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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del uso de L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p., y de pectina citrica, sobre el proceso fermentativo y las
caracteristicas sensoriales de una nueva bebida lactea simbiotica. Para su elaboracion se
empled leche fresca entera de vaca, con y sin adicion de pectina citrica (0,34 %);
seguidamente, la leche fue debidamente pasteurizada e inoculada con dos tipos de
cultivos, a la temperatura de crecimiento 6ptimo: L. bulgaricus y S. thermophilus a 44°C,
y L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. a 37 °C. Ambos cultivos fueron afadidos por
separado a dosis de 0,006 % o 0,012 %; obteniendo un total de 8 tratamientos (T1 a T8).
Los °Brix, pH y acidez de las bebidas elaboradas, fueron analizados durante la incubacion
(hasta alcanzar pH de 4,2 a 4,5) y el almacenamiento (30 dias), y el analisis sensorial se
realizé al inicio y al final de los 30 dias. El anélisis ANOVA (95 %) mostro efecto
significativo del uso de L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina citrica, sobre los
indicadores de fermentacion y caracteristicas organolépticas de la bebida. La prueba de
Tukey (p<0,05) mostré diferencia significativa entre las propiedades fisicoquimicas y los
atributos sensoriales de las bebidas elaboradas con L. bulgaricus y S. thermophilus frente
a las elaboradas con L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. Las bebidas elaboradas con el
cultivo convencional (L. bulgaricus y S. thermophilus), necesitaron menor tiempo de
incubacién y alcanzaron mayores porcentajes de acidez al final del almacenamiento, en
comparacion con las bebidas elaboradas con L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p.
Mayores dosis de cultivos permitieron observar mejores resultados tecnologicos y
sensoriales, y la adicion de pectina, al parecer acelerd la fermentacion lograda con L.
rhamnosus y Bifidobacterium s. p.

Palabras clave: Bebida lactea, L. bulgaricus, S. thermophilus, L. rhamnosus,
Bifidobacterium, pectina citrica, simbiosis, propiedades sensoriales.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of L. rhamnosus and Bifidobacterium
S. p., and citrus pectin, on the fermentation process and the sensory characteristics of a
new symbiotic milk drink. Fresh whole cow's milk was used, with and without the
addition of citrus pectin (0.34 %); then, the milk was properly pasteurized and inoculated
with two types of cultures, at the optimal growth temperature: L. bulgaricus and S.
thermophilus at 44 °C, and L. rhamnosus and Bifidobacterium s. p. at 37 °C. Both cultures
were added separately at 0.006 % or 0.012 %; obtaining a total of 8 treatments (T1 to T8).
The °Brix, pH and acidity of the beverages were analyzed during the incubation (until pH
of 4.2t0 4.5) and storage (30 days), and sensorial analysis was carried out at the beginning
and at the end of the 30 days. ANOVA analysis (95%) showed a significant effect of L.
rhamnosus and Bifidobacterium s. p., and citrus pectin, on fermentation indicators and
organoleptic characteristics of the drink. Tukey's test (p<0.05) showed a significant
difference between the physicochemical properties and sensory attributes of beverages
produced with L. bulgaricus and S. thermophilus compared to those fermented with L.
rhamnosus and Bifidobacterium s. p. Beverages with conventional culture (L. bulgaricus
and S. thermophilus), required less incubation time and reached higher percentages of
acidity at the end of storage, compared with the drinks fermented with L. rhamnosus and
Bifidobacterium s. p. Higher doses of cultures allowed us to observe better technological
and sensory results, and the addition of pectin apparently accelerated the fermentation

achieved with L. rhamnosus and Bifidobacterium s. p.

Keywords: Milk drink, L. bulgaricus, S. thermophilus, L. rhamnosus, Bifidobacterium,
citrus pectin, symbiosis, sensory properties.
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Introduccion

En los ultimos afios se ha observado una gran demanda del consumo de bebidas lacteas
fermentadas, lo cual puede atribuirse al creciente interés de la poblacion por el cuidado
de su salud, puesto que las bebidas lacteas fermentadas, poseen microorganismos
probidticos que protegen contra la gastroenteritis, promueven la reduccién de toxinas,
reducen el colesterol, mejoran la digestion y la biodisponibilidad mineral (Lavrentev et
al., 2021, Ye etal., 2019).

Teniendo en cuenta la importancia del microbiota intestinal en la salud humana, ha habido
cada vez mayor por los farmacos y probidticos funcionales. No obstante, un alimento
probidtico requiere una consideracion cautelosa en términos de seleccion de cepas,

proceso apropiado y condiciones de almacenamiento (Yoha et al., 2021).

Entre las bebidas lacteas fermentadas mas conocidas, se puede mencionar al yogur,
definido por el Codex Alimentarius como un producto lacteo que se obtiene de la
fermentacion de microorganismos especificos de la leche, que pueden ser Lactobacillus
delbrueckii sbsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus viables, activos y abundantes
en el producto (FAO & WHO, 2011), en condiciones ampliamente conocidas de

temperatura y tiempo de fermentacion.

Las bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, se caracterizan por brindar
beneficios a sus hospederos al crear un microbioma (ambiente microscépico a nivel
intestinal) favorable para su desarrollo y limitante para el desarrollo de bacterias
patdgenas como Escherichia coli y Salmonella spp., que son responsables de provocar

enfermedad diarreica aguda (Delgado F. R. 2013).

Lactobacillus y Bifidobacterium se estan empleando para el desarrollo de nuevos
alimentos funcionales, pero se conoce que pueden ser débilmente resistentes a las altas
temperaturas (Lavrentev et al., 2021), lo que podria resultar en un proceso fermentativo
lento, caracteristicas sensoriales peculiares, y/o una pérdida significativa de
microorganismos probioticos viables. Por otro lado, se conoce que el crecimiento de
bacterias sanas en el intestino puede verse potenciado mediante el uso de prebidticos,

pero aun existen muy pocos estudios sobre el efecto simbidtico de cultivos poco

1



habituales como Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium s.p., y prebioticos vegetales,

en el desarrollo de nuevas bebidas lacteas.

Los prebidticos se encuentran en muchas frutas y verduras, especialmente en aquellas que
contienen carbohidratos complejos, como por ejemplo la fibra soluble, el almidén
resistente, entre otros. Un ejemplo de fibra soluble es la pectina, un importante
heteropolisacarido anionico, existe en las paredes celulares de plantas dicotiledoneas
(Agoda et al., 2012), que en los tltimos afios ha ganado un interés creciente como agente
espesante o gelificante para la industria quimica y alimentaria (Kaya et al., 2014).
Ademas, la pectina se ha descrito como un prebiotico con capacidad para modular la
composicion bacteriana del microbiota del colon, pudiendo ejercer efectos beneficiosos

sobre la salud (Ferreira-Lazarte et al., 2018).

La pectina ha sido extraida a partir de muchos productos y residuos agroindustriales, no
obstante, en estudios in vivo, se ha podido observar que la pectina extraida de las de
cortezas de citricos, posee cierto potencial para mitigar la enfermedad inflamatoria
intestinal (Pacheco et al., 2018a, 2018b, 2019). Debido a lo mencionado, se estudiara el
efecto fermentativo y caracteristicas sensoriales relacionadas con la utilizacion de
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium s.p., y pectina citrica, en el desarrollo de una
nueva bebida fermentada. Los resultados permitiran diversificar la disponibilidad de

productos lacteos funcionales.

*Determinar las curvas de crecimiento de las bacterias acido lacticas y el tiempo de vida
atil de esta bebida simbiotica, es de gran importancia para complementar el estudio de
caracteristicas de calidad de la bebida, pero dicho analisis sera abordado en un trabajo de

investigacion, paralelo al que aqui se presenta.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1El Problema.

El problema de la investigacion.

El principal problema que ha motivado esta investigacion es la “escasa oferta de bebidas
fermentadas probidticas de buena calidad por parte de pequefios productores”. Para
proponer alternativas de solucién, se han analizado las causas del problema segun la
metodologia de Ishikawa (Ovalles Acosta et al, 2017), y se ha construido el diagrama

causa-raiz mostrado en el Gréafico 1.

Las causas del problema en mencion estan relacionadas con la investigacion, el
procedimiento, los materiales, el medio ambiente y el consumidor. En cada una de estas
areas, existen varias causas que originan la escasa oferta de bebidas fermentadas
probidticas de buena calidad por parte de pequefios productores; no obstante, hemos
determinado que varias de ellas pueden reducirse enfocandonos en una subcausa,
observada el ambito de la investigacion, identificada como: “desconocimiento del efecto
fermentativo y sensorial al emplear probidticos como Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium s. p. y prebidticos como pectina citrica”, por lo que, este trabajo se
enfocara en determinar como difieren las variables del proceso fermentativo, al emplear
este cultivo, en comparacion al cultivo habitual de Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus, con y sin adicion de pectina citrica.

Determinar la dosis, la temperatura 6ptima de fermentacion y el tiempo de incubacién
necesario al emplear Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p., y conocer el efecto
del uso de pectina citrica y su mejor dosis de utilizaciéon en combinacién con estos
microorganismos, permitira disefiar una bebida lactea fermentada de gran potencial
funcional. Este aporte investigativo, a su vez, podria motivar a la diversificacion de
alternativas de aprovechamiento de leche de vaca por parte de pequefios ganaderos, y
aportar al incremento de la produccion y oferta de bebidas lacteas simbidticas de buena

calidad.



Grafico 1. Diagrama de Ishikawa elaborado para el analisis de causa-efecto del problema considerado en este estudio.
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Diagnostico.
La leche de vaca en nuestro medio se destina principalmente para consumo directo, venta a
granel, produccion de quesos, leche pasteurizada, o bebidas tipo yogur empleando cultivos

probidticos convencionales (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus).

La diversificacion de productos lacteos, con mayores atributos funcionales, es ain muy
escasa, debido entre multiples causas al desconocimiento de maltiples cepas de probidticos

y nuevos compuestos reconocidos como importantes prebioticos de origen natural.

Al mismo tiempo, la afectacion ambiental y el acelerado ritmo de vida, incrementan la
aparicion de enfermedades, siendo necesario preservar la salud del consumidor; el cual, se
halla ampliamente interesado en adquirir alimentos que, a mas de destacarse por su

contenido nutricional, representen un aporte al cuidado de su bienestar general.

Pronostico.

Este estudio busca dar a conocer el proceso y caracteristicas sensoriales de una nueva bebida
simbidtica, como una nueva forma de aprovechamiento de la leche de vaca, que permita el
crecimiento econémico y el ingreso a nuevos mercados, donde la prioridad sea promover

una alimentacion mas saludable.

Formulacién del problema.
¢Cdémo influira el uso de Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina citrica

sobre el proceso fermentativo y las caracteristicas sensoriales de una bebida simbidtica?

Sistematizacion del problema.
¢COmo variaran los indicadores de fermentacion durante la incubacién y almacenamiento de
una bebida lactea empleando Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina

citrica?

¢Cudles seran las caracteristicas organolépticas de una bebida lactea elaborada con
Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina citrica, al tiempo cero y luego de

30 dias de almacenamiento?

¢Cuadl seré la dosis recomendada del nuevo cultivo y de la pectina citrica, para obtener las

mejores caracteristicas sensoriales de la bebida?
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¢Qué ventajas 0 desventajas tecnologicas y/o sensoriales se observaran al emplear
Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina citrica, en comparacién a lo
observado al emplear el cultivo convencional Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus, con y sin pectina citrica?

¢Qué estudios adicionales sobre la bebida haria falta aplicar desde el punto de vista
cientifico, para obtener méas informacion sobre el potencial funcional de esta bebida

simbidtica?

¢Qué estudios adicionales sobre la bebida haria falta aplicar para proceder a su

comercializacion?

¢Qué recomendacion/es se podrian sugerir, a fin de mejorar ain mas los resultados

observados al emplear el nuevo cultivo y la pectina citrica?

1.2 Objetivos.
Objetivo general.

e Determinar el efecto fermentativo y sensorial relacionado con el uso de Lactobacillus
rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y pectina citrica en el desarrollo de una bebida

lactea simbidtica.
Objetivos especificos.

e Analizar los diferentes indicadores de fermentacion en el desarrollo de una bebida
lactea elaborada empleando un cultivo convencional, Lactobacillus rhamnosus-
Bifidobacterium s. p., con y sin pectina citrica, mediante el monitoreo de pardmetros
fisicoquimicos durante la incubacion y el almacenamiento de la bebida, de modo que
se pueda conocer el efecto prebidtico de la pectina y el comportamiento de estas

cepas, en comparacion al cultivo cominmente empleado.

e Determinar las caracteristicas organolépticas de la nueva bebida simbidtica, con
ayuda de un panel de catadores semientrenados y el respectivo andlisis estadistico de

datos; a fin de observar diferencias en comparacion al yogur convencional con o sin



pectina, y poder seleccionar el cultivo mas recomendable desde el punto de vista

sensorial.

e Proponer el proceso de elaboracion y la formulacion méas recomendable para el
desarrollo de una nueva bebida lactea simbi6tica, desde el punto de vista tecnolégico

y sensorial, para aportar al desarrollo de nuevos alimentos funcionales.

