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RESUMEN

En este trabajo se presenta una alternativa para bebidas lacteas fermentadas, en donde
se desarrolla una bebida a base de harina de cafia de maiz y harina de salvado de arroz
con doble fermentacion. En la fermentacion solida (FMS) se determind los mejores
tratamientos, en funcion del tiempo del crecimiento del hongo Aspergillus orizae tipo
red, y para la fermentacion en medio liquido (FML), se utilizd suero de leche
reconstituido con una combinacion de cepas de especies bacterianas como:
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subesp. Bulgaricus. Los ingredientes
utilizados en el desarrollo de la bebida tuvieron influencia en las caracteristicas
organolépticas evaluadas a través de un analisis sensorial, el cual tuvo como resultado
la mejor proporcion que fue el T4 (50% harina de cafia de maiz, 50% harina de salvado
de arroz con Aspergillus orizae tipo red). Los analisis realizados al mejor tratamiento
fueron: andlisis fisicoquimicos como pH y acidez, estimando con estos parametros la
vida util de la bebida, por medio del método de la cinética quimica (ecuacion de
Arrhenius). En la parte microbioldgica se realizd un recuento de Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y aerobios mesofilos como lo indica la norma ecuatoriana
NTE INEN 2564, estos recuentos se realizaron a temperaturas de 4 y 25°C. En el
analisis proximal, se observé variaciones en los datos obtenidos en la investigacion
con los bibliograficos. También se realizd un andlisis de perfil de acidos grasos al
mejor tratamiento encontrandose con un 64.24% de acidos grasos saturados y 33.49%

de acidos grasos insaturados.

Palabras clave: harina de cafia de maiz, harina de salvado de arroz, bebida

fermentada, fermentacion sélida, fermentacion liquida, suero de leche.
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ABSTRACT

An alternative for fermented milk drinks is presented, where a beverage based on corn
cane flour and rice bran flour with double fermentation is developed. In solid
fermentation (FMS) the best treatments were determined, depending on the time of
growth of the fungus Aspergillus orizae red type, and for fermentation in liquid
medium (FML), reconstituted whey was used with a combination of species strains
bacterial such as: Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus.
The ingredients used in the development of the beverage had an influence on the
organoleptic characteristics evaluated through a sensory analysis, which resulted in the
best proportion that was the T4 (50% corn cane flour -50% bran flour rice with
Aspergillus orizae type red). The analyzes performed at the best treatment were:
physicochemical analysis such as pH and acidity, estimating with these parameters the
shelf life of the drink, through the method of chemical kinetics (Arrhenius equation).
In the microbiological part, a count of E. coli, Listeria monocytogenes and mesophilic
aerobes was performed as indicated by the Ecuadorian NTE INEN 2564 standard,
these counts were performed at temperatures of 4 and 25 ° C. In the proximal analysis,
it was possible to observe variations in the data obtained in the research with the
bibliographies. A fatty acid profile analysis was also performed, which was performed
at the best treatment, with 64.24% of saturated fatty acids and 33.49% of unsaturated
fatty acids.

Keywords: corn cane flour, rice bran flour, fermented beverage, solid fermentation,

liquid fermentation, whey.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

La necesidad del hombre por conservar los alimentos surgid, al no tener alimentos
disponibles fuera de la cosecha o estaciones, la época de invierno era un periodo de
escasez, puesto que no se disponia de ningun alimento hasta el verano proximo. En
climas tropicales sucedia lo contrario, se contaba con una amplia gama de alimentos
disponibles todo el afio, pero al ser un clima célido los alimentos tendian a deteriorarse
rdpidamente, impidiendo su consumo. Es asi como surgio el proceso denominado
fermentacion, en donde se utilizaba bacterias u otros microorganismos inofensivos

para la conservacion de estos alimentos (Rozo Bernal, 2002).

Tanto la fermentacion sélida (FMS), como la fermentacion en medio liquido (FML)
son grandes alternativas en la industria alimentaria; ya que muchas tecnologias
modernas tienen como base las fermentaciones tradicionales para fabricar alimentos
tales como queso, vino, cerveza, teniendo como resultado la manera de poder elaborar

productos de forma controlada, y con un buen rendimiento (Pastrana, 1996).

La fermentacién en medio solido (FMS) es utilizada desde tiempos ancestrales, pero
hace poco tiempo ha despertado un gran interés por este tipo de fermentacién debido
a que su rendimiento es alto en la produccion de metabolitos de alto valor agregado a
nivel industrial (Ruiz, Rodriguez, Contreras, & Aguilar, 2007). La eleccion de
microorganismos en esta fermentacion es muy importante, y va a depender que tipo de
producto se desarrollara. Los hongos filamentosos son los mas adecuados para este
tipo de fermentacion como Aspergillus, Claviceps, Penicillum, Rhizopus,
Trichoderma. El metabolismo de interés a nivel industrial de estos hongos es el
primario, ya que por medio de este se puede obtener un gran nimero de moléculas,
como por ejemplo el &cido citrico producido por Aspergillus (Roussos & Perraud-
Gaime, 1996). En la mayoria de las FMS tanto el soporte y el sustrato tienen que ser
equilibrados por lo que es importante que la formulacién de los medios de cultivo se
base en materiales como granos de cereales o alguna parte de ellos, semillas

oleaginosas o residuos agricolas (Pastrana, 1996).



La fermentacién en medio liquido (FML) también se la utiliza desde tiempos antiguos,
al igual que la FMS tiene como objetivo producir metabolitos de intereses industriales
(Torres, 2006). Este tipo de fermentacion se define como un cultivo de células
microbianas dispersas en forma homogenea en un medio liquido (el cual debe tener
las condiciones Optimas para el crecimiento de dichos microorganismos), en un
recipiente agitado que puede ser aireado o no, por medios mecénicos. El desarrollo de
esta técnica ha sido de gran importancia en todo tipo de industrias, debido a que
permite el cultivo de microorganismos aerobios en condiciones homogéneas con una

densidad moderada de biomasa (Gémez, 2001).

Por otra parte, es necesario mencionar que el concepto de alimentos funcionales nacié
en Japon en los afios 80, el cual se define como alimentos que forman parte de una
dieta normal y que contiene componentes biolégicamente activos que brindan
beneficios a la salud y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Como alimentos
funcionales se destacan aquellos que contienen de forma natural concentraciones altas

de vitaminas, minerales, acidos grasos, proteina y fibra (Hernandez, 2007).

Diferentes productos han sido categorizados como posibles ingredientes para la

preparacion de bebidas funcionales, entre estos se pueden mencionar:

e EIl suero de leche es considerado como ingrediente para la elaboracion de
alimentos funcionales, debido a que este subproducto es una fuente rica en
proteinas, lactosas, vitaminas y minerales, los cuales pueden ser aprovechados
de diferentes formas en la industria (Hernandez & Vélez, 2014). El suero de
leche se define como el resultante de la coagulacion de la leche en la
fabricacion de queso luego de la separacion de la caseina y la grasa (Romero
& Fajardo, 2016). El suero de leche es una de las bases en la elaboracion de
bebidas lacteas, que son mezclas compuestas por suero, reconstituido y no, con
agua potable, con o sin agregacion de otros ingredientes no lacteos, y
aromatizantes (NTE INEN 2609, 2012).

o Elsalvado de arroz es un subproducto alimenticio el cual contiene propiedades
funcionales y compuestos unicos de muy alto valor, los cuales hacen que estos
tengan un amplio uso en grandes sectores como la industria de alimentos
funcionales, industria cosmética y farmacéutica (Vargas & Aguirre, 2011).

