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RESUMEN

La leche fermentada con granulos de kéfir representa una fuente de nutrientes y
probidticos que puede mitigar problemas como diarreas infecciosas,
desnutricion y mala absorcion intestinal que afectan a la poblacion salvadorefa.
Debido a esto, el objetivo de esta investigacion fue estandarizar el proceso de

fermentacién de leche entera ultrapasteurizada con granulos de kéfir.

Para ello se prepararon 10 leches fermentadas a 25 °C, 30 °C y 35 °C,
inoculando 10.0 g de granulos de kéfir en 100 mL de leche entera
ultrapasteurizada. El tiempo de fermentacion se determiné midiendo el pH inicial
y luego cada dos horas; obteniendo como resultado que los tiempos en que se
logré un pH entre 4.2 a 4.6 y acidez titulable entre 0.6 a 1.0%, fueron de 6,4y 3
horas respectivamente para cada temperatura analizada. Ademas, se determiné
el aumento de biomasa a los granulos de kéfir y a cada producto obtenido en

las fermentaciones se les determinaron las caracteristicas sensoriales.

Para seleccionar las condiciones Optimas de fermentacibn y conocer la
dependencia del pH con respecto al tiempo y temperatura de fermentacion se
realiz6 un analisis de varianza, el cual mostr6 que el mayor aumento de
biomasa promedio fue de 1255 + 2.28% a 25 °C durante 6 horas de
fermentacion, siendo estas las condiciones Optimas de temperatura y tiempo.
Ademas se determind que el pH durante el proceso de fermentacion depende

del tiempo, de la temperatura y de la interaccidn entre estos dos factores.

El producto idéneo, obtenido en las condiciones 6ptimas de fermentacion,
presento el 89.04% de humedad, 10.95% de sdlidos totales, 0.69% de cenizas,
0.77% de acidez expresada como acido lactico, 3.31% de grasa y 3.22% de
proteina total; resultados que fueron conformes con la Norma Internacional
CODEX STAN 243-2003 Norma del CODEX para Leches Fermentadas. Los



resultados obtenidos en el recuento de hongos y levaduras, recuento de
coliformes totales y las caracteristicas sensoriales, fueron conformes a la
Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-

especificaciones, lo que garantiza un producto apto para el consumo humano.

Por lo que se recomienda que la Universidad de El Salvador, a través del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud, gestione proyectos para la
adquisicion de granulos de kéfir y asi realizar mas investigaciones sobre éstos y
la leche fermentada, de tal manera que en un futuro se pueda recomendar y
probablemente incluir en el sistema de alimentacion de las escuelas y en las
comunidades de mas bajos recursos de El Salvador, por su alto contenido en

bacterias probidticas y su contenido nutricional, con ayuda financiera de ONG’s.

Esta investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
y en el Laboratorio Fisicoquimico del Centro de Investigacién y Desarrollo en
Salud de la Universidad de El Salvador y en la Fundacion Salvadorefia para

Investigaciones del Café, durante el segundo semestre del afio 2011.
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1.0.INTRODUCCION

En la actualidad las patologias originadas como es el caso de la diarrea
infecciosa, generada por el consumo de alimentos contaminados por bacterias,
afecta cada afo hasta el 30% de la poblacion, incluso en los paises
desarrollados 4. En El Salvador, la desnutricion, enteritis y gastroenteritis
afectan a la poblacidn (, s, 3, 45, SObre todo a nifios, manifestandose por tener
bajo peso y talla ). Es por esto que los profesionales de la salud estan
reconociendo cada vez mas los efectos benéficos de los probidticos sobre la

salud y la nutricibn humana.

La leche fermentada con granulos de kéfir es un probidtico, aunque su
contenido nutricional no difiere significativamente de la leche que se usa para
su produccion, su valor alimenticio es mayor, a nivel internacional se ha
estudiado su efecto inhibitorio y bactericida contra bacterias causantes de
enfermedades gastrointestinales s ), también parametros fisicoquimicos bajo
diferentes condiciones de fermentacion (), la composicibn microbiana s Yy

diferentes formas de incrementar la biomasa de los granulos de kéfir 1, 2.

Como consecuencia de la creciente preocupacion de la sociedad por una
alimentacion mas saludable en paises como Rusia, Sudafrica y Argentina s, s, sq)
se han estandarizado las condiciones Optimas de temperatura y tiempo para su
produccion. Debido a que las condiciones climaticas de cada regién son
diferentes, en este trabajo se estandariz6 el proceso de fermentacién de leche
entera ultrapasteurizada (UHT) con granulos de kéfir; para ello, se realizaron
diez fermentaciones consecutivas a 25 °C, 30 °C y 35 °C, se midio el pH inicial
y cada 2 horas a la leche fermentada hasta que se obtuvo un pH entre 4.2 a 4.6
y acidez titulable entre 0.6 a 1% en un tiempo de fermentacién de 6, 4 y 3 horas

respectivamente para cada temperatura analizada; se determiné el incremento
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de biomasa de los granulos y las caracteristicas sensoriales a las leches
fermentadas obtenidas de cada temperatura.

