Propiedades nutricionales del suero de leche
Las proteinas del suero se han utilizado como suplemento alimenticio de
gran valor nutritivo debido a la capacidad del suero para proporcionar
aminoacidos esenciales. Todas las proteinas de la leche tienen diferentes
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funciones biolbégicas entre las cuales podemos destacar la prevencién del
cancer, actividades antimicrobianas y antivirales, efectos inmonomoduladores y
actividad prebidtica. (Hernandez , 2014)

Debido a sus propiedades nutricionales y funcionales el suero de leche se
ha convertido en la materia prima para obtener diferentes productos a nivel
tecnoldgico, al establecer que es factible emplear propiedades funcionales
identificadas en el suero de leche a nuevos productos alimenticios. Sin embargo,
a pesar del valor nutricional potencial del suero y al aumento en su
aprovechamiento para la produccion de otros alimentos, adn gran parte es
descartado, causando problemas de contaminacion en rios y suelos La
eliminacién del suero se debe entre otros aspectos, al desconocimiento de
algunos productores sobre las bondades nutricionales de este subproducto y a
la dificultad para acceder a las tecnologias apropiadas para su manejo y
procesamiento. (Hernandez , 2014) (Poveda E., 2013)

En la tabla 4 se presenta algunas funciones biolégicas del suero de la
leche que ayudan al organismo y ayudan a la prevencion de diferentes

enfermedades.

Proteina Funcion biologia

B-Lactoglobulina Trasportador (retino, palmitol, acidos grasos, vitamina
D y Colesterol)
Aumento de la actividad esterasa pregastrica.
Trasferencia de inmunidad pasiva
Regulacion de la glandula mamaria en el metabolismo

del fosforo.

a-Lactoalbumina Prevencion del cancer
Sintesis de lactosa
Tratamiento de la enfermedad inducida por el estrés

crénico.

Albumina del suero  Funcion antimutagénica
Prevencion del cancer

Inmunomodulacion
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inmunoglobulinas Prevencion y tratamiento de diferentes infecciones
microbianas (infecciones de las vias respiratorias

superiores, gastritis, caries dental, diarrea, etc.)

Lactoferrina Actividad antibacterianas, antivirales, antifungicidas.
Evita varias infecciones microbianas y varios tipos de
cancer

Actividad prebiodtica

Lactoperoxidasa Biosidas y actividades biostéaticas

Prevencion de cancer de colon y cancer de piel.

Glicomacropéptidos Interaccion con toxinas, virus, y bacterias.
Control de la formacién del acido en la placa dental

Actividad inmunomoduladora

Osteopontina Mineralizacion Osea, se utiliza para el tratamiento del

cancer

Proteasas peptonas Efectos inmunoestimulantes

Prevencioén del cancer

Tabla 4: Funciones biolégicas de las proteinas de la leche. Elaborado por:
Autor: Fuente: (Hernandez , 2014)

1.7 Aprovechamiento del suero de leche.
Dentro de los usos esté en primer lugar la practica de separar la grasa y
los finos de caseina que aun puede contener el suero y de esta forma se
recuperan dos productos valiosos y a la vez, el suero queda en mejores

condiciones para su posterior aprovechamiento.

1.7.1 Usos del suero de leche
El suero quesero puede utilizarse como base acuosa o0 en combinacion
con otros ingredientes ya sean lacteos (leche, proteinas) o no lacteos (grasas y
proteinas vegetales). El suero se puede aprovechar en la alimentacion de
ganado en forma natural o concentrada. El suero liquido concentrado se
utiliza para elaborar productos como galletas, queso procesado, alimentos
concentrados y productos farmaceéuticos. También se aprovechan las proteinas

y la lactosa separadas del liquido. (Salinas, Olmos , D Berlijn, & Figueroa, 2014)
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1.7.1.1 Obtencidn de las proteinas.
El suero contiene 0,8% de proteinas como albumina, globulina y residuos
de caseina. Se precipita las proteinas por calentamiento siguiendo los siguientes

pasos segun (Salinas, Olmos , D Berlijn, & Figueroa, 2014):

e Se ajusta le pH del suero a 4,6.
e Se calienta hasta 95°C por 45 min.
e Se escurre y se filtra el liquido,

e La cuajada se introduce en sacos de tela y se prensan.

Por cada 1000kg de suero se obtiene entre 20 y 25 kg de proteina que

contiene 80% de agua.

1.7.1.2 Obtencidn de la lactosa
La lactosa es un azucar cuyas propiedades especificas se aprovechan en
la fabricacién de antibiéticos y productos farmacéuticos dietéticos y alimenticios.
La lactosa se obtiene siguiendo los siguientes pasos segun (Salinas, Olmos , D
Berlijn, & Figueroa, 2014):

e Eliminacion de proteinas.

e Concentracion del suero hasta un contenido de 60% de solidos
solubles.

e Cristalizacion de la lactosa.

e Centrifugacion.

e Desecacion

e Envasado.

En la tabla 5 se observan algunas aplicaciones industriales del suero

de leche.

Aplicaciones Algunos beneficios

Productos de panaderia. Incrementar el valor nutricional, como emulsificante,

reemplazar la adicion de huevo, para dar cuerpo a la masa.
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Productos lacteos. Valor nutricional, emulsificante, gelificante mejora las

propiedades  organolépticas, mejora  consistencia,

cohesividad.

Bebidas Valor nutricional, solubilidad, viscosidad, estabilidad
coloidal.

Postres Propiedades emulsificantes, dar cuerpo y textura a los
productos.

Confiteria Como emulsificante y facilita el batido

Productos carnicos Pre-emulsificante, gelificante, mejor solubilidad.

Tabla 5: Aplicaciones del suero de leche y sus beneficios. Elaborado por: Autor.
Fuente: (Poveda E., 2013)

1.8Alimentos funcionales

El término Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japén en
la década de los 80’s con la publicacion de la reglamentacion para los "Alimentos
para uso especifico de salud" ("Foods for specified health use" o FOSHU). Esto
se refiere a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que
desemperfian una funcion especifica en las funciones fisiolégicas del organismo
humano, mas alld de su contenido nutrimental. Algunas de las principales
funciones son las relacionadas con un 6ptimo crecimiento y desarrollo, la funcion
del sistema cardiovascular, los antioxidantes, el sistema gastrointestinal, entre

otros. (Alvidrez Morales, Gonzales Martinez , & Jimenez Salas, 2002)

Para definir en forma precisa lo que significan los alimentos funcionales,
se considera que se trata de un concepto aun en desarrollo y que bien podria
definirse como productos intermedios entre los tradicionales y la medicina. Pero
podrian definirse como cualquier alimento en forma natural o procesada, que
ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes adicionales que
favorecen la salud, la capacidad fisica y el estado mental de una persona. The
International Life Science Instltute (ILSI) establece que se puede considerar que
un alimento es funcional si se logra demostrar satisfactoriamente que posee un
efecto beneficioso sobre una o varias funciones especificas en el organismo, que
mejora el estado de salud y de bienestar, o bien que reduce el riesgo de una
enfermedad. (Chasquibol S., 2003)
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1.8.1 Probioticos

Son el conjunto de alimentos fermentados por
bifidobacterias y lactobacilos. Se define a los probidticos como alimentos
funcionales que se caracterizan por contener microorganismos Vvivos que ejercen
una accién benéfica sobre la salud del huésped al ser administrado en
cantidades adecuadas. (Taranto, Médici , & Font de Valdez, 2005) Como por
ejemplo el yogur (obtenido de la fermentacion de la leche por L. bulgaricus y
S. thermophilus) y otros derivados lacteos fermentados son los principales
representantes de este grupo de alimentos funcionales, al que también
pertenecen algunos vegetales y productos carnicos fermentados. Los
mecanismos por los cuales los probidticos ejercen sus acciones beneficiosas no
son bien conocidos, aunque se postulan como los mas relevantes la produccion
de lactasa, la modificacion del pH intestinal, la produccion de sustancias
antimicrobianas, la competicibn con microrganismos patdégenos por sus
receptores, lugares de unién y nutrientes precisos para su desarrollo, el estimulo
del sistema inmune y la generacion de citoquinas. (Silveira Rodriguez & Megias,
2003)

Los efectos de los probioticos atribuidos a las bacterias lacticas algunos
estan documentados sus mecanismo de acciébn como la disminucion de la
intolerancia a la lactosa, y que otros requieren de mayor estudio y modelos de
experimentacion de su modo de accion, como son las propiedades antitumorales
o el efecto hipocolesterolémico. (Taranto, Médici , & Font de Valdez, 2005) En la

tabla 6 se presenta las influencias de las bacterias probidticas en la salud.

Reduccion de los sintomas a la intolerancia a la lactosa

Disminuyen los niveles de colesterol sanguineo

Producen en vitaminas del grupo B

Actlan como inmunomoduladores

Probidtico
Influencia

Inhiben el crecimiento de patdgenos potenciales
Restablecen la flora intestinal durante una terapia con

antibioticos

Tabla 6: Influencia de las bacterias probiéticas en la salud: Elaborado por:
Autor. Fuente: (Taranto, Médici , & Font de Valdez, 2005)
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Conocer y difundir los mecanismos por los cuales las bacterias
probioticas ejercen su efecto benéfico permitird una 6ptima recomendacion por
parte de los profesionales de la salud y una mayor confianza en el consumo de

alimentos funcionales por parte de la comunidad.

1.8.1.1 Mecanismo de accion

Actuan acidificando la luz intestinal, segregando sustancias que inhiben el
crecimiento de microrganismos patdégenos, consumiendo nutrientes especificos
0 uniéndose competitivamente a los receptores intestinales de forma que
mantienen la flora intestinal y evitan la accién de gérmenes patdgenos. Tienen
propiedades inmunomoduladoras: modifican la respuesta a antigenos, aumentan
la secrecién de inmunoglobulina-A especifica frente a rotavirus. Producen
enzimas hidroliticas y disminuyen la inflamacion intestinal a través de la
produccion de sustancias inhibidoras de dichas enzimas, es posible que
disminuyan el desarrollo de determinados tumores. Los probiéticos aumentan la
actividad de las hidrolasas de las sales biliares que se unen al colesterol y
ayudan a su eliminacién, por lo que tienen un efecto hipocolesterolémico.
(Lorente & Serra, 2001)

1.8.2 Prebiodticos

Se define a los prebidticos como ingredientes alimenticios no digeribles
de los alimentos que afectan de manera positiva al huésped, estimulando de
forma selectiva el crecimiento o la actividad metabdlica de un namero limitado
de cepas de bacterias col6nicas. Estos compuestos se caracterizan por ser
moléculas de gran tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas
digestivas del tracto gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde
son degradados por la microflora bacteriana, principalmente por las
Bifidobacterias y Lactobacilos, generando de esta forma una biomasa bacteriana

saludable y un pH 6ptimo. (Olafnero, Abad, & Bendersky, 2007)

Para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebidtico debe

cumplir con los siguientes criterios:

No debe ser hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo.
Debe ser fermentado selectivamente por una o un nimero limitado de bacterias

potencialmente benéficas del colon, por ejemplo bifidobacterias y lactobacilos.
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Debe ser capaz de alterar la microflora colonica tornandola saludable, por
ejemplo reduciendo el niumero de organismos putrefactivos e incrementado las

especies sacaroliticas. (Olafnero, Abad, & Bendersky, 2007)

Los prebidticos tienen acciones favorables con respecto al problema del
estrefiimiento, las diarreas por infeccion, la osteoporosis (al incrementar la
biodisponibilidad del calcio), aterosclerosis y enfermedad cardiovascular (al
corregir la dislipemia y la resistencia insulinica), obesidad, diabetes mellitus tipo

2 e incluso contra el cancer. (Silveira Rodriguez & Megias, 2003)

1.8.3 Simbioticos
Se define a los alimentos simbidticos a la asociacion de un probi6tico con
un prebidtico. Un ejemplo son los preparados lacteos ricos en fibra fermentados
por bifidobacterias. Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios
relevantes con simbioticos, por lo que los aparentes beneficios son por el

momento especulativos. (Silveira Rodriguez & Megias, 2003)

1.9Bebidas
Las bebidas se definen como todos aquellos liquidos que ingieren los
seres humanos, incluida el agua. Sin embargo, se excluye a los productos
liquidos para el reemplazo de comidas usados en el control de peso y las sopas.
Se prescindid de estas ultimas porque se comportan mas como los alimentos
sélidos que como liquidos, en términos de saciedad y compensacion dietética.

(Rivera, Mufioz Hernandez, & Rosas Peralta, 2008)

Para evaluar las categorias de bebidas se debe considerar los siguientes
factores: Densidad energética y de nutrientes. La densidad energética se definio
como kcal/240ml. La densidad de nutrientes se definié como el contenido nutricio
(en las unidades especificas de cada nutriente) por 240ml. Contribucién al
consumo total de energia y peso corporal. Contribucion a la ingestion diaria de
nutrientes esenciales. Evidencia de efectos benéficos en la salud. Evidencia de

efectos adversos a la salud. (Rivera, Mufioz Hernandez, & Rosas Peralta, 2008)

1.9.1 Bebidas Fermentadas
La fermentacion es un proceso natural mediante el cual la materia prima
se transforma en bebida alcohdlica o analcohdlicas. Este proceso requiere
determinadas condiciones fisico-quimicas y la presencia de bacterias-levaduras
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gue transforman el azGcar de la materia prima en una serie de sustancias. Estas
trasformaciones se realizan mediante la fermentacion que es un proceso
totalmente anaerdébico (sin presencia de oxigeno), dando como producto final un
compuesto de tipo organico, el cual caracteriza por lo general, a los distintos
tipos de fermentaciones existentes, pudiendo asi realizar una clasificacion y una

diferenciacion. (Paez Escobar, 2010)

1.9.2 Bebidas funcionales
Las bebidas funcionales son productos que poseen uno 0O varios
componentes fisiolégicos que complementan su aporte nutricional y que
representan un beneficio extra para la salud de las personas, como por ejemplo
en el metabolismo del colesterol, la mineralizacién 6sea y la reduccion de riesgos

de enfermedad.

Dentro de los ingredientes que pueden ayudar en este beneficio, tenemos
al lactato de calcio, compuestos prebiéticos, probiéticos y algin otro producto
gue aporte beneficios al organismo. Practicamente todo tipo de bebidas, como
el agua mineral, leche de soya, bebidas energéticas, néctares o jugos, ya tienen
valor agregado al producto porqué ejercen un beneficio al organismo
(MAKYMAT).