La fibra insoluble contenida en este salvado ayuda en las funciones
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gastrointestinales, como también previniendo el desarrollo de algunas
enfermedades como el cancer de colon-rectal, mientras que la fibra soluble
ayuda en el control de los niveles de colesterol y glucosa en la sangre,
previniendo asi enfermedades como la diabetes mellitus tipo 1l y
arteriosclerosis (Diaz, 2016). El valor nutricional de este salvado es muy
elevado ya que posee una excelente fuente de minerales (7-10%), proteinas
(12-16%), acidos grasos (15-20%), vitaminas y fibra dietética (23-28%) (Diaz,
2016).

e La cafa de maiz también se le puede considerar como un alimento funcional,
debido al gran porcentaje de fibra que contiene. Ya que una definicion reciente,
afiade a la definicion previa de fibra al concepto nuevo de fibra funcional
(Escudero & Gonzélez, 2006). Tanto la planta como la mazorca del maiz,
posee un alto rendimiento de biomasa por unidad de area y su valor nutritivo
es muy bueno, llegando a ser excelente cuando el maiz que se encuentra en la
planta esta en un estado lechoso y pastoso duro (Amador & Boschini, 2000).
La cafia de maiz es muy rica en fibra llegando a obtener un 79,6%, proteina
8,3%, azlcares solubles 35.3%, cenizas 8.9% (Trevifio, Hernandez, &
Caballero, 2011).

Estudios recientes muestran que las bebidas fermentadas elaboradas a base de
alimentos funcionales son muy saludables, debido a que las proteinas contenidas en
este suero permanecen solubles frente al pH &cido del estomago, permitiendo que
Ileguen de una manera rapida e intactas al intestino realizando asi mejor su absorcién.
Su largo paso por el intestino ayuda en algunas funciones como: interacciones con la
flora gastrointestinal o con los minerales presentes en el bolo alimenticio mejorando

su absorcion (Vela, Castro, Caballero, & Ballinas, 2012).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 General
Desarrollar una bebida lactea a base de harina de cafia de maiz (Zea mays) y salvado

de arroz (Oryza sativa) con fermentacion sélida y lactica.



1.2.2 Especificos
e Determinar la mezcla optima de los cereales utilizados.
e Evaluar las caracteristicas organolépticas mediante paneles sensoriales.
e Establecer el tiempo de vida til del producto terminado.
e Evaluar la calidad del producto terminado mediante andlisis proximal y perfil

de &cidos grasos del mejor tratamiento.

1.3 HIPOTESIS

1.3.1 Hipotesis nula:
Ho: Las harinas de cafia de maiz y salvado de arroz como ingredientes no influyen en

la calidad de la bebida lactea fermentada.

1.3.2 Hipotesis alternativa:
Hi: Las harinas de cafia de maiz y salvado de arroz como ingredientes si influyen en

la calidad de la bebida lactea fermentada.
1.4 SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES DE LA HIPOTESIS

1.4.1 Variable Independiente
— Harina de cafa de azucar

— Harina de Salvado de arroz

1.4.2 Variable Dependiente
- Analisis sensorial

— Andlisis proximal



CAPITULO Il
METODOLOGIA

2.1 MATERIALES
2.1.1 Materia prima

La cafia de maiz, proveniente de la provincia de Tungurahua ciudad de Pelileo
cultivado de forma artesanal después de haber sido seleccionado y limpiado, se
procedio a triturarla para extraerle el jugo en un triturador de cafia de azUcar artesanal,
y posteriormente se secd a temperaturas de 70°C en una estufa de conveccion (LAB
INCUBATOR, modelo IN-0.10) por 24 horas. Después se procedio a molerlo en un
molinillo de café (DAEWOO, modelo DCG-362), la harina obtenida se introdujo en
fundas de papel celofén, la cual se esteriliz6 en un autoclave (HIRAYAM, modelo HV-
85) por 2 horas y finalmente se conservo en un lugar fresco y seco para su posterior
utilizacion.

El salvado de arroz, proveniente provincia de Santo Domingo cultivado de manera
artesanal, después de haber sido seleccionado y limpiado de impurezas, se procedio a
molerlo en una trituradora de café (DAEWOO, modelo DCG-362). La harina obtenida
se introdujo en fundas de papel celofan, la cual se esterilizd en una autoclave
(HIRAYAM, modelo HV-85) por 2 horas y finalmente se conservo en un lugar fresco

Yy Seco para su posterior utilizacion.

El suero fue adquirido de la empresa lactea EL ORDENO S.A. (Machachi-Ecuador)
de forma liofilizada. Para obtener el suero de forma liquida se utilizé los siguientes
porcentajes: 6.4% de suero liofilizado en 93.4% de agua.

2.2 METODOS
2.2.1 Elaboracion de la bebida

2.2.1.1 Activacion del microorganismo
Se utiliz6 Aspergillus orizae cepa comercial adquirida de forma liofilizada en
Gemcultures USA, del tipo light. El liofilizado se activo en tubos de ensayo con 9mL
de caldo de papa dextrosa y 1g de microorganismo con lo cual se inocul6 200 pL en
agar PDA (Agar papa dextrosa), a 30°C por 5 dias.



2.2.1.2 Crecimiento del microorganismo en el sustrato

Como sustrato en la fermentacion se utilizo harina de maiz (HC) y harina de salvado
de arroz (HS) en diferentes relaciones: 100% HC-0% HS, 80% HC-20% HS, 70%
HC-30% HS, 50% HC-50% HS, 20% HC-80% HS, 30% HC-70% HS, 0% HC-100%
HS, respectivamente.

2.2.1.3 Fermentacion en medio s6lido (FMS)
Se realiz6 en cajas Petri con 8g de sustrato para cada tratamiento, posteriormente se
alcanz6 una humedad del 90%, en cajas sembradas con el microorganismo se
desprendio6 aproximadamente 1g del hongo y se colocé por encima del sustrato a 30°C

por 72 horas.

2.2.1.4 Fermentacion en medio liquido (FML)
Una vez finalizado la FMS y seleccionado los mejores tratamientos, se llevo acabo la
fermentacion en medio sumergido por 4 horas, en frascos de vidrio de 250mL
previamente esterilizados. Se realiz6 una relacion sustrato y suero de leche (28.5g de
la mezcla de harinas en 200mL de suero) en donde se adiciond 100uL de un conjunto
de especies de microorganismos como: Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii
subesp. Bulgaricus, los cuales fueron adquiridos de una coleccién alemana de cultivos
en forma liofilizada, estas cepas bacterianas son consideradas como probidéticos, las

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

2.2.1.5 Evaluacion sensorial
Se realizd una primera prueba de aceptacion, utilizando escalas heddnicas de cinco
puntos. A cada uno de los calificativos empleados en la escala, se le asign6 un valor
de 1 a 5 con respecto al color, olor, sabor, acidez y aceptabilidad.