Con los resultados obtenidos se establecio la existencia de relacion entre la
temperatura y tiempos de fermentacion sobre el pH y se establecieron las
condiciones 6ptimas de fermentacién mediante un andlisis de varianza; en las
cuales se elabord un producto idéneo, a 25 °C durante 6 horas de incubacion,
al que se le determin6 humedad, sélidos totales, cenizas, acidez, grasa y
proteina total, los resultados se compararon con la Norma Internacional CODEX
STAN 243-2003 Norma del CODEX para Leches Fermentadas. También se le
determind recuento de hongos y levaduras, recuento de coliformes totales y las
caracteristicas sensoriales, los resultados se compararon con las
especificaciones de la Norma Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-

especificaciones, lo que garantiza un producto apto para el consumo humano.

Asi los resultados obtenidos de este trabajo serdn de referencia para otras
investigaciones sobre la leche fermentada con granulos de kéfir, ya que en el
pais se carece de dicha informacion, y en un futuro, cuando se hayan
demostrado sus propiedades y se tenga mas bibliografia, pueda recomendarse
al area de alimentos de el pais y probablemente incluir su consumo, a nivel
nacional en escuelas y comunidades de mas bajos recursos con ayuda

financiera de ONG'’s.

Esta investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
y en el Laboratorio Fisicoquimico del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador y en la Fundacién
Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE), durante el segundo

semestre del afio 2011
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2.0. OBJETIVOS

2.1.Objetivo General

Estandarizar el proceso de fermentacion de leche entera ultrapasteurizada

con granulos de kéfir.

2.2.0bjetivos Especificos

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Determinar el aumento de la biomasa de los granulos de kéfir a 25

°C, 30 °Cy 35 °C durante diez fermentaciones consecutivas.

Medir pH, acidez titulable y caracteristicas sensoriales a la leche
fermentada con granulos de kéfir a 25 °C, 30 °C y 35 °C durante diez

fermentaciones consecutivas.

Determinar el tiempo de fermentacion y la temperatura para obtener
un producto con pH y acidez titulable caracteristicos de las leches

fermentadas con granulos de kéfir y mayor cantidad de biomasa.

Determinar al producto idoneo de fermentacion acidez titulable,
humedad, sélidos totales, cenizas, grasa y proteina total y comparar
los resultados con la Norma Internacional CODEX STAN 243-2003

Norma del CODEX para Leches Fermentadas.

Realizar las determinaciones de recuento de hongos y levaduras
(UFC/g), recuento de coliformes totales (UFC/g) y las caracteristicas
sensoriales, al producto idoneo de fermentacion, obtenido en las
condiciones establecidas como O6ptimas para la fermentacién y
comparar con la Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007

Leches fermentadas-especificaciones.
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3.0. MARCO TEORICO
3.1.Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que pueden incluirse en la
preparacion de una amplia gama de productos, incluyendo alimentos,
medicamentos, y suplementos dietéticos. Estos al administrarse en cantidades
adecuadas confieren un beneficio a la salud del huésped. Las bacterias acido
lacticas (BAL) entre las que se encuentra el género Lactobacillus y el especie
Bifidobacterium que es taxonomicamente diferente a las BAL, son los usados
mas comunmente como probioticos. El término probidtico debe reservarse para
los microbios vivos, que han demostrado en estudios humanos controlados

producir un beneficio a la salud g, 40

En condiciones fisiologicas, se aconseja que la poblacién general tome entre
dos y tres raciones de lacteos al dia, y la poblacion con mayor desgaste entre
tres y cuatro (deportistas, adolescentes, mujeres gestantes y en periodo de
lactancia y ancianos), debido al aporte de nutrientes que proporcionan y a sus
efectos sobre el mantenimiento del equilibrio intestinal. Por racion de lacteos se
considera de 200 a 250 mL de leche, un yogur, una leche fermentada de 125
mL o un queso fresco de 60 g. Teniendo en cuenta que los microorganismos
probidticos pueden tener una semivida en el interior del organismo de unas 24
horas, se puede recomendar también una ingestion minima diaria de un yogur o
probiético, como la leche fermentada con granulos de kéfir 4. Este producto no
puede ser consumido por niflos menores de 1 afio, alérgicos a la leche,
enfermos inmunodeprimidos (cancer, VIH/ SIDA, enfermedades autoinmunes) e
intolerantes a la lactosa, ya que no se han realizado estudios in vivo, de los
efectos que causaria ingerir la leche fermentada con granulos de kéfir en estas

personas o
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También se aconseja el consumo de probidticos en afecciones digestivas y
diarreas, tanto por su facil digestibilidad como por su efecto sobre el
restablecimiento de la flora intestinal; en disbacteriosis intestinal debida a
tratamientos con antibidticos, ya que provocan reducciones en la flora lactica
intestinal colonica que puede ser restablecida mediante el consumo de
probidticos.