1.10Alimentos fermentados.

Son definidos como aquellos alimentos que han sido modificados,
mediante la accién de microorganismos o enzimas. Estos son productos
apetitosos que se preparan a partir de la materia prima o tratada térmicamente,
y que mediante un proceso (inoculacion) se incluyen microorganismos
especificos dependiendo de la bebida que se desea obtener, estos
microorganismos adquieren propiedades sensoriales como sabor, aroma,
apariencia visual, textura y consistencia, ademas estos microorganismos dan
una vida de anaquel y seguridad higiénica al consumidor. (Ramirez, Ulloa, &
Velazquez, 2011)

1.11 Fermentacion
Fermentacion es un proceso anaerébico o parcialmente anaerdbico donde

carbohidratos o compuestos relacionados son oxidados para producir energia.
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En el sentido bioldgico la fermentacion es un proceso de obtencién de
energia en condiciones anaerdbicas (ausencia de oxigeno) que puede generar
como producto final acido lactico (fermentacion lactica, por bacterias acido

lacticas) o etanol (fermentacién alcohdlica por levaduras). (Paez Escobar, 2010)
La reaccion de la fermentacion lactica es:
Glucosa — Acido Lactica + energia + H20
La reaccion de la fermentacién alcohdlica es:
Glucosa — Etanol + energia + CO2

En el sentido industrial la fermentacién es un proceso microbiano a gran
escala, tanto si se desea realizar en condiciones aerobicas como anaerobicas.
Gracias a los productos fermentados, las biotecnologias nos procuran generar
una alimentacion mas rica en vitaminas, facil de digerir y sabrosa. El uso de
enzimas seleccionadas permite evitar todo tipo de contaminacion. Los productos
metabdlicos de la fermentacion como el 4cido lactico, el acido acético y el alcohol
contienen naturalmente inhibidores de la descomposicion de la materia organica.
La fermentacion ofrece una inestimable fuente de produccién de alimentos y

descomposicion. (Paez Escobar, 2010)

Los organismos que se utilizan para procesos de fermentacion
industrialmente deben tener las siguientes caracteristicas: Debe ser capaz de
crecer rapidamente en el sustrato y ambiente adecuado, y de cultivarse
facilmente en grandes cantidades. Capaz de mantener constancia fisiolégica
bajo las condiciones de cultivo y producir abundantemente las enzimas
esenciales para que ocurran los cambios deseados. Condiciones requerida para
crecimiento maximo y produccion de alimento deben ser simples. La mayoria de
los alimentos preparados utilizando microorganismos son alimentos
fermentados. Los microorganismos que predominan en la fermentacion para la
produccion de un alimento son levaduras y bacterias acido lacticas,
principalmente miembros del género Saccharomyces, Lactobacillus,

Leuconostoc, Streptococcus y 2 Pediococcus respectivamente. (Vega, 2008)
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1.11.1  Medios de fermentacion

La fermentacion con células libres dentro de los fermentos y constituyen
todavia el método mas utilizado ya que su manipulacién es relativamente facil y
no requiere un medio de cultivo estéril. Estas células se reproducen con la misma
rapidez con la que son eliminadas del reactor, existe una sintesis constante. De
esta forma se suministra los fermentos al reactor en condiciones apropiadas para
el crecimiento, la fermentacion puede transcurrir en estado estacionario en el
cual la eficiencia catalitica no cambia. A partir de la degradacién catabdlica de
los nutrientes, la célula que crece activamente es capaz de suministrar la energia
necesaria para la sintesis. Pero el mayor nimero de reacciones requeridas para
el metabolismo significa el aumento de la formacion de productos secundarios y
a la vez no deseados. Esto lleva a la produccién de un exceso de biomasa y
limita el rendimiento del medio del cultivo. (P4ez Escobar, 2010)

Los objetivos para fermentar los alimentos son:

1. Desarrollar una diversidad de sabores, aromas y texturas en los

substratos de los alimentos.

2. Preservar los alimentos a través de diferentes &cidos como por ejemplo:

el &cido lactico y el &cido acético.

3. Enriquecer los substratos de los alimentos con proteinas, aminoacidos,

acidos grasos esenciales y vitaminas.

1.11.2 Tipos de fermentacién

1.11.2.1 Alcohdlica

Es la que se realiza principalmente por levaduras que producen etanol y
CO.. Cuando hay oxigeno las levaduras realizan la respiracion, crecen, oxidan
completamente la glucosa, en condiciones anaerdbicas estos microorganismos
fermentan los azucares, como la glucosa y algunas la lactosa. Siguiendo la
secuencia de las reacciones de glucdlisis la glucosa se trasforma en el acido
piravico, luego el &cido piravico se trasforma en acetaldehido mediante la enzima
piruvato-descorboxilasa, seguidamente el acetaldehido se convierte en etanol
por medio de la enzima alcohol-deshidrogenasa. (Puerta Quintero, 2010)
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las bacterias Lactobacilacea vy

Enterobacteriacea, algunos protozoos, esta consiste en la obtencion de acido

lactico a partir de azucares. En esta fermentacion el piruvato producido en la

glicolisis se trasforma en acido

deshidrogenasa. (Puerta Quintero, 2010)

lactico mediante

la enzima lactato-

En la tabla 7 se muestra los diferentes tipos de fermentacién existentes
segun en microrganismo, el sustrato y las condiciones.

Tipo de

fermentacion

Microorganismos

fermentadores

Sustratos Productos

Alcohdlicao

etanodlica

Saccharomyces cerevisiae,
S. ellipsoideus, S.
anamensisi, S.
carsbengnesis, Candida
seudotropicalis, Torulopsis
spp, Mucor spp.,
Kluyverimyces fragilis,

Sarcina ventriculi.

Malta de cebada,

cereales, arroz,

e Etanol, vinos,
maiz, trigo, jugo de _
cerveza, licores,

bebidas

la vid, cafa de

azucar, melaza, .
_ destiladas, pan,
sorgo, jugos de
salsas
fruta, remolacha,

suero de leche.

Lactica

homofermentiva

Streptococcus thermophilus
s. lactis, S. faecalis,
Pediococcus cerevisiae y
por la mayoria de los
Lactobacillus como L. lactis,
L. acidophilus, L. bulgaricus,

L. casei.

Leche, suero de

leche, vegetales,  Yogur, suero de

sacarosa leche, quesos,
mantequilla,

kumis,

Lactica

heterofermentiva

Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus brevis y L.
fermenti, Bifidobacterium
bifidus.

encurtidos
Leche, suero de

leche, vegetales,

sacarosa
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Propionibacterium )
Productos lacteos,

freundenreichii, P. Acido
o B glucosa, sacarosa, o
Propidnicao shermanii, P. pentosaceum, propionico,
. . . lactosa, pentosa, o .
propanoica Micrococcus lactylicus, _ _ _ acido acético y
o T acido lactico, &cido .
Clostridium propionicum, otros acido

malico, glicerina
entre otras

Polisacaridos Acidos butiricos,

(almidon, pectina), aceético, formico,

. o _ glucosa, proteinas, lactico,
Butirica o Clostridium butyricum y . .
_ o aminoécidos, succinico,
butanoica Clostridium spp. .
purinas, etanol, butanol y otros
acido Urico, alcoholes y
xantina cetonas

Enterobacter spp., . _
L . Acidos, acético,
Escherichia coli, Aerobacter o .
o lactico, malico,
aerogens, Erwinia spp.,

Formica o _ formico,
o _ Serratia marcescens, Glucosa o lactosa _
acidomixta . vinagre,
Proteus vulgaris, Salmonella o
_ ) glicerina y
thyphi, Shigella spp., y las .
_ _ disolventes
bacterias luminosas
Methanobacterium
omelianskii, M. formicium y
o M. ruminantium, Alcoholes, acidos,
Metanica . _ Gas metano
Methanosarcina methanica, COz2

M. barkeri, Methanococcus

mazei y M. vannieli

Vinos blancos y

Malolactica Leuconostoc oenos Acido malico _ _
rojos, cidra

Tabla 7: Tipos de Fermentacion y sus productos industriales. Elaborado por:
Autor. Fuente: (Puerta Quintero, 2010)
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1.12 Probiético Bifidobacterium
Los probioticos son microorganismos Vivos que se encuentran en algunos
productos alimentarios o suplementos, y cuyo consumo en cantidades
suficientes puede ser beneficioso para la salud. Los probidticos contribuyen al
mantenimiento de un equilibrio saludable de bacterias dentro del tracto

gastrointestinal.

Los tipos mas comunes de bacterias probibticas son las cepas de

Lactobacillus y Bifidobacterium.

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal
humano y de diversos animales y estan presentes durante toda la vida pero en
distintas cantidades, apareciendo a los pocos dias después del nacimiento.
Constituyen una de las especies predominantes de la microflora del colon, junto
con Peptostreptococcus, Eubacterias, Clostridia y Bacteroides, las cuales se
encuentran presentes en niveles que van desde 108 a 10! bacterias por gramo
de material del colon. La flora intestinal beneficiosa, representada principalmente
por los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, contribuye de forma significativa
al estado de salud del huésped, por sus funciones: metabdlicas, interviniendo en
la asimilacion de nutrientes de la dieta. Protectoras, contribuyendo al efecto
barrera y al desplazamiento de microorganismos patégenos. Troficas,
interviniendo en la modulacién del sistema inmune y en el desarrollo y la

proliferacion celular. (Collado, 2004)

1.12.1  Caracteristicas culturales y morfoldgicas.

Son bacilos de variada morfologia, generalmente de forma bacilar,
pueden ser cortos, regulares, con ramificaciones. Son Gram-positivos, inmoviles,
no son esporulados y se tifien irregularmente con azul de metileno. Son
anaerobios estrictos, sin embargo el grado de tolerancia al oxigeno depende de

la especie y del medio de cultivo.
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Imagen 1: Morfologia del género Bifidobacterium. Fuente: (Collado, 2004)

Su temperatura Optima de crecimiento oscila entre 36-38°C para las
especies de origen humano y 41-43°C para las especies de origen animal. No
existe crecimiento a temperaturas menores de 20°C y las bacterias
pertenecientes a este género no resisten bien temperaturas mayores de 46°C.
El pH requerido para su crecimiento oscila entre 6.5-7 y a pHs menores o iguales
el crecimiento es muy lento o incluso nulo, por todo ello, es importante controlar
el descenso del pH en los productos lacteos que contienen este microorganismo.
(Collado, 2004)

1.12.2  Caracteristicas bioquimicas

Las bifidobacterias se diferencian del resto de bacterias acidolacticas ya
gue no solamente producen acido lactico sino también acido acético, como uno
de sus principales productos de fermentacién. No producen CO2 ni los acidos
butiricos y propionico. Producen la rapida y completa coagulacién de la leche sin
formacion de gas. La fermentacion de la glucosa, lactosa, levulosa, fructosa y
galactosa estda marcada por la acidificacion de la leche. No producen acidos.
(Collado, 2004)
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2. CAPITULO II: Disefio de estudio

2.1Localizacién del trabajo de titulacién
El trabajo de titulacion se desarroll6 en la Planta Procesadora de Lacteos
de la Universidad de Cuenca, los andlisis correspondientes se realizaron en los
laboratorios de Bromatologia y de L&cteos ubicados en los laboratorios del

tecnoldgico de la facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca.

2.2Descripcion del proceso.

El trabajo de titulaciéon comprendié un estudio para la obtencién de una
bebida fermentada baja en calorias a partir del suero dulce de leche, lo cual
empez6 con elaboracion del queso fresco del cual se obtiene el suero como
subproducto en su elaboracion con el cual se trabajo.

El suero empleado fue descremado y fermentado con una cepa probidtica
de BIFIDUM BACTERIUM BB-12 siguiendo los parametros de la ficha técnica
del fermento y con este suero fermentado se obtuvo la formulacion 6ptima para

la elaboracion de la bebida fermentada.

En la elaboracion de esta investigacion se realizo los siguientes analisis y

evaluaciones segun lo establecido en los objetivos.

Los parametros fisico-quimicos fueron evaluados en el laboratorio de la
planta de lacteos de la Universidad de Cuenca usando los equipos y

procedimientos establecidos en el laboratorio y en las normas correspondientes.

Los parametros microbiolégicos fueron evaluados en el laboratorio de
Bromatologia de la Universidad de Cuenca usando los equipos y procedimientos

establecidos en el laboratorio y en las normas correspondientes.

Para el proceso de la fermentacion se realiz6 4 tratamientos por duplicado,
un tratamiento testigo y 3 tratamientos con diferentes dosificaciones del
fermento, para determinar el mejor proceso de la fermentacién segun los
diferentes tratamientos ya que en la ficha técnica no estipula las cantidades de
uso en el suero dulce de leche, y asi proceder con la elaboraciéon de la bebida

fermentada con el mejor de los diferentes tratamientos.
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Las dosificaciones se basaron en los porcentajes de otros fermentos
probioticos como Lactobacillos, streptococcus y (Parra Huertas, 2010)

recomienda un volumen de cultivo de 0 a 3% .

Se realizdé una evaluacién sensorial para determinar la aceptacion del
producto terminado, la evaluacion de las caracteristicas sensoriales de la bebida
fermentada se realizod mediante las variables
(acidez/sabor/apariencia/textura/aroma) tomando en cuenta la variable
apariencia se tomo6 como el color ya que se presento a los evaluados la bebida

en un envase de vidrio de 220ml.

2.3Materiales y reactivos

Materiales y Equipos ) _
Reactivos e insumos

&&"“%

A

Jarras
Marmita Lienzos Leche cruda
Cocina Papel filtro Cuajo
Milkotester Moldes Cloruro de calcio
Frigorifico Prensa Fermento probidtico
Vasos de precipitacion Recipientes 20 (Bifidobacterium)
Varillas litros Acido citrico
Bureta Descremadora Benzoato de sodio
Pipetas pH-metro Sacarosa
Embudos Balanza Saborizante (duraznoy
Termdmetros Recipientes de frutilla)
Brixometro galén Pulpa de fruta (durazno y
Palas Ollas frutilla)
Lira Botellas de vidrios Gelatina sin sabor
Coladores 250ml Carbén activado

Tapas metélica

Tabla 8: Materiales, equipos y reactivos e insumos .Fuente: Autor.
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2.4Descripcion de materia prima empleada para la bebida.