Para la evaluacion, se empled un panel de 15 catadores semientrenados. Cada una de
las muestras, se presento aleatoriamente a cada evaluador, se evaluaron 5 tratamientos
con sus respectivos blancos sin fermentacion, las muestras se colocaron en recipientes
idénticos y codificados con numeros aleatorios y por triplicado (Watts, Ylimaki,
Jeffery, & Elias, 1992).



En la Tabla 1 se observan los pardmetros que fueron evaluados:

Tabla 1: Pardmetros sensoriales

ATRIBUTOS

PARAMETROS

COLOR

Muy intenso

Intenso

Ni intenso ni palido.

Palido

Muy pélido

SABOR

Muy desagradable

Desagradable

Ni desagradable ni agradable

Agradable

Muy agradable

OLOR

Muy intenso

Intenso

Agradable

Ligero

No tiene

ACIDEZ

Extremadamente acido

Muy é&cido

Acido

Poco acido

Nada acido

ACEPTABILIDAD

Muy desagradable

Desagradable

Ni desagradable ni agradable

Agradable

Muy agradable




2.2.3. Estimacion del tiempo de vida util

Este analisis se realiz6 en el mejor tratamiento que fue obtenido por medio del analisis
sensorial, dicha estimacion se obtuvo mediante un analisis fisicoquimico realizado por
11 dias, determinando frecuentemente pH y acidez a dos diferentes temperaturas
(refrigeracion (4°C); ambiente (25°C) (Nufiez, 2013), en frascos de vidrio con tapa
metélica y cierre twist off, con capacidad de 250 mL.

2.2.3.1 Determinacion de pH
El pH se determind siguiendo la metodologia de la Normativa ecuatoriana (NTE
INEN 1087, 1984), utilizando un potenciometro pHmetro (Mettler Toledo
SevenCompact) previamente calibrado con soluciones buffer 4.0 y buffer 7.0. Para

ellos se utilizdé 20 mL de cada muestra y se midio por triplicado.

2.2.3.2 Determinacion de acidez titulable
La acidez titulable se determind mediante la técnica oficial de la (NTE INEN 0013,
1984), homogenizando 9mL de muestra en 1mL de agua destilada y 3 gotas de
fenolftaleina como indicador, y una solucion valorada de NaOH 0.1N. Para el célculo

de la acidez se utilizé la siguiente ecuacion:

V(NaOH) * N(NaOH) * Meq(ac.lactico)
*
peso de la muestra

%acido lactico = 100

Ecuacion 1
Donde:
V (NaOH) = volumen gastado de la muestra
N (NaOH) = normalidad del NaOH
Meq (ac. lactico) = mili equivalentes del &cido lactico = 0.09

2.2.3.3 Analisis microbiologico
Para el analisis microbioldgico se baso en la normativa (NTE INEN 2564, 2019),
donde se tomd 10uL de las bebidas y se llevé a bolsas totalmente estériles (Sterilin,
Stone, Staffordshire, Reino Unido) con 90mL de agua peptonada (400C, Seward,
Londres, Reino Unido).
Posteriormente se preparo las diluciones correspondientes para la determinacion de los

diferentes microorganismos tales como: (i) recuento de coliformes totales y E. coli, se



utiliz6 agar VRG (Violet Red Bile Glucose Agar) y se inocul6 100puL de las bebidas
y se incubaron a 37°C por 24 horas, (ii) Listeria monocytogenes se empled BD Listeria
Agar (Agar para Listeria) con la técnica vertido en placa se incubaron a 37°C por 24
horas, (iii) recuento de aerobios mesofilos se utilizé agar Nutritivo, y con la técnica de

vertido en placa se incubaron a 37°C por 24 horas.

Todos los recuentos se representaron como logaritmo de unidades formadoras de
colonias por gramo de muestra (log UFC/mL). Todos los anélisis se realizaron por
duplicado. EL ensayo se llevé acabo durante 11 dias a temperatura ambiente (25°C) y

11 dias a temperatura de refrigeracion (4°C).

2.2.4 Andlisis Proximal

2.2.4.1 Determinacion de humedad
La humedad se determiné de acuerdo con la norma (NTE INEN I1SO 5537, 2014). Se
pesaron 3g de muestra en una capsula vacia y tarada, y se introdujo en una estufa
secandola a una temperatura de 105°C £ 1°C por 24 horas, hasta obtener un peso
constante. Finalmente, se enfrié en un desecador y se pes6. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado. El contenido de materia seca se obtuvo utilizando las

siguientes ecuaciones:

%materia seca = {m3-m1) *100

(m2-m1)

Ecuacion 2
Donde:
m1= peso de la capsula (g)
m2= peso de la muestra + capsula ()
m3= peso de la muestra seca + capsula (g)

%humedad = 100 — %materia seca
Ecuacion 3



2.2.4.2 Determinacion de proteina
La cantidad de proteina se determind basédndose en la norma (AOAC 2001.11. 2001)
para bebidas fermentadas. Para esto se peso 3g de las muestras y se afiadio dos pastillas
Kjeldahl y 15mL de H>SO4. La muestra preparada se llevo a ebullicion por el lapso de
1 hora, hasta que ocurra un cambio de coloracion que va desde marrén a verde
esmeralda. Después la muestra se enfrid y se afiadio 70mL de agua destilada, luego de
enfriar se afladio 50mL de NaOH 40% (p/v), esta solucidn se introdujo en un destilador
de proteina Vapodest Gerhardt (TT625, Espafia) junto con 30mL de HsBOs 1N
contenido en un matraz para ser filtrado, este filtrado se titul6 con HCI 0.1M hasta

Ilegar a un color rosa. El contenido de proteina se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(VS = VB) * M * 14.01
W10

Kjeldahl nitrogeno % =

Ecuacién 4

%proteina cruda = %Kjeldahl N * F
Ecuacion 5
Donde:
VS = volumen (mL) de acido estandarizado usado para valorar una prueba
VB = volumen (mL) de &cido estandarizado usado para valorar el blanco del reactivo
M = molaridad de HCI estandar
14.01 = peso atomico del nitrégeno N
W = peso (g) del estandar de prueba

10 = factor para convertir mg/g en porcentaje

2.2.4.3 Determinacion de grasa
La grasa se determin0 basandose en la norma (NTE INEN 2446, 2013). Se peso6 5g de
la bebida deshidratada en un tipo capuchdn, el cual se lo tapé con algododn,
conectandolo después al extractor de grasa (SER 148 VelP® Scientifical), en un vaso
de vidrio se agregd 9mL de éter dietilico, posteriormente la muestra preparada se
colocé en el equipo. La extraccion de grasa se la realizé en un lapso de 4 horas por

medio de ebullicién y lavado. Finalmente se recuperd el solvente quedando la grasa en
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el vaso. Los ensayos se realizaron por duplicado, y se utiliz6 las siguiente ecuacion
para obtener le porcentaje de grasa:

m2 —ml
%grasacruda = — 100

Ecuacion 6
Donde:
m = peso de la muestra
m1 = peso del vaso

m2= peso del vaso con grasa

2.2.4.4 Determinacion de fibra
La determinacion de la fibra dietética total se realiz6 por medio del método enzimatico
— gravimétrico de acuerdo a la (FAO, 1993). En un vaso de precipitacion se afiadié 1g
de la muestra, con 50mL de tampdn fosfato pH 6.0. Luego se adicion6 0.1mL de

amilasa.

