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RESUMEN

Se presenta una alternativa para bebidas fermentadas a base de harina de amaranto y
salvado de arroz con fermentacién en medio sélido (FMS), en el cual se determino la
mejor proporcion, la caracteristica del sustrato y el mejor microorganismo para esta
fermentacion y para la fermentacién en medio liquido (FML) y se utilizd suero de leche
con una combinacion de especies bacterianas como: Lactobacillus casei, Lactobacillus

delbrueckii subesp. Bulgaricus.

Los ingredientes de la formulacion tuvieron influencia sobre el anélisis sensorial, el cual
tuvo una aceptabilidad de 35.5% el tratamiento 4 (T4) con una proporcion de 50 % de
harina de amaranto y 50 % de salvado de arroz molido y con microrganismo Aspergillus

orizae.

Las determinaciones analiticas realizadas fueron: parametros fisico quimicos (pH, acidez
y concentracion de la proteina), en la parte microbioldgica se realiz6 un recuento de
aerobios mesdfilos, coliformes totales, E.coli y Listeria monocytogenes como lo sefiala

NTE INEN 2564, a temperatura ambiente y temperatura de refrigeracion por 21 dias.

Con respecto al andlisis proximal se puede apreciar ciertas diferencias con los datos
bibliograficos. Ademas, se efectu6 un perfil de aminoécidos encontrdndose un total de 17
aminoéacidos con una concentracion de 18.13 g /100 g para la bebida. Y finalmente se
realizd un perfil de &cidos grasos para la muestra control y el mejor tratamiento T4

encontrandose acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados.

Palabras claves: bebidas fermentadas, harina de amaranto, salvado de arroz, suero de

leche, fermentacion solida.
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ABSTRACT

One presents an alternative for drinks fermented based on flour of amaranth and bran of
rice with fermentation in way solid (FMS), in which the best proportion decided, the
characteristic of the substratum and the best microorganism for this fermentation and for
the fermentation in way | liquidate (FML) and whey of milk was in use with a
combination of bacterial species as: Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii

subesp. Bulgaricus.

The ingredients of the formulation had influence on the sensory analysis, which had an
acceptability of 35.5 % the treatment 4 (T4) with a proportion of 50 % of flour of amaranth

and 50 % of bran of ground rice and with microrganismo Aspergillus orizae.

The analytical determinations carried out were: chemical physical parameters (pH, acidity
and protein concentration), microbiological microbes, microbes of mesophiles, aerobes,
total coliforms and E.coli, Listeria monocytogenes as indicated, NTE INEN 2564, at room
temperature and temperature. Refrigeration for 21 days.

The bibliographic data. A total of 17 amino acids were found with a concentration of
18.13 g/ 100 g for the fermented beverage. And finally, a fatty acid profile was made for
the control of the sample and the best T4 treatment, finding saturated, monounsaturated

and polyunsaturated fatty acids.

Key words: fermented drinks, flour of amaranth, saved from rice, whey of milk, solid

fermentation.
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INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud
publica, por lo cual ocupa una de las primeras causas de consulta médica a nivel mundial
(Kusters, van Vliet, & Kuipers, 2006), afectando principalmente a nifios y adultos
mayores, por ser grupos muy vulnerable, las infecciones gastrointestinales son una de las
causas mas importantes de morbimortalidad entre los lactantes y nifios. Se ha estimado
que en Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera antes de los 5
afios puede llegar a 50 %, ya que depende de varios factores como el nivel socio
econdmico y nutricionales (Kusters et al., 2006).

Por lo tanto, es necesario el consumo de prebioticos ya que permite cambios especificos
en la composicion y/o actividad de la microflora intestinal responsable del bienestar y de
la salud de su hospedador (Dominguez, Moreno, & Ramos, 2009). Estos compuestos no
son digeridos por el humano y por tanto llegan intactos hasta el colon donde sirven de
alimento para aquellas bacterias que expresan enzimas, los prebidticos deben inducir
indirectamente cambios benéficos sistémicos en el hospedador (Dominguez et al., 2009).
Esto puede ser posible por dos fuentes de carbohidratos; la harina de amaranto y el
salvado de arroz. Se destacan aspectos nutricionales como el contenido de calcio del
amaranto que es de aproximadamente 1300 mg (Ferreira et al, 2010) y el contenido de
calcio en el salvado de arroz que es de aproximadamente 52.1 mg (Bhosale et al, 2015).
El beneficio del consumo de estos carbohidratos es que tienen la capacidad de prevenir

enfermedades gastrointestinales, el cancer de colon y el colesterol LDL (Aune, 2011).

Para la bebida propuesta en este estudio se utilizara suero de leche que es un subproducto
y que durante muchos afios fue sido considerado como un residuo no utilizable, pero que
actualmente es utilizado por sus mdultiples nutrientes y propiedades funcionales
(Dominguez et al., 2009). Este suero posee un alto valor nutricional debido a su capacidad
de proporcionar aminoacidos esenciales, tambien todas las proteinas del suero de leche
tienen diferentes funciones biologicas tales como la a-Lactoalbimina previene el cancer
mama, colon y prostata ademas de actividades antimicrobianas, antivirales y prebidticos
(Hernandez & Vélez, 2014).
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Cuando el ser humano se volvié sedentario desarroll6 el cultivo de plantas y el cuidado
de animales para alimentarse, se vio entonces en la necesidad de conservarlos y
descubrio que en algunos casos los alimentos se modificaban transformandose en
productos que no solo resultaban estables, sino que ademas eran agradables al gusto y
no los enfermaban. Se piensa que asi empezaron a “domesticarse” los procesos para
producir alimentos fermentados. Estos alimentos vinieron a dar una importante
variedad nutrimental a la dieta, al tiempo que se incorporaban de manera empirica a
las levaduras, los hongos y las bacterias a la tarea de produccion de alimentos
(Wacher, 2014).

Las fermentaciones de los alimentos es una practica muy antigua presente en todas las
culturas del mundo. Algunos alimentos fermentados han trascendido sus fronteras de
origen para convertirse en productos cotidianos en mas de un continente. En general,
los alimentos fermentados son aquellos cuyo procedimiento involucra el crecimiento
de microorganismos. Historicamente, han existido y existen una gran variedad de
alimentos fermentados (Tabla 1). Entre estos alimentos se encuentran la cerveza, el
vino, el vinagre, los quesos y el pan, los cuales han sido extensamente estudiados.
Como resultado de estos extensos estudios se han aislado microorganismos que
producen cambios especificos y deseados en sus materias primas con mayor eficiencia

en la produccién (Quintero & Lépez, 1993).