1.3 Hipotesis.

Las hipotesis planteadas en el presente estudio fueron:

Hipotesis nula.
Ho: El tipo de probidtico, dosis del cultivo y presencia de prebiotico (pectina citrica), no

influye sobre el proceso fermentativo y los atributos sensoriales de una bebida lactea.

Hipotesis alternativa.
Ha: El tipo de probiotico, dosis del cultivo y presencia de prebidtico (pectina citrica), si

influye sobre el proceso fermentativo y los atributos sensoriales de una bebida lactea.

1.4 Justificacion.

Segln la FAO, alrededor de 150 millones de hogares en todo el mundo se dedican a la
produccion de leche y en la mayoria de los paises en desarrollo, ese alimento es producido
por pequefios agricultores. Asimismo, en los ultimos tres decenios, la produccién lechera
mundial ha aumentado en mas del 50%, pasando de 500 millones de toneladas en 1983 a
769 millones de toneladas en el 2013 (Gavilanes, 2016), alcanzando un incremento en torno
al 1,94% en la produccidn, entre los afios 2019 a 2020 (OCLA, 2021).

La leche y sus derivados representan alimentos de alto contenido nutricional debido al gran
contenido de calcio, indispensable para el desarrollo del sistema dseo. Su consumo es
fundamental durante la nifiez y la adolescencia, y también en la dieta diaria de las personas
de la tercera edad y mujeres embarazadas. Su contenido de calcio es superior al de ciertos

vegetales y otros alimentos (Visioli & Strata, 2014).



Entre los derivados lacteos, el yogur es una bebida fermentada de efecto considerado
prodigioso, ya que representa una auténtica defensa natural contra infecciones y
enfermedades, proporcionando ademas vitaminas de tipo A, y B, fosforo, potasio, magnesio,
zinc y yodo (Butler, 2007). Los productos lacteos fermentados se obtienen a partir de la
fermentacion de la leche, mediante la accion de microorganismos inocuos. Ademas de las
bacterias del acido lactico, los productos lacteos fermentados poseen metabolitos derivados
de la fermentacion que otorgan al producto final propiedades mas alla de lo puramente
nutricional, convirtiéndolos en verdaderos alimentos funcionales, interesantes en una dieta
saludable. Los productos lacteos fermentados pueden presentar efectos
hipocolesterolémicos, antioxidantes, 6seos, hipotensores y beneficios inmunolégicos, como
efectos en el intestino y microbioma del huésped, efectos anticancerigenos,
inmunomoduladores y antialérgicos (Garcia-Burgos et al., 2020).

El mercado global de yogur proyecta un incremento anual de 4.5% durante el periodo 2020
a 2025). El brote de COVID-19 tuvo un impacto positivo a corto plazo en el mercado
minorista de yogur, ya que el mercado se vio impulsado por la acumulacién de alimentos y
el cierre forzoso de los consumidores, que priorizaron por esta razén el consumo de
alimentos procesados. Ademas, los beneficios para la salud funcional del yogur, al ser un
probidtico, ocasionaron una mayor demanda a medida que los consumidores buscaban seguir
mejores dietas y concentrarse en su salud intestinal durante el periodo pandémico (Mordor,
2021).

El consumo diario de yogur en Ecuador oscila entre los 118.020,77 litros, mientras que la
produccion diaria alcanza los 150.000, litros (FAO, 2016) y pese al incremento nacional de
la demanda y produccion de yogur, su mercado nacional, continua siendo liderado por
empresas de grandes productores como Toni S. A., con una participacion del 49 %, mientras
que El Kiosco, Alpina, Pura Crema, Parmalat, Andina, Miraflores, Alpina, Chiveria,
Superior, Prolac, Indulac, Reyogurt y otras empresas pequefias representan el porcentaje
restante (Ferre, 2021). Pequefios ganaderos destinan la mayor parte de su produccion de
leche a la venta directa, o en el mejor de los casos, a la elaboracion de queso fresco y bebidas
lacteas que muchas veces no poseen la calidad probidtica necesaria, para ser consideradas

alimentos saludables y/o funcionales.



La pectina es un polisacarido empleado comunmente como aditivo alimentario espesante o
gelificante, que puede promover el crecimiento de microorganismos probidticos en el colon
y presentar cierto efecto beneficioso sobre enfermedades inflamatorias intestinales (Pacheco
et al., 2018b, 2019). No obstante, el efecto fisicoquimico y sensorial de cepas de gran
potencial probidtico, como son los Lactobacillus rhamnosus y las Bifidobacterium s.p., en

interaccion la pectina citrica, se encuentra ain muy poco estudiado.

Por todo lo mencionado, este estudio pretende proporcionar informacion sobre los
parametros de utilizacion de un cultivo lacteo ain muy poco empleado en nuestro medio, y
de un importante prebiético como es la pectina, para la obtencion de una bebida lactea
fermentada, que represente una alternativa de diversificacion de productos, para pequefios
ganaderos e industriales, en un medio cada vez mas competitivo, que demanda alimentos
altamente nutritivos, de gran aceptabilidad sensorial, y que ademas, representen un beneficio

para la salud.

10



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION
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2.1Marco Conceptual.

Alimento funcional.

Los alimentos que contienen un probidtico y prebidtico son denominados como alimentos
funcionales (Butler, 2007).

Probidtico.

Microorganismos Vvivos que, ingeridos en determinadas cantidades, ejercen beneficios en la
salud del hospedador (FAO & WHO, 2011).

Prebioticos.

Ingredientes alimentarios no digeribles que benefician al hospedador al estimular el
crecimiento o la actividad de una o varias bacterias del colon, lo que mejora la salud (Agoda
etal., 2012).

Pectina citrica.

Agente espesante o gelificante para la industria quimica y alimentaria (Kaya et al., 2014).

2.2Marco referencial.

Leche fermentada.

Es un producto lacteo obtenido por fermentacién de la leche, cuya leche puede haber sido
elaborado a partir de productos obtenidos a partir de leche con o sin modificacion de la
composicion limitada, por la accion de microorganismos adecuados y que dan como
resultado una reduccion del pH con o sin coagulacion (precipitacion isoeléctrica). Estos
microorganismos iniciadores deben ser viables, activos y abundante en el producto hasta la
fecha de minima durabilidad. Si el producto se calienta tratados después de la fermentacion,
no se aplica el requisito de microorganismos viables. Los cultivos cominmente empleados
en la elaboracion de leches fermentadas son los que se muestran a continuacién (Tabla 1)
(FAO & WHO, 2011).
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Tabla 1. Cultivos usualmente empleados en la elaboracion de leches fermentadas.

Bebida Lactea Cultivo
fermentada
Yogur Cultivos simbi6ticos de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus

Yogur de cultivo
alternativo

Leche Acidophilus
Kéfir

Kumis

delbrueckii subsp. bulgaricus.

Cultivos de Streptococcus thermophilus y cualquier especie de
Lactobacillus.

Lactobacillus acidophilus.

Cultivo iniciador preparado a partir de granos de kéfir, Lactobacillus
kefiri, especies de los
géneros Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter.

Los granos de kéfir constituyen ambas levaduras fermentadoras de
lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras que no fermentan la
lactosa (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces exiguus).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Kluyveromyces
marxianus

Fuente: FAO & WHO, 2011.

Ingredientes permitidos.

- Cultivos iniciadores de microorganismos inocuos

- Cloruro de sodio

- Leches fermentadas aromatizadas

- Agua potable

- Leche y productos lacteos

- Gelatina y almidén en:

» Leches fermentadas tratadas térmicamente después de la fermentacion;

» Leche fermentada aromatizada;

» Bebidas a base de leche fermentada; y

» Leches fermentadas simples si lo permite la legislacion nacional del pais de venta

al consumidor final;

Siempre que se agreguen solo en cantidades funcionalmente necesarias segun lo regulado
por las Buenas Practicas de Fabricacion, teniendo en cuenta cualquier uso de los
estabilizadores /espesantes. Estas sustancias pueden agregarse antes o después agregando

los ingredientes no lacteos. La Tabla 2 muestra la composicion quimica de diversas bebidas

lacteas fermentadas (FAO & WHO, 2011).
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Tabla 2. Composicién de bebidas lacteas fermentadas.

Leche Yogur
Parametro alternativo Kéfir Kumis
fermentada o016 4cida)
a) ‘
Proteina de Ia Min. 2,7% Min. 2.7% Min. 2,7%

leche (% m/m)
Grasa de leche (%
m/m)

Acidez titulable,
expresado como %

Menos de 10%  Menos de 15%  Menos de 10%  Menos de 10%

o e Min. 0,3% Min. 0,6% Min. 0,6% Min. 0,7%
acido lactico (%

m/m)

Etanol (%vol./w) Min. 0,5%
Suma de

microorganismos Min. 107 Min. 107 Min. 107 Min. 107

(ufc/g, en total)

®) Etiquetado

microorganismos Min. 108 Min. 108 Min. 108
(ufc/g, total)
Levaduras (ufc/g, Min. 10° Min. 10¢
total)

@ E| contenido de proteinas es 6,38 multiplicado por el nitrogeno Kjeldahl total determinado.
® Se aplica cuando se hace una declaracion de contenido en el etiquetado que se refiere a la presencia de
un microorganismo que se ha afiadido como complemento del cultivo iniciador especifico.

Fuente: FAO & WHO, 2011.

En leches fermentadas aromatizadas y bebidas a base de leche fermentada los criterios
anteriores aplicar a la parte de la leche fermentada. Los criterios microbiologicos (basados
en la proporcion de producto lacteo fermentado) son validas hasta la fecha de duracion
minima. El requisito no se aplica a los productos tratados térmicamente después de la
fermentacion. EI cumplimiento de los criterios microbiolégicos especificados anteriormente
se debe verificar mediante pruebas analiticas del producto hasta "la fecha de duracion
minima" después del producto ha sido almacenado en las condiciones de almacenamiento
especificadas en el etiquetado (FAO & WHO, 2011).

Denominacion del alimento.

El nombre de los productos sera: leche fermentada, o leche fermentada concentrada, segun
corresponda. Sin embargo, estos nombres pueden ser reemplazados por las designaciones

Yoghurt, Acidophilus Milk, Kefir, Kumys, Stragisto, Labneh, Ymer e Ylette, siempre que

14



el producto cumpla con las disposiciones especificas de esta Norma. El yogur se puede

escribir segun corresponda en el pais de venta al por menor.

El “yogur de cultivo alternativo”, se denominara mediante el uso de un calificativo apropiado
junto con la palabra “yogur”. El clasificado elegido describird, de forma precisa y no
engafosa para el consumidor, la naturaleza del cambio impartido al yogur a través de la

seleccion de los Lactobacilos especificos en la fabricacion del producto.

Los productos obtenidos de la (s) leche (s) fermentadas tratadas térmicamente después de la
fermentacion deberan ser denominados “Leche Fermentada Tratada Térmicamente”. La
designacion de leches fermentadas aromatizadas incluird el nombre de la principal sustancia
aromatizante afadida. Los nombres cubiertos por esta Norma pueden usarse en la

designacion, en la etiqueta, en documentos comerciales y publicidad (FAO & WHO, 2011).
Tipos de yogur.

Segun la NTE INEN 2 395:2011, el yogur puede clasificarse de la siguiente manera:

Segun la composicién general.

e Yogur natural, el descrito en la definicion.

e Yogur azucarado, es el yogur natural al que se ha afadido azlcar, u otros
edulcorantes

e Yogur con fruta, zumos y/u otros productos naturales.
Yogur aromatizado, el yogur natural al que se han afiadido agentes aromaticos

autorizados.

Seqln el proceso.

e Batido: se obtiene batiendo luego de la incubacion y antes del envasado.

e Coagulado o aflanado: se obtiene dejando incubar en el envase, sin batido previo.

e Bebible: se obtiene empleando leche descremada y batiendo enérgicamente luego de
la incubacion y antes del envasado.

e Concentrado: yogur elaborado con leche enriquecida con solidos lacteos (leche en
polvo).

e Deslactosado: elaborado con leche deslactosada.
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Segun la cantidad de grasa.

e Tipo I. Elaborado con leche entera.
e Tipo Il. Elaborado con leche semi descremada o semi desnatada.

e Tipo Ill. Elaborado con leche descremada o desnatada.

Consideraciones importantes durante la elaboracion y conservacion del

yogur.

Para obtener yogures batido y liquido, la leche enriquecida e inoculada, se incuba en grandes
fermentadores. Estas dos clases de yogur se diferencian sélo en el grado de rotura del gel
formado durante la incubacion. El yogur batido se bombea a un intercambiador de calor para
enfriarlo, mientras que el yogur liquido se somete a un proceso mas intenso y
homogeneizacion antes de su enfriamiento. Tras el enfriamiento pueden afadirse el resto de
los ingredientes (fruta, colorantes, saborizantes). Finalmente, se procede al envasado,

almacenamiento en refrigeracion y distribucion.

Se estima que a mas de 10°C, la vida util del producto se calcula en unos pocos dias ya que
el mismo alcanza un grado de acidez excesivo porque Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus puede continuar metabolizando la lactosa y alcanzando hasta un 2,5% de &cido

lactico.