Esta solucién se colocé en un bafio Maria, dejdndolo hervir por unos 15 minutos con
agitacion continua con intervalos de 5 minutos. EI pH se ajusté a 7.5 £ 0.2 con NaOH
0.275 N, 10mL aproximadamente. Luego se afiadié 5mg de proteasa y se incubod por

30 minutos a 60°C agitandolo continuamente.

Se dej6 enfriar afiadiendo 10mL de HCI 0.325 N. El pH se debe de ajustar entre 4.0 —
4.6. A esto se afiadio 0.3mL de amiloglucosidasa y se incubé a 60°C por 30 minutos,
agitandolo continuamente, luego se adicion6 280mL de etanol al 95% precalentando a
60°C.

La muestra se dej6 precipitar por unos 60 minutos. El crisol que contuvo el celite se
humedecio y se distribuyo el celite por todo el crisol, para esto se utilizé etanol al 78%
aplicando succion. El residuo se lavé con etanol al 78%, dos partes de 10mL de etanol
al 95% y dos porciones de 10mL de acetona. El tiempo de filtracion y lavado se tardd

aproximadamente de 1 a 6 horas.

El crisol que contenia el residuo se dejo secando toda la noche en una estufa (Lab
Incubator Model: IN-0.10) a 70°C, dejandolo enfriar y registrando su peso. El residuo

de la segunda muestra se calcind a 525°C por 5 horas, se enfrio y se registré el peso
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para determinar las cenizas. Finalmente se determino la proteina usando N x 6.25 como

factor de conversion en el residuo de una de las muestras de los duplicados.

Se efectud la determinacion del blanco mediante la siguiente ecuacion:

B = Blanco,mg = masa del residuo
Ecuacion 7

Donde:
Masa del residuo = promedio de masa del residuo (mg) para la determinacién del
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:

(ml—-P—-C—-B)
%FDT = * 100

Ecuacion 8
Donde:
m = masa de la muestra = promedio de la masa de 2 muestras (mg)
m1l = 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 Determinacion de perfil de &cidos grasos

Después de la determinacién y cuantificacion de la grasa por medio del método (NTE
INEN I1SO 2446, 2013), se debe de obtener ésteres metilicos de las muestras a
determinar, se pes6 aproximadamente 0.020 a 0.025¢g de grasa extraida de la bebida en
un tubo de tapa rosca de 20mL. Se afiadié 2mL de solucién metanélica de KOH 0.5
M, llevando a ebullicion por un lapso de 10 minutos y dejando enfriar a temperatura
ambiente. En un tubo se coloco la cantidad de 1mL de solucion metandlica de HCI

llevando a un bafio Maria a 50°C por 25 minutos, y se dejo enfriar a temperatura
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ambiente. Se afiadi6 3mL de agua destilada pura y se coloc6 10mL de hexano y se
agito por 10 segundos, dejando reposar por 24 horas. Se extrajo 1.5mL del extracto de

hexano el cual se colocé en un vial cromatografico de gases (AOAC 996.06, 1996).

Las condiciones para la determinacion del perfil de acidos grasos en la bebida son las
siguientes: Cromatdgrafo de Agillent Technologies 7890% GC System, el cual consta
de un inyector Split-splitles Intet, con una columna de silica fundida Omegawax
Supelco 320 (60m - 250um — 0.2um) y un detector de ionizacion. EI volumen utilizado
para la inyeccion fue de 0.2uL por triplicado. Las condiciones cromatograficas fueron:
temperatura inicial del horno 250°C por 3 minutos aumentados hasta 240°C

(10°C/min), temperatura de puesto de inyeccion 80°C, temperatura del detector 260°C.

Se utilizd nitrégeno como gas transportador a un flujo lineal de aproximadamente
25cm/seg. Las areas de los picos y los tiempos de retencion se obtuvieron por medio
del software NIST MS 2.2 2.014. Para identificar los &cidos grasos se compar0 la
mezcla de los estandares de referencia con los tiempos de retencién y areas de las
muestras. La cantidad de &cidos grasos se cuantificaron por medio de la relacion
porcentual del &rea total y area de los picos.

2.2.6 Disefio Experimental

El presente trabajo estaba comprendido de dos secciones experimentales, en la primera
seccion se utilizé un disefio de dos factores evaluando los diferentes tratamientos y los
porcentajes de cada sustrato, con dos réplicas para de esta manera obtener una
interpretacion eficaz de los resultados obtenidos con los factores de estudio. La
segunda seccion fue el analisis sensorial en cuanto a color, sabor, olor, acidez y
aceptabilidad, por medio de la primera seccién se procedi6 a seleccionar 5 tratamientos
de 7, en esta seccidn se utilizo un disefio factorial de bloques con b (bloques) =5, ¢
(catadores)= 15, segun lo descrito por (Cordero, 2017).

En la Tabla 2 se detalla los diferentes factores y niveles que se evaluaron en la primera

seccion y en la Tabla 3, se detallan las condiciones experimentales utilizadas.
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Tabla 2: Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles
albl
azb2
a3b3
a4b4
ash5
a6b5
arb7

a= harina de cafa de azucar

b= harina de salvado de arroz

Tabla 3: Combinaciones experimentales

Tratamientos Proporciones (%) Combinaciones
T1 100-0 albl
T2 80-20 az2h2
T3 70-30 a3b3
T4 50-50 adb4
T5 20-80 abh5
T6 30-70 aehs
T7 0-100 arb7

2.2.7 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se indican con la media + desviacion estandar y analisis de
varianza (ANOVA) de factores de acuerdo con los experimentos. Cuando se
detectaron diferencias significativas en los resultados se realizd6 un analisis de
comparacion multiple mediante la prueba de Tuckey. Las diferencias se consideraron
significativas al 95% de confianza. Para el andlisis estadistico se emplearon los

programas EXCEL® y Statgraphics Centurion®.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y Discusion de resultados