Tabla 1: Productos, procesos o descubrimientos a partir de la fermentacion

Afo Productos, proceso o descubrimiento

2000 aC Bebidas alcohdlicas por fermentacion de diferentes zumos de frutas en

pueblos primitivos

6000 aC Cerveza y pan en Mesopotomia, Egipto y China

Cultivo de vifia en el sur de Caucaso

3000 aC Leches fermentadas y queso en oriente medio

Vinagre a partir de zumos fermentados

2600 aC | Tecnologia de vinos fermentados en Egipto




79dC Quesos azules

1070 Quesos hechos con Penicillium Roquefort
1133 Cerveza con lapuloen Santa Hildegarda
1300 Vinagre industrial en Orleans

1650 Cultivo de champifiones en Francia

Fuente: (Yenizey & Alvarez, 2015)

Un claro ejemplo de la fermentacion liquida es el yogurt, este tiene origen en las
Balcanes y antes de 1950 era desconocido en el mundo occidental, actualmente las
leches fermentadas son las méas estudiadas y un ejemplo de la fermentacion solida es
la salsa de soya, que es un condimento componente de la dieta en el mundo occidental
durante miles de afios, ya que su elaboracién consta de dos etapas: una en sustrato
solido y la segunda etapa, la adiccion de salmuera para su aroma y color caracteristico
(Quintero & Lopez, 1993)

Los alimentos fermentados en la actualidad comprenden aproximadamente un tercio

del consumo mundial de alimentos y 20 a 40% (en peso) de las dietas individuales.

Tabla 2: Consumo individual de algunos fermentados alimentos: promedio por
persona por afio

Alimento Ciudad Consumo Anual

Cerveza (L) Alemania 130
Vino (L) Italia, Portugal, Argentina 90
Yogurt Finlandia 40
Kimchi (Kg) Corea 22
Tempeh (Kg) Indonesia 18
Salsa de Soya (L) Japén 10
Queso (Kg) E.E.U.U. 10
Miso (Kg) Japén 7

Fuente: (Greco, 2010)



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 General
Desarrollar una bebida lactea a base de harina de amaranto (Amaranthus
hipochondriacus) y salvado de arroz (Oryza sativa) con fermentacion en dos fases

solida y sumergida.

1.2.2 Especificos
— Determinar la proporcién adecuada de los cereales utilizados.
— Evaluar las caracteristicas sensoriales de los mejores tratamientos.

— Evaluar la calidad del producto mediante analisis proximal, perfil de acidos
grasos y perfil de aminoécidos del mejor tratamiento.

— Efectuar pruebas preliminares del producto terminado.

1.3 HIPOTESIS

1.3.1 Hipdtesis nula
Ho: La harina de amaranto y el salvado de arroz como ingredientes no influyen

en la calidad de la bebida lactea fermentada

1.3.2 Hipotesis alternativa
H1: La harina de amaranto y el salvado de arroz como ingredientes influyen en

la calidad de la bebida lactea fermentada

1.4 SENALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPOTESIS

1.4.1 Variable Independiente
— Harina de amaranto

— Salvado de arroz

1.4.2 Variable Dependiente
— Propiedades Sensoriales

— Andlisis proximal



CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1 MATERIALES

2.1.1 Materia Prima
La harina de amaranto fue adquirida en un supermercado de la ciudad de Ambato, el
salvado de arroz es proveniente de la provincia de Santo Domingo, cultivado de
manera artesanal, después de ser seleccionado y limpiado de impurezas, se lleva a
moler en particulas muy finas y se reserva para su posterior utilizacion, las harinas se
colocan en fundas de celofan para esterilizar en la autoclave (HIRAY AM, modelo HV-

85) a 121 °C por 15 minutos, se deja enfriar por 24 horas en la estufa.

El suero de leche liofilizado fue obtenido en laempresa EL ORDENO S.A. (Machachi-

Ecuador).

2.2 METODOS
2.2.1 Elaboracién de la bebida

2.2.1.1 Activacién del microorganismo
Se utilizo Aspergillus orizae, que es una cepa comercial liofilizada del tipo light y red
que fue adquirida en Gemcultures USA. Los liofilizados se activaron en tubos de
ensayo con 10 mL de caldo de papa dextrosa 'y 1 g de microrganismo liofilizado, se

inoculd 200 pl del caldo en agar PDA (Agar papa dextrosa), a 30°C por 5 dias.

2.2.1.2 Crecimiento del microorganismo en el sustrato
Como sustrato para la fermentacion se utilizo harina de amaranto, y salvado de arroz
en las proporciones 50 % - 50 %; 80 % - 20 % y 20 % - 80 % respectivamente y se

evalud si el salvado de arroz es mejor utilizarlo entero o molido.

2.2.1.3 Fermentacion en medio s6lido (FMS)
Se inoculé el microorganismo activado en las diferentes proporciones del sustrato a
30°C por 48 horas, en fundas de celofan.

2.2.1.4 Fermentacién en medio liquido (FML)
Después de realizada la FMS, se llevd a cabo esta fermentacion en frascos de vidrios

de 300 mL previamente esterilizados. Se realizé una relacion entre el sustrato y el



suero de leche en donde se inoculé 200 UFC /ml por 5 horas, de una combinacion de
especies bacterianas como: Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subesp.
Bulgaricus que fueron adquiridos liofilizados de la coleccién alemana de cultivos,
estas cepas bacterianas son consideradas como probidticos, las mismas fueron

propagadas en agar MRS a 37 °C durante 48 horas.

2.2.2 Evaluacion Sensorial

Se realiz6 un analisis sensorial para la evaluacion correspondiente de propiedades
organolépticas del producto final, siguiendo pardmetros especificos para determinar su
aceptacion con la participacién de 10 catadores semi-entrenados, de los cuales se
utilizé una hoja de cataciones aplicando la prueba de aceptabilidad con una escala
hedonica de cinco puntos para los atributos de olor, color, sabor, acidez aceptabilidad.
Los resultados son designados a un arreglo factorial por blogues incompletos de
acuerdo a (Saltos, 2010), para determinar el mejor tratamiento segun los pardmetros

establecidos.

Las muestras que se entregaron a evaluar fueron 2 tratamientos mas un blanco (sin
ninguna fermentacion), tuvieron designadas a cada evaluador de forma aleatoria para
disminuir la subjetividad en los resultados (Cordero, Malegori, Grassi, & Arroyo,

2017), de los cuales dos muestras son entregadas a cada catador.
Los pardmetros evaluados se ordenan de la siguiente forma:

Tabla 3: Pardmetros sensoriales

Atributos Alternativas

Olor No tiene

Ligero
Agradable
Intenso

Muy intenso

No tiene
Amarillento
Cremoso palido
Cremoso
Cremoso intenso

Desagradable

Color

Ll A B e A e U I S A

Sabor




Insipido

Débil

Bueno

Muy bueno

Nada acida

Poco acida

Acida

Muy acida
Extremadamente acida

Desagradable
No me gusta

No me gusta ni me disgusta
Gusta poco
Gusta mucho

Acidez

Aceptabilidad

SRR Il Il IS B I A Bl I B e I A

2.2.3 Estimacion del tiempo de vida util

La estimacion del tiempo de vida util, fue realizada al mejor tratamiento obtenido
mediante un analisis sensorial, para efecto de la bebida obtenida fue almacenada a dos
diferentes temperaturas (refrigeracion 4°C, ambiente 20°C ), en frascos de vidrio con
tapa metalica y un cierre twist off, con capacidad de 300 ml, las pruebas fisicoquimicas
se llevaran a cabo por un tiempo de 21 dias, en diferentes frecuencias tanto para el pH,

acidez, como la parte microbioldgica.