241 Leche.
La leche utilizada fue procedente de la empresa LACTEOS VASQUEZ
esta empresa se dedica a la comercializacion de leche. La leche cruda
adquirida cumplié con los requisitos fisico-quimicos de la leche cruda
segun la norma (INEN 0009, 2012).

2.4.2 Suero dulce de leche.
El suero utilizado se obtuvo como subproducto en la elaboracion del queso
fresco (ver proceso en la pagina 38). El suero obtenido cumplio con los requisitos
establecidos en la norma (INEN 2594, 2011).

2.4.3 Fermento probidtico (Bifidobacterium BB-12).

El fermento que se utiliz6 fue el BB-12 este es un cultivo termdfilo 4cido
lactico. El cultivo es una cepa individual definida con una larga historia de uso
seguro, asi como certificados de identificacion y certificados de sanidad y origen.
BB-12 es una marca registrada de Chr. Hansen. Este fermento fue adquirido de

la empresa Distribuidora Descalzi S.A.

La ficha técnica del producto BB-12 fue dado por la empresa de la cepa

utilizada para la fermentacion se encuentra en el (Anexo 1).

Imagen 2: Fermento Probidtico (Bifidumbacterium BB-12). Fuente Autor.
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2.4.4 Pulpa de fruta
La pulpa de la fruta se elabord a partir de fruta fresca y clasificada de

acuerdo a su color y textura.

2.4.5 Benzoato de Sodio
Es utilizado cono conservante en la industria alimentaria. Y es un agente
conservador de acciéon inhibitoria del desarrollo de bacterias, hongos vy
levaduras. Su dosis es 0,1g por cada 1000g de producto terminado o segun el

producto a elaborar y su formulacion.
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CAPITULO IlI: Descripcién de los productos y anélisis

3.1Desarrollo de queso fresco.

Los quesos son una forma de conservacion de los componentes

insolubles de la leche (la caseina y la materia grasa), se obtienen por la

coagulacion de la leche seguida del desuerado, en el curso del cual el lacto suero

se separa de la cuajada. El lacto suero contiene la mayor parte del agua y de los

componentes solubles de la leche siendo este suero la materia prima para la

elaboracion de la bebida fermentada.

1.

2.

3.1.1 Procedimiento.

Recibir la leche y almacenar a 4°C.

Pasteurizar la leche en la cual llevamos a la leche a 67°C por 5 minutos
en este paso se debe homogenizar muy bien la leche para que adquiera
esta temperatura en todo el pasteurizador esto mediante una paleta de

madera.

Enfriar la leche en este mismo recipiente hasta una temperatura
comprendida entre 38°C a 40°C.

Colocar el cuajo segun la relacion de 10ml de cuajo por cada 100litros de

leche.
Homogenizar la mezcla y se deja reposar por 30 minutos.

Realizar el corte de la cuajada, esta se realiza mediante una lira
realizando cortes horizontales como verticales obteniendo cubos,
posterior se mueve con la paleta de madera y si existe cuajos de gran
tamafo debe cortar con la ayuda del cuchillo.

Desuerado en este paso se debe separar el suero para ellos colocamos
una reja en la salida del equipo y abrimos la llave, el suero se recogera en

recipientes.
Colocar el cuajo en un lienzo dentro del molde.

Colocar en la maquina de prensado, este equipo ayuda a la eliminacién
del suero que aun contiene el cuajo se le deja en este equipo por 30

minutos.

40

Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.

VL LT

A



UNIVERSIDAD DE CUENCA

10. Retirar los quesos del equipo de prensado y se dejar en reposo en una
solucién de sal muera al 20 % durante un dia.

11. Empaquetar al vacio los quesos obtenidos, este proceso se realiza con el

fin de evitar deterioro del producto.

3.1.2 Diagrama del proceso de queso fresco

Imagen 3: Diagrama de proceso de elaboracion de quesos. Fuente: Autor.

Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.
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3.2Proceso de fermentacion.

El estudio se realiz6 con cuatro dosificaciones de (0%, 0.1%, 0.3%, 0.5%)
del fermento haciendo los calculos para trabajar con 100 litros de materia prima,
mediante la inoculacion del fermento se determind la viabilidad de la
fermentacion del probiético BB-12. Dado que el la ficha técnica del fermento no

especifica la cantidad a utilizar segun la cantidad de materia prima a trabajar.

3.21 Procedimiento
1. Recepcién: se recibidé el suero a 38-40°C posterior de la etapa de

coagulacioén en la elaboracién del queso fresco.

2. Centrifugacion. Se realizo una doble centrifugacion en la descremadora

de leche con el fin de eliminar la grasa.

3. Pasteurizacién: se lo realiz6 al elevar la temperatura del suero a 85°C

por 5 minutos en una cocina industrial.

4. Adicién del conservante (Benzoato de Sodio): segun la norma (INEN
2074 , 2012)

5. Disminucion de la temperatura: se llevé a la temperatura de 40°C del

suero pasteurizado con agua fria para los siguientes procesos.

6. lgualacion del pH a 4,5: mediante la utilizacién de acido citrico se bajo el
pH del suero de 6,3 a 4,5.

7. Inoculacién: se inocula las 4 muestras de suero de 3 litros cada una, con
la concentracion del fermento mediante cuatro dosificaciones (0%, 0.1%,
0.3%, 0.5%), y segun las especificaciones establecidas en la ficha técnica
del producto (Anexo 1),

8. Fermentacion: Se deja fermentar el producto en bidones por 24 horas,
tiempo en que se fermenta todos los carbohidratos presentes en el suero,
se realizé la medicion del pH y acides para determinar los cambios

ocurridos en la fermentacion.

9. Medir pH en el tiempo.
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3.2.2 Diagrama del proceso de fermentacion.

Imagen 4: Diagrama de proceso de Fermentacion. Fuente: Autor.

Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.
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3.3Desarrollo de la bebida fermentada.
La bebida se desarrollé a partir del suero dulce de leche que se obtuvo
como subproducto en la elaboracion del queso fresco. Se obtuvo

aproximadamente un 85% de suero del total de la leche.
Materia prima a utilizar:
Pulpa: Se empleé durazno, se procedi6é a pelary pasteurizar
Edulcorante: Se utilizé azicar comuan para dar dulzor a la bebida.

Saborizante: Se utiliz6 saborizante artificial de durazno de la marca

TANG

3.3.1 Procedimiento.
1. Recepcién: se recibié el suero a 38-40°C posterior de la etapa de

coagulacion en la elaboracion del queso fresco.

2. Centrifugacion. Se realiz6 una doble centrifugacion en la descremadora

de leche con el fin de eliminar la grasa.

Imagen 5: Proceso de Centrifugacion. Fuente: Autor.

3. Pasteurizacién: se trabajé a 85°C por 5 minutos en una cocina industrial.

4. Adicién del conservante (Benzoato de Sodio): segun la norma (INEN
2074 , 2012).

5. Disminucion de la temperatura: se llevé a la temperatura de 40°C del
suero pasteurizado con agua fria para los siguientes procesos.
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6. lgualacion del pH a 4,5: se utilizé acido citrico y se afiadié directamente

hasta bajar el pH del suero de 6,3 a 4,5.

7. Inoculacién: se inocula con la concentracion del fermento al 0,5% y
segun las especificaciones establecidas en la ficha técnica del producto
(Anexo 1)

Imagen 6: Inoculacion. Fuente: Autor.

8. Clarificante: afadir una funda de gelatina sin sabor de 7,5g como

clarificante.

9. Fermentacion: se dejar que fermente el producto por 24 horas tiempo en
gue se fermenta todos carbohidratos presentes en el suero, se realizo la
medicion del pH y acidez para determinar los cambios ocurridos en la

fermentacion.

10.Decantacién: Después de la fermentacion se extrajo la parte liquida del
proceso de fermentacién, con la cual se mide y se trabaja para elaborar
la bebida.
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Imagen 7: Proceso de fermentacion. Fuente: Autor

11.Mezclado: a la parte liquida de la fermentacion se le debe afiadir 20% de

agua, la pulpa, saborizante y el edulcorante.

12.Homogenizaciéon: se debe homogenizar bien la mezcla para los demas

procesos.

13.Embotellado: para el proceso del embotellado se debe lavar las botellas

y esterilizadas y se procedio al llenado de con la bebida ya formulada.

14.Evacuado y tapado: se realizé el evacuado mediante el bafio Maria para
la eliminacion del oxigeno presente y asi evitar la propagacién de
microorganismos patodgenos, se realiza el tapado hermético mediante el

sellado después de la evacuacion.

15.Almacenado: se lo realiza a 4°C un frigorifico, se realizaran los analisis

a partir del primer dia de almacenamiento de la bebida elaborada.
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3.3.2 Diagrama del proceso de la bebida fermentada.

Imagen 8: Diagrama del proceso de elaboracion de la bebida fermentada.
Fuente: Autor.

47
Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.4Andlisis de calidad de la leche para la elaboraciéon de queso.
Las pruebas para determinar la calidad de la leche para la elaboracion del
gueso fueron realizadas en el laboratorio de lacteos de la Universidad de
Cuenca, el analisis se realiz6 en el equipo MILKOTESTER programado para
medir los parametros con respecto a la leche y las variables analizadas fueron la
grasa, solidos no grasos, densidad, punto de congelacion, proteina, lactosa,

sales y agua.
Para la medicién de los parametros se siguio los siguientes pasos:

e Tomar una muestra de leche a trabajar.

e Programar el quipo segun la materia prima a analizar.

e Colocar el blanco (agua destilada) y la leche en los recipientes del
equipo para proceder a la medicioén.

e Realizar la medicién al iniciar la marcha del blanco y la leche.

e Se realizara por duplicado la medicion de la leche.

3.5Andlisis fisico-quimico del suero dulce de leche.
3.5.1 Acidez titulable.
La medicion de la acidez titulable est4 basado en la norma NTE INEN
0013, en la cual se establece como el método para determinar la acidez titulable

de la leche pero se aplico para la determinacién de la acidez del suero dulce.

Segun la norma (NTE INEN 0013 ) establece que la Acidez titulable de la
leche. Es la acidez de la leche, expresada convencionalmente como contenido

de acido lactico, y determinada mediante procedimientos normalizados.

3.5.1 Fundamento.
Se titula la acidez con una solucién estandarizada de hidroxido de sodio,
usando fenolftaleina como indicador. Se afade la solucion de hidroxido hasta el
punto en el cual una cantidad equivalente de la base ha sido afiadida a la

solucion, el punto final se da con el viraje o cambio de color.

48
Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.

o,

A



&&"“%

UNIVERSIDAD DE CUENCA LE!

3.5.2 Materiales y reactivos
Materiales Reactivos
Matraz Erlenmeyer de 100ml Suero dulce de leche
Matraz de 500m| Solucion 0,1 N de hidroxido de sodio
Bureta de 25ml Solucién indicadora de fenolftaleina
Estufa Agua destilada, exenta de CO: y fria

Tabla 9: Materiales y reactivos para la medicion de la acidez titulable. Fuente:

Autor.

3.5.3 Procedimiento

e La determinacion realizar por duplicado sobre la misma muestra
preparada.

e Lavar cuidadosamente y secar el matraz Erlenmeyer.

e Colocar en el Erlenmeyer la muestra.

e Diluir el contenido del matraz con un volumen dos veces mayor de
agua destilada, y agregar 2 cm3 de solucion indicadora de
fenolftaleina.

e Agregar, lentamente y con agitacion, la solucion 0,1 N de hidroxido
de sodio, justamente hasta conseguir un color rosado

e Continuar agregando la solucion hasta que el color rosado persista
durante 30 s.

e Leer en la bureta el volumen de solucibn empleada, con
aproximacién a 0,05ml.

e La acidez titulable de la leche se calcula mediante la ecuacion
siguiente:

(VNK)naon * Meq * 100
Vm

P .
%VAcido Lactico = A =

Siendo:

A= acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de acido

lactico.
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Vm = volumen de la muestra.

V = volumen del hidroxido de sodio.
N= normalidad del hidréxido de sodio.
K= constante del hidréxido de sodio.
Meq= Miliequivalmetes del 4cido lactico

3.54 Diagrama del proceso de la medicién de la acidez titulable.

Imagen 9: Diagrama de medicion de la acidez titulable. Fuente: Autor.
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3.5.2 pH del suero dulce.

El pH representa la acidez actual (concentracion de H+ libres) en la
solucion, para le determinacion del pH del suero dulce de leche se baso en la
norma NTE INEN 0973, en la cual se establece como el método potenciométrico
para determinar el pH en agua potable, pero se aplicé para la determinacion del

pH del suero dulce siguiendo los procedimientos de la norma. (NTE INEN 0973)

3.5.2.1 Fundamento.
Determinacién electrométrica del pH en una muestra, utilizando un

electrodo que mide el cambio eléctrico producido por el cambio de pH.

3.5.2.2 Equipos y reactivos

Equipos Reactivos
Potenciometro Suero dulce de leche
Piceta Agua destilada
Vaso de precipitacion Soluciones tampon pH4, pH7, pH9

Tabla 10: Equipos y reactivos para la medicion del pH del suero. Fuente: Autor

3.5.2.3 Procedimiento.

e Efectuar la determinacién por duplicado sobre la muestra.

e Lavar los electrodos con agua destilada y calibrar el aparato a la
temperatura de la muestra.

e Colocar la muestra en el vaso de precipitacion, introducir los

electrodos y efectuar la determinacion del pH.

51
Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.5.2.4 Diagrama del proceso de la medicién del pH.

Lavar los electrodos con agua
destilada

|

Calibrar el quipo

!

Colocar la muestra en un vaso de
precipitacion

'

Introducir los electrodos en el vaso
gue contiene la muestra

v

Efectuar la medicién del pH

Realizar por la lectura por
duplicado

Imagen 10: Diagrama de medicion del pH del suero. Fuente: Autor.

3.5.3 Andlisis de la proteina, grasa, % de agua y densidad
Las pruebas se realizaron en el equipo MILKOTESTER programado para

medir los parametros con respecto al suero de leche.

3.5.3.1 Fundamento
EI MILKOTESTER esta disefiado para los analisis de porcentaje de grasa,
sélidos no grasos, proteina, lactosa, contenido de agua, temperatura (C°), punto
de congelacion, sales densidades y PH. Estos parametros son medidos al mismo

tiempo.