La definicion de probidtico exige el mantenimiento de la viabilidad de los
microorganismos que integran un producto probiético durante todo el periodo de

su vida atil, ya que esto condicionara su efectividad.

Los productos probiéticos comercializados actualmente se pueden dividir en
tres tipos: a) los alimentos fermentados convencionales a los que se les
adicionan probidticos y que se consumen, principalmente, con fines nutritivos
(yogures, leche, quesos.); b) las leches cultivadas y fermentadas, utilizadas,
basicamente, como vehiculos de bacterias probidticas (actimel, leche aciddfila.),
y ¢) los suplementos dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas
(ultralevura, infloran). Los de mayor aceptacion son el yogur y las leches
fermentadas por constituir un buen vehiculo para el aporte de un elevado

ndmero de bacterias viables y de nutrientes altamente biodisponibles.

Esto se debe, a que la viabilidad de las bacterias acido lacticas en las leches
fermentadas alcanzan valores altos entre 10°-10° UFC/mL; por el contrario, en
los suplementos dietéticos éstos son reducidos entre 10° y 10° UFC/mL,
limitando su potencial de efectividad. También se debe a la actividad proteolitica
de las BAL, ya que degradan las proteinas de la leche en péptidos y
aminoacidos libres, mejorando su asimilaciébn por el organismo, y porque
poseen los nutrientes: vitaminas (A, D, riboflavina, cianocobalamina, tiamina,
piridoxina y acido félico) y minerales (calcio, magnesio y cinc) que contiene la

leche q).
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El contenido nutricional de la leche fermentada con granulos de kéfir no difiere
significativamente de la leche que se usa para su produccion (Ver Anexo N° 1),
pero su valor alimenticio es mucho mayor por el contenido de bacterias

benéficas a la salud 3.

3.2. Leches fermentadas
3.2.1. Historia

La fermentacion de la leche es una de las practicas mas antiguas en lo que se

refiere a la conservacion de los alimentos (.

La mayoria de las leches fermentadas tiene su origen en los pueblos ndmadas
ganaderos de Asia, ellos la obtenian, transportando la leche fresca que
ordefiaban de los animales mamiferos en sacos, generalmente de piel de cabra.
El calor y el contacto de la leche con la piel de cabra propiciaban la
multiplicacion de las bacterias acidas que fermentaban la leche. Asi, la leche se

convertia en una masa semisélida y coagulada .

El origen de la leche fermentada con granulos de kéfir se sitia en el sudoeste
asiatico y en las montafias del Caucaso, Rusia en donde sus pueblos lo vienen
consumiendo de forma habitual desde hace miles de afos . Aunque no se
tiene referencias etimolégicas exactas del vocablo Kéfir, se cree que proviene
de kief, voz turca que significa “agradable sensacién”. Los musulmanes de la
zona del Caucaso creian que el Kéfir (o granos del profeta Mahoma) perderia
todas sus virtudes si lo utilizaban personas de otras religiones, es por ello que

fue desconocido durante mucho tiempo ).

Desde sus origenes las leches fermentadas han sido ingeridas por las
personas, debido a sus propiedades medicinales para el alivio de desordenes
estomacales, intestinales y del higado. Durante la primera mitad del siglo XX,
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un bacteriologo ruso de apellido Metchnikoff relacion6 la buena salud y la
longevidad de los campesinos de la peninsula de los Balcanes ubicada al
sureste de Europa, con el consumo de un producto fermentado, a partir de la

leche, al cual le llamaban Yahourth (..