2.2.3.1 Determinacion de pH
El pH se determind utilizando un potenciémetro (OAKTON, modelo WD-35610-10)
previamente calibrado con soluciones buffer 4.0 y buffer 7.0 siguiendo la metodologia
descrita por la Normativa ecuatoriana (NTE INEN 0973, 1983). Para ello se determind

en 20ml y se midio el pH por triplicado.

2.2.3.2 Determinacion de acidez titulable
La acidez titulable se determind mediante la técnica oficial de (NTE INEN 0013,
1984), homogenizando 9 ml de muestra en 1 ml de agua y 3 gotas de fenolftaleina
como indicador y se titulé con solucion valorada de NaOH 0,1 N. Para el calculo se

utilizo la siguiente ecuacion:

V (NaOH) x N (NaOH) * Meq (ac.lactico)
*

100
peso de la muestra

% de Acido lactico =

Ecuacién 1
6



Donde:
V (NaOH)= volumen gastado en la titulacion
N (NaOH)= normalidad del NaOH

Meq (ac.lactico)= mili equivalentes del acido lactico = 0.09

2.2.3.3 Determinacion de la concentracion de proteina

Soluciones patrones

Se presenta los estandares de albumina de suero bovino (BSA), utilizados para la curva
de calibracion y a diferentes concentraciones blanco, 5 ug /mL, 10 pg /mL, 20 pg /mL

y 30 ug /mL.

Extraccién de proteina

Se recolectd 17 muestras de la bebida fermentada en 21 dias a temperatura ambiente y
refrigeracion en tubos falcon y se las congela a -80°C, después se las descongelo
totalmente y se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 mL y se llevo a centrifugar a

13000 rpm por 10 minutos a 4°C y utilizando el sobrenadante.

Meétodo analitico

Para poder cuantificar las proteinas se utilizé el método de Hartree-Lowry, el cual
consiste en relazar una solucién mix basada con la adicién 1.5 mL del reactivo A
(hidréxido de sodio 0.5 N, carbonato de sodio anhidro 10 % Yy tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado 0.2%), seguido de 1.5 del reactivo B (hidréxido de sodio 0.1 N,
carbonato de sodio anhidro 10% Yy tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 0.2%),
ademés de 0.06ml del sulfato de cobre. En el cual en el lector de placas para los
estandares se adiciona 300 pL del mix seguido de 10 uL y para las muestras se adiciona
300 pL del mix y 10 ul del sobrenadante de la extraccion de la proteina, lo cual se deja
reposar por 60°C por 1 hora. Se midi6 la absorbancia en el espectrofotémetro (Thermo
Scientific™ Espectrofotometro para microplacas Multiskan™ GO) a una longitud de
onda de 590 nm.

2.2.3.4 Analisis microbiologicos
Para determinar el contenido microbiano de la bebida fermentada se baso en la norma
(NTE INEN 2564, 2011), se peso asépticamente 10 mL de bebida y se trasfirio a
bolsas estériles (Sterilin, Stone, Staffordshire, Reino Unido) con 90 mL de agua de



peptona (Difco, Le Pont de Claix, France) 0,1 %. Las muestras se agitaron
vigorosamente durante 1 minuto en un homogeneizador Stomacher (400C, Seward,

Londres, Reino Unido).

Posteriormente se prepararon diluciones apropiadas para las siguientes
determinaciones de microorganismos, (i) recuento de aerobios mesdfilos, se utilizo
agar PCA (Difco, Le Pont de Claix, France) y se inoculé 100 pL, incubadas a 30 °C
durante 24 h, (ii) recuento de coliformes totales y Ecoli, se emple6 compact dry y
se inoculo 1000 ul incubados por 24 h a 37 °C, (iii) Listeria monocytogenes se
empled el medio BD Listeria Agar (Agar para Listeria) con la técnica vertido en

placa, que se incubaron por 24 h a 37 °C.

Todos los recuentos se expresaron como el logaritmo de las unidades formadoras de
colonias por gramo de muestra (log UFC /ml). Todos los analisis se realizaron por
duplicado. EIl ensayo se llevara a cabo durante 8 dias a temperatura ambiente y

temperatura de refrigeracion de 18 dias.

2.2.4 Andlisis Proximal

2.2.4.1 Determinacion de humedad
Se determind la humedad de acuerdo a la norma (AOAC 934.01, 1934). Se pesaron
3 g de muestra de la bebida en una capsula vacia y tarada, y se seco en la estufa a 105
+ 1 °C durante 24 h hasta obtener un peso constante. Posteriormente, se enfri6 en un
desecador y se procedié a su pesaje. Los ensayos se realizaron por duplicado. El

contenido de materia seca y humedad se calcul6 con las siguientes ecuaciones:

. . (m3 —m1l)
Yomateria seca = m2—mD " 100 Ecuacion 2
Donde:
m1= peso de la capsula (g)
m2= Peso de la muestra + capsula (g)
m3= Peso de la muestra seca + capsula (Q)
% humedad = 100 — % materia seca Ecuacion 3



3.2.4.2 Determinacion de proteina
Para determinar el contenido de proteina en bebidas fermentadas se siguid la
metodologia de la norma (AOAC 2001.11, 2001). Para lo cual se pesaron 3 g de
muestra y se afiadieron 2 tabletas Kjendahl y 15 mL de H>SO4. La muestra se llevo a
ebullicion por 1 h hasta dar lugar al cambio de color de marrén a verde esmeralda.
Posteriormente, la muestra se enfrié y se adicionaron 70 ml de agua destilada; una vez
fria la muestra se afiadieron 50 mL de NaOH 40 % (p /v), el contenido se introdujo en
el destilador de proteina Vapodest Gerhardt (TT625, Espafia) junto con 30 mL de
H3BO3 1 N contenido en un matraz para ser filtrado. El filtrado contenido se titul6 con
HCI 0,1 M hasta un cambio de colora rosa. El contenido de proteina se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

(Vg xVg) * M * 14,01
W =10

Ecuacion 4

Kjeldahl nitrégeno % =

Proteina cruda, % = % Kjeldahl N x F Ecuacion 5

Donde:

VS = volumen (ml) de &cido estandarizado usado para valorar una prueba
VB = volumen (ml) de acido estandarizado usado para valorar el blanco de reactivo
M = molaridad de HCI estandar
14,01 = peso atomico de N;
W = peso (g) de la porcion o estandar de prueba;
10 = factor para convertir mg / g en porcentaje;
F = factor para convertir N en proteina 6.25

2.2.4.3 Determinacion de grasa
El contenido de grasa se determiné de acuerdo a lo descrito por la (NTE INEN 0012,
1973). Se pesaron 5 g de bebida previamente deshidratada en un capuchén, luego se
tapd la parte superior del capuchon con algodon, después se conectd al extractor de
grasa (SER 148 VelP® Scientifical), se agregaron 90 mL de éter dietilico en un vaso
y finalmente se coloco en el equipo. La grasa de la muestra se extrajo durante 4 horas

por proceso de ebullicion y lavado. Finalmente, se recuper6 el disolvente y se pesé la



grasa presente en el vaso. Los ensayos se realizaron por duplicado y los resultados se

obtuvieron mediante la siguiente ecuacion:

m2 —ml .,
% grasa cruda = — 100 Ecuacion 6
Donde:

m = peso de la muestra
m1 = peso del vaso
m2 = peso vaso con grasa

2.2.4.4 Determinacion de fibra
La fibra dietética total se determiné por el método enzimatico — gravimétrico de
acuerdo a la (FAO, 1993) en el cual detalla que se peso6 por duplicado 1 g de la muestra
y se coloco en un vaso de precipitacion al cual se le afiadird 50 mL de tampdn fosfato

pH 6,0. Adicionar 0,1 mL de la solucion de a amilasa.