El dispositivo tiene un disefio compacto, una estructura robusta y una
interfaz f4cil de usar. Lo mas importante, la operacion es de un solo boton es
muy simple, se pulsa una sola vez para empezar a medir y una sola vez para la
limpieza. Las muestras se dosifican con precision y se requieren pequefias
cantidades, el volumen de la muestra es de 23cms3, no es necesario un

tratamiento térmico o mecanico de las muestras antes del analisis.
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3.5.3.2 Procedimiento

Para la mediciéon de los parametros se siguio los siguientes pasos:

e Tomar una muestra de suero a trabajar.

e Programar el equipo segun la materia prima a analizar.

e Colocar el blanco (agua destilada) y el suero en los recipientes del
equipo para proceder a la medicion.

e Colocar el capilar del quipo dentro de los recipientes.

¢ Realizar la medicién al iniciar la marcha del blanco y la leche.

e Se realizara por duplicado la medicién de la leche.

3.5.3.3 Diagrama del proceso de la medicién de los diferentes

parametros en el quipo MILKOTESTER.

Tomar una muestra de suero

'

Programar el equipo para medir
parametros del suero de leche

v

Colocar el suero en los recipientes
del quipo

'

Colocar el capilar del quipo dentro
del recipiente a medir

v

Iniciar la medicion Anotar los resultados
necesarios

Imagen 11: Diagrama del proceso de medicién en el quipo MILKOTESTER.

Fuente: Autor.
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3.6 Andlisis microbiolégico del suero dulce de leche.

3.6.1 Recuento estandar en placa de aerobios mesofilos.
El recuento de los microorganismos aerobios de la muestra se suero dulce
de leche se est4 basado en la norma NTE INEN 1529-5, en la cual se establece
como el método para cuantificar la carga de microorganismos aerobios mesdéfilos

en una muestra de alimento destinado al consumo humano o animal.

Segun la norma (INEN 1529-5, 2006) establece el control microbiol6gico

de los alimentos y determinada mediante procedimientos normalizados.

3.6.1.1. Fundamento

Este método se basa en la certeza de que un microorganismo vital esté
presente en una muestra de alimento, al ser inoculado en un medio nutritivo
sélido se reproducira formando una colonia individual visible. Para que el conteo
de las colonias sea posible se hacen diluciones decimales de la suspension
inicial de la muestra y se inocula el medio nutritivo de cultivo. Se incuba el in6culo
a 30°C por 72 horas y luego se cuenta el nimero de colonias formadas. El conteo
sirve para calcular la cantidad de microorganismos por gramo o por centimetro
cubico de alimento (INEN 1529-5, 2006).

El desarrollo del proceso se describe en la imagen 12.
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3.6.1.2. Diagrama del proceso del recuento de aerobios mesoéfilos.

Colocar 1ml de la disolucién en
una caja Petri

;

Colocar 20 ml de agar para Temperatura a 452C
recuento en la nlaca y tiempo max 45min

y

Mezclar el inoculo de siembra con
el medio de cultivo

v

Reposo de las placas

Solidificacion del agar

v

Incubacién por48a 5 Invertir las cajas e incubarlas
75 horas #
Contar todas las colonias que hayan Contador de colonias
crecido

Lupas de aumento.

v

Anotar el nimero de colonias

|

Calculos

i

Redondear los resultados

v

Expresarlos como numero entre
1,0y 9,9y por 10*

Imagen 12: Diagrama del proceso de recuento de aerobios mesdfilos. Fuente:
Autor.

3.6.2 Recuento estandar en placa de Escherichia coli
El recuento de los microorganismos Escherichia coli de la muestra se
suero dulce de leche se esta basado en la norma NTE INEN 1529-8, en la cual
se establece como el método que establece la técnica del nimero méas probable
para la determinacion de coliformes fecales y las pruebas confirmatorias de

Escherichia cdli e identificacion de las especies del grupo coliforme fecal.
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Segun la norma (INEN 1529-8, 1990) establece el recuento de
Escherichia coli, control microbiologico de los alimentos y esta determinada

mediante procedimientos normalizados.

3.6.2.1 Fundamento

Este método se basa en la prueba de Eijkman modificada para detectar la
fermentacion de la lactosa con produccién de gas a 44 - 455 + 0,2°C y
complementada con la prueba de indol a esta temperatura, estos ensayos se
realizan en caldo brillante-bilis lactosa y en caldo triptona partiendo de un inéculo
tomado de cada tubo gas positivo del cultivo para coliformes totales, (INEN 1529-
6) e incubados a 45,5 + 0,2° C. La confirmacién de E. coli y la diferenciacion de
las especies y variedades del grupo coliforme fecal, se realizan mediante los

ensayos para indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato sodico.

El desarrollo de los procesos se describe en el diagrama de la

imagen 13.
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3.6.2.2 Diagrama del proceso del recuento de Echerichia coli.

Imagen 13: Diagrama del proceso de recuento de Escherichia coli. Fuente:

Autor.
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3.6.3 Deteccion de Salmonella
La deteccion de los microorganismos de Salmonella de la muestra se
suero dulce de leche se esta basado en la norma NTE INEN 1529-15, en la cual

se establece el método de ensayo para detectar Salmonella en alimentos.

Segun la norma (INEN 1529-15, 2009) establece control microbioldgico
de los alimentos, el método de deteccion de la salmonella y esta determinada

mediante procedimientos normalizados.

3.6.3.1 Fundamento.
Las salmonellas, cuando presentes en los alimentos, generalmente lo
estan en pequefios numeros, algunas veces debilitadas y frecuentemente
acompafiadas de un gran nimero de otros miembros de Enterobacteriaceae, por

tanto, en este método se considera las siguientes etapas:

Pre-enriquecimiento. Cultivo de la muestra a 37° C en medios minimos
sencillos, exentos de agentes quimicos selectivos a fin de lograr la revitalizacion

de las salmonelas lesionadas.

Enriquecimiento selectivo. Subcultivo a 37° C y entre 42 a 43° C, en
medios liquidos selectivos del cultivo pre-enriquecido, para inhibir o restringir el
crecimiento de la flora competitiva y favorecer la multiplicacién de las

salmonelas.

Siembra en placa de medios selectivos sélidos. Inoculacion de los cultivos
de enriquecimiento selectivo en la superficie de agares selectivos y diferenciales,
para visualizar las colonias que por su aspecto caracteristico se las considera

como de Salmonella presuntiva.

Identificacion. Subcultivo de las colonias de Salmonella presuntiva y
determinacion de sus caracteristicas bioquimicas y serolégicas para

identificarlas como miembros del género Salmonella.

El desarrollo del proceso se describe en la imagen 14.
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3.6.3.2 Diagrama del proceso de deteccion de salmonella.

Leer procedimiento punto 8 en NTE
INEN 1529-15

'

Pre- enriquecimiento

y

Enriquecimiento selectivo

v

Siembra en la placa de medios
solidos selectivos y diferenciales

v

Seleccion y purificacion de las
colonias que seran confirmadas

v

Confirmacién bioquimica

v

Confirmacién seroldgica

v

Interpretacion de resultados

Imagen 14: Diagrama del proceso de deteccion de salmonella. Fuente: Autor.

3.7Andlisis fisico-quimico de la bebida fermentada.

3.7.1 pH del de la bebida fermentada.

El pH representa la acidez actual (concentracion de H+ libres) en la
solucion, para le determinacion del pH del suero dulce de leche se baso en la
norma NTE INEN 0973, en la cual se establece como el método potenciométrico
para determinar el pH en agua potable, pero se aplicé para la determinacion del
pH de la bebida fermentada siguiendo los procedimientos establecidos en la
norma (NTE INEN 0973).
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3.7.1.1 Fundamento
Determinacién electrométrica del pH en una muestra, utilizando un

electrodo de vidrio que mide el cambio eléctrico producido por el cambio de pH.

3.7.1.2 Equipos y reactivos

Equipos Reactivos
Potenciometro Bebida fermentada
Piseta Agua destilada
Vaso de precipitacion Soluciones tampo6n pH4, pH7, pH9

Tabla 11: Equipos y reactivos para la medicion del pH del suero. Fuente: Autor

3.7.1.3 Procedimiento:

e Efectuar la determinacién por duplicado sobre la muestra.

e Lavar los electrodos con agua destilada y calibrar el aparato a la
temperatura de la muestra, utilizando una solucién de referencia
cuyo pH sea similar al esperado para la muestra.

e Colocar la muestra en el vaso de precipitacion, introducir los

electrodos y efectuar la determinacion del pH.
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3.7.1.4 Diagrama del proceso de la medicién del pH.

Lavar los electrodos con agua
destilada

|

Calibrar el quipo

!

Colocar la muestra en un vaso de
precipitacion

'

Introducir los electrodos en el vaso
gue contiene la muestra

v

Efectuar la medicién del pH

Realizar por la lectura por
duplicado

Imagen 15: Diagrama del proceso de medicion del pH. Fuente: Autor.

3.7.2 Andlisis para la determinacién del % de grasa
La medicion del contenido de grasa en la bebida fermentada basada en

la norma NTE INEN 0012, en la cual se describe el método de Gerber.

Segun la norma (INEN 0013) el método de GERBER determina el
contenido de grasa de un producto y esta determinada mediante procedimientos

normalizados.

3.7.2.1 Fundamento
Separar, mediante acidificacion y centrifugacion, la materia grasa
contenida en el producto analizado, y determinar el contenido de grasa mediante

lectura directa en un butirdbmetro estandarizado.
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Materiales

Reactivo

10 ml, de

seguridad, para acido sulfarico

Pipeta aforada de

Pipeta aforada de 1ml, para alcohol
amilico.

Pipeta aforada de 10,94ml, para medir
la muestra

Butirdmetros Gerber

Centrifuga, con velocidad de 1100 +
100 r/min.

Bafio de agua, con regulador de
temperatura, ajustado a 65° + 2° C

Bario Maria.

Acido sulfurico, concentrado para
andlisis, con densidad 1,815 + 0,003
g/cm3 a 20°C.

Alcohol

principalmente de 3-metil-butanol y 2-

amilico, compuesto
metil-butanol y practicamente exento
de alcoholes amilicos secundarios o
terciarios y furfural; debera tener una
densidad de 0,811 + 0,002 g/cm3 a
20°C. Agua destilada.

Tabla 12: Materiales y reactivos para el proceso de la determinacion del % de

grasa. Fuente: Autor

3.7.2.3 Procedimiento

e Llevar la muestra a una temperatura de aproximadamente 20°C, y

mezclarla mediante agitacion suave hasta que esté homogénea,
cuidando que no haya separacion de grasa por efecto de la
agitacion.

Para la determinacion del contenido de grasa debe usarse el
butirometro Gerber.

Verter 10ml, exactamente medidos, de &cido sulfurico en el
butirdmetro respectivo, cuidando de no humedecer con acido el
cuello del butirometro.

Invertir lentamente, tres o cuatro veces, la botella que contiene la
muestra preparada, y pipetear 10,94ml de muestra, de tal manera
gue el borde inferior del menisco coincida con la linea de
calibracion de la pipeta después de limpiar con papel absorbente la
parte exterior de su punta de descarga.
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e Luego, sosteniendo la pipeta con su punta pegada al borde inferior
del cuello del butirdmetro, descargar cuidadosamente la muestra
en el mismo hasta que el menisco se detenga, dejar transcurrir 3
segundos y frotar la punta de la pipeta contra la base del cuello del
butirometro.

e Verter 1ml, exactamente medido, de alcohol amilico en el
butirometro, cuidando de no humedecer con el alcohol el cuello del
butirometro, El alcohol amilico debe afiadirse siempre después de
la muestra.

e Tapar herméticamente el cuello del butirbmetro y agitar en una
vitrina de proteccion, invirtiendo lentamente al butirdmetro dos o
tres veces durante la operacion.

e Inmediatamente después de la agitacién, centrifugar el butirbmetro
con su tapa colocada hacia afuera. Si no hay un nimero suficiente
de butirémetros para llenar completamente la centrifuga, colocarlos
simétricamente, equilibrandolos con uno que contenga igual
volumen de agua en caso de ser necesario. Una vez que la
centrifuga alcanza la velocidad necesaria, continuar la
centrifugacién durante un tiempo no menor de 4 min ni mayor de 5
min, a tal velocidad.

e Retirar el butirometro de la centrifuga y colocarlo, con la tapa hacia
abajo, en el bafio de agua a 65° + 2°C durante un tiempo no menor
de 4 min ni mayor de 10 min, manteniendo la columna de grasa
completamente sumergida en el agua.

e Antes de proceder a la lectura, colocar el nivel de separacion entre
el acido y la columna de grasa sobre la marca de una graduacion
principal de la escala; esto se consigue presionando o aflojando
adecuadamente la tapa del butirometro. Leer las medidas
correspondientes a la parte inferior del menisco de grasa y al nivel
de separacion entre el 4cido y la columna de grasa; la diferencia
entre las dos lecturas da el contenido de grasa de la leche. Al
realizar las lecturas, debe mantenerse la escala en posicion vertical

y el punto de lectura al mismo nivel de los ojos.
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3.7.2.4 Diagrama del proceso de determinacion del % de grasa en la
bebida fermentada.

Imagen 16: Diagrama del proceso de determinacion del % de grasa. Fuente:

Autor.
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3.7.3 Andlisis para la determinacién del % de glacidos
totales.
La medicién del porcentaje de glucidos esta basada en la reacciéon de
FEHLING

3.7.3.1 Fundamento.
Se trata de una reaccion redox en la que el grupo aldehido (reductor) de
los azlcares es oxidado a grupo acido por el Cu?* que se reduce a Cu*. Lo
carbohidratos monosacaridos como los disacaridos reductores reaccionan con

el Cu?* dando un precipitado rojo de éxido cuproso.

Esta reaccién se debe tratar en un medio basico por lo que es necesario
introducir en la reaccion tartrato sédico-potésico para evitar la precipitacion del

hidréxido cuprico.

El desarrollo del proceso se describe en el diagrama de la imagen 17.

65
Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.7.3.2 Diagrama del proceso de determinacion del % de

glacidos en la bebida fermentada.

Imagen 17: Diagrama del proceso para la determinacion del % de glucidos.
Fuente: Autor.
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3.74 Andlisis para la determinacién del % de proteina
La medicion del contenido de proteina en la bebida fermentada esta
basada en la norma NTE INEN 0016, en la cual se utiliza el de KJELDAHL.

Segun la norma (INEN 0016) el método de KIJELDAHL determina el
contenido de proteina de una muestra y esta determinada mediante

procedimientos normalizados.