3.1.1 Crecimiento del microorganismo en el sustrato

En la Figura 1 se observa las 7 proporciones utilizadas (harina de cafia de maiz y
salvado de arroz), frente al tiempo (horas), de las cuales 5 de ellas resultaron 6ptimas
para el crecimiento del microorganismo (Aspergillus orizae del tipo Light), debido a
que estas presentaron un tiempo de colonizacion y fermentacion corto frente a las 2
restantes. Esto se debe a que la harina de cafia de maiz al contener mucha fibra
aproximadamente un 79,6% de su peso (Trevifio et al., 2011), tiende absorber mayor
cantidad de agua, ya que a mayor contenido de fibra, mayor sera la absorcién de agua
y movimientos de humedad (Garcia & Salcedo, 2006), contribuyendo de mejor
manera al crecimiento del hongo. El salvado de arroz es menor en fibra de 23 a 28%
(Diaz, 2016), el cual no tiende a absorber mucha agua, por lo tanto no tiende a
mantener mucha humedad en su estructura, sin embargo contribuye a un répido
crecimiento del micelio del hongo, siendo este muy popular para este tipo de siembras
(Gaitdn-Hernandez, 2005).
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Tratamientos

43 =

Figura 1: Prueba de Tuckey al 95% de confianza para la variacion de proporciones de
sustratos, T1(100% harina de cafia de maiz - 0% harina de salvado de arroz), T2 (80%
harina de cafia de maiz -20% harina de salvado de arroz), T3 (70% harina de cafia de
maiz -30% harina de salvado de arroz), T4 (50% harina de cafia de maiz -50% harina
de salvado de arroz), T5 (20% harina de cafia de maiz -80% harina de salvado de
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arroz), T7 (0% harina de cafia de maiz -70% harina de salvado de arroz), T5 (20%
harina de cafia de maiz -100% harina de salvado de arroz)

3.1.2 Evaluacion sensorial

Para el analisis sensorial se utilizd 5 tratamientos, T1 (100% HC-0% HS), T2 (80%
HC-20% HS), T3, (70% HC-30% HS), T4 (50% HC-50% HS), T6 (30% HC-70%),
siendo HC: harina de cafia de maiz , HS: harina de salvado de arroz. Todos ellos con

su respectivo blanco los cuales no contaban con ningudn tipo de fermentacion.

En la Tabla 4 se presenta el analisis de varianza, en donde se muestra que existen
diferencias significativas (p<0.05), en los 5 puntos (color, sabor, olor acidez y
aeptabilidad). Sin embargo el mejor tratamiento en donde a se acepta la mayoria de
atributos, por parte de los panelistas fue en el T4 (50% harina de cafia de maiz -50%
harina de salvado de arroz con Aspergillus orizae tipo red ), a expecién del color, en
donde el mejor tratamiento fue el T2 (80% harina de cafia de maiz -20% harina de
salvado de arroz con Aspergillus orizae tipo red), sin embargo es un parametro el cual
esta sujeto a otros como la acidez, debido a que de esta dependera el color que tome la
bebida. Los parametro pH y acidéz juegan un papel importante tanto en el color, olor
y sabor de productos fermentados, como tambien en la estabilidad microbiana de los

mismos (Tenorio et al., 2014).

Tabla 4: Seleccion del mejor tratamiento mediante analisis de los diferentes

tratamientos

_ Atributos
Tratamientos i _

Color Sabor Olor Acidez Aceptabilidad
T1 3,978+0,718?2 | 3,489+0,755%° | 2,444+0,879° | 1,622+0,486° | 3,511+0,677°°
T2 4,022+0,729% | 3,444+0,842% | 2 511+0,785% | 1,756+0,695% | 3,422+0,821°¢
T3 3,622+0,765° | 3,556+0,923% | 2 467+0,9822 | 1,778+0,613% | 3,689+0,801°
T4 3,000+0,724° | 3,644+0,7292 | 2,689+0,750% | 1,911+0,5272 | 4.00+0,8822
T6 2.400+0,681% | 3,378+0,907° | 2,311+0,850° | 1,844+0,576% | 3,533+0,676"

a, b, ¢, Superindices entre columnas, indican diferencias sigificativas al 95% de confianza

Mediante un perfil sensorial descrito en la Figura 2, también se puede evidenciar que
el tratamiento con mayor puntuacion en el pardmetro de acidez fue el tratamiento T4

(50% harina de cafia de maiz -50% harina de salvado de arroz con Aspergillus orizae
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tipo red), este discernimiento entre tratamientos, se bas6 como se menciond
anteriormente, en que parametros como la acidez son considerados como aquellos que
nos se pueden modificar en el producto, y si se lo hacen con la adicion de algun
compuesto, pues variarad otros parametros ligados a este como el color, olor, sabor y
aceptabilidad. Los atributos de color y olor se correlacionan con la acidez,
estableciendo reacciones de los consumidores a los productos que presentan caracteres
previamente definidos (Arrabal & Ciappini, 2000). Para los siguientes analisis se
utilizo el tratamiento 4 (50% harina de cafia de maiz -50% harina de salvado de arroz

con Aspergillus orizae tipo red).

COLOR
4.5
4
3;5/-‘\\
y 3
/ 275 .-
2 \
ACEPTABILIDAD 1.5 SABOR
1
0.5
\
e /
ACIDEZ OLOR
—T1 T2 T3 T4 T6

Figura 2: Perfil sensorial de control, T1(100% harina de cafia de maiz - 0% harina de
salvado de arroz), T2 (80% harina de cafia de maiz -20% harina de salvado de arroz),
T3 (70% harina de cafia de maiz -30% harina de salvado de arroz), T4 (50% harina de
cafia de maiz -50% harina de salvado de arroz), T6 (30% harina de cafia de maiz -70%
harina de salvado de arroz)

3.1.3 Vida atil del mejor tratamiento
3.1.3.1 pH y acidez

En el transcurso del periodo de almacenamiento (11dias) de T4 (50% harina de cafia
de maiz -50% harina de salvado de arroz con Aspergillus orizae tipo red), la acidez
aumento, mientras que el pH descendio, este cambio esta directamente realcionado con
el proceso de metabolizacion de lactosa a &cido lactico (Velazquez, Covatzin, Toledo,
& Vela, 2018).

El pH inicial del tratamiento T4 a temperatura ambiente y refrigeracion fue de 6.57.