Se colocd en bafio Maria y dejarlo hervir por 15 minutos con agitacion continua a
intervalos de 5 minutos a temperatura entre 95 - 100°C. Se ajust6 el pH a 7,5+ 0,2 con
aproximadamente 10 mL NaOH 0,275 N. A lo que se le afiadio 5 mg de proteasa y se

incubara por 30 minutos a 60°C con agitacion continua.

Se dejo enfriar y se afiadié 10 ml de HCI 0,325 N. EI pH final debe estar entre 4,0 -
4,6. Se adicion6 0,3 ml amiloglucosidasa y se incub6 por 30 minutos a 60°C con

agitacion continua, a esto se adiciond 280 mL de etanol al 95 % precalentado a 60°C.

La muestra se dejo precipitar por 60 minutos. El crisol que contendra celite se debera
humedecer y se redistribuira el celite en el crisol usando etanol al 78 % y se aplico
succion. Se lavo el residuo sucesivamente con tres porciones de 20 mL de etanol al 78
%, dos porciones de 10 ml de etanol al 95 % y dos porciones de 10 mL de acetona. El
tiempo de filtracion y lavado variara de 1 a 6 horas con un promedio de 1 1/2 hora por

muestra.

Se seco el crisol que contiene el residuo durante la noche en estufa (Lab Incubator
Model: IN-0.10) a 70°C, se dej6 enfriar y se registrd su peso. Se calcind el residuo de
la segunda muestra del duplicado durante 5 horas a 525°C, se enfri y se registré su
peso para determinar cenizas. Finalmente se analizé proteinas usando N x 6,25 como

factor de conversion en el residuo de una de las muestras de los duplicados.
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Efectuar la determinacion del blanco mediante la siguiente ecuacion

B = blanco,mg = masa del residuo —Pb —Cb  Ecyacion 7

Donde:

Masa del residuo = promedio de masa del residuo (mg) para la determinacién blanco.
PB y CB = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de los
blancos.

El célculo del porcentaje de fibra dietética total se determina mediante la siguiente
ecuacion.

(ml1—P —C—B)
*
m

% FDT = 100 Ecuacién 8

Donde:

m = masa de la muestra = promedio de la masa de 2 muestras (mg).

ml = masa del residuo = promedio de las masas de las muestras determinadas
duplicado (mg).

Py C = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de las
muestras.

B = blanco

2.2.5 Calidad proteica

2.2.5.1 Anélisis de Aminoacidos
Para este analisis la muestra fue hidrolizaron a 110°C durante 22 horas en &cido
clorhidrico (HCI) 6 N, neutralizadas y su pH ajustado a 2,2 con buffer citrato 0,02 N.
Luego se aforo el volumen a 100 mL con el mismo buffer; una alicuota de 10 mL fue
filtrada a través de un filtro Millipore. Los hidrolizados fueron derivatizados usando
orto-ftaladehido (OPA), siguiendo la metodologia de Torres, Gomez, & Marquez,
(1994).

Para el andlisis se utilizd un Cromatografo Liquido Shimadzu®, integrado por dos
bombas LC6A, una columna Alltex Ultrasphere ODS de 12,5 cm particulas de silica
de 5 m de diametro, y un detector de fluorescencia FLC-6A. El flujo fue constante a 1
mL /min. La preparacién de solventes, asi como el gradiente, fue una modificacién del
método propuesto por Umagat, realizada por (Torres et al., 1994) La identificacion y
cuantificacion de los aminoacidos se realizd por comparacion con los tiempos de

retencion del estandar AA Sigma®.
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2.2.6 Determinacion de perfil de &cidos grasos

Después de extraer y cuantificar grasa por el método (NTE INEN 0012, 1973), se
debe de obtener ésteres metilicos de las muestras a determinar, en un tubo de tapa rosca
de 20 mL, se pesé aproximadamente 0.020 a 0.025 g de grasa extraida de la bebida.
Se adicion6 2 mL de solucion metandlica de KOH 0.5 M, dejando en ebullicion
durante 10 minutos y después se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afiadié 1 mL
de solucion metandlica de HCI colocando el tubo a bafio maria a 50°C durante 25
minutos y dejar enfriar a temperatura ambiente. Se afiadié 3 mL de agua destilada ultra
pura, Se colocd 10 mL de hexano grado cromatografico y se agitd por 10 segundo,
dejando reposar por 24 horas. Se extrajo aproximadamente 1.5 ml del extracto de
hexano y se coloco en un vial cromatogréfico, para su posterior separacion en el
cromatografo de gases (AOAC 996.06, 1996).

Las condiciones cromatograficas para la determinacion de &cidos grasos en la bebida
es la siguiente: Cromatografo de Agillent Technologies 7890% GC System, equipado
con un inyector Split-splitless Inlet, con una columna capilar de silica fundida
Omegawax Supelco 320 (60 m - 250 um - 0.2 um) y un detecto de ionizacion a la
[lama. El volumen de inyeccion fue de 0.2 uL, por triplicado. Las condiciones
cromatograficas fueron: temperatura del puesto de inyeccion 80°C, temperatura del
detector 260°C, temperatura inicial del horno 250°C durante 3 minutos, aumentados
progresivamente hasta 240°C (10°C/min). Se utiliz6 el nitrdgeno como gas
transportador a un flujo lineal de aproximadamente 25 cm /seg. Los tiempos de
retencion y areas de los picos se procesaron utilizando el software NIST MS 2.2 2.014.
Para la identificacion de los &cidos grasos se compararon los tiempos de retencion y
areas de las muestras con la mezcla de estandares de referencia, Los acidos grasos se
cuantificaron a través de una relacion porcentual de las areas de los picos con el area

total.

2.2.7 Disefo experimental

El presente trabajo comprendié dos secciones experimentales. En la primera seccion,
es a partir de la evaluacién sensorial en olor, color, sabor, acidez y aceptabilidad se
seleccionaron 2 tratamientos de un total de 12. Para ello se utilizé un disefio de bloques
incompleto con b (bloques) =5, ¢ (catadores) =10, segun lo descrito por Cordero et al.,

(2017). Mientras que para la segunda seccién se utilizé un disefio de tres factores
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evaluando la proporcion del sustrato, caracteristica del salvado de arroz y el
microorganismo utilizado. Con dos réplicas para obtener una interpretacion eficaz de

los resultados obtenidos con los factores de estudio.

A continuacién, se detalla los diferentes factores y niveles que se evaluaron en la

segunda seccion.