3.7.4.1 Fundamento.
El método se basa en la destruccion de la materia organica con acido
sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido

de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en:

a) Acido sulfarico donde se forma sulfato de amonio y el exceso de acido

es valorado con hidréxido de sodio en presencia de rojo de metilo, o

b) Acido bérico formandose borato de amonio el que se valora con acido

clorhidrico.

3.7.4.2 Equipos y reactivos

Equipos Reactivos

Aparato de Kjeldahl, para Acido sulfdrico concentrado, con densidad

digestion y destilacion. 1,84 g/ml a 20°C, exento de nitrégeno.
Matraz Kjeldahl de 50ml. Solucion 0,1N de acido sulfurico,
Matraz Erlenmeyer de 500ml. debidamente estandarizada.

Bureta de 50ml. Solucién concentrada de hidroxido de

Balanza analitica. Sensible al 0,1 sodio. Disolver 450 g de hidroxido de
mg. sodio solido en agua destilada y diluir la
solucion hasta 1000ml. La densidad
relativa de la solucion final debe ser mayor
de 1,36.
Solucion 0,1N de hidroxido de sodio,
debidamente esterilizada.
Solucién de sulfuro alcalino o solucion de
tiosulfato de sodio. Disolver 40 g de

sulfuro de potasio o de sulfuro de sodio en
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1000mI de agua destilada; o disolver 80 g
de tiosulfato de sodio pentahidratado en
100 cm3 de agua destilada.

Sulfato de potasio o sulfato de sodio
anhidro, exento de nitrégeno, reactivo
para analisis.

Oxido mercurico, o mercurio metalico,
reactivo para analisis.

Solucién alcohdlica de rojo de metilo.
Disolver 1 g de rojo de metilo en 200ml de
alcohol etilico al 95% (V/V).

Tabla 13: Materiales y reactivos para el proceso de la determinacion del % de

proteina. Fuente: Autor

3.7.4.3 Procedimiento

La determinaciéon debe realizarse por duplicado sobre la misma muestra

preparada

e Pesar, con aproximacion al 0,1 mg, aproximadamente 5 g de
muestra.

e Transferir la muestra al matraz Kjeldahl y agregar el catalizador,
formado por 0,7 g de oOxido mercurico (6 0,65 g de mercurio
metalico) y 15 g de sulfato de potasio en polvo (6 15 g de sulfato
de sodio anhidro)

e Agregar 25ml de acido sulfarico concentrado, y un trozo pequefio
de parafina para reducir la formacién de espuma durante la
digestion.

e Agitar el matraz y colocarlo en forma inclinada en la hornilla del
aparato de kjeldahl. Calentar suavemente hasta que no se observe
formacion de espuma, y aumentar el calentamiento hasta que el
contenido del matraz hierva uniformemente y presente un aspecto
limpido; continuar el calentamiento durante 30 minutos y dejar

enfriar.
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e Agregar aproximadamente 200ml de agua destilada, enfriar la
mezcla hasta una temperatura inferior a 25°C, agregar 25ml de la
solucion de sulfuro alcalino (o tiosulfato de sodio) y agitar la mezcla
para precipitar el mercurio.

e Agregar unas pocas granallas de zinc para evitar proyecciones
durante la ebullicién. Inclinar el matraz y verter por sus paredes,
cuidadosamente, para que se formen dos capas, 50ml de la
solucion concentrada de hidroxido de sodio (o mayor cantidad, si
fuera necesario, para alcanzar un alto grado de alcalinidad).

e Inmediatamente, conectar el matraz Kjeldahl al condensador
mediante la ampolla de destilacion. El extremo de salida del
condensador debe estar sumergido en 50ml de la solucién 0,1 N
de &cido sulfurico contenida en el matraz Erlenmeyer de 500ml a la
cual se han agregado unas gotas de la solucién alcoholica de rojo
de metilo.

e Agitar el matraz Kjeldahl hasta mezclar completamente su
contenido y luego calentarlo.

e Destilar hasta que todo el amoniaco haya pasado a la solucion
acida contenida en el matraz Erlenmeyer, (lo cual se logra después
de destilar por lo menos 150ml).

e Usando la solucion 0,1 N de hidroxido de sodio, titular el exceso de
acido contenido en el matraz Erlenmeyer.

e Realizar un solo ensayo en blanco con todos los reactivos, sin la
muestra y siguiendo el mismo procedimiento descrito para cada
determinacion o serie de determinaciones.

e Calculo el contenido de proteinas en la leche se calcula mediante
la ecuacion siguiente:

(ViN1 —V;3N3) — (V3N — V4N3)
m

P = (1,40)(6,38)

Siendo:

P = contenido de proteinas en la leche, en porcentaje de masa.
V1 = volumen de la solucién de acido sulfurico empleado para
recoger el destilado de la muestra, en ml.

N1 = normalidad de la solucién de acido sulfurico.
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V2 = volumen de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la
titulacion, en ml.

N2 = normalidad de la solucién de hidréxido de sodio.

V3 = volumen de la solucion de acido sulfurico empleado para
recoger el destilado del ensayo en blanco, en ml.

V4 = volumen de la solucion de hidroxido de sodio empleado en la
titulacién del ensayo en blanco, en ml.

m = masa de la muestra, en g.
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3.7.4.4 Diagrama del proceso de determinacion del % de

proteina en la bebida fermentada.

Imagen 18: Diagrama del proceso para la determinacién del % de proteina.

Fuente: Autor.
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3.7.5 Acidez de la bebida fermentada.
La medicion de la acidez esta basado en la norma (INEN 0013), en la cual
se establece como el método para determinar la acidez titulable de la leche pero

se aplico para la determinacion de la acidez de la bebida fermentada.
Segun la norma (NTE INEN 0013)

3.75.1 Fundamento.

Se titula la acidez con una solucion estandarizada de hidréxido de sodio,
usando fenolftaleina como indicador. Se afade la solucion de hidroxido hasta el
punto en el cual una cantidad equivalente de la base ha sido afadida a la

solucion, el punto final se da con el viraje o cambio de color.

3.7.5.2 Materiales y reactivos
Materiales Reactivos
Matraz Erlenmeyer de 100ml Bebida fermentada
Matraz de 500m| Solucion 0,1 N de hidroxido de sodio
Bureta de 25ml Solucion indicadora de fenolftaleina
Estufa Agua destilada, exenta de CO:2 y fria

Tabla 14: Materiales y reactivos para la medicion de la acidez titulable. Fuente:

Autor.

3.7.5.3 Procedimiento
La determinacion realizar por duplicado sobre la misma muestra

preparada.

e Lavar cuidadosamente y secar el matraz Erlenmeyer.

e Colocar en el Erlenmeyer la muestra.

e Diluir el contenido del matraz con un volumen dos veces mayor de
agua destilada, y agregar 2 cm3 de solucidon indicadora de
fenolftaleina.

e Agregar, lentamente y con agitacion, la solucion 0,1 N de hidroxido

de sodio, justamente hasta conseguir un color rosado
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e Continuar agregando la solucién hasta que el color rosado persista
durante 30s.

e Leer en la bureta el volumen de solucion empleada, con
aproximacion a 0,05ml.

e La acidez titulable de la leche se calcula mediante la ecuacion
siguiente:

(VNK)NaOH * Meq * 100
m

P,
%VAcido Lactico = A =

Siendo:

A= acidez titulable de la leche, en porcentaje en masa de acido lactico.
Vm = volumen de la muestra.

V = volumen del hidréxido de sodio.

N= normalidad del hidréxido de sodio.

K= constante del hidréxido de sodio.

Meq= Miliequivalmetes del acido lactico
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3.754 Diagrama del proceso de la medicion de la acidez.

Imagen 19: Diagrama del proceso de medicién de la acidez. Fuente: Autor.
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3.8Analisis microbioldgico de la bebida fermentada.
3.8.1 Recuento estandar en placa de aerobios mesofilos.
El recuento de los microorganismos aerobios de la bebida fermentada
esta basado en la norma NTE INEN 1529-5, en la cual se establece como el
método para cuantificar la carga de microorganismos aerobios mesdfilos en una

muestra de alimento destinado al consumo humano o animal.

Segun la norma (INEN 1529-5, 2006) establece el control microbiol6gico

de los alimentos y esta determinada mediante procedimientos normalizados.

3.8.1.1 Fundamento

Este método se basa en la certeza de que un microorganismo vital esté
presente en una muestra de alimento, al ser inoculado en un medio nutritivo
sélido se reproducira formando una colonia individual visible. Para que el conteo
de las colonias sea posible se hacen diluciones decimales de la suspension
inicial de la muestra y se inocula el medio nutritivo de cultivo. Se incuba el in6culo
a 30°C por 72 horas y luego se cuenta el nimero de colonias formadas. El conteo
sirve para calcular la cantidad de microorganismos por gramo o por centimetro
cubico de alimento (INEN 1529-5, 2006).

El desarrollo del proceso se describe en el diagrama de la imagen 20.
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3.8.1.2 Diagrama del proceso del recuento de aerobios

mesofilos.

Imagen 20: Diagrama del proceso de recuento de aerobios mesdofilos. Fuente:
Autor.
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3.8.2 Recuento estandar en placa de Escherichia coli
El recuento de los microorganismos Escherichia coli de la muestra de la
bebida fermentada esta basado en la norma NTE INEN 1529-8, en la cual se
establece como el método que establece la técnica del nUmero mas probable
para la determinacién de coliformes fecales y las pruebas confirmatorias de

Escherichia coli e identificacion de las especies del grupo coliforme fecal.

Segun la norma (INEN 1529-8, 1990) establece el recuento de
Escherichia coli, control microbiolégico de los alimentos y esta determinada

mediante procedimientos normalizados.

3.8.2.1 Fundamento.
Este método se basa en la prueba de Eijkman modificada para detectar la
fermentacion de la lactosa con produccién de gas a 44 - 455 + 0,2°C y
complementada con la prueba de indol (Anexo 3) a esta temperatura, estos
ensayos se realizan en caldo brillante-bilis lactosa y en caldo triptona partiendo
de un in6culo tomado de cada tubo gas positivo del cultivo para coliformes
totales, (INEN 1529-6) e incubados a 45,5 + 0,2° C. La confirmacion de E. coli y
la diferenciacién de las especies y variedades del grupo coliforme fecal, se
realizan mediante los ensayos para indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y

citrato sodico.

El desarrollo del proceso se describe en el diagrama de la imagen 21.
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3.8.2.2 Diagrama del proceso del recuento de Echerichia coli.

Imagen 21: Diagrama del proceso de recuento de Escherichia coli. Fuente:

Autor.
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3.83 Deteccién de Salmonella
La deteccion de los microorganismos de Salmonella de la bebida
fermentada esta basado en la norma NTE INEN 1529-15, en la cual se establece

el método de ensayo para detectar Salmonella en alimentos.

Segun la norma (INEN 1529-15, 2009) establece control microbioldgico
de los alimentos, el método de deteccion de la salmonella y estad determinada

mediante procedimientos normalizados.

3.8.3.1 Fundamento.
Las salmonellas, cuando estan presentes en los alimentos, generalmente
lo estan en pequefias cantidades, algunas veces debilitadas y frecuentemente
acompafiadas de un gran nimero de otros miembros de Enterobacteriaceae, por

tanto, en este método se considera las siguientes etapas:

Pre-enriquecimiento. Cultivo de la muestra a 37° C en medios minimos
sencillos, exentos de agentes quimicos selectivos a fin de lograr la revitalizacion

de las salmonelas lesionadas.

Enriquecimiento selectivo. Subcultivo a 37° C y entre 42 a 43° C, en
medios liquidos selectivos del cultivo pre-enriquecido, para inhibir o restringir el
crecimiento de la flora competitiva y favorecer la multiplicacién de las

salmonelas.

Siembra en placa de medios selectivos sélidos. Inoculacion de los cultivos
de enriquecimiento selectivo en la superficie de agares selectivos y diferenciales,
para visualizar las colonias que por su aspecto caracteristico se las considera

como de Salmonella presuntiva.

Identificacion. Subcultivo de las colonias de Salmonella presuntiva y
determinacion de sus caracteristicas bioquimicas y serolégicas para

identificarlas como miembros del género Salmonella.

El desarrollo del proceso se describe en el diagrama de la imagen 22.
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3.8.3.2 Diagrama del proceso de deteccion de salmonella.

Leer procedimiento punto 8 en NTE
INEN 1529-15

'

Pre- enriquecimiento

y

Enriquecimiento selectivo

v

Siembra en la placa de medios
solidos selectivos y diferenciales

v

Seleccion y purificacion de las
colonias que seran confirmadas

v

Confirmacién bioquimica

v

Confirmacién seroldgica

v

Interpretacion de resultados

Imagen 22: Diagrama del proceso de deteccidén de salmonella. Fuente: Autor.

3.9Valoracion de la viabilidad del cultivo probiotico.

Se midi6 la viabilidad del probiotico mediante la técnica de siembra de
medios de cultivos. Para el recuento de Bifidobacterium BB-12, mediante el
recuento de los microorganismos aerobios que esta basado en la norma (INEN
1529-5, 2006), en la cual se establece como el método para cuantificar la carga
de microorganismos aerobios meséfilos en una muestra de alimento destinado

al consumo humano o animal.

Segun la norma (INEN 1529-5, 2006) establece el control microbiol6gico

de los alimentos y determinada mediante procedimientos normalizados.
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Este método se basa en la certeza de que un microorganismo vital esté

presente en una muestra de alimento, al ser inoculado en un medio nutritivo

sélido se reproducira formando una colonia individual visible. Para que el conteo

de las colonias sea posible se hacen diluciones decimales de la suspension

inicial de la muestra y se inocula el medio nutritivo de cultivo. Se incuba el in6culo

a 30°C por 72 horas y luego se cuenta el numero de colonias formadas. El conteo

sirve para calcular la cantidad de microorganismos por gramo 0 por centimetro

cubico de alimento (INEN 1529-5, 2006).

3.9.2 Materiales y medios de cultivo

Materiales

Medios de cultivo

Pipetas seroldgicas de punta ancha de 1,5ml y
10ml graduadas en 1/10 de unidad.

Cajas Petri de 90mm x 15mm.

Erlenmeyer y/o frasco de boca ancha de 100ml,
250ml, 500ml y 1000ml con tapa de rosca
autoclavable.

Tubos de 150mm x 16mm.

Gradillas.

Contador de colonias.