El pH final de la bebida a temperatura ambiente alcanz6 un valor de 4.8 el cual esta
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préximo a los estandares de la norma para leches fermentadas que debe ser menor a
4.55 (Agencia de Seguridad Alimentaria, 2010), mientras que el pH a temperatura
de refrigeracion lleg6 a un valor de 5.8 el cual se encuentra fuera de lo establecido en
dicha norma (Figura 3). Cabe recalcar que dicho valor de pH no vario conforme el
transcurso del tiempo, debido a las condiciones en que la bebida se encontraba (4°C),
la cual no permitio que pH se reduzca. Ademas, se debio al nimero de dias a los cuales
se mantuvo la bebida (11 dias), ya que a un nimero mayor de dias de control, los
lactobacillus inoculados en esta continuarian el proceso de fermentacion, teniendo un
valor de pH menor, llegando asi a estar dentro de la norma establecida. Sin embargo,
estudios similares en bebidas fermentadas con suero dulce de leche muestran pH de
5.83 (Linares et al., 2015), el cual coincide con el obtenido en este trabajo que es de
5.8.
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Figura 3: Variacion del pH para la determinacion de la vida util a temperatura de

refrigeracion y ambiente

El analisis del pH para las dos temperaturas se realizo en 11 dias, ajustandolas a una
cinética de deterioro de orden 2 tanto para la temperatura de 4°C como de 25°C. El
tiempo de vida Util estimado para la bebida a temperatura ambiente (25°C) fue de 7.3
dias es decir de 7 dias, mientras que para condiciones de refrigeracion (4°C) fue de
49.67 dias es decir 48 dias (Tabla 5). Se observa que hay una significativa diferencia

entre las dos temperaturas de estudio. A temperaturas de refrigeracion hay poca
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variacion del pH, por lo tanto microorganismos como los Lactobacillus reducen su
crecimiento, lo que permite que el proceso de fermentacion sea muy lento, teniendo
asi pocos cambios en el contenido de probidticos y acidez titulable (Molero, Aiello,
Araujo, & Brifiez, 2017). Mientras que a temperatura ambiente se produce lo
contrario, las bacterias acidolacticas se desarrollaran con mayor facilidad, debido a que
se encuentran casi a su temperatura 6ptima de crecimiento (37°C) (Bazan & Vargas,
2007). Las bacterias lacticas como el Lactobacillus bulgaris llegan a disminuir el pH

produciendo hasta un 2.7% de acido lactico (Vega, 2013).

Tabla 5 : Tiempo de vida til para el pardmetro de pH

Temperatura (°C) | Orden de reaccion (n) | Tiempo (dias)
Ambiente (25 £ 1) 2 7
Refrigeracion (4 + 1) 2 48

El parametro de la acidez inicié con 0.15 % de acido lactico a las dos temperaturas
(Figura 4). Conforme pasaba el tiempo la acidez aumentaba considerablemente a
temperatura ambiente llegando hasta 0.33% de &cido lactico, el cual se encuentra
dentro de la norma para bebidas fermentadas donde el valor de acidez debe llegar hasta
un 0.3% (CODEX STAN 243); mientras que a temperatura de refrigeracion la acidez
lleg6 hasta un méaximo de 0.20% de &cido l4ctico, estando también dentro de dicha
norma.
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Figura 4: Variacion de la acidez para la determinacion de la vida util a temperatura

de refrigeracion y ambiente
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El andlisis de acidez se realiz6 en un periodo de 11 dias de almacenamiento, por cada
temperatura (4 y 25°C) se observo un ascenso de esta en diferentes tiempos, la bebida
a temperatura de ambiente (25°C) se ajusto a una cinetica de deterioro de orden uno,
obteniendo una estimacion de 5.86 dias es decir 6 dias aproximadamente, mientras que
a condiciones de refrigeracion (4°C) se ajustd a una cinética de deterioro de orden cero,
obteniendo una estimacion de 45.38 dias es decir 45 dias aproximadamente (Tabla 6).
Al igual que el pH la acidez en condiciones de refrigeracion tampoco varid
significativamente sus valores, debido a que a estas temperaturas los Lactobacillus
tardard mucho en desarrollarse, ya que la temperatura éptima de crecimiento de estos
ronda entre los 30 y 37°C (Bazadn & Vargas, 2007), mientras que a temperatura
ambiente sucedié lo contrario la acidez aumentd considerablemente en un periodo de

tiempo corto, por el desarrollo rapido de dichos microorganismos.

Tabla 6 Tiempo de vida Util para el pardmetro de acidez

Temperatura (°C) | Orden de reaccion (n) | Tiempo (dias)
Ambiente (25 £ 1) 1 6
Refrigeracion (4 + 1) 0 45

La mayoria de bebidas fermentadas de marcas comerciales tienen una vida atil de
aproximadamente 25-30 dias (Vega, 2013), encontrandose tanto el tiempo estimado

de vida dtil para pH y acidez dentro de este rango.

3.1.3.2 Andlisis Microbioldgico
Los resultados obtenidos se realizaron solo para el tratamiento 4 (50% HC-50% HS;
Aspergillus orizae tipo red), por duplicado y a dos temperaturas (4 y 25°C). En la
Tabla 7 se observa que la bebida de harina de cafia de maiz y harina de salvado de
arroz con doble fermentacién (solida y liquida) cumple con los pardmetros
microbioldgicos establecidos de la norma NTE INEN 2564 para bebidas fermentadas,
demostrando que la bebida se realizo con todas las condiciones higiénicas controladas,

teniendo asi un producto inocuo.
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Tabla 7: Resultados microbioldgicos para la bebida fermentada T4 (50% HC-50%
HS con Aspergillus orizae tipo red)

Parametros Requisitos de la T4 (50% HC-50% HS
microbioldgicos | Norma INEN 2564 Dias con Aspergillus orizae
tipo red)
0 Ausencia
Recuentos de 3 Ausencia
coliformes totales 4 Ausencia
(UFC/mL) <1 10 5 Ausencia
11 Ausencia
0 Ausencia
Listeria 3 Ausencia
monocytogenes 4 Ausencia
(UFC/mL) Ausencia - 5 Ausencia
11 Ausencia
Recuento de 0 Ausencia
Escherichia coli 3 Ausencia
(UFC/mL) 4 Ausencia
<1l - 5 Ausencia
11 Ausencia

El recuento de aerobios mesofilos se muestra en la Figura 5, el crecimiento fue notorio
especialmente a temperaturas de 25°C, a esta temperatura el crecimiento fue mayor
llegando a obtener colonias incontables (>300) en los dias 4 y b5, estos
microorganismos no poseen un habitad definido y pueden crecer en cualquier medio,
especialmente en alimentos fermentados, obteniendo grandes cantidades de ellas
(Salgado & Victor, 2002), mientras que a temperaturas de 4°C tan solo en el dia 4 se
obtuvieron colonias contables (<30), este bajo crecimiento se debe que a bajas
temperaturas el crecimiento de microorganismos disminuye considerablemente
(Salvadori, 1994). En los dias 5 y 11 la bebida presenté ausencia de mesofilos en las
dos temperaturas, estudios demuestran, que cultivos de aerobios meséfilos disminuyen
a medida que transcurre el tiempo de analisis de una bebida fermentada, ya que un
incremento de acidez, la produccion de peroxido de hidrogeno producido por algunos

21



Lactobacillus, la composicion del producto, la presencia de preservativos y el
antagonismo entre microorganismos por la produccion de sustancias antimicrobianas,
hacen posible el descenso de microorganismos (Uribe, Valencia, Monzén, &
Suescun, 2008).