Tabla 4: Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles

A: Proporcion del sustrato a0: 50-50
al:80-20

a2: 20-80

b0: salvado entero

b1: salvado molido
cO: Aspergillus orizae light
cl: Aspergillus orizae red

B: tipo salvado de arroz

C: Microorganismo

Tabla 5: Combinaciones experimentales

Tratamientos | Combinaciones | Proporcion | Tipo de salvado Microorganismo
del sustrato de arroz
Tl aoboCo 50-50 salvado entero Aspergillus orizae light
T2 aoboC1 50-50 salvado entero Aspergillus orizae red
T3 aob1Co 50-50 salvado molido Aspergillus orizae light
T4 aob1C1 50-50 salvado molido Aspergillus orizae red
T5 a1boCo 80-20 salvado entero Aspergillus orizae light
T6 a1boC1 80-20 salvado entero Aspergillus orizae red
T7 a1b1Co 80-20 salvado molido Aspergillus orizae light
T8 aibicy 80-20 salvado molido Aspergillus orizae red
T9 a2boCo 20-80 salvado entero Aspergillus orizae light
T10 a2boC1 20-80 salvado entero Aspergillus orizae red
T11 a2b1Co 20-80 salvado molido Aspergillus orizae light
T12 azb1Cy 20-80 salvado molido Aspergillus orizae red

2.2.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se muestran con la media + desviacion estandar y analisis de
varianza (ANOVA) de tres factores de acuerdo a los experimentos. Cuando se
detectaron diferencias significativas en los resultados se realiz6 un analisis de
comparacion multiple mediante el test de Tuckey. Las diferencias se consideraron
significativas al 95% de confianza. Para el andlisis estadistico se emplearon los
programas EXCEL®, SPSS® y Statgraphics Centurion®.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados
3.1.1 Crecimiento del microorganismo en el sustrato

En la Figura 1 se presenta la relacion entre las proporciones de los sustratos utilizados
(harina de amaranto, el salvado de arroz) y el tiempo (h), resultado de esta evaluacion
fue la mejor proporcion es 50:50 (harina de amaranto, el salvado de arroz) considerada
como la mejor, ya que el tiempo de colonizacion y fermentacion es el mas corto con
respecto a los demas tratamientos; debiéndose principalmente a que la cascarilla de
arroz molido, es el sustrato mas indicado para el desarrollo de estructuras
reproductivas para la generacion de conidiéforos y conidios (esporas) y la harina de
amaranto posee la capacidad de mantener condiciones de humedad durante el ciclo de
desarrollo del hongo (Yabid et al., 2008).

80

60

40

Tiempo (h)

20

20-80 50-50 80-20
Proporcion

Figura 1: Prueba de Tukey al 95% de confianza para la variacion de proporciones de
sustratos, (20% de harina de amaranto — 80% de salvado de arroz; 50% de harina de
amaranto — 50% de salvado de arroz; 80% de harina de amaranto — 20% de salvado

de arroz)

El microorganismo utilizado fue Aspergillus orizae del tipo light y red en funcion del
tiempo de fermentacion, el que presentd menor tiempo de fermentacion y colonizacion
fue el de tipo red sefialando diferencia significativa entre tratamientos, puesto que un

valor-P es menor que 0,05 (Figura 2).
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Figura 2: Prueba de Tukey al 95% de confianza para la variacion de microorganismo
utilizado en la fermentacion sélida para la bebida de harina de amaranto y salvado de
arroz (Aspergillus orizae tipo light ; Aspergillus orizae tipo red)

En la Figura 3, se observa que el tiempo de colonizacion del salvado es menor cuando
al mismo se le ha sometido a un proceso de molienda, en la que se obtiene un menor
tamafio de particula, lo que beneficia al crecimiento del hongo. Se evaluo si el salvado
de arroz es mejor entero o0 molido basandonos en el menor tiempo de fermentacién, el
cual fue el salvado molido. Los residuos agroindustriales presentan caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para utilizarse como sustratos en procesos de FMS.
(Parzanese, 2014).

En general tienen un alto contenido de polisacaridos de glucosa, como celulosa y
hemicelulosa, esto es de suma importancia para que actien como fuente de carbono
para el crecimiento de los microorganismos. Sin embargo, la presencia de lignina, en
muchos casos es una limitante para el aprovechamiento de esos nutrientes, ya que ese
compuesto limita la disponibilidad y el aprovechamiento de las fuentes de carbono por

parte de algunos organismos. (Parzanese, 2014).

Para superar este obstaculo una alternativa implementada con éxito ha sido disminuir
el tamafio de particula del sustrato sé6lido, de esa forma se aumenta el area superficial
disponible para los microorganismos, facilitando los procesos de degradacion
mediante el metabolismo enziméatico y aumentando, por lo tanto, la disponibilidad de

las fuentes de carbono (Parzanese, 2014).
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Figura 3: Prueba de Tukey al 95% de confianza para la variacion de caracteristica de
salvado de arroz (entero; molido)

3.1.2 Evaluacion Sensorial

El andlisis sensorial se realizé con dos tratamientos T4 (aobic1) (proporcion 50-50;
salvado molido; Aspergillus orizae red) y T8 (aibici) (proporcion 80-20; salvado
molido; Aspergillus orizae red) y una muestra control (sin ningun tipo de

fermentacion).

En la Tabla 6, se observa el analisis de varianza en el que se muestra que existe
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05), en los atributos de olor, color y
acidez. Sin embargo, para el atributo de sabor y aceptabilidad, el valor de P evidencid
que no existe diferencia significativa entre tratamientos. La diferencia con respecto al
olor, se debe a que esta relacionada con la acidez de la bebida; en Ecuador las bebidas
fermentadas con olores muy fuertes siendo idoneos por el consumidor (Molero M,
Ronnodn, Leal, & Zambrano, 2017); con respecto al color, los resultados obtenidos
podrian deberse a que existen diferencias sustanciales en la formulacion de las bebidas,
basadas en el uso de diferentes tipos de proporciones de sustratos, que en consecuencia
se hayan afectado el nivel de agrado en referencia al color, finalmente la acidez, se
debe a las bacterias &cido lacticas que producen pequefias cantidades de acetaldehido
y diacetilo por la fermentacion de citratos, otorgando sabor agradable (Parra, 2010),
interviniendo en su elaboracién puede variar de acuerdo con la region, el
procedimiento de inoculacién, la materia prima y aun de las variaciones climatica
produciendo la acumulacion de acido acético, acetaldehido, acido formico y acido

lactico (Ramirez, Ulloa, Velazques, & Romero, 2011).
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Tabla 6: Seleccion del mejor tratamiento mediante anéalisis sensorial de los

diferentes tratamientos

Combinaciones

Tratamientos

Atributos

Olor Color Sabor Acidez | Aceptabilidad

Control

214030 | 394075 | 3020662 | 1,220,23% | 34+1,01°

aob1C1

T4

28+019° | 36+019%® | 3140072 |1,60,18°| 3440182

aibicC1

T8

314042° | 33+042% | 2941622 | 1,720,690 | 29+1,62°

a, b, ¢ Superindices diferentes entre columnas indican diferencias significativas al 95% de confianza.