Balanza de capacidad no superior a 2 500 g y
de 0,1 g de sensibilidad.

Bafo de agua regulado a 45°C + 1°C.
Incubadora regulable (25°C - 60°C).

Autoclave.

Refrigeradora para mantener las muestras y
medios de cultivo

Congelador para mantener las muestras a
temperatura de -15°C a -20°C

Agar para recuento en placa
(Plate Count Agar).

Agua petonada al 0,1 %
(diluyente).
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Tabla 15: Materiales y medios de cultivo para el recuento de aerobios

mesofilos. Fuente: Autor

3.93 Procedimiento.

e Para cada dilucion el ensayo se hara por duplicado. En cada una
de las cajas Petri bien identificadas se depositara 1ml de cada
dilucion. Para cada depodsito se usard una pipeta distinta y
esterilizada.

e Inmediatamente, verter en cada una de las placas inoculadas
aproximadamente 20 ml de agar para recuento en placa—PCA,
fundido y templado a 45°C £ 2°C. La adicion del medio no debe
pasar de mas de 45 minutos a partir de la preparacion de la primera
dilucion.

e Cuidadosamente, mezclar el inoculo de siembra con el medio de
cultivo imprimiendo a la placa movimientos de vaivén: 5 veces en
el sentido de las agujas del reloj y 5 veces en el contrario.

e Como prueba de esterilidad verter agar en una caja que contenga
el diluyente sin inocular. No debe haber desarrollo de colonias.

e Dejar reposar las placas para que se solidifique el agar.

e Invertir las cajas e incubarlas a 30°C + 1°C por 48 a 75 horas.

e No apilar mas de 6 placas. Las pilas de placas deben estar
separadas entre si, de las paredes y del techo de la incubadora.

e Pasado el tiempo de incubacion seleccionar las placas de dos
diluciones consecutivas que presenten entre 15 y 300 colonias y
utilizando un contador de colonias, contar todas las colonias que
hayan crecido en el medio, incluso las pequefiitas, pero, se debe
tener cuidado para no confundirlas con particulas de alimentos o
precipitados, para esto, utilizar lupas de mayor aumento.

e Las colonias de crecimiento difuso deben considerarse como una
sola colonia si el crecimiento de este tipo de colonias cubre menos
de un cuarto de la placa; si cubre mas la caja no sera tomada en
cuenta en el ensayo.

e Anotar el nUmero de colonias y la respectiva dilucion.

e Realizar los respectivos célculos.
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e Caso general (placas que contienen entre 15y 300 colonias).
e Calcular el numero N de microorganismo por gramo o ml de
producto como la media ponderada de dos diluciones sucesivas

utilizando la siguiente formula:

X
N =
V(ny +0,1n,)d

En donde: Zc = Suma de todas las colonias contadas en todas las
placas seleccionadas:

V = Volumen inoculado en cada caja Petri

nl = Numero de placas de la primera dilucion seleccionada

n2 = Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d = Factor de dilucién de la primera diluciéon seleccionada (d = 1
cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir).

e Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas.
Cuando la tercera cifra comenzando por la izquierda es menor que
5, mantener inalterada la segunda cifra. Si la tercera cifra es mayor
o igual a cinco, incrementar en una unidad la segunda cifra.
Expresar como un numero entre 1,0 y 9,9 multiplicado por 10%,

donde x es la correspondiente potencia de 10.
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3.94 Diagrama del proceso del recuento de aerobios mesoéfilos.

Colocar 1ml de la disolucién en
una caja Petri

;

Colocar 20 ml de agar para
recuento en la nlaca

y

Mezclar el inoculo de siembra con
el medio de cultivo

v

Reposo de las placas

Temperatura a 45°C
y tiempo max 45min

Solidificacion del agar

v

Incubacién por48a 5 Invertir las cajas e incubarlas
75 horas #
Contar todas las colonias que hayan Contador de colonias
crecido

¢ Lupas de aumento.

Anotar el nimero de colonias

|

Calculos

i

Redondear los resultados

v

Expresarlos como numero entre
1,0y 9,9y por 10*

Imagen 23: Diagrama del proceso de recuento de aerobios mesdfilos. Fuente:
Autor.

3.54 Determinar la aceptacion sensorial de la bebida.

Las pruebas de evaluacidn sensoriales se realizaron en el laboratorio de
Lacteos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca los
catadores fueron los estudiantes de la facultad de ciclos superiores. Con la cual
se realiz6 una encuesta (ANEXO 5) en donde se tiene por objeto evaluar la
aceptacion de un nuevo producto que consiste en bebida de tipo funcional, para
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la evaluacion se determiné si hay diferencias significativas del proceso, tienen
las siguientes variables a analiza: Acidez, Textura, Apariencia, Sabor, Aroma,

Aceptacion General,

Se realiz6 una evaluacion sensorial de aceptacién segun la escala de la

siguiente tabla 16.

Escala Significado
1 Me disgusta mucho
2 No me disgusta
3 Ni me gusta ni me disgusta
4 Me gusta
5 Me gusta mucho

Tabla 16: Escala de calificacion de la bebida fermentada. Fuente: Autor.
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4. CAPITULO IV: Resultados y Discusiones
4.1Resultado del analisis de calidad de la leche para la elaboracion de

queso.

Materia prima: Leche

Este andlisis se efectud en el quipo MILKOTESTER del laboratorio de
Lacteos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca, en
la tabla 17 se indican los valores obtenidos, los mismos que se encuentran dentro

de los parametros establecidos por la norma (INEN 0009, 2012).

Requisito INEN 09

Parametro Medida
MIN MAX
Grasa 3% -
. 3,3%
Solidos no grasos 8,2% -
_ 8,5%
Densidad 1,028 kg/m?3 1,033 kg/m?3
1,03 kg/m?3
Punto de -0,536°C -0,512
_ -0,51°C
congelacion 2,9% -
3%
Proteina
4,4%
Lactosa
0,6%
Sales
0%
Agua

Tabla 17: Analisis de calidad de la leche. Fuente: Autor

4.2Resultados en la elaboracién de queso:
Se elaboré queso fresco con la finalidad de obtener el suero dulce de

leche para la bebida fermentada.

Cantidad de leche: 100 litros de leche.

Obtencion:

100 litros de Leche 82 litros de suero

22 quesos de 600g aprox.
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4.3Resultados de los analisis fisico-quimico del suero dulce de leche.

43.1 Acidez del suero de leche

Datos
Volumen de muestra 20 ml
2,5
Volumen de NaOH
ml
Normalidad de NaOH 0,1

mili-equivalentes de NaOH 0,09

Tabla 18: Datos para la determinacion de la acidez del suero de leche. Fuente
Autor.

Determinacion de la acidez del suero de leche

(VNK)NaOH *Meg * 100

P .
%VAcido Lactico = A =

Vm
Calculo
P . 250,11 x (0,09 x 100

% — Acido Lactico = A = ( Inaon

|74 20

P ..
% — Acido Lactico = A = 0,1125
Resultado |4

Tabla 19: Determinacion de la acidez del suero. Fuente: Autor

4.3.2 pH del suero de leche
pH inicial = 6,3
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4.3.3 Resultado de los andlisis de: %proteina, %grasa, % de
aguay densidad del suero a ser utilizado.
Las pruebas se realizaron en el equipo MILKOTESTER del laboratorio de
Lacteos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca,
programado para medir los parametros con respecto al suero de leche y se

expresan en la tabla 20.

Pardmetro Medida en % Requisitos
INEN 2594
MIN MAX
Proteina 2% 0,8 -
Grasa 0% - 0,3
Densidad 1,01kg/m3
Agua 34,9%

Tabla 20: Analisis de proteina, grasa, agua y densidad. Fuente: Autor

Los pardmetros medidos cumplen con los requisitos establecidos en la
norma (INEN 2594, 2011)

4.4 Analisis microbiolégicos del suero dulce de leche.
Los analisis fueron realizados por los técnicos del laboratorio de agua y

alimentos y los resultados estan expresados en la tabla 21.
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Requisitos
Muestra Parametro Método Unidad Resultado limite
max
Recuento
estandar en NTE
2,1x10° 100000
placa de INEN UFC/mi
_ UFC/ml UFC/mi
aerobios 1529-5
mesofilos
Suero de
Recuento
gueso NTE
_ estandar en <1,0x10?! <10
pasteurizado INEN UFC/mi
placa de UFC/ml UFC/ml
o _ 1529-8
Escherichia coli
_ NTE
Deteccién de , .
INEN Ausencia Ausencia
Salmonella/25ml
1529-15

Tabla 21: Analisis microbioldgico del suero dulce de leche. Fuente: Laboratorio

de Analisis de agua y alimentos de la Universidad de Cuenca..

4. 5Resultado del proceso de fermentacién.
45.1 Proceso de fermentacion del suero
Se trabajo con 4 tratamientos de 3 litros, se bajé el pH del suero

pasteurizado mediante la adicion de acido citrico y la medicion en el pH-metro.

Benzoato de % de .
_ . Cantidad de
. sodio Acido fermento
Tratamiento _ fermento a
(0,19 por citrico para la o
_ . . utilizar
litro) inoculacion
1 0% Og en 3 litros
2 1,2gen 12 4,59 en 0,1% 0,025g en 3 litros
3 litros 12 litros 0,3% 0,075g en 3litros
4 0,5% 0,125g en 3litros

Tabla 22: Resultados para el proceso de fermentacion. Fuente: Autor.
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En la tabla anterior se establecio las cantidades de fermento BB-12 a
utilizar, mediante pruebas en los porcentajes utilizados en otros fermentos
probiéticos, para poder determinar en los diferentes tratamientos de BB-12 cual
es el porcentaje del fermento a utilizar en el proceso final de la elaboracion de
la bebida.

Medidas de fermentacién:
Se realizaron 3 medidas:

e La primera inicial
e La segunda después de 24 horas de fermentacion

e Latercera alas 29 horas de fermentacion.

45.2 Resultado de la medicion de pH en el proceso de

fermentacion

Tratamientos

T1 (0%) T2 (0,1%) T3 (0,3%) T4 (0,5%)
Tiempo pH
0 horas 4,5 4,5 4,5 4,5
24 horas 4,71 4,72 4,73 4,71
29 horas 4,78 4,76 4,76 4,75

Tabla 23: Medicién de pH en los diferentes tratamientos. Fuente: Autor
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Fermentacion

4,8
4,75
4,7
4,65 T10%
5
4,6 T20,1%
4,55 T30,3%
4,5 ——T40,5%
4,45
0 10 20 30 40

Tiempo

Grafica 1: Variacion del pH vs el tiempo en la fermentacion en los diferentes

tratamientos. Fuente: Autor

La grafica 1 muestra el proceso de fermentacion y el crecimiento de los
microorganismos probiético en los diferentes tratamientos, muestran un
crecimiento lineal con aumento de la pendiente en todos los tratamientos segun
el cambio de pH a las 24 horas de fermentacion ya que se encuentra en la fase
exponencial del crecimiento bacteriano, después tienen variacion en la pendiente
esta comienza a disminuir ya entran en la fase estacionaria los tratamientos 1,
2, 3 y el tratamiento 4 continua con las misma pendiente lo que significa que

sigue en la fase de crecimiento como se observa en la grafica 1.

En el proceso de fermentacién se realiz6 la experimentacion de la
fermentacion por duplicado, las medidas de pH de los tratamientos muestran el

crecimiento de los microorganismos probidticos segun el tiempo.

Tratamientos Experimento Experimento

1 2
1 4,71 4,74
2 4,72 4,75
3 4,73 4,75
4 4,72 4,76

Tabla 24: Determinacion de crecimiento de microorganismos. Fuente: Autor.
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FERMENTACION EXPERIMENTO
1

4,735
4,73
4,725
4,72

[
4,715
4,71

4,705
4,7

1 2 3 4
TRATAMIENTOS

Grafica 2: Proceso de fermentacion experimento 1: Fuente Autor.

FERMENTACION EXPERIMENTO

N

4,765
4,76
4,755
4,75

% 4,745
4,74
4,735
4,73

1 2 3 4
TRATAMIENTO

Gréfica 3: Proceso de fermentacion experimento 2: Fuente Autor.

En la graficas 2 y 3 se muestran los tratamientos de fermentacion y se
determind que los tratamientos 3 y 4 son factibles para realizar la fermentacion
en el suero dulce de leche ya que presentan un crecimiento mayor de los
microorganismos probidticos segun la variacion del pH en los diferentes
tratamientos. Se trabaj6é con los calculos del % de fermento del Tratamiento 4
ya que contiene una mayor cantidad de fermento y esto nos ayudo6 a que haya

una fermentacién completa de todo el suero dulce de leche.
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Cuadro comparativo de los tipos de fermento.

Tratamiento

1 2 3 4
Cantidad de Og 0,025¢g 0,075¢g 0,125¢g
inoculo
Crecimiento 0 UFC/ml 185000 185900 292400
de UFC/ml UFC/ml UFC/ml
microbiano
probidtico
pH 6,3 4,75 4,75 4,76
Acidez 0,1125 % 0,2160 % 0,3060 % 0,5240 %

Acido Lactico Acido Lactico Acido Lactico Acido LActico

Tabla 25: Resultados de los diferentes tratamientos. Fuente Autor.

De acuerdo con la tabla 25 se establecio que el tratamiento 4 nos da los
mejores resultados y se utilizé los célculos de esté tratamiento para el proceso

de la fermentacién en la elaboraciéon de la bebida fermentada final.

4.6Resultados de la elaboracion de la Bebida Fermentada.
Para la elaboracion de la bebida fermentada final se trabaj6é con 12 litros
de suero pasteurizado Yy se realiz6 los calculos del porcentaje de fermento del
tratamiento 4 de las pruebas de fermentacion, para determinar la cantidad de

fermento a utilizar.

4.6.1 Célculos parala elaboracion de la bebida
. % de .
Clarificarte Benzoato de . Cantidad de
_ _ Acido fermento
(Gelatina sodio o fermento a
) _ citrico parala o
sin sabor) (0,1g por litro) ) » utilizar
inoculacion

7,59 en 12 1,2gen 12 4,5g en

i _ ) 0,5% 0,5g en 12 litros
litros litros 12 litros

Tabla 26: Célculos para porcentaje de fermento en la bebida final. Fuente:
Autor.
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4.6.2 Resultados de la medicion del pH del proceso de la bebida
fermentada.
Para la medicion del pH se tom6é muestras en recipientes separados ya

gue el fermento probidtico es sensible a la presencia de oxigeno.