La fabricacion de un yogur de buena calidad implica algunos cuidados previos. En las
centrales lecheras se analiza rutinariamente la leche en el momento de su recepcién para
asegurarse que cumple los requisitos indispensables para poder procesarla y fabricar yogur.
Se determina su composicion, se hacen recuentos microbioldgicos y de células somaticas, se
analizan posibles residuos de antibioticos y se mide la temperatura de recepcion de la leche.
La presencia de antibioticos puede ser lesiva para los microorganismos iniciadores. Si
existen muchas proteasas procedentes de psicrotrofos, el gel no va a tener la textura mas
deseable; se pierde firmeza, viscosidad y capacidad de retencion de agua. Para evitar la
presencia masiva de psicrétrofos se recomienda una termizacidn precoz de la leche, antes de
almacenarla en refrigeracion. Con este tratamiento térmico suave se destruye la mayor parte

de los psicrotrofos presentes.

La elaboracién de yogur comprende 4 fases basicas:
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1) Tratamientos previos de la leche (enriquecimiento en sélidos lacteos, desaireacion,
desodorizacion, etc.).

2) Incubacion.

3) Enfriamiento.

4) Envasado (Spreer, 1996).

El enriquecimiento o fortificacion de la leche implica un incremento de la concentracion de
solidos para conseguir las propiedades reoldgicas deseadas en el yogur y/o una
normalizacion (ajustar la leche a una composicion determinada). En vista de esto, la leche
se tiene que estandarizar a un nivel menor de grasa y mayores contenidos de lactosa,
proteinas, minerales y vitaminas; para eso se pueden afadir sélidos lacteos no grasos (leche
deshidratada descremada, suero de leche, etc.), de tal forma que la gravedad especifica
aumente de 1,03 g/ml a 1,4 g/ml y paralelamente los soélidos no grasos suban
aproximadamente un 15% en promedio. También, pueden afiadirse gomas, estabilizantes,
saborizantes y edulcorantes. El objetivo principal es aumentar el porcentaje de solidos
lacteos no grasos y, mas concretamente el porcentaje de la proteina, con el fin de potenciar
la viscosidad del producto terminado. Dependiendo del tipo de yogur, el extracto seco de
procedencia lactea (ESL) es distinto. En el yogur natural, de consistencia firme, el
enriguecimiento alcanza hasta un 16-18% de ESL, mientras que el yogur batido, aunque
requiere una elevada viscosidad, solo se enriquece hasta un 13-14%, ya que en este se

permite la adicion de espesantes.

Enriquecimiento con sélidos lacteos.

Los métodos empleados para el enriquecimiento son: concentracion mediante calentamiento
(no se usa comercialmente), adicién de leche o productos lacteos en polvo, concentracion
mediante evaporacion a vacio, concentracion mediante filtracion por membrana
(ultrafiltracion u 6smosis inversa). La forma mas frecuente de concentracion es afiadir leche
en polvo desnatada. Para acelerar el proceso, la disolucion se hace a unos 40°C y con ayuda

de un agitador. También pueden utilizarse leche en polvo entera o caseinatos.

El método que se utilice dependera del coste y disponibilidad en materias primas, cuantia de
la produccion, instalaciones disponibles, imperativos legales y caracteristicas buscadas en el

producto terminado.
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Filtracion, desodorizacion, desaireacion y homogeneizacion.

La filtracion se recomienda para eliminar materias extrafas, las posibles particulas de los
solidos lacteos —afadidos en la fase anterior- no disueltas y los grumos procedentes de la
leche base. Puede aplicarse haciendo pasar la leche a través de filtros conicos ajustados en
el interior de las conducciones, con clarificadoras centrifugas, o con filtros de nylon o de
acero inoxidable. EI motivo de eliminar estas particulas es evitar obstrucciones y dafios en

el orificio del homogeneizador y depdsitos en los intercambiadores de calor.

En la elaboracion de yogur, una leche con un contenido incrementado de aire conlleva una
serie de desventajas, sobre todo, al afadir la leche en polvo, puesto que se produce una
notable incorporacion de aire. En este caso es conveniente desodorizar la leche en un
depdsito al vacio. Los efectos que se persiguen son los siguientes:

a) Mejorar la estabilidad del gel de yogur incrementando la viscosidad.

b) Eliminar las sustancias aromaticas y sapidas indeseadas.

¢) Incrementar los efectos de la homogeneizacion.

d) Reducir los riesgos de que se queme la leche durante el calentamiento en el

cambiador de placas.

La desodorizacion se realiza a una temperatura de 70-75 °C y a una presion de 70-80 kPa.
Cuando se incrementa el extracto seco por el método de evaporacion se consigue un grado

suficiente de desodorizacion.

La eliminacién de aire se recomienda sobre todo cuando el cultivo iniciador crece mal en

presencia de tensiones elevadas de oxigeno (por ejemplo, Lb. Acidophilus, Bifidobacterium

spp.).

La homogeneizacidn, después de la pasteurizacion, estabiliza la grasa en pequefias particulas
que previenen el cremado durante la fermentacion, y mejora la textura por la interaccion
entre las caseinas y los globulos de grasa. Para homogeneizar la leche se la hace pasar a
través de un pequefio orificio a elevada presion en el homogeneizador, con lo que se reduce
el tamafio de los glébulos grasos impidiendo de esta manera la coalescencia de los mismos
y la formacién de la linea de nata, lo cual a su vez ayuda a mejorar la consistencia y el sabor
del producto. La homogeneizacion reduce el tamarfio de los globulos grasos, pero aumenta

el volumen de las particulas de caseina. En consecuencia, se produce un menor acercamiento
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entre las particulas, en el proceso de coagulacion, lo que se traduce en la formacién de un

coagulo mas blando.

Tratamiento térmico-pasteurizacion.

Es un punto critico de control, pues es el punto donde se eliminan todos los microorganismos

patdgenos siendo indispensable para asegurar la calidad sanitaria e inocuidad del producto.

El tratamiento puede variar desde 75°C durante 15 segundos (pasterizacion ordinaria) hasta
un tratamiento UHT a 133°C durante 1 segundo. No obstante, parece ser que las condiciones
Optimas son de 80-85°C durante 30 minutos en sistemas discontinuos y de 90-95°C durante

alrededor de 5 minutos en sistemas de flujo continuo.

Los efectos de este tratamiento térmico pueden resumirse como sigue:

e Microorganismos: Practicamente se destruyen todas las formas vegetativas, mientras
que las esporuladas se mantienen viables. Puede asegurarse que se elimina todo el
microbiota patdgeno no esporulado. Ademas, la reduccion de la carga microbiana
garantiza que el iniciador encontrara un sustrato bastante libre de competidores y
crecerd velozmente.

e Enzimas endogenas de la leche: Los tratamientos térmicos utilizados no destruyen
completamente todas las enzimas de la leche, pero las que mantienen su actividad no
entrafian problemas.

e Proteinas del suero: se desnaturalizan parcialmente y pueden crear nuevos enlaces y
unirse consigo mismas o con otros componentes de la leche. Estos agregados
aumentan la viscosidad del yogur. Al desnaturalizarse las proteinas del suero por
accion del calor pueden liberarse compuestos nitrogenados de bajo peso molecular
que pueden estimular el desarrollo de los microorganismos iniciadores.

e Oxigeno: Se reduce la cantidad de oxigeno disuelto, con lo que se crean condiciones

de microaerofilia favorables para el crecimiento del cultivo iniciador.

Adicion del iniciador (inoculacion).

Antes de afadir el cultivo iniciador, la leche ha de enfriarse hasta una temperatura distinta
para cada leche fermentada. Esta temperatura es la misma que la de incubacion y depende,

fundamentalmente, de las caracteristicas del cultivo iniciador. Si se va a fabricar yogur, la
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temperatura acorde con el desarrollo del iniciador esta comprendida entre 40 y 45°C, pero si
por ejemplo se pretende el desarrollo de Bifidobacterium spp. O de otras bacterias

probidticas, la temperatura ha de ser 37°C.

Comunmente, se inocula con un starter de los dos microorganismos, el Streptococcus
termophilus y el Lactobacillus bulgaricus, pero que han sido cultivados por separado para
evitar un exceso de produccion de acido lactico. De este modo, no se ve favorecida una
especie frente a la otra dentro del mismo starter. El iniciador puede afadirse en polvo,

congelado concentrado o en forma de una suspension liquida.

El cultivo iniciador afiadido no debe aportar s6lo un abundante nimero de microorganismos
viables, sino que, ademas, debe proporcionar una poblacion en equilibrio (1/1) con el mismo
numero de individuos de las dos especies que intervienen en la fermentacion (Streptococcus

thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus).

Asi, el &cido lactico producido a partir de la lactosa baja el pH hasta un valor aproximado de

5, en donde se inicia la formacién del coégulo.

En el yogur se pretende que la tasa inicial de microorganismos sea bastante elevada, del
orden de 107 Ufc/ml (lo cual corresponde a un 2-3% de indculo, aprox.) para que la

fermentacion se produzca con rapidez.

Un proceso de optimizacion de elaboracion de yogur busca las caracteristicas dptimas para
el agregado, de manera que se obtenga un producto de alta calidad en el menor tiempo,

pudiendo variar de 2 a 3 0 mas horas, dependiendo del cultivo.

Incubacion.

Para la obtencion de yogur, la leche suele incubarse a 42°C, temperatura que representa un
compromiso entre la 6ptima de las dos especies responsables de su fermentacion: 45°C para
la mayoria de las cepas de Lb. Delbrueckii subsp. Bulgaricus y 39°C para St. Thermophilus.
Si la temperatura de incubacion es menor, el tiempo necesario para completar la
fermentacion y obtener yogur se prolonga. Por ejemplo, a 30°C son necesarias unas 20 horas.
Si la leche esta libre de inhibidores, la actividad microbiana esta determinada principalmente

por la temperatura de incubacion y la cantidad de in6culo agregado. Mientras mayor sea la
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diferencia con la temperatura 6ptima y menor la cantidad de indculo agregada mayor sera el

tiempo de fermentacion.

Esta aparicion del acido lactico es lo que provoca el descenso del pH, que a su vez es el
responsable de la coagulacion de la leche. La coagulacion se produce a causa de la
estabilidad de las caseinas. Al pH de la leche fresca, las caseinas tienen carga negativa y se
repelen. En la acidificacion de la leche, los iones hidrdgeno del acido son absorbidos por las
caseinas, por lo que la carga negativa va disminuyendo y asi también la repulsion entre ellas.
La coagulacion empieza cuando la repulsion ha disminuido. A un pH de 4,6 las caseinas son
eléctricamente neutras y completamente insolubles. Este nivel de pH se conoce como punto
isoeléctrico de la caseina. Su efecto en el yogurt es que una vez ocurrida le confiere su

consistencia semisélida caracteristica (Badui, 2006).

En los productos lacteos fermentados, la fermentacién culmina cuando se alcanza un valor
de 4,2 a 4,5 de pH aproximadamente, o cuando se observa un valor de 0,75 a 0,8 % de acidez
titulable. Una vez lograda la acidez requerida, debe enfriarse a 4 0 5 °C, para detener la
fermentacion y evitar que se siga produciendo &cido lactico.

Dependiendo del sistema de fabricacidon que se utilice, se emplean incubadores distintos.
Para la incubacion en el propio envase se utilizaba en un principio vidrio o bafios de agua a
la temperatura deseada. Hoy dia se utilizan cAmaras multifuncionales a través de las cuales
puede circular aire caliente (para la incubacion) o frio (para el enfriamiento posterior). Este
sistema permite obtener yogur firme, el cual se envasa inmediatamente a la adicion del starter
en vasitos o tarritos, que son llevados a una estufa donde se produce la fermentacién hasta

el punto deseado y luego se refrigera en camaras o en tuneles de refrigeracion.

El yogur liquido se elabora incubando la leche inoculada en tanques fermentadores y, una
vez concluida la fermentacion, el codgulo se bate intensamente para conseguir la

consistencia deseada y finalmente se envasa.

En cambio, en el yogur batido la fermentacion se produce directamente en el reactor, se
homogeneiza, se enfria en un intercambiador entre 22 y 24 °C, temperatura indicada para
retardar el desarrollo de las bacterias y se termina por envasar en recipientes que son

inmediatamente refrigerados. En el caso del yogur batido con frutas, una vez coagulada la
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leche, se bate, se bombea a un tanque junto con la fruta, se mezcla bien y finalmente se

bombea a la llenadora donde se procede al envasado.

Enfriamiento.

Enfriar hasta la temperatura dptima de inoculacion (42-45°C) permite la actividad y la
supervivencia de las bacterias. Luego de la incubacion, el enfriamiento ayuda a frenar la
actividad del iniciador y sus enzimas, para evitar que la fermentacion continle. Se
recomienda que la temperatura final del yogur no exceda los 5°C; de esta forma, la
coexistencia de pH bajo y temperaturas de refrigeracion actlan sinérgicamente para

mantener el yogur en un estado apropiado para su consumo durante 15 o 20 dias, al menos.