45000000
40000000
35000000
30000000

25000000
Refrigeracion (4°C)

UFC/mL

20000000
Ambiente (25°C)
15000000

10000000
5000000

0
0 1 3 4 5 11

Tiempo (Dias)

Figura 5 : Recuento de aerobios mesofilos para el tratamiento 4 (50% harina de

cafia de maiz - 50% harina de salvado de arroz; Aspergillus orizae tipo red)

3.1.4 Anélisis Proximal

Los resultados del andlisis proximal se muestran en la Tabla 8, donde los resultados
se muestran cercanos a datos encontrados en bibliografias, (NTE INEN 2608, 2012;
Hannibal et al., 2015; Escobar, 2019). Estas diferencias se debe a que las matrices
utilizadas en la elaboracion de la bebidas fermentadas de otros autores, no son iguales

a las matrices empleadas en esta investigacion.

La proteina obtenida en la bebida fue de 0.714 %(Nx6.25) esta cantidad fue obtenida
por cada 100mL del la bebida, la cual no se encuentra dentro de la norma para bebidas
lacteas fermentadas (NTE INEN 2608, 2012), ya que el requisito minimo es de 1.6%.
Sin embargo estudios similares en la elaboracion de bebidas fermentadas reportan
valores de 0.96% (Hannibal et al., 2015), considerando al valor de la bebida dentro

de este.

Debido a los datos bibliograficos reportados, la bebida no posee un alto valor
nutricional, y esto se debe a que solo el suero fue quién aportd la calidad proteica a la

22



bebida ya que las harinas (salvado de arroz y cafia de azucar), no contribuyeron
significativamente al aporte, debido a que estas en su estructura tienen una mayor

concentracion de fibra dietética y carbohidratos (Trevifio et al., 2011).

La fermentacion también fue un factor significativo en la cantidad de proteina
obtenida, ya que la acidificacion del suero de leche conlleva al rompimiento de las
propiedades estructurales internas de la proteina (Almendariz, 2012), es decir que a

mayor fermentacion, menor sera el contenido de proteinas en la bebida.

Los microorganismos también interfieren en la estabilidad de la proteina, ya que las
bacterias acido lacticas como por ejemplo el Lactobacillus bulgaris que es una bacteria
proteolitica, produce hidrolasas las cuales hidrolizan las proteinas (Vega, 2013). La
hidrélisis consta de dos etapas la primera es la desnaturalizacién y la segunda que es
la degradacion de las proteinas, esta Ultima es la que esta asociada a la pérdida de la

actividad proteica (Falcon Almeida et al., 2014).

Por otra parte el porcentaje de humedad que fue de 90.2% y cenizas 0.54%, concuerdan
con estudios de (Hannibal et al., 2015), obteniendo una humedad de 95.48% y cenizas
de 0.55%, el porcentaje de fibra obtenido fue de 1% el cual esta por debajo de estudios
similares con bebidas fermentadas el cual llega a obtener 2.28% (Escobar, 2019). El
porcentaje de carbohidratos fue considerable (6.1%) los cuales se encentran por
encima de datos bibliograficos, (2.36%) (Escobar, 2019), sin embargo este alto
contenido en carbohidratos ayuda al aporte caldrico, ya que contiene lactosa como
carbohidrato principal compensando a la baja cantidad de grasas y proteinas en la
bebida, aumentando significativamente la cantidad de kilocalorias (Valencia, Florez,
& Alvarez, 2002). Respecto al contenido de grasa (1.41%) esta dentro del parametro
que corresponde a la norma de bebidas de leche fermentadas (NTE INEN 2608, 2012),

ya que esta debe de tener como maximo 3.0%.

La disminucion del porcentaje de nutrientes en la bebida se debe a que el hongo
utilizado (Aspergillus orizae) en la fermentacion sélida, utilizé a estos como fuente
de energia y biosintesis para el desarrollo del mismo, ya que en este tipo de
fermentacion el material o el medio solido junto con el agua actGa simultaneamente
como fuentes de nutrientes y soporte de crecimiento del hongo (Sanchez, 1999).

Ademas las cepas de Aspergillus orizae tiene la propiedad de utilizar los polimeros de
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diversos desechos o medios utilizando para su crecimiento como los del salvado de
arroz, el cual fue una de las harinas utilizadas en el desarrollo de la bebida (Escobar,
2019).

Tabla 8: Resultados del analisis proximal para la bebida fermentada T4 (50% HC-
50% HS con Aspergillus orizae tipo red)

Analisis proximal | T4 (T4 (50% harina de Datos
cafia de maiz -50%o) bibliogréaficos
(%) (%)
Fibra 1 2.28
Proteina 0.714 0.96-1.6
Cenizas 0.54 0.55
Humedad 90.2 95.48
Grasa 1.41 Max 3
Carbohidratos 6.136 2.36

3.1.5 Analisis del perfil de &cidos grasos

En la Figura 6 se presenta los &cidos grasos encontrados en la bebida, mostrando un
64.24% de estos, de los cuales el que mayor predomina es el acido palmitico (C16:0)
con un 34.62%, seguido del acido estearico (C:18) con un 12.65%, lo restante
corresponde a porcentajes menores como el acido tridecanoico (C13:0) 8.97%, acido
laurico (C12:0) 2.26%, acido caprico (C10:0) 1.93%, acido miristico (C14:0) 1.04%,
acido pentadecilico (C15:0) 0.95%, acido caprilico (C8:0) 0.77%, &cido margarico
(C17:0) y &cido capraico (C6:0), 0.5%. Estudios similares en bebidas fermentadas dan
un porcentaje de acido palmitico entre 19 a 28% el cual es menor para el obtenido en
esta investigacion (34.62%), mientras que para el &cido estearico dan un porcentaje de
entre 11-16% (Marlen & Ortiz, 2016), el cual es similar al obtenido (12.65%). Esta
representativa cantidad de acidos grasos en la bebida, se debe a que gran parte de la
grasa lactea es muy variada ya que se puede llegar a encontrar mas de 400 acidos
grasos diferentes, de los cuales un 65% son &cidos grasos saturados (Osorio Garcia,
2010). Este contenido de acidos grasos se consideran un poco perjudiciales, pero no es
del todo cierto ya que solo acidos grasos de cadenas C12:0, C14:0 y C16:0 pueden ser

considerados desfavorables si se consumen de forma excesiva, mientras que los demas
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como el &cido céprico C10:0 no tienen efecto en el colesterol en la sangre (Parodi,
1977).