En la Figura 4, se muestra todo el perfil sensorial, en el cual se obtuvo mayores

puntuaciones para el T4, siendo los parametros méas puntuados el sabor 34.2%,

aceptabilidad 35.5% y olor con 34.7%, esto se deberia principalmente por uno de los

componentes del sustrato que es el salvado de arroz, que en general tiene un alto

contenido de polisacéridos como celulosa, hemicelulosa y glucosa; estos componentes

son de suma importancia, ya que actdan como fuente de carbono para el crecimiento

de los microorganismos (Parzanese, 2014), esta diferencia se nota en el porcentaje de

sustrato utilizado para cada tratamiento, en el T4 se utiliz6 50% -50% de harina de

amaranto y salvado de arroz y para el T8 se utiliz6 80% -20% de harina de amaranto

y salvado de arroz. Los siguientes andlisis se realizaron con el mejor tratamiento que

fue en este caso el tratamiento 4 (T4).

Olor
4
3,5
3
7.5

T

Aceptabilidad < ,1
o
\ /

Acidez Sabor

Color

—o— Control T4 T8

Figura 4: Perfil sensorial del control, T4 (acbic1) (proporcion 50-50; salvado molido;
Aspergillus orizae red) y T8 (aibic1) (proporcion 80-20; salvado molido; Aspergillus

orizae red)
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3.1.3 Vida til del mejor tratamiento

3.1.3.1 pH y acidez
Durante el periodo de almacenamiento (21 dias) la acidez aumento y el pH disminuyd
en el tratamiento evaluado. En la Figura 5 se observa que el pH inicial del mejor
tratamiento T4 (agbic1) (proporcion 50-50; salvado molido; Aspergillus orizae red) a
temperatura ambiente y refrigeracion es de 6.10, paulatinamente el pH a temperatura
ambiente va descendiendo hasta llegar a un pH de 4.01, la norma menciona que, el pH
para bebidas fermentadas debe de ser menor a 4.55 (Agencia de Seguridad
Alimentaria, 2010); mientras el pH para temperatura de refrigeracion llega a un
maximo de 4.95, dicho valor se encuentra dentro de la norma, por lo tanto esta

condicion de almacenamiento, cumple con este parametro.

6,40
6,10
5,80
5,50
I 520
4,90
4,60
430

4,00 T T T T T T T T T T v 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo (dias)

—&—pH (Ambiente) —#— pH (Refrigeracion)

Figura 5: Evolucion del pH para determinacion de vida Util a temperatura ambiente
y refrigeracion

El analisis del pH se realizo durante 21 dias de almacenamiento, estos presentaron una
tendencia descendente a las dos temperaturas de estudio (20°C y 4°C), para el
almacenamiento a temperatura ambiente se ajustd a una cinética de deterioro de orden
2. Sin embargo, durante el tiempo de experimentacién de la bebida, cada dia disminuia
el pH, a esta temperatura se dilucido que la vida Util se encuentra en 15 dias, el tiempo
obtenido es similar a bebidas fermentadas de marcas comerciales (10 dias). A

temperatura de refrigeracion (4 + 1) el tiempo de vida til se prolongd hasta 25 dias
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con un orden de reaccion 1, porque se conservo por debajo del pH de 4.55 (Agencia
de Seguridad Alimentaria, 2010), a esta temperatura de almacenamiento el producto
presento una relacion inversa, es decir a menor temperatura mayor tiempo de vida util
( Tabla 7).

Tabla 7: Tiempo de vida util para el parametro de pH

Temperatura (°C) Orden de reaccion (n) Tiempo (dias)
Ambiente (20 £ 1) 2 15
Refrigeracion (-4 £ 1) 1 25

El pardmetro de la acidez inici6 con 0.14% de acido lactico a las dos temperaturas de
almacenamiento, posteriormente a temperatura ambiente (20 £ 1 °C) la acidez aumentd
hasta llegar a 0.62% de &cido lactico, segln la normativa del Codex Alimentarius las
bebidas fermentadas deben encontrarse hasta 0.3% (CODEX STAN 243, 2003); con
respecto a la acidez de la bebida almacenada en temperatura de refrigeracion llega a

un maximo de 0.22 %, encontrandose esta dentro de la norma.

Acidez (% acido lactico)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (dias)

—&— Acidez (ambiente) =~ —#— Acidez (Refrigeracion)

Figura 6: Evolucion de la acidez para determinacion de vida util a temperatura
ambiente y refrigeracion

El andlisis de la acidez se realiz6 durante 21 dias de almacenamiento, cada uno de los
tratamientos presentd una tendencia ascendente a las dos temperaturas de estudio
(20°C y 4°C); al mantener la bebida a temperatura ambiente se ajustd a una cinética
de deterioro de orden 1, por lo tanto, la muestra a esta temperatura presenté una vida
util de 10 dias similares a bebidas fermentadas de marcas comerciales (10 dias). A

temperatura de refrigeracion (4 £ 1) el tiempo de vida util incremento hasta 28 dias

19



con un orden de reaccién 0, porque se conservo por debajo de la acidez que es 0.3 %
(CODEX STAN 243, 2003).

Tabla 8: Tiempo de vida Util para el pardmetro de acidez

Temperatura (°C) Orden de reaccion (n) Tiempo (dias)
Ambiente (20 = 1) 1 10
Refrigeracién (-4 + 1) 0 28

3.1.3.2 Concentracion de la proteina
Se construyd la curva de calibracion en el rango de concentracion de 0-30 uL/MlI
usando 5 niveles (0, 5, 10, 20, 30 ul/ml) se obtuvieron de los valores de la pendiente y

del intercepto de la curva de calibracion de acuerdo a la siguiente formula:

Absorbancia = 0.001x + 0.1503

0,18 -
017
R y =0,001x +0,1503
2 R2=0,9346
£ 0,16 A
o
3
<
015 {7
0,14 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracién (ug/ml)

Figura 7: Curva de calibracion para concentracion de proteina

En la Figura 8 muestra que, existe descenso en las concentraciones durante el tiempo;
esta perdida de proteina no esta asociado a la estabilidad del producto, ya que mantiene
su comportamiento dentro del rango, por lo que podemos asumir que el producto
mantiene su estabilidad durante los estudios realizados. El promedio de las
concentraciones en la proteina a temperatura ambiente, se distribuyen alrededor del
valor medio con una ligera tendencia a la disminucion de hasta 36.77 %; esto puede
estar causado por el proceso de hidrolisis de las proteinas, que tiene lugar en dos
etapas: la desnaturalizacion y la degradacion, esta Gltima implica la pérdida total de la
actividad de la proteina (Falcon et al., 2014). A esto se debe a que las proteinas

generalmente son inestables cuando son conservados a temperatura ambiente
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(aproximadamente 25°C) en medios liquidos, asi en pocas horas comienzan a aparecer

estos fendmenos (Ramirez & Alvarez, 2009). A comparacion de la temperatura de

refrigeracion que disminuyd hasta un 22.48 % el cual no afecto la estabilidad de la

proteina.