El enfriamiento del yogur parece no presentar problemas importantes, pero diversos estudios
han indicado que un enfriamiento muy rapido puede afectar a la estructura del coagulo;
puede ocasionar la separacion del suero debido a una intensa retraccién de las proteinas del

coagulo que afecta, a su vez, a la capacidad de retencidn de agua de las mismas.

Envasado.

Se emplea vidrio, y envases plasticos de polietileno de alta densidad y poliestireno. Los
envases son siempre opacos, para proteger las vitaminas de la luz, facilitar la impresion del
envase (dibujos, etiquetas, etc.) y disimular la posible turbidez. El envasado puede realizarse
antes de la incubacién, pudiendo agregar, por ejemplo, frutas segin corresponda (yogur de
consistencia firme) o tras la fermentacion (yogur batido y liquido). Se controla el cerrado
hermético del envase para mantener la inocuidad del producto. Se debe controlar que el
envase y la atmosfera durante el envasado sean estériles (Ordofiez Pereda, 1998).

Defectos frecuentes observados en el yogur.

- Baja firmeza de gel
- Bajo cuerpo en boca
- Sinéresis

- Grumos

- Alta acidez

- Textura aspera
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- Baja “cremosidad” (en textura y sabor)
- Colores grisaceos / verdosos
- Bajo brillo

- Vida util reducida (sinéresis/textura floja y sabores desviados
Factores que afectan la calidad de los yogures.

- Calidad de la leche

- Tratamiento de la leche

- Cultivos

- Proceso (Iriberri, A. & CRH-Hansen, 2014)

Productos fermentados, microorganismos beneficiosos y mecanismo de

accion.

Estos productos se obtienen de la fermentacion de la leche utilizando microorganismos
adecuados para llegar a un nivel deseado de acidez. Entre los productos fermentados figuran
yogur, kumys, dahi, ergo, tarag, ayran, kurut y kéfir (FAO, 2021).

Los microorganismos beneficiosos tienen una larga historia especialmente las bacterias
conocidas como probidticas. Se han encontrado referencias que muestran que desde la
antigliedad se reconocian efectos benéficos producidos por estas bacterias. En el viejo
testamento (Génesis 18:8), se menciona que Abraham debié su longevidad al consumo de
leche agria y en la antigua Roma en el afio 76 d.C. Plinius (escritor y naturalista Romano),
recomendaba la administracion de productos de la fermentacion lactea para tratar
enfermedades gastroentéricas. Asi, las bacterias benéficas han existido y coevolucionado a
lo largo de la historia de la humanidad aportando beneficios a la salud de los hospederos en

los que habitan.

Se conocen diversos efectos beneficiosos entre las que destacan la proteccidn contra agentes
patdgenos y el efecto inmunomodulatorio, pero con el avance de los estudios en este campo
cada dia se conocen mas y se ha llegado a describir como funcionan, por ejemplo, la
supresion de microorganismos patdgenos se debe a que las bacterias probioticas producen

sustancias antimicrobianas entre las que se encuentra el peroxido de hidrogeno, el diacetilo,
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la reuterina, &cidos organicos como el acido lactico, acido acético, acido butirico; algunas
especies de bacterias también producen sustancias de naturaleza proteica conocidas como

bacteriocinas (Grafico 2).

Grafico 2. Comportamiento beneficioso de los microorganismos probioticos.

Produccion Sooo®® Patogeno
sustancias
antimicrobianas 00008 Provistico
Produccion
nutrientes

Competicion
puntos union
al epitelio

Incremento funcion barrera

Inmunomodulacion \

Fuente: Delgado F. R., 2013.

También tienen la capacidad de disminuir el colesterol sérico al inhibir su sintesis y reducir
las lipoproteinas de baja densidad impidiendo su absorcion en el intestino delgado; otro
beneficio es que favorecen la absorciéon de nutrientes pues los probidticos promueven el
“equilibrio” del microbiota (diversidad de especies microbianas en el intestino), ayudando
al procesamiento de azucares no digestibles, metabolismo de proteinas complejas, sintesis
de vitaminas y produccién de energia. Cuando ciertos azlcares (oligosacéridos), que sirven
de alimento para estas bacterias, son administrados en la dieta estimulan la absorcion de
minerales como el calcio, el fosforo y el magnesio, siendo mayor este efecto en fase de

crecimiento rapido cuando la demanda de calcio es alta (Delgado F. R. 2013).
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Lactobacillus bulgaricus.

Se caracterizan por su alta temperatura de crecimiento, con una temperatura 6ptima de 40 —
43° C, minima de 22° C y maxima de 52.5° C. Su resistencia frente a antibioticos es mayor
que la de Streptococcus thermophilus. Se inhibe ante 0.3 - 0.6 U.I. de penicilina/mL de leche.
Es una bacteria homo fermentativa, que produce hasta 1.7 % de D (-) &cido lactico en leche.
Pequefas cantidades de compuestos secundarios incluyen compuestos carbonilicos, etanol y
acidos volatiles. Posee una actividad proteolitica media, llevando a una relativamente alta
acumulacion de aminoacidos libres. Posee una débil actividad lipolitica, llevando a algunos

cambios en la estructura de los &cidos grasos (Peng et al., 2014).

Streptococcus thermophilus.

Se caracteriza por tener un amplio rango de crecimiento, con una temperatura 6ptima de 40
—45° C, minima de 20° C y maxima de 50° C. Es muy sensible a sustancias inhibidoras. Es
inhibido por 0.01 U.I. de penicilina o 5 mg de estreptomicina/mL de leche. Bacteria lactica
del grupo homo fermentativo, produce 0,7 - 1,0 % de L (+) acido lactico. Muestra una

actividad proteolitica muy débil (Peng et al., 2014).

Lactobacillus rhamnosus.

Se ha demostrado que Lactobacillus rhamnosus, un miembro de la microbiota comensal
humana, es importante para la salud humana, ya que equilibra el sistema microecolégico del
intestino y proporciona inmunomodulacion local y sistémica (Peng et al., 2014).
Lactobacillus rhamnosus puede tolerar el ambiente dentro del tracto digestivo del animal,
colonizar los intestinos de humanos y animales y puede mejorar la respuesta inmune
sistémica en el huésped (Lebeer et al., 2012). Muchos estudios han demostrado que
Lactobacillus rhamnosus y sus componentes de la pared celular pueden promover los niveles
secretores de IL-6, IL-10 y TNF-a por las células mononucleares de sangre periférica
humana y activar el sistema inmunolégico del cuerpo (Di Caro et al., 2005; Ludwig et al.,
2018). Se ha descubierto que la proteina p40 codificada por Lactobacillus rhamnosus puede
proteger la inmunidad intestinal activando la via de sefializacion del receptor del factor de

crecimiento epidérmico EGFR (Yan et al., 2011).
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Bifidobacterium.

Las especies de Bifidobacterium son bacterias grampositivas, anaerobias en forma de
bastoncillo, catalasa-negativas que pertenecen a la rama de las actinobacterias. El pH ideal
para el crecimiento de las especies de Bifidobacterium es 6-7, a un pH de aproximadamente
4.5-5 y por encima de 8-8.5, no se observa crecimiento. Se han encontrado especies de
bacterias bifido en seres humanos, animales de sangre caliente y abejas. La abundancia de
especies de Bifidobacterium depende de la edad y la dieta. Se asientan en el tracto
gastrointestinal poco después del nacimiento, forman la cepa dominante en el tracto
gastrointestinal después del nacimiento, y su nimero disminuye con la edad (Langhendries,
etal. 1995, Chopra, et al. 2015). La principal diferencia entre las especies de Bifidobacterium
y otras especies de Lactobacillus estd en la fuente de nitrogeno, de manera que
Bifidobacterium puede crecer en ambientes que contienen amonio (nitrogeno mineral), en
contraste, otras bacterias del acido lactico necesitan una fuente de nitrégeno organico como

péptidos para multiplicarse (Gomes et al., 1998, Guarner et al., 2003).

Narvishi et al. (2021) compararon los genomas y proteomas de 12 Bifidobacterium y 46
especies de Lactobacillus. Examinaron especies seleccionadas de Lactobacillus para
determinar la resistencia a las sales biliares, la resistencia al acido y al pH, la pepsina y
resistencia a la enzima tripsina y resistencia a los antibioticos. Los resultados mostraron que
las especies de Lactobacillus tienen mas diversidad y abundancia de bacteriocina en
comparacion con las especies de Bifidobacterium. En particular, L. sakei, L. plamtarum, L.
reuteri, L. fermentum y L. casei tuvieron la mayor inhibicion de patdgenos; respectivamente;
por lo que sugirieron una combinacion de estos para controlar los patdgenos

gastrointestinales.

Pese a los beneficios potenciales de los Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium, su uso
combinado, permanece aun muy poco estudiado en el &mbito de la tecnologia alimentaria

para el desarrollo de bebidas lacteas.

Prebioticos.

Se define al término prebidtico como “un ingrediente fermentado selectivamente que da

como resultado cambios especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota
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gastrointestinal, otorgando asi un beneficio(s) sobre la salud del anfitrion” (Gibson et al.,
2010).

Un prebidtico: (i) debe ser resistente al pH acido del estdmago, no puede ser hidrolizado por
enzimas de mamiferos y tampoco debe ser absorbido en el tracto gastrointestinal, (ii) puede
ser fermentado por la microbiota intestinal, y (iii) puede estimular selectivamente el
crecimiento y/o actividad de las bacterias intestinales, proceso que mejora la salud del
anfitrion (Gibson et al., 2010).

Se puede aprovechar los dos criterios siguientes para identificar los prebi6ticos derivados de
carbohidratos: (i) las fibras prebidticas son carbohidratos con un grado de polimerizacion
(DP) igual o superior a 3, y (ii) las enzimas endogenas en el intestino delgado, no pueden
hidrolizarlas. Se debe tener en cuenta que la solubilidad o fermentabilidad de la fibra no es
crucial (Howlet et al. 2010, Slavin et al., 2013).

Tipos de prebidticos.

Entre los prebidticos, se puede citar los fructanos, galacto-oligosacaridos, oligosacaridos
derivados de almidén y glucosa, oligosacaridos de tipo no carbohidrato, y otros

oligosacéaridos (Davani-Davari, et al., 2019).

Dentro del grupo de “otros oligosacaridos™ esta la pectina, conformada por varios tipos de
azucares (e.g. ac. Galacturonico, arabinosa, galactosa y xilosa) o acido ferdlico. Sus
estructuras varian significativamente segun la fuente vegetal y el proceso de extraccion (Yoo
etal., 2012).

Estructura de la pectina.

El Grafico 3, muestra la estructura de la pectina; la presencia de los monémeros que alli se
observan y la cantidad de &cido galacturonico presente, permite caracterizar al compuesto
como pectina (FAO, 2013).
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Gréfico 3. Estructura quimica de la pectina.

Ramnogalacturonano Il Homogalacturonano Xilogalacturonano Ramnogalacturonano |

OD-Acido galacturénico © GL-Arabinosa © D-Apiosa ¢ O-Acetilo
OL-Ramnosa OD-Galactosa OL-Fucosa ¢ O-Metilo
@ D-Acido glucurénico ©® L-Acido acérico @D-Xilosa @ Borato
@ Acido 3-deoxi-mano- © D-Acido OlL-Galactosa

octulosénico heptulopiranosi-

larico

Fuente: Pacheco et al. 2019b,
Adaptada a partir de: Harholt et al., 2010.
2.3Marco legal.

Requisitos fisicoquimicos y microbioldgicos del yogur.

Segun lanorma NTE INEN 2 395:2011, las leches fermentadas deben cumplir las siguientes

especificaciones (Tabla 3):

Tabla 3 Requisitos fisicoquimicos del yogur.

Requisitos : Tipo | : : Tipo Il : ,Tipo 11 :
Min. Max. Min. Max. Min. Max.
Contenido de grasa 3.0 1.0 <3.0 <1.0
Acidez, % 0.6 1.5 0.6 1.5 0.6 1.5
Proteina, % 2.7 2.7 2.7

Ensayo de fosfatasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Fuente: NTE INEN 2 395:2011

La norma sefialada indica que el yogur sin tratamiento térmico posterior a la fermentacion
debera contener minimo 107 Ufc/g correspondiente a la suma de microorganismos del

cultivo empleado, y ausencia de E. coli, como los aspectos microbioldgicos mas relevantes.
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1 Localizacion.

La presente investigacion se realizara en el Laboratorio de Bromatologia y en el Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, localizada en el Km 7 %
de la via Quevedo — ElI Empalme, Recinto San Felipe, entrada al Canton Mocache, Provincia

de Los Rios — Ecuador.

3.2 Tipos de investigacion.

Exploratoria.

Se llevo a cabo siguiendo un disefio experimental para la elaboracion de una bebida lactea
fermentada, con la finalidad de analizar la variacion del proceso fermentativo y de las
caracteristicas sensoriales en una bebida elaborada con cultivo lacteo convencional, o con

Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p., con y sin pectina citrica.
Documental.

Para fundamentar las condiciones de experimentacion, consideradas en este trabajo, se partio
de informacién bibliografica sobre procesamiento de alimentos, nutricion, microbiologia,
quimica de los alimentos; asi como también de avances presentados en estudios, reportados
en publicaciones cientificas recientes sobre el potencial probidtico de Lactobacillus

rhamnosus y Bifidobacterium s. p. y el potencial prebidtico de la pectina citrica.