Adcido palmitico
Acido estearico
Acido tridecanoico
Acido laurico
Acido caprico
Acido miristico
Acido petadecilico
Acido caprilico
Acido ma rgarico
Acido capréico

0 5 10 15 20 25 30

Porcentaje (%)

17
tn

40

Figura 6: Perfil de &cidos grasos saturados en la bebida con doble fermentacion

La fraccidn de &cidos grasos monoinsaturados (Figura 7), representan un 33.49%,
siendo el que predomina el acido oleico (C18:1n-9) con un 32.35%, y el &cido
palmitoléico (C16:1n-7) con un 1.14%. Segun (Marlen & Ortiz, 2016), el porcentaje
de &cido palmitoléico en bebidas fermentadas lacteas es de 0.7 a 1.1%, mientras que
el porcentaje de &cido oleico es de 19 a 26%, siendo este menor a la cantidad obtenida
de la bebida. Sin embargo este es un punto a favor en la bebida ya que este tipo de
acidos grasos, traen beneficios a la salud previniendo enfermedades, ya que una dieta
rica en acidos grasos monoinsaturados o poliinsaturados ocasiona una disminucion del
colesterol plasmatico, como el colesterol LDL (Aguilera, Tortosa, Mesa, & Gil,
2001). Estudios también corroboran que el acido oleico es muy efectivo para reducir

el colesterol plasmético (Osorio Garcia, 2010).
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Figura 7: Perfil de &cidos grasos monoinsaturados en la bebida con doble

fermentacién

La Gltima fraccidn de acidos grasos poliinsaturados se muestra en la Figura 8, con un
porcentaje total del 2.26%, el cual es bajo con respecto a los demas acidos, de los
cuales el predominante es el acido linoleico (C18:2 n-6) con 1.74% seguido por el
acido linolénico (C18:3 n-3) con 0.52% sin embargo estudios recomiendan una ingesta
diaria minima de acido linoleico y linolénico de 0.50 a 1% (Ortega, 2002), su
deficiencia puede afectar negativamente a las funciones celulares y en ocasiones puede
conducir hasta la muerte (Hinzpeter, Shene, & Masson, 2006). Estos acidos grasos
insaturados llamados también omega 3 (&cido linolénico) y omega 6 (acido linoleico)
juegan un papel muy indispensable en el organismo humano ya que estos no se los
puede biosintetizar, de ahi la importancia de incluirlos en la dieta (Ortega, 2002),
también son muy reconocidos en la salud cardiovascular, aportando asi sus

potencialidades biologicas de la grasa lactea (Osorio Garcia, 2010).
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Figura 8: Perfil de acidos grasos poliinsaturados en la bebida con doble

fermentacién

3.1.6 Verificacion de la Hipotesis

Mediante el analisis estadistico ANOVA de cada ensayo realizado con un nivel de
confianza del 95%, se rechaza la hipédtesis nula ya que existe diferencias significativas
en cada una de las proporciones de harina utilizada en cada tratamiento, concluyendo
que después de haber realizado todos los analisis respectivos al mejor tratamiento T4
de la bebida fermentada a base de cafia de maiz y salvado de arroz, se acepta la
hipétesis alternativa, debido a que los dos experimentos realizados con las mezclas de
harina en diferentes proporciones influyen directamente en el andlisis sensorial y

proximal, especialmente en valores de proteina, grasa y fibra.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se desarroll6 una bebida a base de harina de cafia de maiz y salvado de arroz
con doble fermentacion, la primera fermentacion (sélida), tuvo una duracion

de 48 horas y la segunda (liquida), tuvo una duracion de 4 horas.

Se determind la mezclas adecuada de las harinas siendo las mejores T1(100%
harina de cafia de maiz - 0% harina de salvado de arroz), T2 (80% harina de
cafia de maiz -20% harina de salvado de arroz), T3 (70% harina de cafa de
maiz -30% harina de salvado de arroz), T4 (50% harina de cafia de maiz -50%
harina de salvado de arroz), T6 (30% harina de cafia de maiz -70% harina de
salvado de arroz), debido a que estas presentaron menor tiempo de

fermentacion sélida respecto a las demas mezclas.

Se evalud las caracteristicas organolépticas de los 5 tratamientos llegando a ser
el mejor aceptado el T4 (50% harina de cafia de maiz y 50% de harina de
salvado de arroz), debido a que este presentd una mayor aceptabilidad y acidez

frente a los demas tratamientos.

Se evalud la calidad de la mejor bebida (T4) por medio del analisis proximal
en donde se obtuvo un 90.2% de humedad, 0.54% de cenizas, 1% de fibra
dietética, 0.714% de proteina 1.14% de lipidos 6.409% de carbohidratos.

Durante 11 dias se realizo el estudio de vida util por medio de los parametros
de pH y acidez. Para la determinacién de la vida util por medio del parametro
de pH se ajusté a una cinética de deterioro de orden dos para las dos
temperaturas (4 y 25°C), estimando una vida Util para 4°C es de 48 dias y para
25°C es de 7 dias, mientras que para la determinacion de la vida util por medio
del parametro de acidez se ajust6 a una cinética de deterioro de orden cero para
4°C, estimando una vida util de 45 dias y de orden uno para 25°C, estimando
una vida util de 6 dias.
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4.2 RECOMENDACIONES
— Se recomienda ampliar estudios sobre este tipo de bebidas sobre todo en las
matrices utilizadas, especialmente de la cafia de maiz ya que existen pocos

estudios sobre su contenido nutricional para humanos.

— Se recomienda el uso de un suero fresco e inocuo para la elaboracion de bebidas
fermentadas, con el fin de no alterar su pH obteniendo asi un producto acido y

con mayor aceptabilidad.

— Para una correcta estimacion de la vida atil del producto se recomienda utilizar

el método de la cinética quimica por medio de la ecuacion de Arrhenius.
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ANEXOS

Cromatogramas de perfil de acidos grasos
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Figura 9: Perfil cromatogréafico de acidos grasos tratamiento 4 (primera réplica)
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Figura 10: Perfil cromatografico de acidos grasos tratamiento 4 (segunda réplica)
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Tabla 9: Descripcion del perfil de acidos grasos para el tratamiento 4 (primera y

segunda réplica)

Tratamiento 4 R1 Tratamiento 4 R2
Numero | Tiempo Nombre NuUmero % Tiempo Nombre Numero | %Area
de pico. de trivial lipidico | Area de trivial lipidico
retencion retencion
1 5.728 Acido C6:0 0.50 - - - -
caproico
2 6.938 Acido C8:0 0.77 6.955 Acido C8:0 0.62
caprilico caprilico
3 8.606 | Acidocaprico | C10:0 | 1.93 8.628 Acido caprico | C10:0 1.85
4 10.867 | Acido laurico | C12:0 | 2.26 10.895 | Acido laurico | C12:0 2.19
5 13.898 Acido C13 8.97 13.938 - - 8.89
tridecanoico
6 15.248 Acido C14:0 | 1.04 15.287 Acido C14:0 0.98
miristico miristico
7 15.806 Acido C15:0 0.95 15.854 - - 0.92
Pentadecilico
8 17.822 Acido C16:0 | 34.62 17.875 Acido C16:0 34.90
palmitico palmitico
9 18.982 Acido C17:0 | 055 - - -
margarico
10 19.186 Acido Cl6:1n- | 1.14 19.045 Acido Cl16:1n- | 0.52
palmitoleico 7 palmitoleico 7
11 22.501 Acido C18:0 | 12.65 | 22.558 Acido C18:0 | 12.74
estearico estearico
12 23.492 23.548
13 23.739 | Acidooleico | C18:1n- | 32.35 | 23.798 Acido oleico | C18:1n- | 33.45
9 9
- - - - 24.029
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14 25.856 Acido Cl18:2n- | 1.74 25.912 Acido C18:2n- | 1.88
linoleico 6 linoleico 6

15 28.906 Acido C18:3n- | 0.52 - - - -
linolénico 3
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