10

Tiempo (dias)

—a— Ambiente

15 20

—&— Refrigeracion

Figura 8: Concentracion de la proteina (ug/ml) a temperatura ambiente y
refrigeracion

3.1.3.3 Anélisis microbioldgico

Los resultados reportados se realizaron solo para el tratamiento 4 (T4; proporcion 50-

50; salvado molido; Aspergillus orizae), por duplicado y a diferentes temperaturas de

almacenamiento. En la Tabla 9 se observa que la bebida a base de harina de amaranto

y salvado de arroz con doble fermentacién cumple con los parametros microbioldgicos

de acuerdo a la NTE INEN 2564, (2011), porque existe una ausencia en el recuento de

dichos microorganismos.

Tabla 9: Resultado de los analisis microbiologicos para la bebida fermentada

Parametros Requisitos de la Norma Resultados del T4
microbiologicos INEN 2564
N M

Recuento de coliformes <1 10 Ausencia
(UFC/ml)

Listeria monocytogenes | Ausencia - Ausencia
(UFC/ml)

Recuento de Escherichia <1 - Ausencia
coli, (UFC/ml)

21



En cuanto al recuento de microrganismos aerobios mesofilos el crecimiento fue
evidente en todos los dias (Figura 9) a las diferentes temperaturas de
almacenamiento, a temperatura ambiente se evidencio un incremento respecto al
tiempo de almacenamiento, ya que alimentos fermentados son vehiculos
importantes de enormes cantidades de bacterias acido lacticas vivas (Parra, 2010).
Ademaés estas bacterias toleran pH de 3.2 a 9.6 permitiendo sobrevivir naturalmente

en medios donde otras bacterias no aguantarian (Santolaya, 2016).

A temperatura de refrigeracion el recuento de aerobios mesdfilos solo fue evidente
el altimo dia de conteo, esto se debe a que a esta temperatura actlia como una barrera
para su desarrollo (Zamora, 2003) y su principal objetivo es incrementar la vida
util de este producto y en consecuencia incrementar sus posibilidades de
conservacién (Casp & Abril, 2000)

Con base a los resultados obtenidos, el tiempo de vida de anaquel por el método de
supervivencia fue de 10 dias a temperatura ambiente (20°C) y 21 dias a temperatura

de refrigeracion (4°C).
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45000
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35000
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25000
B Ambiente

UFC/ml

20000

15000
10000
5000
o 1
0 2 4 6 10

Tiempo (dias)

Refrigeracion

14 15 21

Figura 9: Recuento de aerobio meséfilos para el T4

3.1.4 Andlisis Proximal

Lo resultados del analisis proximal (Figura 10) realizados para la bebida fermentada

T4, donde se puede apreciar ciertas diferencias con los datos bibliograficos, 1o que

confirma que existe diversidad en cuanto al procedimiento empleado que se realiza

durante la elaboracién de la bebida. Los efectos en la composicion proximal debido a
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la fermentacion se observa una disminucion en el contenido de la proteina de 1.48%,
contenido de grasa de 2.28%, el contenido de fibra de 2.07 % y las cenizas 0.73 %
como consecuencia del metabolismo celular. EI hongo utiliza carbohidratos y fibra,
disminuyendo en el contenido de grasas y minerales utilizados por él, produciendo
proteina. Las disminuciones en el contenido de proteina y de cenizas coinciden con
Almarza, (2007). La degradacion puede ser explicada por utilizacién de biosintesis y
produccién de energia requerida para el crecimiento del hongo: los carbohidratos
fueron mas disponibles para el microorganismo mediante proceso de tostado. La cepa
utilizada de Aspergillus orizae tiene la capacidad de utilizar los polimeros del salvado
de arroz (Casp & Abril, 2000) (Vargas, 1978).

80,00

70,00 —

60,00

50,00
X 40,00

30,00

20,00

10,00 H

000 [ —

Hurzz/(:)dad Pr(zz/oe)ina Cenizas (%) | Lipidos (%) Fibr(;t)otal Catr:So(Plgra
[ Dato Bibliografico 68,54 9,20 1,83 4,62 20,2 1,3
T4 69,27 7,72 1,1 2,34 18,13 2,36

Figura 10: Resultados del analisis proximal del T4

3.1.5 Andlisis de Perfil de Amino&cidos

En la Figura 11 se muestra los resultados obtenidos. Se puede establecer que existe 17
aminoacidos con una concentracion de 18.13 g/100g para la bebida fermentada el que
se encontrd con mayor proporcion es el acido Glutamico (Glu) 1.46g/100g, cumple la
funcién de mejorar el rendimiento fisico y la reduce la fatiga. Es esencial para la
sintesis de ADN y del ARN y ayuda a proteger el organismo y mejora el sistema
inmunolégico (Garcia, 2015). Con respecto a los aminoacidos esenciales que son
provenientes de fuentes alimentarias y que nuestro cuerpo no los produce tenemos:
Fenilalanina (Phe), Lisina (Lys), Histadina (His), Valina (Val), Isoleucina (lle),
Leucina (Leu), Metionina (Met), Treonina (The), la fuente de estos aminoéacidos

proviene principalmente del suero de leche las proteinas del suero se han utilizado
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durante muchos afios como suplementos alimenticios de alto valor nutritivo
(Hern&ndez & Vélez, 2016), debido a su capacidad para proporcionar aminoacidos
esenciales. El comportamiento de las proteinas de suero en el intestino es muy distinto
a las de la caseina. La caseina micelar forma coadgulos dentro del estomago, lo que
ralentiza su salida y aumente su hidrolisis antes de entrar en el intestino delgado. Las
proteinas del suero son mas répidas y llegan al yeyuno casi inmediatamente después
de entrar en el estomago. Sin embargo, su hidrolisis en el intestino es mas lenta que de
la caseina. Esto causa que la digestion y la absorcion se produzca a través de una mayor
longitud del intestino (Jovanovic, Barac, & Macej, 2005). También es posible en
gran parte que provengan de la harina de amaranto que contiene principalmente
Leusina, Lisina, Treonina, Valina (FAO, 1995).
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£/100g £/100g

Figura 11: Perfil de aminoacidos relacionados a la bebida fermentada

Principalmente para la bebida se centra en el contenido de Serina, ya que es necesario
para el correcto metabolismo de las grasas y acidos grasos, el crecimiento del musculo
y el mantenimiento del sistema inmunoldgicos saludable, cubre las fibras nerviosas.
La prolina ayuda a la produccién de colageno y a reducir la perdida de esta, ayuda a
cicatrizacién de cartilagos y el fortalecimiento de las articulaciones, los tendones y los
musculos del corazon, con ayuda de la vitamina C ayuda a mantener sanos los tejidos
conectivos. Y finalmente el aminoécido Fenilalanina eleva el estado de &nimo,

disminuye el dolor ayuda a la memoria y aprendizaje (Swit, 2010).