3.3 Meétodo de investigacion.

Meétodo inductivo-deductivo.

Se aplico este presente método de investigacion, puesto que partiendo del analisis del
problema y de los resultados observados durante el desarrollo de una nueva bebida
simbidtica, se propone una nueva alternativa de aprovechamiento de la leche a través de la
seleccién mas adecuada del tipo de microorganismos fermentativo, cantidad prebiédtico y

proceso de elaboracion.
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Meétodo estadistico.

Para calcular, tabular, graficar y aplicar el analisis ANOVA a los datos fisicoquimicos y
sensoriales de la bebida lactea se usé el programa de Excel; y para la comparacion de medias
que permitiese seleccionar el mejor tratamiento, se aplico una prueba de Tukey (p <0.05) en

el programa infostat.

3.4 Fuentes de recopilacion.

La informacion presentada en el marco conceptual y referencial se tomo de diversas fuentes

secundarias como: articulos cientificos, revistas cientificas, paginas web, libros, folletos.

3.5 Disefio de la investigacion.

Disefio experimental — Modelo matematico.

A fin de interrelacionar las variables de interés, consideradas en las hipétesis planteadas, se
armo un disefio experimental modelo 23 cuyas respuestas experimentales se representan de

con el siguiente modelo matematico:

Tabla 4 Esquema del ANDEVA

Fuente Variacion Grados de Libertad
Tratamiento a.b.c.-1 7
Factor A (a-1) 1
Factor B (b-1) 1
Factor C (c-1) 1
Int. AXB (a-1).(b-1) 1
Int. AXC (a-1).(c-1) 1
Int. Bx C (b-1)(c-1) 1
Int. AXBXC (@-1).(b-1).(c-1) 1
Error Exp (a.b.c)(r-1) 8
Total (a.b.c.r-1) 15

Yijk= U + Ai + Bj+ Ck + (AB)jj + (AQC)ik + (BC)jk + (ABC)ijk + R;j + Eiji
Donde:
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Yijk = Respuestas del ensayo

u = Efecto global atribuible al material experimental

Ai = Efecto principal del factor A; nivelesi=1,2

B; = Efecto principal del factor B; niveles j = 1,2

Ck = Efecto principal del factor C; niveles k = 1,2

(AB);j = Efecto de interaccion doble entre los factores Ay B
(AC)ik = Efecto de interaccion doble entre los factores Ay C
(BC)jk = Efecto de interaccion doble entre los factores By C
(ABC)ijk = Efecto de interaccion triple entre los factores A, By C
Ri = Efecto de la réplica, ejemplo para un duplicado | = 2

Eijx = Efecto residual

Factores y niveles en estudio. Tratamientos. Diagrama de flujo.

El disefio experimental 22 planteado, estuvo conformado por los siguientes factores y niveles

de estudio, obteniendo un total de 8 tratamientos (Tabla 5).
Factor A: Tipo de cultivo

al: Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus (incubacién a 44 °C)

a2: Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (incubacion a 37 °C)

Factor B: Dosis del cultivo
b1: 0,006 %
b2: 0,012 %

Factor C: Cantidad de prebi6tico (pectina citrica)
cl:0%
c2:0,34 %

Para la elaboracion de la bebida lactea simbidtica, el proceso basico que se aplico, fue el
siguiente (Grafico 4):

32



Grafico 4. Proceso de elaboracion de la bebida lactea fermentada.

Leche entera 1500 mL
°Brix, pH, acidez

Pectina (disuelta en
100 mL de la leche
filtrada)

L. bulgaricusy S. -

thermophilus o

L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p.

!

INICIO
RECEPCION
FILTRADO —» Materias extrafas
— ADICION
PASTEURIZACION | —— 63 °C /30 min
ENFRIAMIENTO — 44°Co037°C
— SIEMBRA  44°C037°C
- 44 °C 0 37°C
INCUBACION Hasta pH: 4,2 a 4,5;
Acidez 0,752 0,80 %
l, de &c. lactico.
MEZCLA
ANALISIS —— ©Brix, pH, acidez
ENVASADO

ALMACENAMIENTO

—— 8°C

l

FIN

Elaborado por: Génesis Quishpe, Luiggi Mendoza y M. Teresa Pacheco, 2021.
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3.6Instrumentos de la investigacion.

Indicadores del proceso fermentativo

°Brix, pH y acidez titulable.

Se determinaron en la bebida elaborada segun los 8 diferentes trabamientos, a intervalos de
una hora, durante el tiempo de incubacion; y cada 3 dias, durante el tiempo de

almacenamiento (30 dias) a temperatura de refrigeracion (8 °C).

Los °Brix, se midieron con ayuda de un brixémetro marca ATP. Para ello se coloco una gota

en el visor y se procedio a la lectura.

El pH se determindé empleando un peachimetro digital con aproximacién a decimales,

calibrado usando buffers comerciales de pH 4y 7.

Para conocer la acidez, se recurrio al método de titulacion acido — base reportado por Reyes
y Ludefa (2015). Se tom6 10 mL de muestra, se adiciono tres gotas de solucion indicadora
de fenolftaleina al 2 % y se tituld con una solucion de hidroxido de sodio 0,1 N, hasta cambio
de coloracion a rosa (Tamime & Robinson, 1991; Yildiz, 2010). Esta determinacion se

realizé por duplicado.

Analisis sensorial.

Las caracteristicas sensoriales de la bebida (color, olor, sabor, consistencia, textura y
aceptabilidad en general), se determinaron empleando un panel de 12 catadores
semientrenados. Este analisis fue realizado al inicio y al final del tiempo de almacenamiento
de la bebida elaborada en este trabajo (tratamientos 1 a 8), y sobre una muestra de yogur

natural comercial (tratamiento 0).

Para la valoracion, se utilizé una escala afectiva de 1 a 5 puntos, donde el mayor puntaje,
correspondia al mejor atributo de la caracteristica en cuestion (Anexo N° 1), de acuerdo a
los aspectos de estudio sugeridos por Zamora (2008) para el analisis sensorial de bebidas

lacteas fermentadas.
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NOTA: Como referencia técnica de calidad para la elaboracion de esta bebida, se tomo en
cuenta la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2 395:2011. Leches Fermentadas.
Requisitos.

Las curvas de crecimiento de microorganismos se construyeron en un tema paralelo a este,
enfocado en el efecto de L. rhamnosus, Bifidobacterium s. p. y pectina citrica, sobre el

tiempo de vida atil de la bebida.

3.7Tratamientos de los Datos

Los tratamientos del estudio se describen en la siguiente etapa.

Tabla 5. Tratamientos a aplicar en el desarrollo de la bebida fermentada lactea.

N° Cadigo Descripcion

0 a0b0cO  Yogur natural comercial (estdndar comparativo en el analisis sensorial)

1 alblcl L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

2 alblc2 L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

3 alb2cl L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

4 alb2c2 L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

5 azblcl L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

6 azblc2 L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
7 azb2cl L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

8 azb2c2 L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

Elaborado por: Génesis Quishpe, Luiggi Mendoza y M. Teresa Pacheco, 2021.

3.8Recursos humanos y materiales.

Recursos humanos.

e Estudiante Tesista: Genesis Valeria Quishpe Loor.
Busqueda bibliogréafica, elaboracion de la bebida, andlisis fisicoquimicos, tabulacion y

analisis de datos, redaccion realizada por la estudiante.

e Docente Tutora: Maria Teresa Pacheco Tigselema.
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Busqueda bibliografica, asesoria general, analisis de datos y resultados, revision y correccion

realizada por la tutora.

Materiales e insumos.

e Leche entera cruda fresca

e Cultivos lacteos liofilizados: L. bulgaricus y S. thermophilus (Hansen), L. rhamnosus
y Bifidobacterium s. p. (Bago)

e Pectina citrica (Sigma-Aldrich)

e Yogur natural (Toni) (tratamiento estandar)

3.8 Reactivos.

e Hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N
e Fenolftaleina 2 %

e Agua destilada

3.9 Instrumentos y equipos.

e Balanza

e Termometro (escala 0 a 100 °C)
e Brixdmetro

e Peachimetro

e Buffers de calibracionpH 4y 7.
e Pipetade2mL

e Perade succion

e Recipientes de acero inoxidable
e Incubadora

e Envases de 250 mL

e Refrigerador (8 °C)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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4.1Efecto general del uso de Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium s. p.
y pectina citrica sobre las caracteristicas fisico quimicas y sensoriales

de la bebida lactea fermentada.

Al aplicar un analisis de varianza de un factor (ANOVA) (p <0,05) en el programa InfoStat,
para los resultados de la bebida a los 30 dias de almacenamiento: caracteristicas fisico
quimicas (T1 a T8) y sensoriales (TO a T8) de la bebida fermentada (Tabla 5).

(Tabla 5) se observa las caracteristicas fisico quimicas de los tratamientos (T1 a T8), los
valores de pH mas alto que alcanzaron al final del almacenamiento fueron (T5: a2b1cl), (T6:
az2blc2), (T7:a2b2cl), (T8: a2b2c2); a comparacion con los tratamientos (T1: alblcl), (T2:
alblc2), (T3: alb2cl), (T4: alb2c2) que fueron los que presentaron menor valor de pH.
Segun (Hirano, et al. 1998) en los efectos de la lactoperoxidasa sobre las propiedades
reoldgicas del yogur, al llegar al pH del yogur 4,5 contribuye al olor y sabor caracteristico.
Por otra parte (Rivas, 2000) en el efecto de la adicion de calcio en las propiedades fisico
quimicas y sensoriales de dos tipos de yogurt se observo que los valores de pH se encuentran
dentro del rango esperado, es decir entre 3,7 y 4,6; Es importante mencionar, que al alcanzar
estos valores de pH se refrigera el yogur para controlar la actividad metabdlica de los

microorganismos iniciadores.

En los ° Brix se observa que los tratamientos (T5: a2blcl), (T6: a2b1c2), (T7:a2b2cl), (T8:
a2b2c2) presentaron los valores mayores, en cambio los tratamientos (T1: alblcl), (T2:
alblc2), (T3: alb2cl), (T4: alb2c2) presentaron valores menores. Segun &

los probidticos y su importante funcién en la alimentacion se observa la disminucion
de los sélidos solubles durante la etapa de fermentacion, desde un valor de 11 en todos los
tratamientos a valores entre 6 y 6,5 a los 240 minutos de proceso. indican que uno de los
parametros para determinar la finalizacion de la etapa de fermentacion es cuando los °Brix
se estabilizan, lo que ocurrié a los 210 minutos.
Por otra parte, & evaluacién de la pulpa concentrada de carambola
(averrhoa carambola 1.) A tres concentraciones de azUcar y dos temperaturas para la
elaboracion del yogurt frutado se observo que los sélidos solubles °brix se estabilizan cuando
estan en incubacion a 6,5 y 7,0 esto cuando no esta afiadido ninguna clase de pulpa de fruta

0 saborizantes.
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En la acidez titulable se observa que los tratamientos (T1: alblcl), (T2: alblc2), (T3:
alb2cl), (T4: alb2c2) presentaron valores mayores del % de acido lactico, en cambio los
tratamientos (T5: a2bl1cl), (T6: a2blc2), (T7: a2b2cl), (T8: a2b2c2) presentaron los valores
menores. Segin Gonzales, D (2000) Andlisis del desarrollo de la fase reproductiva y
determinacion de parametros de recoleccion de la carambola (Averrhoa carambola L.), ha
propuesto un minimo de 0,7 g de &cido lactico por cada 100 mL de yogurt, es muy importante
el control de la acidez en la produccion y esto mismo se asocien frecuentemente a la
contaminacion del producto por mohos y levaduras, cuyo origen se encuentra la mayor parte
en la flora microbiana del aire.

Por otra parte, Alatriste, (2002). Efecto de la adicidn de fibray calcio en un yogurt con sabor,
la acidez en productos lacteos es expresada como porcentaje de acido lactico, este porcentaje
presente en el yogurt debe ser minimo de 0,6 la acidez, al igual que el pH es una propiedad
de suma importancia debido a que es un indicador de los microorganismos que pueden estar

presentes, desarrollarse o deteriorar el alimento.