Tiempo Fermentacion

media pH
Oh 4,5
0,5h 4,57
1h 4,57
15h 4,59
2h 4,59
3h 4,6
4 h 4,63
5h 4,65
7h 4,69
9h 4,7
24 h 4,77

Tabla 27: Medicion del pH vs tiempo en la fermentacion en el proceso de la

bebida fermentada. Fuente: Autor.

Fermentacion
4,8
4,75
4,7

4,65

pH

4,6 »
—@— fermentacion
4,55
4,5

4,45
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo

Grafica 4: Variacion del pH vs el tiempo en la fermentacion de la bebida

fermentada.
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La grafica muestra el proceso de crecimiento de los microorganismos
probiotico, se observa el crecimiento exponencial de fermentacion, después
existe variacion en la pendiente y comienza a disminuir se habla de la fase
estacionaria, continua con la misma pendiente lo que significa que sigue en la
fase de crecimiento y entra en la fase estacionaria del proceso de fermentacién

como se observa en la grafica 4.

4.7 Formulacion de la bebida
Se midié la cantidad de bebida después de la fermentacion con la cual se

trabajaré para la elaboracion final de la bebida fermentada:
Cantidad de bebida liquida = 9,5 litros

4.7.1 Célculos parala formulacién de la bebida

Cantidad de agua:

9,5 litros AY 100%
X 20%

X= 1,9 litros de agua.
Esta agua se afiadira a los 9,5 litros de suero fermentado.
Cantidad de bebida: suero + agua
Total de bebida = 11,4 litros.
Pulpa:
Se afadio a los 11,4 litros un total de 1000ml de pulpa de durazno.
Cantidad de bebida= 11,4 litros + 1 litro
Cantidad de bebida = 12,4 litros.
Azulcar:
50 g de azucar por litro.
50g 1 litro
X 12,4 litros

X=620 g de azUcar en 12,4 litros de bebida.
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4.7.2 Resultados de la formulacion de la bebida
Los andlisis fueron determinados mediante pruebas para la pulpa y el %
agua, para la cantidad de azucar se tomé los datos de (Rivera, Mufioz-

Hernandez, & Rosas-Peralta, 2008) para endulzar la bebida.

Ingredientes Cantidad
Suero fermentado 9,5 litros
Agua 1,9 litros
Azlcar 620 gramos
Pulpa 1 litro

Tabla 28: Resultado de la formulacién de la bebida. Fuente: Autor.

4.8Resultado de los andlisis fisico-quimicos de la bebida fermentada.

4.8.1 pH
pH inicial de la bebida= 4.40

4.8.2 Resultado de analisis del %proteina, %grasa,

%glucidos y %acidez de la bebida fermentada

Los andlisis fueron realizados en el laboratorio de agua y alimentos de la

Universidad de Cuenca y los resultados estan expresados en la tabla 29

Pardmetro Medida en %
Proteina 4,9% N
Grasa 1% P/P
Glucidos 9,31% P/P
Acidez 34,9% (Acido lactico)

Tabla 29: Analisis de proteina, grasa, glucidos y acidez de la bebida
fermentada. Fuente: Laboratorio de analisis de agua y alimentos de la

Universidad de Cuenca.
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4.9 Analisis microbiolégico de la bebida fermentada.

Requisitos
Muestra Parametro Método Unidad Resultado limite
max
Recuento
i No hay
estandar en NTE _
referencia
placa de INEN UFC/ml 40 UFC/ml |
en la
aerobios 1529-5
o norma.
mesofilos
Suero de
_ Recuento
bebida ) NTE
, estandar en <1,0x10? <10
pasteurizada INEN UFC/ml
placa de UFC/ml UFC/ml
o _ 1529-8
Escherichia coli
5 NTE
Deteccion de _ _
INEN Ausencia Ausencia
Salmonella/25ml
1529-15

Tabla 30: Andlisis microbiolégico de la bebida fermentada. Fuente: Laboratorio

de analisis de agua y alimentos de la Universidad de Cuenca.

Los pardmetros estan dentro de los requisitos que establece la norma
(INEN 2594, 2011) y otro pardmetro no tienen referencia en una norma ya que

es un parametro a analizar.
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4.10 Valoracién de la viabilidad del cultivo probiético
Los analisis de recuento de los microorganismos fueron realizados por los
técnicos del laboratorio de agua y alimentos y los resultados estan expresados

en la tabla 31.

Requisitos
Muestra Parametro Tiempo Meétodo Unidad Resultado limite
max
NTE _
Sin
1 dia INEN UFC/ml 40 UFC/ml .
referencia
Recuento 1529-5
Bebida estandar en NTE .
4,4x10? Sin
fermentada placa de 7 dias INEN UFC/ml .
_ ) UFC/mi referencia
saborizada aerobios 1529-5
mesofilos NTE
7,6x103 Sin

21 dias INEN UFC/ml
1529-5

UFC/mlI referencia

Tabla 31: Recuento de microorganismos de la bebida fermentada. Fuente:

Laboratorio de analisis de agua y alimentos de la Universidad de Cuenca.

411 Cuantificacion de los microorganismos aerobios
. Medida
Tiempo )
aerobios
1 dia 40
7 dias 430

21 dias 7600

Tabla 32: Recuento de aerobios. Fuente: Autor.
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Aerobios mesofilos

8000
7000
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4000

UFC/ml

3000
2000
1000
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Tiempo (dias)

Grafica 5: Recuento de aerobios vs tiempo. Fuente: Autor.

En la gréfica 5 se puede observar el aumento exponencial de los

microorganismos aerobios segun el tiempo de almacenamiento.

412 Cuantificacién de probioticos
La cuantificacion de microorganismos anaerobios se los realiz6 para

determinar los microorganismos probiéticos afiadidos

La cantidad de microorganismos probioticos daria de la resta de
microorganismos presentes en el suero sin pasteurizar y de los microorganismos

presentes en la bebida fermentada.

Aerobios de aerobios Resta A totales —
Dias Probidtico
la bebida totales aerobios de la bebida
210000 209960
1 40UFC/ml 210000 - 40
UFC/ml UFC/ml
210000 209570
7 430 UFC/ml 210000 - 430
UFC/ml UFC/ml
210000 202400
21 7600 UFC/ml 210000 - 7600
UFC/ml UFC/ml

Tabla 33: Cuantificacion de microorganismos probiéticos. Fuente: Laboratorio

de analisis de agua y alimentos de la Universidad de Cuenca.
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Gréfica de los probiéticos durante el tiempo

] Cantidad de
Dias o
probidticos
1 209960 UFC/mlI
7 209570 UFC/ml
21 202400 UFC/mlI

Tabla 34: Datos para la grafica de recuento de probidticos. Fuente: Autor.

Probidticos

211000
210000
209000
208000
207000
206000
205000
204000
203000

202000
0 5 10 15 20 25

UFC/ml

Seriesl

Tiempo (dias)

Gréfica 6: Recuento del probidtico vs tiempo. Fuente: Autor.

En el dia 1 el tratamiento que registra los mayores recuentos de
Bifidobacterium BB-12 dando un recuento de 209960 UFC/ml.

En el dia 7 el Bifidobacterium BB12 presenta una disminucion de los
microorganismos del recuento que el dia 1, lo que quiere decir que hay reduccion
de su poblacion.

En el dia 21 el Bifidobacterium BB12 presenta una disminucion drastica
de los microorganismos del recuento que el dia 1, lo que quiere decir que hay

reduccion considerable de su poblacion.
La disponibilidad de oxigeno es quizas el factor que mas afecta las

bifidobacterias, que son anaerobias estrictas.
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La tendencia en el recuento de células viables en el transcurso del
almacenamiento fue decreciente en el tratamiento. Este dato destaca la
importancia de lograr un alto recuento de microorganismos probiéticos el dia 1
de elaboracion de la bebida fermentada, puesto que no se observa desarrollo de

organismos en este periodo y, por el contrario, la poblacion decrece.

4.13 Resultado de la medida del pH de la bebida

Dias Medida
pH
1 4,4
2 4,4
3 4,4
7 4,35
15 4,3
21 4,25

Tabla 35: Medida del pH vs tiempo en la bebida fermentada. Fuente: Autor.

Medicion de pH

4,42
4,4
4,38
4,36

= 4,34
4,32
4,3
4,28
4,26

4,24
0 5 10 15 20 25

Tiempo (dias)

Gréfica 7: Medicion del pH vs tiempo en la bebida fermentada. Fuente: Autor.

Se observa en la grafica 7 la disminucion del pH encontrada en las
diferentes mediciones durante los dias estipulados en el objetivo general como

los dias de vida util del probidtico.
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Los descensos de pH de la medicion para el BB-12 se pueden considerar
gue el namero de microorganismos viables va disminuyendo y dando una baja
de pH. Lo que indica que el tratamiento disminuye su vida util funcional del

producto con el aumento del tiempo de almacenamiento.

414 Resultado del analisis de la aceptacion sensorial de la bebida
fermentada.

Para calcular el tamafio de la muestra se empleo la siguiente formula y los
evaluados fueron alumnos de la carrera de Ingenieria Quimica de la facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca:

No?Z?
~(N—1De? + 0222

n

Donde:
n = el tamano de la muestra.
N = tamafio de la poblacion.

o = Desviacion estandar de la poblacién que, generalmente cuando no se

tiene su valor, suele utilizarse un valor constante de 0,5.

Z = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un valor constante
gue, si no se tiene su valor, se lo toma en relacidén al 95% de confianza equivale
a 1,645 (como mas usual) o en relacidn al 99% de confianza equivale 2,58, valor

gue queda a criterio del investigador.

e = Limite aceptable de error muestra que, generalmente cuando no se
tiene su valor, suele utilizarse un valor que varia entre el 1% (0,01) y 9% (0,09),
valor que queda a criterio del encuestador.

Datos:
e 0,09
N 150
0 0,5
confianza 0,95
Z 1,645
102
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B 150 * 0,52 * 1,6452
~ (150 — 1)0,092 4 0,52 * 1,6452

n

n = 50 estudintes.
Tabulacién de la encuesta de aceptacion sensorial.

1.- ¢Conoce de algun tipo de bebida funcional que se venda en la

localidad? Si la respuesta es afirmativa, indique el nombre del producto.

é¢Conoce algun tipo de bebida funcional en la
localidad?

H Si

¥ No

Gréfica 8: Tabulacion de pregunta 1.- ¢ Conoce de algun tipo de bebida

funcional que se venda en la localidad? Fuente: Autor.

Bebidas nombradas por los encuestados
D hoy, Bebida de chia, Bebida leche de soya.

2.-Calificar la bebida segun la escala que se encuentra en la tabla 16

Me disgusta mucho

No me disgusta

Ni me gusta ni me disgusta

Me gusta

g b~ W N

Me gusta mucho
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Bebida Fermentada

Escala tabla 16

2 3 4 5

Variable
% % % % %
Acidez 6,7 10,0 36,7 36,7 10,0
Textura 3,3 3,3 30,0 43,3 20,0
Apariencia 0,0 0,0 30,0 46,7 23,3
Sabor 0,0 23,3 16,7 36,7 23,3
Aroma 0,0 3,3 40,0 30,0 23,3

Aceptacion del

0,0 6,7 46,7 30,0 16,7

producto.
Total 1,7 7,8 33,5 37,4 19,6

Tabla 36: Tabulacion de las variables de la bebida 1. Fuente: Autor.

37,4
I '
[ ]
Me disgusta No me disgusta Ni me gusta ni me Me gusta Me gusta mucho

mucho disgusta

Gréfica 9: Resultado de encuesta de aceptacion del producto. Fuente: Autor.
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3.- ¢Compraria usted este tipo de bebida?

¢Compraria usted este tipo de bebida?

W Sj

= No

Grafica 10: Tabulacién de la pregunta 3.- ¢ Compraria este tipo de bebida?

Fuente Autor.
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5. Conclusiones
La bebida fermentada a partir del suero de leche es una buena alternativa
de uso del suero en la dieta alimenticia, debido a su gran valor nutricional y ya
gue la mayoria del suero se desperdicia como efluente causando contaminacion

al ambiente.

En los diferentes tratamientos de experimentacion de la fermentacién del
probidtico se determind que en todos se realizé una fermentacion completa esto
se debe a que el fermento actda con el mismo mecanismo en todos los
tratamientos independientemente de la concentracion que se utiliza dado que la
fermentacion ocurre durante las 24 horas gracias a la multiplicacién exponencial
de los microorganismo al estar expuestos a una atmosfera sin presencia de

oxigeno.

Se determindé que en el tratamiento 4 se tuvo una mayor proliferacién de
microorganismos, esto se debe a que se utilizé una gran cantidad de fermento
dando mejores resultados que los demas tratamientos en el tiempo de

fermentacion.

Se desarroll6 una formulacion para la bebida con los calculos del
tratamiento 4 que permite la estabilidad de la fermentacion y la vida de anaquel

del producto hasta los 21 dias propuestos de estabilidad del probiético.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los andlisis después de la
elaboracion de una bebida fermentada a partir del suero de leche permiten
afirmar que se ha obtenido un producto de buena calidad, inocuo, y con

caracteristicas prebiéticas y probidticas.

Segun el analisis bromatoldgico de la grasa (1%), glacidos (9,31%) y
considerando que la bebida no contiene sal, en el anexo 4 (Tabla: Contenido de
componentes y concentraciones permitidas en los alimentos y semaforo
alimenticio de la bebida fermentada), se puede concluir segun los datos
obtenidos que la bebida es baja en calorias cumpliendo lo establecido en el tema

del trabajo de titulacion.

De acuerdo a los andlisis de recuento de los microorganismos probiéticos

permanecieron viables en la bebida y al ser almacenada a 4°C, durante los 21
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dias de vida de anaquel, obteniendo valores superiores a 202400 UFC/ml
superior a los 100000 UFC/ml segun (INEN 2395, 2011)concluyendo que estos
microrganismo pueden sobrevivir el trdnsito a través del estébmago, al ser

ingeridos con productos lacteos.

La evaluacion de las caracteristicas sensoriales de la bebida fermentada
(acidez/sabor/apariencia/textura/aroma) de acuerdo a los encuestados resultd
en un puntaje promedio de la variable 4 de 37,4%, este resultado permite avalar
al producto obtenido de calidad muy buena. Y tenemos una aceptacion general
de la bebida fermentada pudiendo dar paso a un estudio de mercado para el

analisis correspondiente.