24

16

1,8



3.1.6 Analisis de perfil de acidos grasos

Se representa los &cidos grasos saturados (Figura 12) en la muestra control (sin ningin
tipo de fermentacion) y en muestra de la bebida fermentada, en donde en ambas
muestras existe acido estearico (C 18:0) y el acido palmitico (C 16:0), con contenidos
que presentan la mayor concentracion de la fraccion con valores de 6.62% y de 24.92%
respectivamente. Estos valores estan dentro del rango encontrados recientemente para
bebidas fermentadas, en el caso de &cido estedrico esta entre el 11 y 16% y &cido
palmitico esta entre el 19 y 28 % (Marlen & Ortiz, 2016). Otros acidos grasos
encontrados en menor proporcion para ambas muestras fueron el acido laurico (C12:0),
caprico (C 10:).

Acido estedrico
Acido palmitico
Acido miristico
Acido laurico
Acido caprico

Acido caprilico

) 'I‘
T

Acido caproico

0 5 10 15 20 25 30

Muestra bebida B Control

Figura 12: Perfil de acidos grasos saturados del control y muestra de bebida
fermentada

La fraccion monoinsaturados (Figura 14) representa el 27.41% siendo el acido oleico
(C 18:1) el predominante en esta matriz alimentaria tanto para la muestra control como
para la muestra de la bebida fermentada y el acido miristico (C 14:1) para la muestra
de la bebida fermentada. Segun Marlen & Ortiz, (2016), sefiala que en bebidas
fermentadas existe este acido oléico entre un 19 y 28% Yy en menores proporciones el

acido miristico entre 1.5y 4%.
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Figura 13: Perfil de &cido graso monoinsaturado del control y muestra de bebida
fermentada

Finalmente, la fraccion de poliinsaturados constituye el 25 % del total encontrandose
en ambas muestras, el acido graso insaturado es el acido linoleico (C18:2) que se
encontro la mayor proporcion en la bebida fermentada con un 28.33 %. Principalmente
este acido graso proviene de la materia prima, porque se encuentra normalmente en
tejidos y/o secreciones (leche) de rumiantes y es formado por la isomerizacion del
acido linoleico (Fallis, 2013) y ademas la principal caracteristica del salvado de arroz
es su alto contenido en grasa poliinsaturada (4% de &cido linoleico) (Fedna, 2015). El
acido linoleico (18:2, 9¢c-12c), es un acido graso esencial omega-6 muy abundante en
el reino vegetal y también anima (Sanhueza, Nieto, & Valenzuela, 2002). En la
actualidad se le considera como un "regulador metabo6lico”, y a continuacién, aunque
en forma no exhaustiva, se resumen sus principales efectos y/o funciones (Pariza,
1990).

3.2 Verificacion de la Hipotesis

Mediante el respectivo analisis de datos ANOVA de cada ensayo, considerando un
nivel de confianza de 95%, se rechaza la hipotesis nula, concluyéndose que después
de realizar todos los estudios correspondiente con respecto al mejor tratamiento T4 de
la bebida fermentada, se acepta la hipdtesis alternativa, debido a que en los
experimentos realizados se muestra que la harina de amaranto y salvado de arroz
inciden directamente en el analisis sensorial y proximal, especificamente en los valores

de proteina, grasa y fibra.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se desarrollo una bebida lactea con fermentacion sélida a base de harina de
amaranto y salvado de arroz por un tiempo de 72 horas y fermentacion liquida
a base de suero de leche liofilizado por 5 horas.

Se determind la proporcion adecuada de la de los cereales utilizados que fue
de 50:50 % de harina de amaranto y salvado de arroz porque este tuvo un menor

tiempo de fermentacion.

Se evaluo las caracteristicas sensoriales el cual el mayor aceptado fue el T4
(aob1c1) (proporcion 50-50; salvado molido; Aspergillus orizae red) con 35.5%

de aceptabilidad.

Se evalud la calidad del producto final y del mejor tratamiento mediante
analisis proximal el cual contiene un 69.27 % de humedad, 7.72 % de proteina,
1.1 % de cenizas, 2.34 % de lipidos, 18.13 % fibra total, y 2.36 % de
carbohidratos. Para el perfil de acidos grasos saturados contiene acido
palmitico (C 16:0) 24.92% y acido estedrico (C 18:0) 6.62% en mayor
proporcion, monoinsaturados contiene &cido oleico (C 18:1) y poliinsaturados
constituye el 25 % &cido linoleico (C18:2). Y finalmente para el perfil de
aminoacidos se 17 aminoacidos con una concentracion de 18.13 g/100g se

encontré con mayor proporcion es el acido Glutamico (Glu) 1.46g/100g

Durante 21 dias se efectuaron pruebas preliminares como acidez, pH,
concentracion de la proteina y analisis microbiologico, con base a los
resultados obtenidos, el tiempo de vida de anaquel por el método de
supervivencia fue de 10 dias a temperatura ambiente (20°C) y 21 dias a

temperatura de refrigeracion (4°C).
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ANEXO A

Cromatogramas de perfil de acidos grasos
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Figura 14: Perfil cromatografico de acidos grasos (muestras control no posee
ninguna fermentacion)
Tabla 10: Descripcion del perfil cromatografico de acidos grasos para la muestra
control
Pk | Tiempo Libreria Area Cas# Nombre Comun | Representacion
# de % (saturados e
Retencion insaturados)
(RT)
1 7.324 Decanoic acid, methyl ester 0.85 000110-42-9 acido caprico C10:0
2 8.988 Dodecanoic acid, methyl ester | 1.22 024828-61-3 acido laurico C12:0
4 11.092 Methyl tetradecanoate 3.30 000124-10-7 Acido miristico | C14:0
6 13.564 Hexadecanoic acid 22.97 000112-39-0 acido palmitico | C16:0
8 16.254 Methyl stearate 6.94 000112-61-8 Acido estearico | C18:0
10 | 17.004 9-Octadecenoic acid, methyl | 23.82 001937-62-8 acido oleico Ci18:1
ester
18 |18.186 9,12-Octadecadienoic acid | 21.66 000112-63-0 acido linoleico | C18:2
(Z,Z)-, methyl ester
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Figura 15: Perfil cromatogréafico de acidos grasos de la bebida fermentada T4
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Tabla 11: Descripcion del perfil cromatografico de &cidos grasos para la muestra de

la bebida
Pk# | Tiempo Libreria Area % Cas # Nombre Representacion
de (saturados e
Retencion insaturados)
(RT)
1 5.290 Hexanoic acid, methyl ester | 0.34 000106-70-7 acido caproico C6:0
2 6.105 Octanoic acid, methyl ester | 0.40 000111-11-5 Acido caprilico C8:0
3 7.320 Decanoic acid, methyl ester | 0.77 000110-42-9 acido caprico C10:0
4 8.972 Dodecanoic acid, methyl | 0.89 000111-82-0 acido laurico C12:0
ester
5 11.076 Methyl tetradecanoate 3.14 000124-10-7 Acido miristico Cl4:1
7 13.547 Hexadecanoic acid, methyl | 26.87 000112-39-0 acido palmitico C16:0
ester
9 16.239 Methyl stearate 6.30 112-61-8 Acido estearico C18:.0
11 16.989 9-Octadecenoic acid 31.00 001937-62-8 acido oleico C18:1
13 18.172 9,12-Octadecadienoic acid 28.33 000112-63-0 acido linoleico C18:2
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