Tabla 6 Promedios en las caracteristicas fisico quimica

Caracteristica Fisico Quimica

Tratamientos pH ° Brix Acidez titulable
T1 3,72d 597e 0,72 cd
T2 2,98 f 5,88 ¢ 0,85a
T3 3,53 ¢ 591f 0,76 b
T4 2,97 f 5,88 ¢ 0,87a
T5 4,71 a 7,95a 0,69e
T6 3,97b 7,73 ¢ 0,74 bc
T7 4,00 b 7,87b 0,71 de
T8 3,89¢c 7,66 d 0,76 b
Promedio 3,72 6,86 0,76
C.V. (%) 0,30 0,11 0,81
p — valor <0,0001 <0,0001 <0,0001
Maéaximo 4,71 7,95 0,87
Minimo 2,97 5,88 0,69
s.e. ** ** **

*Datos transformados a raiz de n + 0,5 (coeficiente de variacion).
C.V.: Coeficiente de variacion.
p.: Probabilidad asociada a valores mayores o iguales que los puntos de 5% para la distribucion F.
s.e.: Significancia estadistica (n.s.= no significativo, *=significativo y **=muy significativo).
T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina
T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)
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T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L. bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

(Tabla 6) se observa que al aplicar un analisis de varianza de un factor (ANOVA) (p <0,05)
se refleja los valores de las caracteristicas sensoriales de los tratamientos (TO a T8); en los
atributos color, olor, sabor, consistencia, textura, aceptabilidad general los valores que
presentaron mayor puntaje hasta el final del almacenamiento que fueron 30 dias son (TO:
a0b0c0), (T1: alblcl), (T2: alblc2), (T3: alb2cl), (T4: alb2c2), en comparacién con los
tratamientos (T5: a2blcl), (T6: a2bl1c2), (T7: a2b2cl), (T8: a2b2c2) que presentaron menor
puntaje. Segun Alatriste, K (2002) en el atributo color indica que los principales defectos
son: color desigual, debido a la mala distribucién de los ingredientes o mala distribucion de
los colorantes; color no natural, debido al empleo de colorantes no autorizados, poco color
debido a que no esta disuelto totalmente. Por otra parte, en el atributo olor Mejia, \V (2006)
indica que los productos lacteos tienen mayor aceptacion cuando se afiade productos como
saborizantes, por lo que se debe tomar en cuenta la referencia que exige las normas INEN,
en que el yogur debe presentar un olor caracteristico del producto fresco, sin indicios de
rancidez. Asimismo, en el atributo sabor & menciona que el yogur
natural se caracteriza por un sabor suave, dulce en el caso de los yogures azucarados y un
poco &cida y agria en el caso del yogur natural que no es edulcorado. Por otro lado, en el
atributo consistencia Porter, J (1981) indica que el yogur es acido y tiene una fina y suave
consistencia que va desde un firme gel hasta un liquido viscoso como las natillas
dependiendo de las técnicas de fabricacion. Y del mismo modo en el atributo textura
Gonzales, D (2000) menciona que la textura ideal del yogur debe de ser suave y las particulas
solidas lo suficientemente pequefias para no ser detectadas en la boca, mientras que la textura
mantecosa se manifiesta por grumos de grasa lo suficientemente grandes para ser detectados
en la boca dejando una pelicula grasa en el paladar y los dientes después de haber consumido
algun producto lacteo. En la aceptabilidad general (Rivas, 2000) manifiesta que el yogur es
un producto altamente apetecible, no solo por sus caracteristicas organolépticas sino también
por sus propiedades nutritivas, ademas el yogurt es un producto recomendable en todas las

edades.

40



Tabla 7 Promedio en las caracteristicas sensoriales

Caracteristica Sensoriales

Tratamientos  Color Olor Sabor Consistencia Textura

Aceptabilidad

general
TO 5la 55a 57 a 57 a 53 a 57 a
Tl 56 a 54a 55a 56 a 54 a 56 ab
T2 55 a 52a 52a 57 a 52 a 52 ab
T3 53a 53a 54a 57 a 51a 51 ab
T4 52a 5la 57a 58 a 51a 56 b
T5 30b 23 b 23 b 26 b 23 b 28 C
T6 34b 21c 26 b 23 b 18b 24 cd
T7 29b 23¢C 26 b 24 b 21b 27 cd
T8 32b 32¢c 22 b 21b 19b 30d
Promedio 43,56 40,44 41,33 42,11 38,00 42,33
C.V. (%) 3,06 350 3,42 3,36 3,72 3,15
p — valor <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Maximo 56 55 57 58 54 57
Minimo 29 21 22 21 18 24
Se ** ** ** ** ** **%

*Datos transformados a raiz de n + 0,5 (coeficiente de variacion).
C.V.: Coeficiente de variacion.

p.: Probabilidad asociada a valores mayores o iguales que los puntos de 5% para la distribucion F.

s.e.: Significancia estadistica (n.s.= no significativo, *=significativo y **=muy significativo).
TO: a0b0c0: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosusy Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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4.2Efecto del uso de Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium s. p. y
pectina citrica en el proceso fermentativo durante la incubacion y

almacenamiento de la bebida.

Efecto fisicoquimico observado durante la incubacion.

La leche cruda entera de vaca, empleada para elaborar la bebida, present6 un pH de 6,65; 10
°Brix y una acidez titulable de 0,17 % de &cido lactico; caracteristicas de calidad optimas
para su procesamiento y/o consumo (NTE INEN 2 395:2011), que se mantuvieron luego de

la adicion de pectina y pasteurizacion (63 °C/30 min) (Grafico 4).

Luego del enfriamiento, hasta la temperatura respectiva segun cada tratamiento (44 °C para
L. bulgaricus y S. thermophilus, o 37 °C para L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p.) (Tabla
5), se procedid a la inoculacién, e incubacion por el tiempo necesario hasta alcanzar un pH
de 4,2 a 4,5 (acidez 0,75 a 0,80 % de acido lactico) (Grafico 4).

Al medir el pH, los °Brix y la acidez, a intervalos de una hora durante la incubacién, se pudo

observar la variacién mostrada en los (Graficos 5 al 7).

Durante la primera hora de incubacion el pH se mantuvo practicamente constante para la
bebida elaborada segun todos los tratamientos del disefio experimental (T1 a T8) (Grafico
5). A partir de aproximadamente 1,5 horas, las bebidas elaboradas segun los tratamientos T2
y T4 (alblc2, alb2c2) comenzaron a bajar su pH, presentando los menores valores hasta el
final de la incubacion; lo cual pudo deberse al uso del cultivo convencional en la menor y
mayor dosis, con pectina afiadida (T2: L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %,
con pectina (0,34 %), T4: L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina
(0,34 %)

El tratamiento T5, en cambio, permitié observar en la bebida los valores de pH mas altos al
final del tiempo de incubacion (T5: a2blcl: L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al
0,006 %, sin pectina), quiza debido a un menor poder fermentativo de L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p., en comparacion al cultivo de L. bulgaricus y S. thermophilus, y/o a la
ausencia de pectina en este tratamiento.

Cabe resaltar que las bebidas elaboradas con los tratamientos T2 a T4 (cultivo convencional,

con o sin pectina, alcanzaron un pH de 4,3 0 menos, a las 4 h de incubacién; mientras que al
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emplear L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (T5 a T8) se alcanzaron valores de pH de 4,4

a 4,9 luego de 6 a 8 h de incubacion.

Gréfico 5. Variacion del pH durante la incubacion.

3 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo de incubacion (h)
alblcl —8—alblc2 alb2cl —0—alh2c2
—o—a2blcl —e—a2blc2 —e—a2b2cl —e—a2b2c2
TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)
T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina
T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)
T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina
T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)
T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina
T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina
T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

El Grafico 6 muestra la variacion del contenido de sélidos solubles durante la incubacién.

Puede observarse que, durante las tres primeras horas de incubacion, los °Brix presentan

fluctuaciones en las bebidas elaboradas en base a los 8 tratamientos, lo cual podria deberse

a una hidrolisis de carbohidratos de la leche y/o de la pectina (en los tratamientos donde esta

se emple0), debido a la temperatura de incubacién (44 o 37 °C).

Llama la atencién del aumento de °Brix observado entre el tiempo cero y las 3 horas de

incubacidn, en la bebida elaborada con L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %,

con pectina (0,34 %) (T4: alb2c2), lo cual parece confirmar una mayor hidrélisis de

carbohidratos, cuando se aplica la mayor temperatura de incubacion, en presencia del cultivo
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convencional. Luego de las 3 horas de incubacion, la cantidad de sélidos solubles disminuye
notoriamente en las bebidas elaboradas con todos los tratamientos de este estudio, siendo
mas acusado el descenso de ° Brix, en el tratamiento 4, seguido del tratamiento T2 (T2:
alblc2: L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)) indicativo
de una mayor capacidad fermentativa del cultivo convencional en presencia de pectina, en
comparacion al nuevo cultivo probado en este trabajo (L. rhamnosus y Bifidobacterium s.
p.).

La bebida que mostro los valores de °Brix més altos al final de la incubacion fue la elaborada
segun el tratamiento T7 (T7: a2b2c1: L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012
%, sin pectina), lo que puede deberse a una menor hidrdlisis de carbohidratos a 37 °C, y al
menor poder fermentativo de este cultivo (empleado en este tratamiento, a la mayor dosis de

estudio).

Gréfico 6. Variacion del contenido de sélidos solubles durante la incubacion.

°Brix

6 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo de incubacion (h)

alblcl alblc2 alb2cl —0—alb2c2
a2blcl —0—a2blc2 —0—a2b2cl —0— a2b2c2

TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el andlisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosusy Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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La acidez titulable (Gréafico 7) vario en sentido contrario al pH (Grafico 5), sefialando que el
descenso de pH, pudo deberse principalmente a la produccion de acido lactico durante el
proceso de incubacion. Garcia-Burgos et al. (2020) han sefialado que los microorganismos
prebidticos pueden actuar produciendo ademas otros acidos carboxilicos, e.g. acidos grasos
de cadena corta (acido acético, butirico), relacionados con el efecto fisioldgico del consumo
de estos microorganismos, por lo que seria de gran interés en un futuro estudio, determinar
la presencia de estos acidos en las bebidas elaboradas.

La mayor acidez lograda alcanzé valores de 0,7 % de &cido lactico, a las 4 horas de
incubacion mediante los tratamientos T3 y T4 (cultivo convencional a la dosis mas alta de
estudio, con o sin pectina), y la menor acidez se observo al aplicar el tratamiento T5 (nuevo
cultivo a la dosis mas baja y sin pectina).

Cabe resaltar que la presencia de pectina al 0,34 %, al parecer favorece la fermentacién en
presencia del nuevo cultivo (L. bulgaricus y S. thermophilus) a la dosis de 0,012 %, pues
como se observa en el Grafico 7, el tratamiento T8 alcanz6 una acidez de 0,66 % de acido
lactico a las 6 horas de incubacion, siendo este porcentaje de acidez, el més alto alcanzado
si se comparan entre si las bebidas elaboradas con el nuevo cultivo (tratamientos T5a T8 =
a2blcl, a2blc2, a2b2cl, a2b2c2).

Grafico 7. Variacioén de la acidez titulable durante la incubacién.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el andlisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

Efecto fisicoquimico observado durante el almacenamiento.

Una vez culminada la incubacidn, las muestras fueron colocadas en envases asepticos y
herméticos de 250 mL, por duplicado. Los parametros de fermentacion (pH, °Brix y acidez)
se midieron a intervalos de 3 dias, durante los 30 dias de almacenamiento (Graficos N° 8 a
10).

El Grafico 8 muestra el descenso paulatino de pH hasta alcanzar valores entre 3,0 a 4,7 segln
el tratamiento. Los tratamientos T2 (T2: alblc2: L. bulgaricus y S. thermophilus al 0,006
%, con pectina) y T4 (alb2c2: L. bulgaricus y S. thermophilus al 0,012 %, con pectina)
mostraron el menor pH al final de la incubacion (Gréafico 5) y también exhibieron el mayor
descenso de pH entre los dias 0 y 3 del almacenamiento Grafico 8; pH con un valor de 3,
que se mantuvo casi invariable hasta el final de los 3 dias de almacenamiento.

Las bebidas elaboradas segun los tratamientos T5 a T8, mostraron en cambio, los mayores
valores de pH Grafico 8, corroborando el hecho de que, al parecer, el cultivo de L. rhamnosus
y Bifidobacterium s. p., tiene menor poder fermentativo en comparacién al cultivo
comunmente usado para elaborar yogur. EI pH mas bajo entre estas bebidas (T5 a T8), se
observo en la bebida elaborada segun el tratamiento T8, claramente debido al uso de L.
rhamnosus y Bifidobacterium s. p. en su mayor dosis (0,012 %) y a la adicion de pectina
(0,34 %).

Segun Ruiz y Ramirez (2008) elaboracidn de yogurt con probiéticos (bifidobacterium spp.
y lactobacillus acidophilus) e inulina concluyen que, durante el almacenamiento refrigerado,
se observo una disminucion en el pH y un aumento en la viscosidad del yogurt.

Por otra parte, Lopez y Gutierrez (2010), Uso de la inulina y chamburo (Carica pubescens
L) en la tecnologia de elaboracion de yogurt con trozos de frutas tipo Il en la quesera

“SALINERITO” La conversion de lactosa en &cido lactico tiene un efecto conservador sobre
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la leche. El bajo pH de la leche acidificada inhibe el crecimiento de las bacterias de la
putrefaccion y de otros organismos perjudiciales, lo que provoca una disminucion del pH 'y
un aumento de la acidez. De esta forma se prolonga la vida atil del producto. Por otra parte,
la leche acidificada en un medio muy favorable para las levaduras y mohos que causan olores
y sabores desagradables si se les permite infectar los productos lacteos.

Graéfico 8. Variacion del pH durante el almacenamiento.