6. Recomendaciones

Se debe potenciar el desarrollo de nuevos productos en base de suero de
leche para evitar la contaminacion en rios y efluentes por desecho del suero en
gueserias.

Aumentara el desarrollo de las industrias lacteas se incrementaria al
vender este subproducto a bajo costo en vez de ser desechado.

Se daria un resalte a este producto de gran calidad nutritiva que podra
impulsar la solucion a problemas de desnutricion y falta de alimentos ricos en
nutrientes y a un bajo costo.

Se potenciara una disminucion de las afecciones gastrointestinales en la

poblacion que consumird este tipo de bebidas funcionales.
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7.1 Anexo 1: Ficha Técnica.
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7.2 Anexo 2: Pruebas de IMViC

CLASIFICACION DE LOS COLIFORMES POR LAS PRUEBAS "IMViC"
Gas en Prueba del MR | VP Crecimiento en
caldo indol Citrato
B.G.B.L. 44 - 455° C
44-45,5°C
E. coli.
Tipico (tipo 1) + + + - -
Atipico (tipo II) - + + - -
Intermedios
Tipico (tipo I) - + + - -
Atipico (tipo II) - - + - -
Enteobacter-ae
rogenes:
Tipico (tipo 1) - - - + +
Atipico (tipo II) - + - + +
Esterobacter- - - - + +
cloacae
Irregulares
Tipo | -
Tipo Il + - - - -
Tipo VI + - + + +
Irregulares,
otros tipos V* V* V* V* V*
Tabla 37: Clasificacion de coliformes por las pruebas "IMVIC". Fuente: INEN
1529-8.
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7.3 Anexo 3: Prueba del indol

Indol: Subproducto de la degradacion del aminoacido Triptofano
por la enzima triptofanasa.

Triptofanasa
Trp Indol + Ac. Pirivico + NH3

_ . Reaccion — Reaccion +
— Cultivar Ia bacteria en caldo de peptonas Formacion de una fase Formacion de una fase
(alto contenido de Triptofano ) por 48 h. orgénica amarilla orgénica roja
— Agregar al cultivo cinco gotas de reactivo
de Kovacs (dimetilaminobenzaldehido).
= El reactivo de Kovacs reacciona con el
indol dando un producto de color rojo.
Salmonella E. coli
Enterobacter Proteus
Klebsiella
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7.4 Anexo 4: Tabla Contenido de componentes y concentraciones

permitidas en los alimentos y semaforo alimenticio de la bebida

fermentada.
\CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION
Nivel “BAJA” “MEDIA” “ALTA”
Componentes

Grasa totales Menor o igual a 3

gramos en 100

gramos Mayora 3y
menor a 20 gramos
en 100

gramos lgual o
mayor a 20 gramos
en 100 gramos

Menor o igual a 1,5
gramos en 100
mililitros

Mayoral5y
menor a 10 gramos
en 100 mililitros

Igual o mayor a 10
gramos en 100
mililitros

Azlcares Menor o igual a 5 Mayor a 5y menor Igual o mayor a 15
gramos en 100 a 15 gramos en gramos en 100
gramos 100 gramos gramos.
Menoroiguala2,5 Mayora25y Igual o mayor a 7,5
gramos en 100 menor a 7,5 gramos en 100
mililitros gramos en 100 mililitros

mililitros
Sal (sodio) Menor o igual a 120 Mayora 120y Igual o mayor a 600
miligramos de menor a 600 miligramos de
sodio en 100 miligramos de sodio en 100
gramos sodio en 100 gramos
gramos
Menor o igual a 120 Mayora 120y Igual o mayor a 600
miligramos de menor a 600 miligramos de
sodio en 100 miligramos de sodio en 100
mililitros sodio en 100 mililitros.
mililitros

Tabla 38: Contenido de componentes y concentraciones permitidas en los
alimentos. Fuente: INEN 0022

a

.

MEDIO Azucar

BAJO | Gras

No contiene Sal

4

Imagen 24: Semaforo alimenticio de la bebida fermentada. Fuente: Autor:

Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.
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7.5 Anexo 5: Encuesta

@ UNIVERSIDAD DE CUENCA
’ FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

ENCUESTA DE ACEPTACION DIRIGIDA A PUBLICO EN GENERAL

La presente tiene por objeto evaluar la aceptacion de un nuevo producto que
consiste en bebida de tipo funcional, esto se refiere a aquellos alimentos
procesados los cuales contienen ingredientes que desempefian una funcion
especifica en las funciones fisiol6gicas del organismo humano, méas all4 de su
contenido nutrimental. Llenar la encuesta le tomara no mas de 3 minutos.
Gracias por su colaboracion.

DATOS

Sexo: Masculino Femenino

1.- ¢ Conoce de algun tipo de bebida funcional que se venda en la localidad? Si
la respuesta es afirmativa, indique el nombre del producto.

a) Si b) No

2.-Calificar la bebida segun la escala
Me disgusta mucho

No me disgusta

Ni me gusta ni me disgusta
Me gusta

Me gusta mucho

g WNEF

Margue con una X la calificacién que le parezca correspondiente a la calificacion
de cada variable.

Bebida fermentada

Variable Calificacion
Acidez 1 2 3 4 5
Textura 1 2 3 4 5
Apariencia 1 2 3 4 5
Sabor 1 2 3 4 5
Aroma 1 2 3 4 5
Aceptacion 1 2 3 4 5

del producto.

3.- ¢ Compraria usted este tipo de bebida?
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7.6 Anexo 6: Resultado de anéalisis

Andlisis microbiolégico del suero de leche pasteurizado

i Ca]

| IMVERSEUE D€

o
UNIVERSIDAD DE CUENCA
"IAS QUIMIC

EAGUA Y ALIMENT(

FACULTADDE C

Datos de recepcion

Solicitado por:
Muestra:
Fecha informe:

Sr. Henry Cajamarca
Suero de queso pasteurizado
11 de julio de 2016

Fechas de analisis: del 04 al 08 de julio de 2016

N° de muestras:
Procedencia:

una
Laboratorio de Lacteos — Universidad de Cuenca

Inspeccion de la muestra: Recolectada en recipiente plastico estéril

| Muestra —— = NTE INEN = =
Parametro Método Unidad Resultado 2594:2011
Suero de leche
liquido
Recuento NTE INEN Limite maximo = |
estandar en placa >
de aerobios 1529-5 UFC/mL 2,1 x10° UFC/mL 3 x10* UFC/mL
mesdofilos
Suero de J
quesn Recuento NTE INEN Limite mximo =7
pasteurizado | oiindar en placa ;
de Escherichia 1529-8 UFC/mL | <1,0x10'UFC/mL <10 UFC/mL
coli
Deteccion de NTE INEN Ausencia Ausencia
Salmonellal25 1529-15
mL

Se siguieron las siguientes normas INEN:

1529-1 Preparaci6n de los medios de cultivo

1529-2 Toma, envio y preparacion de muestras para el analisis

UFC= Unidades formadoras de colonias

NTE=Norma Técnica Ecuatoriana

< 1,0 x10'UFC/g= significa que no hay desarrollo de colonias en la primera dilucion.

Valor del anélisis: USD $ 48

IVA 14%
Total a cancelar

6,72
USD$ 54,72  UNIVFRSIDAD DE CUENCA
FACULTAL BE CIENCIAS CLIMICAS
LABORATURIC BE ANALINIS MICROBIGLOGICO
DEAGUAY ALIMENTOS /
Dra. Mariana Saa Cruz

E Responsabl, aboratorio-Analista

Tidlisia mnespousable

~/

UNIVERSIDAD DE CUENCA
Gesde 1867
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Andlisis bromatolégico de la bebida fermentada

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS OUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS BROMATOLOGICO

0798
Resultado de Analisis

ANALISIS DE: Bebida Fermentada sabor a durazno
SOLICITADO POR: Sr. Henry Cajamarca
NUMERO DE MUESTRAS: 1 ) FECHA: 05 de Julio de 2016
PROCEDENCIA: Muestra entregada en este laboratorio

PARAMETRO/ N° DE MUESTRA: 1 Mé::;:;: 3
Humedad, % P/P -
Cenizas % P/P -
Fibra Cruda % P/P -
Grasa % P/P 1 GERBER
Glucidos Totales % P/P 9.31 R. FEHLING
Proteina, % N 49 KIJELDAHL
pH -
Acidez % (Acido lactico) 0.07 NTE INEN 13
Nitrito de sodio, ppm -

UNIVERSIDAD DE GUENGA

VALOR DEL ANALISIS: 64 + IVA Facultad de Ciencias Quimicas
/ Laboratorio Tecnolbgico
£y= ’%« ...................... B.Q.F. Maria Montaleza
/ ANALISTA NOMBRE
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Andlisis microbiologico de la bebida fermentada y primer recuento de los

microorganismos probioticos.

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATOR

Datos de recepcion

Solicitado por: Sr. Henry Cajamarca

Muestra: Bebida fermentada sabor a durazno

Fecha informe: 11 de julio de 2016

Fechas de anlisis: del 05 al 08 de julio de 2016

N° de muestras: una

Procedencia: Laboratorio de Lacteos — Universidad de Cuenca

Inspeccion de la muestra: Recolectada en recipiente plastico estéril

Muestra NTE INEN
Parametro Método Unidad Resultado 2608:2012
Bebida de leche |
fermentada |
Recuento NTE INEN |
estandar en placa
de aerobios 1529-5 UFC/mL 40 UFC/mL Sin referencia en la
5 norma
Bebida meséfilos J
fermentada Recuento NTE INEN Limite méximo = ‘
sabor a estandar en placa
durazno de Escherichia 1529-8 UFC/mL | <1,0x10'UFC/mL <1UFC/mL ’
coli J
Deteccién de NTE INEN G Ausencia Ausencia
Salmonellal25 1529-15
mL

Se siguieron las siguientes normas INEN:

1529-1 Preparacién de los medios de cultivo

1529-2 Toma, envio y preparacion de muestras para el analisis

UFC= Unidades formadoras de colonias

NTE= Norma Técnica Ecuatoriana

<10 xlOlUFC/g= significa que no hay desarrollo de colonias en la primera dilucion.

Valor del andlisis: USD § 48 UNIVERSINAD D
IVA 14% 6,72 FACLETAL 1k g6
Total a cancelar USD $ 54,7RARORACORIO W 4% a1 i v

DEAGUAY ALIMENT( B
Dra. Mnriys
Re aboratorio-Analista
~

alista sespunsabie

A7

106 Ext. 24 00 - 24 21 UNIVERSIDAD DE CUENCA
v desde 1867
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Datos de recepcion
Solicitado por:
Muestra:

Fecha informe:
Fechas de analisis:
N° de muestras:
Procedencia:

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Segundo recuento de los microorganismos probidticos en la bebida fermentada

‘mnm‘i
UNIVERSIDAD DE CUENCA

LTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
AGUA Y ALIMENTOS

) DE ANALISIS DI

nélisis Micr

Sr. Henry Cajamarca

Bebida fermentada sabor a durazno

19 de julio de 2016

del 11al 18 de julio de 2016

una
Laboratorio de Lacteos — Universidad de Cuenca

Inspeccién de la muestra: Recolectada en recipiente plastico estéril

Muestra NTE INEN l
Parametro Meétodo Unidad Resultado 2608:2012

Bebida de leche l

fermentada I

Bebida Recuento NTE INEN !

fermentada estandar en placa

o de e 1529-5 UFC/mL | 4,4x10° UFC/mL Sin referencia en la

durazno mesofilos norma J

Se siguieron las siguientes normas INEN:

1529-1 Preparacién de los medios de cultivo

1529-2 Toma, envio y preparacion de muestras para el analisis
UFC= Unidades formadoras de colonias

NTE=Norma Técnica Ecuatoriana

Valor del analisis: USD $ 12
IVA 14% 1,68
Total a cancelar USD $ 13,68 )
UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIESCIAS QUINICAS
LABORATORIO DE ANALISIS MICROBIOLOGICO o
DEAGUAY ALIMENTOS /t::

1 i S/N
)0 - 24 21 UNIVERSIDAD DE CUENCA
desde 1867

Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.
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Tercer recuento de microrganismos prebiédticos en la bebida fermentada.

A R .

A

S

IRV &
=
UNIVERSIDAD DE CUENCA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS DE AGUA Y ALIMENTOS
Andlisis Microbioldgico

Datos de recepcion

Solicitado por: Sr. Henry Cajamarca

Muestra: Bebida fermentada sabor a durazno

Fecha informe: 01 de agosto de 2016

Fechas de anélisis: del 26 al 29 de julio de 2016

N° de muestras: una

Procedencia: Laboratorio de Lacteos — Universidad de Cuenca

Inspeccion de la muestra: Recolectada en recipiente pléstico estéril

Muestra NTE INEN ‘
Parimetro Método Unidad Resultado 2608:2012 |
Bebida de leche
fermentada
Bebida Recuento NTE INEN )
fermentada estandar en placa e 1
sabor a deaerobios 1529-5 UFC/mL 7,6 x10° UFC/mL Sin referencia en la
durazno mesdfilos Horma

Se siguieron las siguientes normas INEN:

1529-1 Preparacion de los medios de cultivo

1529-2 Toma, envio y preparacion de muestras para el analisis
UFC= Unidades formadoras de coloni

NTE= Norma Técnica Ecuatoriana

Valor del andlisis: USD $ 12
IVA 14% 1,68
Total a cancelar USD $ 13,68

 UNIVERSIDAD DE CUENC
FACULTAD DE CIENCIAS OF 1M1 A
LABORATOR D, Mariana SR8GERH 0c1c(,
DEAGUAYALIMENTOS >

/I\\%f/“«”‘j

" Analista Responsable i v

Av. 12 de Abril y Av.Loda S/N.
Telefs: 405 1000 Ext. 24 00 - 24 21 UNIVERSIDAD DE CUENCA
CUENCA - ECUAIOR aesadiledt
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7.7 Anexo 7: Fotografias

Elaboracion del queso y recoleccion del suero.
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Recoleccion de suero, desuerado y mediciones de sus parametros

G= 8.8 P= 2.
S= S5.65 L= 3.
D=132.3 Sl= 8.
PC=—8.339%Aag=31.
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Proceso de fermentacion

127
Autor: Henry Marcelo Cajamarca H.



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Formulacién de la bebida
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Andlisis y encuesta
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