Tiempo de almacenamiento (dias)

alblcl —8—alblc2 alb2cl —0—alb2c2
—0—a2blcl —e—a2blc?2 —e—a2b2cl —8—a2b2c2

TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

En concordancia con lo explicado en lineas anteriores para el pH durante el almacenamiento
(Grafico 8); los valores de °Brix también fueron variando durante los primeros dias (0 a 9
aprox.), para luego mantenerse constante hasta el dia 30, con valores en el rango de 6 a 8
para todas las bebidas elaboradas en este estudio (T1 a T8) (Grafico 9).

El menor contenido de solidos solubles se observé en las bebidas elaboradas con L.
bulgaricus y S. thermophilus en sus dosis, con y sin pectina (T2 a T4), y los mayores valores
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de este parametro de fermentacion se observaron en las bebidas elaboradas con L. rhamnosus

y Bifidobacterium s. p. principalmente con pectina (Grafico 9).

Grafico 9. Variacion del contenido de solidos solubles durante el almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el andlisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

La acidez en cambio, fue aumentando en todas las bebidas, elaboradas segun todos los
tratamientos de estudio del proceso fermentativo (tratamientos T1 a T8) hasta alcanzar
valores en el rango de 0,69 a 0,87 % de acido lactico (Gréafico 10), los cuales se encuentran
dentro de lo de los requisitos sefialados por la NTE INEN 2 395:2011 (Tabla 3) (0,6 a1,5%
de &cido lactico).

Los valores mas altos de acidez se observaron en los tratamientos T4 y T2 (cultivo
convencional en dosis alta y baja, respectivamente; ambos con pectina); y los valores méas
bajos de acidez se observaron en los tratamientos TS5 y T7 (nuevo cultivo en dosis baja y

alta, respectivamente, sin pectina; confirmando el bajo poder de fermentacion de L.
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rhamnosus y Bifidobacterium s. p., y la ventaja de usar pectina con el cultivo convencional,
efectos explicados en parrafos anteriores.

Segun Morales (2008), determinacion del yogurt frutado fresa a dos concentraciones de
azucar y dos temperaturas diferentes, realizo una comparacion entre los valores tanto del dia
0 como del dia 21 de almacenamiento se puede ver claramente que existe un aumento en los
valores de acidez, la misma que es normal ya que se esta trabajando con bacterias vivas que
generan &cido lactico y su rango en va desde 0.70 a 0,80% acido lactico.

Por otro lado, Palacios, (2006) solo establece una acidez valorable minima de 0.6 % de &cido

lactico.

Gréafico 10. Variacién de la acidez titulable durante el almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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Efecto sensorial observado al inicio y al final del almacenamiento.

La Grafica N° 11 muestra la puntuacion total proporcionada por los catadores, al color de la
bebida comercial (T0) y de las bebidas elaboradas con los tratamientos de nuestro disefio

experimental (T1 a T8), al inicio y a los 30 dias del almacenamiento en refrigeracion (8 °C).

Los 5 primeros casos: TO a T4 (alblcl, alblc2, alb2cl, alb2c2 y a2blcl) mostraron un
color blanco caracteristico con la més alta puntuacion, muy similar entre tratamientos y con

un ligero cambio de color no significativo luego del almacenamiento (dia 30).

Los tratamientos T5 a T8 mostraron un color mas amarillento estadisticamente diferente al
de los tratamientos TO a T4, posiblemente debido al uso de L. rhamnosus y Bifidobacterium
S. p., en lugar de L. bulgaricus y S. thermophilus, empleado en los 5 tratamientos anteriores.
Este color podria deberse a la tonalidad mas oscura, que se observd posee el cultivo
liofilizado de L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. en comparacién al cultivo liofilizado de

L. bulgaricus y S. thermophilus.

Gréfico 11. Valoracion del color de la bebida al inicio y al final del almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)
T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina
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T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosusy Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

El olor de la bebida también fue significativamente diferente entre los tratamientos TO a T4
y T5a T8 (Grafico 12).

Grafico 12. Valoracion del olor de la bebida al inicio y al final del almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

Como se observa en este grafico (Grafico 12), en el caso de los tratamientos TO a T4 el
aroma obtuvo las puntuaciones mas altas, correspondientes a los atributos: intenso
caracteristico y caracteristico de leche acidificada; los tratamientos T5 a T8 presentaron
puntuaciones mas bajas correspondientes a: aroma ligero acidificado, sin olor, o extrafio no
caracteristico. El aroma observado en los tratamientos T5 a T8, podria estar relacionado con

el uso del cultivo no convencional L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p., siendo interesante
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investigar qué tipo de &cidos o ésteres se han producido durante la incubacion y el
almacenamiento, pues, aunque al parecer se han generado en pequefia cantidad, no parecen
ser habituales en este tipo de bebidas.

Sobresalen los tratamientos T4 y TO, al inicio del almacenamiento, como las bebidas méas
aromaticas de todo el estudio, siendo estas: el yogur comercial y el yogur elaborado con L.
bulgaricus - S. thermophilus (44 °C) al 0,012 % - pectina (0,34 %), respectivamente.

En cuanto al sabor, esta caracteristica fue similar entre el yogur comercial (tratamiento TO)
y la bebida elaborada con los 4 primeros tratamientos del disefio experimental (tratamientos
T1 a T4), alcanzando todas estar muestras, el puntaje mas alto en sabor al inicio del

almacenamiento (Grafico 13).

Graéfico 13. Valoracion del sabor de la bebida al inicio y al final del almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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El sabor menos agradable se observo en la bebida elaborada con los 4 Gltimos tratamientos
(T5 a T8), lo cual sugiere que L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p., en la menor y mayor
dosis probada, con y sin pectina citrica, producen al parecer, compuestos adicionales que
influyen negativamente sobre el sabor del producto; siendo recomendable usar este cultivo
y algun tipo de saborizante, aromatizante o fruta que pueda mejorar tanto el sabor como el

aroma del producto final (Grafico 13).

Por otro lado; la consistencia o viscosidad de la bebida elaborada con L. bulgaricus y S.
thermophilus, fue similar a la consistencia lograda al emplear el cultivo de L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p. en su mayor dosis (0,012 %) y con pectina citrica (0,34 %) (Grafico
14).

Gréfico 14. Valoracion de la consistencia de la bebida al inicio y al final del almacenamiento.
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TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el andlisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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Es decir, se observa aun mas el beneficio de utilizar este prebidtico en bebidas fermentadas
con L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p., puesto que ademas de generar una mayor
produccion de cido lactico (acelerar o aumentar la fermentacion), la bebida se vuelve mas
viscosa y consistente; pero este efecto se hace visible, solo cuanto el cultivo se utiliza en

dosis en torno al 0,012 % o mayores.

La calidad de la textura, o brillo de la superficie de la bebida, se calificé desde
suave/aterciopelada (mayor puntaje) o grumosa/con mucho suero (menor puntaje),
obteniendo la mayor puntuacién en el yogur comercial (T0) (Gréafico 15), quiza debido a
que, en la industria, esta bebida generalmente se elabora con adicion de leche en polvo y
otros estabilizantes (gomas o almidones) que ayudan a mejorar la viscosidad y textura del

producto.

Graéfico 15. Calidad de la textura (superficie) de la bebida percibida por los catadores.

b b b
b b
b b b b
c c c
c
d
ICI | Id

a0b0cO0 alblcl alblc2 alb2cl alb2c2 a2blcl a2blc2 a2b2cl a2b2c2

60 r

50 r

40 |

Puntaje

30 r

Tratamiento
m Texturadia0 = Textura dia 30

TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)

T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)

T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina

T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina

T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)
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Seguida de la bebida comercial, en cuanto a textura, se ubicé la bebida elaborada con L.
bulgaricus y S. thermophilus (T1 a T4), y luego la bebida elaborada con L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p. (T5 a T8) (Grafico 5). Llama la atencion el hecho de que, esta textura
en los tratamientos T5 a T8, luego de los 30 dias de almacenamiento, presentd mas
grumosidad o separacion de fases, lo cual puede deberse al efecto de los compuestos
adicionales producidos durante la fermentacion llevada a cabo por L. rhamnosus y
Bifidobacterium s. p.; por lo que seria recomendable volver a probarlo con pectina en la dosis

de 0,34% y enriquecimiento de s6lidos lacteos y en combinacion con otros estabilizantes.

Finalmente, la aceptabilidad general fue mayor en el yogur comercial (T0) y en la bebida
elaborada con L. bulgaricus y S. thermophilus en su menor dosis - sin pectina (T1), y en su
mayor dosis - con pectina (T4) (Grafico 16); no obstante, las caracteristicas sensoriales de
la bebida elaborada con L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (T5 a T8), podrian mejorar

aplicando las recomendaciones de formulacién, sefialadas en lineas anteriores.

Grafico 16. Aceptabilidad general de la bebida al inicio y al final del almacenamiento.
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a0b0cO alblcl alblc2 alb2cl alb2c2 a2blcl a2blc2 a2b2cl a2b2c2
Tratamiento = Aceptabilidad en general dia 0
Aceptabilidad en general dia 30

TO: a0b0cO: Yogur comercial (solo considerado para el analisis sensorial)

T1: alblcl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina

T2: alblc2: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)
T3: alb2cl: L.bulgaricusy S.thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina

T4: alb2c2: L.bulgaricusy S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)
T5: a2blcl: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina
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T6: a2blc2: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
T7: a2b2cl: L.rhamnosus y Bifidobacteriums. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina
T8: a2b2c2: L.rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)

4.3Seleccion del mejor tratamiento.

En la elaboracién de una bebida fermentada es de gran interés: reducir los tiempos de
procesamiento, mantener la acidez ideal hasta el final del tiempo de almacenamiento (vida
atil promedio) y lograr las mejores caracteristicas sensoriales. En atencion a esto, la Tabla
14, muestra el tiempo de incubacién necesario, para lograr la reduccién de acidez deseada,
la acidez observada a los 30 dias de almacenamiento, y la aceptabilidad general de las 9
bebidas en estudio (TO a T8).

Como se puede observar en esta tabla, la mayor velocidad del proceso fermentativo (mayor
produccién de &cido lactico, en el menor tiempo de incubacion), se logro al aplicar los
tratamientos T2 a T4, seguidos de los tratamientos T1y T8.

Por otro lado, en cuanto a la acidez al final del almacenamiento, todas las bebidas elaboradas
en este trabajo mantuvieron una acidez en torno al estandar exigido por la normativa nacional
NTE INEN 2 395 (2011) para bebidas lacteas fermentadas tipo yogur (0,75 a 0,80 % de &c.
lactico). No obstante, las bebidas que cumplieron con mayor exactitud este requisito, fueron

las elaboradas segun los tratamientos T3y T8.

La aceptabilidad, fue mayor en los tratamientos TO, T1 y T4, seguidos de los tratamientos:
T2y T3.

Por lo tanto, los mejores tratamientos segun los parametros fermentativos y sensoriales de
esta bebida, serian los tratamientos: T3 (alb2cl: L. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al
0,012 %, sin pectina) y T8 (a2b2c2: L. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012
%, con pectina (0,34%)), pudiendo mejorar la aceptabilidad de este tltimo (T8), empleando

mezclas que ayuden a mejorar su aroma 'y sabor.
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Tabla 8. Tiempo de incubacion, acidez final y aceptabilidad de la bebida.

Tratamiento

Incubacioén

Almacenamiento

Aceptabilidad

(30 dias) (30 dias)
Ne | Cédigo chdez, fir_1a| Tiempo Ac,idez, final Runtaje total
(% éc. lactico) (h) (% é&c. lactico) (méax. 60 puntos)
TO | a0b0cO 57,50 + 0,7072
T1 | alblcl | 0,68 + 0.007° 6 0,73 +0,007° 56,50  0.707°
T2 | alblc2 | 0,71 + 0,0142 4 0,86 +0,0142 50,00 + 1,414° |}
T3 | alb2cl | 0,70 + 0,0072 4 0,77 +0,021° 51,50 + 0,707° |
T4 | alb2c2 | 0,72 £ 0,0147 4 0,88 + 0,0147 56,00 * 0,000%
T5 | a2blcl | 0,49 + 0,014° 7 0,68 +0,014° 28,50 + 0,707°
T6 | a2blc2 | 0,58 + 0,007° 6 0,74 +0,007¢ 23,00 + 1,414
T7 | a2b2cl | 0.60 + 0.007° 6 0,72 +0,007¢ 27,50 + 0.707°
[ 18 | a2b2c2 | 0.66 + 00142 6 0,77 10i028b 30,75 _+ 1,061 )

Medias * desviacion estandar de dos observaciones. Medias con diferentes letras a—d denotan
diferencia significativa (p < 0.05) en la misma columna.

T1:
T2:
T3:
T4.
T5:
T6:
T7:
T8:

alblcl:
alblc2:
alb2cl:
alb2c2:
a2blcl:
a2blc2:
a2b2cl:
a2b2c2:

rrrrrrOrr
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. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %, sin pectina
. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34 %)
. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, sin pectina
. bulgaricus y S. thermophilus (44 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34 %)
. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, sin pectina
. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,006 %, con pectina (0,34%)
. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, sin pectina
. rhamnosus y Bifidobacterium s. p. (37 °C) al 0,012 %, con pectina (0,34%)



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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Conclusiones.

Se ha determinado el efecto fermentativo y sensorial, al usar Lactobacillus
rhamnosus y Bifidobacterium s. p., y pectina citrica observado al elaborar una bebida
simbiotica. El uso de este cultivo, requiere de un mayor tiempo de incubacion para
llegar al pH deseado, en comparacion a lo que sucede cuando se usa el cultivo
habitual (L. bulgaricus y S. thermophilus); no obstante, la adicion de pectina al
parecer contribuye a reducir el tiempo de incubacion. Sensorialmente el sabor y
aroma generado por este cultivo podria deberse a la produccion de &cidos y
compuestos volatiles a los cuales el consumidor no estd acostumbrado,

recomendando su uso en combinacion con frutas o saborizantes naturales.

Durante la incubacion y el almacenamiento se pudo observar la mayor reduccién de
pH en menor tiempo al usar L. bulgaricusy S. thermophilus en su mayor dosis (0,012
%) y con pectina (T4), efecto quiza debido a una hidrdlisis parcial de la pectina (y
por consiguiente mayor fermentacion de monémeros), y a su efecto prebi6tico, que

parece ser mayor con estas cepas.

En base al andlisis se rechaz la hipotesis nula y se aceptd la hipétesis alternativa, es
decir: “El tipo de probidtico, dosis del cultivo y presencia de prebidtico (pectina
citrica), influye sobre el proceso fermentativo y las caracteristicas sensoriales de la
bebida lactea elaborada (H1)”. Se han seleccionado los tratamientos T2 y T4 como
los de mayor puntaje en el analisis sensorial, con caracteristicas muy similares a las
del yogur comercial empleado como estandar. El dltimo tratamiento (T8: L.
rhamnosus y Bifidobacterium s. p al 0,012 %, con pectina), puede mejorar su
aceptabilidad potenciando su sabor y aroma con alguna fruta.

La informacion proporcionada en este estudio sobre el efecto fermentativo y
sensorial, del uso de este cultivo en presencia de pectina citrica, no se ha reportado
hasta el momento, siendo de gran utilidad para el desarrollo de nuevos alimentos

funcionales.
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Recomendaciones.

e Determinar el tiempo de vida (til de la bebida elaborada

e Analizar mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC), el tipo y cantidad
de compuestos volatiles, formados durante la fermentacion al emplear L. rhamnosus

y Bifidobacterium s. p., con y sin pectina citrica.

e Analizar mediante cromatografia de gases (GC), la cantidad de pectina en la bebida
al final del tiempo de almacenamiento, pues para que el producto tenga un mayor
potencial funcional, convendria que no toda la pectina se haya hidrolizado durante la

incubacion y almacenamiento.

e Determinar el efecto in vivo, derivado del consumo de esta bebida, a fin de conocer

con mayor exactitud el beneficio que pueda aportar a la salud.
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Anexo 1. Andlisis de varianza para los resultados de pH.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,58 7 0,65 5239,06 <0,0001
Factor A 2,84 1 2,84 22713,80 <0,0001
Factor B 0,25 1 0,25 1960,20 <0,0001
Factor C 1,16 1 1,16 9245,00 <0,0001
Factor A*Factor B 0,09 1 0,09 696,20 <0,0001
Factor A*Factor C 0,05 1 0,05 405,00 <0,0001
Factor B*Factor C 0,16 1 0,16 1248,20 <0,0001
Factor A*Factor B*Factor C.. 0,05 1 0,05 405,00 <0,0001
Error 1,0E-03 8 1,3E-04
Total 4,59 15
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4,584 7 0,6549 | 5239,057 5,306E-14 3,500
Dentro de los grupos 0,001 8 0,0001
Total 4,585 15
Anexo 2. Analisis de varianza para los resultados de °Brix.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 14,42 7 2,06 36629,06 <0,0001
Factor A 14,31 1 14,31 254352,11 <0,0001
Factor B 0,01 1 0,01 186,78 <0,0001
Factor C 0,08 1 0,08 1369,00 <0,0001
Factor A*Factor B 1,8E8-03 1 1,8E-03 32,11 0,0005
Factor A*Factor C 0,02 1 0,02 441,00 <0,0001
Factor B*Factor C 7,0E-04 1 7,6E-04 13,44 00,0063
Factor A*Factor B*Factor C.. 5,1E-04 1 5,1E-04 9,00 00,0171
Error 4,55-04 8 5,6E-05
Total 14,42 15
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 14,423 7 2,060 | 36629,063 2,223E-17 3,500
Dentro de los grupos 0,000 8 5,625E-05
Total 14,423 15
Anexo 3. Analisis de varianza de un factor para los resultados de Acidez.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,06 7 0,01 215,90 <0,0001
Factor A 0,02 1 0,02 560,67 <0,0001
Factor B 2,5E-03 1 2,5E-03 66,67 <0,0001
Factor C 0,03 1 0,03 726,00 <0,0001
Factor A*Factor B 1,0E-04 1 1,0E-04 2,67 0,1411
Factor A*Factor C 0,01 1 0,01 150,00 <0,0001
Factor B*Factor C 1,0E-04 1 1,0E-04 2,67 0,1411
Factor A*Factor B*Factor C.. 1,0E-04 1 1,0E-04 2,67 0,1411
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Error 3,0E-04 8 3,8E-05
Total 0,06 15
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,0567 7 0,008096 215,905 1,784E-08 3,500
Dentro de los grupos 0,0003 8 0,000038
Total 0,0570 15
Anexo 4. Analisis de varianza para los resultados de color
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2244,44 8 280,56 157,81 <0,0001
Factor A 2194,94 2 1097,47 617,33 <0,0001
Factor B 20,25 1 20,25 11,39 10,0082
Factor C 6,25 1 6,25 3,52 0,0935
Factor A*Factor B 2,25 1 2,25 1,27 0,2897
Factor A*Factor C 20,25 1 20,25 11,39 10,0082
Factor B*Factor C 0,25 1 0,25 0,14 0,7163
Factor A*Factor B*Factor C.. 0,25 1 0,25 0,14 0,7163
Error 16,00 9 1,78
Total 2260,44 17
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2435,4 8 304,431 33,618 8,157E-06 3,230
Dentro de los grupos 81,5 9 9,056
Total 2516,9 17
Anexo 5. Analisis de varianza para los resultados de olor.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3712,44 8 464,06 232,03 <0,0001
Factor A 3556,94 2 1778,47 889,24 <0,0001
Factor B 20,25 1 20,25 10,13 0,0111
Factor C 2,25 1 2,25 1,13 10,3165
Factor A*Factor B 42,25 1 42,25 21,13 10,0013
Factor A*Factor C 30,25 1 30,25 15,13 0,0037
Factor B*Factor C 30,25 1 30,25 15,13 0,0037
Factor A*Factor B*Factor C.. 30,25 1 30,25 15,13 0,0037
Error 18,00 9 2,00
Total 3730,44 17
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4829 8 603,63 83,579 1,551E-07 3,230

Dentro de los grupos 65 9 7,22
Total 4894 17
Anexo 6. Analisis de varianza de un factor para los resultados de sabor.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4264,00 8 533,00 266,50 <0,0001
Factor A 4212,50 2 2106,25 1053,13 <0,0001
Factor B 2,25 1 2,25 1,13 0,3165
Factor C 12,25 1 12,25 6,13 0,0353
Factor A*Factor B 6,25 1 6,25 3,13 0,1109
Factor A*Factor C 12,25 1 12,25 6,13 0,0353
Factor B*Factor C 6,25 1 6,25 3,13 0,1109
Factor A*Factor B*Factor C.. 12,25 1 12,25 6,13 0,0353
Error 18,00 9 2,00
Total 4282,00 17
Origende las Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4525 8 565,625 55,941 9,026E-07 3,230
Dentro de los
grupos 91 9 10,111
Total 4616 17

Anexo 7. Andlisis de varianza de un factor para los resultados de textura (superficie).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4580,00 8 572,50 286,25 <0,0001
Factor A 4538,50 2 2269,25 1134,63 <0,0001
Factor B 6,25 1 6,25 3,13 10,1109
Factor C 20,25 1 20,25 10,13 0,0111
Factor A*Factor B 2,25 1 2,25 1,13 0,3165
Factor A*Factor C 6,25 1 6,25 3,13 0,1109
Factor B*Factor C 6,25 1 6,25 3,13 10,1109
Factor A*Factor B*Factor C.. 0,25 1 0,25 0,13 0,7318
Error 18,00 9 2,00
Total 4598,00 17
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Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2140 8 267,50 3,151 0,053 3,230
Dentro de los
grupos 764 9 84,88
Total 2904 17
Anexo 8. Analisis de varianza para los resultados de consistencia.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5017,78 8 627,22 313,61 <0,0001
Factor A 4987,78 2 2493,89 1246,94 <0,0001
Factor B 1,00 1 1,00 0,50 0,4974
Factor C 4,00 1 4,00 2,00 0,1909
Factor A*Factor B 9,00 1 9,00 4,50 0,0629
Factor A*Factor C 16,00 1 16,00 8,00 00,0198
Factor B*Factor C 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999
Factor A*Factor B*Factor C.. 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999
Error 18,00 9 2,00
Total 5035,78 17
Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2140 8 267,50 3,151 0,053 3,230
Dentro de los
grupos 764 9 84,89
Total 2904 17
Anexo 9. Analisis de varianza para los resultados de aceptabilidad.
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3372,00 8 421,50 237,09 <0,0001
Factor A 3293,00 2 1646,50 926,16 <0,0001
Factor B 9,00 1 9,00 5,06 0,0510
Factor C 1,00 1 1,00 0,56 0,4724
Factor A*Factor B 4,00 1 4,00 2,25 0,1679
Factor A*Factor C 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999
Factor B*Factor C 64,00 1 64,00 36,00 0,0002
Factor A*Factor B*Factor C.. 1,00 1 1,00 0,56 0,4724
Error 16,00 9 1,78
Total 3388,00 17
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
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Entre grupos 2140 8 267,50 3,151 0,053 3,230

Dentro de los
grupos 764 9 84,89

Total 2904 17
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Anexo N° 10. Formato de la ficha de cata empleada para el analisis sensorial.

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA INDUSTRIA'Y PRODUCCION
| 4 CARRERA INGENIERIA EN ALIMENTOS

Analisis sensorial de una bebida lactea fermentada

Luego de analizar las muestras proporcionadas de yogur natural, sirvase marcar con una X la
opcidn que mejor represente su percepcion acerca del producto correspondiente.

Muestra N°
Puntaje Color 01,23 |/4]|5|6][7]|38
1 Griséceo, verdoso
2 Amarillento
3 Blanco amarillento
4 Blanquecino
5 Natural de la leche
Muestra N°
Puntaje Olor 01|23 |4|5|6]|7]38
1 Extrafio-no caracteristico
2 Sin olor
3 Ligero acidificado
4 Caracteristico de leche acidificada
5 Intenso caracteristico
Muestra N°
Puntaje Sabor 0|12 ]3|4]|5|6]|]7]s38
1 Extrafio-no caracteristico
2 Nada acido
3 Casi sin acidez
4 Ligeramente &cido
5 Acido caracteristico
Muestra N°
Puntaje Consistencia 0|12 ]3|4|5]|6 7|8
1 Con separacién de suero
2 Con ligera separacion de suero
3 Fluido
4 Ligeramente firme
5 Aflanado, casi cortable
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Muestra N°

Puntaje Textura/Superficie 0 3145|678
1 Grumosa-con mucho suero
2 Grumosa-con separacion de suero
3 Grumosa
4 Ligeramente brillante
5 Suave aterciopelada

Muestra N°

Puntaje Aceptabilidad general 0 34|56 |78
1 Disgusta mucho
2 Disgusta
3 Ni gusta ni disgusta
4 Gusta
5 Gusta mucho

ODSE VACIONES: ...... oo vv it eee e et e eee e et et e e et e eee e s s 2e eee st e eee vae e eee e

jGracias por su colaboracion!

Elaborado por: Génesis Quishpe y M. Teresa Pacheco, 2021.
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Anexo N° 11. Fotografias tomadas durante la elaboracion y el analisis de la bebida lactea
fermentada.

Elaboracion de la bebida, andlisis fisicoquimicos.

Fermento concentrado de L. Fermento concentrado de L.
bulgaricus y S. thermophilus rhamnosus y Bifidobacterium s. p

A

Medicion del fermento y pectina
citrica

Pasteurizacion de la leche
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Adicién del fermento a los

Medicion del fermento y pectina tratamientos

citrica

Incubacion de los tratamientos del 1 Incubacion de los tratamientos del 5
al 4 con temperatura de 44°C al 8 con temperatura de 37°C
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Almacenamiento de los tratamientos Alicuotas para los
con temperatura de 8°C diferentes analisis

S o

Analisis de °BRIX en los
tratamientos

Analisis del pH en los tratamientos

78



Analisis de la Acidez Titulable en
los tratamientos

Anexo N° 12. Fotografias tomadas durante el analisis sensorial de la bebida lactea
fermentada.

Analisis sensorial del dia 0 de almacenamiento
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Analisis sensorial del dia 30 de almacenamiento
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