3.2.2. Definiciones

Segun el Codex Alimentarius la leche fermentada “es un producto lacteo
obtenido por medio de la fermentacion de la leche, que puede haber sido
elaborado a partir de productos obtenidos de la leche con o sin modificaciones
en su composicion, por medio de la accién de microorganismos adecuados y
teniendo como resultado la reducciébn del pH con o sin coagulacion
(precipitacion isoeléctrica)”. Estos cultivos de microorganismos seran viables,
activos y abundantes en el producto hasta la fecha de duracion minima. Si el
producto es tratado térmicamente luego de la fermentacidén, no se aplica el

requisito de microorganismos viables g

Otra definicion, de leche fermentada es “aquella que ha sido transformada por
el desarrollo de bacterias lacticas u otros microorganismos que transforman la
lactosa en acido lactico y otros metabolitos”. EI cambio principal que se da en la
leche es el descenso del pH (4.0-4.6), ya que el pH de la leche sin fermentar es
de 6.6-6.8 5. Como consecuencia de este descenso se produce la coagulaciéon
de la caseina, que forma un gel y la inhibicién del desarrollo de gran nimero de
microorganismos, entre ellos la mayoria de los patogenos, debido a la
produccion de acido lactico y otros metabolitos menores como el acido acético,
el agua oxigenada o las bacteriocinas, otro mecanismo de inhibicidbn es un
potencial de 6xido-reduccién bajo y el consumo por parte de las bacterias

lacticas de componentes que son vitales para otros microorganismos us).
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Ademas durante la fermentacion se producen metabolitos como el acetaldehido
y el diacetilo, que aportan aroma al producto. Algunas bacterias lacticas
tambien producen polisacaridos que confieren a la leche fermentada una

textura suave 1.

3.2.3. Clasificacion de las leches fermentadas us

Actualmente las leches fermentadas son consumidas en casi todo el mundo;
existen muchas variantes, segun la procedencia animal de la leche, el tipo de

microorganismos que la fermentan y la tecnologia utilizada.

Segun el tipo de microorganismos que fermentan la leche, las leches

fermentadas se clasifican en: yogurt, kumis y kéfir.

3.2.3.1. Yogurt 48)

Se entiende por yogurt o yoghourt al producto de leche coagulada obtenida por
fermentacién lactica mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus a partir de leche pasteurizada, leche
concentrada pasteurizada, leche total o parcialmente desnatada, con o sin
adicibn de nata pasteurizada, leche en polvo entera, semidescremada o
desnatada, suero en polvo, proteinas de leche y/u otros productos procedentes

del fraccionamiento de la leche.

3.2.3.2.  Kumis @7 4

Es una bebida muy parecida a la leche fermentada con granulos de kéfir,
conteniendo la misma cantidad de &cido lactico pero mayor cantidad de alcohol
(como minimo debe contener 0.5%). ElI cultivo iniciador consta de

Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus y Kluyveromyces marxianus.
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Tradicionalmente se ha elaborado con leche de yegua, aunque hoy en dia se

emplea normalmente la leche de vaca.

3.2.3.3. Leche fermentada con granulos de Kéfir @, 4

Es una leche fermentada obtenida por medio de la adicién de granulos de kéfir,
estos contienen bacterias como Lactobacillus kefiri, especies del género
Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter, también levaduras fermentadoras
de lactosa (Kluyveromyces marxianus) como, levaduras fermentadoras sin
lactosa (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisae Yy
Saccharomyces exiguus), que crecen en una estrecha relacion especifica;
produciéndose durante la fermentacion &cido lactico y alcohol. A diferencia del
yogurt solido este producto se bebe, ya que es liquido, efervescente y

ligeramente alcohdlico ).

3.3. Materias primas utilizadas en la elaboracién de leche fermentada

con granulos de kéfir

Para la elaboracion de este producto, se utilizan como materia prima leche y los

granulos de kéfir que constituyen el indculo para fermentar la leche.

3.3.1. Leche

La leche es la secrecion mamaria normal de animales mamiferos (vaca, cabra,
oveja, entre otros), obtenida mediante uno o mas ordefios sin ningun tipo de
adicidbn o extraccion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a
elaboracion ulterior . En nuestra sociedad se acostumbra ingerir leche de

vaca.

Para elaborar la leche fermentada con granulos de kéfir, puede utilizarse

diferentes tipos de leche, entre ellas la pasteurizada y ultrapasteurizada (UHT).
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3.3.1.1. Leche pasteurizada ws

Leche pasteurizada, es la leche de vaca entera, semidescremada o
descremada, que ha sido sometida a un proceso de calentamiento en
condiciones de temperatura y tiempo que aseguren la total destruccion de la
microflora patégena y casi la totalidad de la microflora no patogena. El
tratamiento térmico realizado para obtener la leche pasteurizada es de 72 a 75
°C durante 15 a 20 segundos o su equivalente (65 °C en 30 minutos).

3.3.1.2. Leche ultrapasteurizada (UHT) u3

Leche ultrapasteurizada, es la leche de vaca entera, semidescremada o
descremada, que ha sido sometida a un proceso de calentamiento en
condiciones de temperatura y tiempo que aseguren la total destruccion de la
microflora patégena y casi la totalidad de la microflora no patdgena. El
tratamiento térmico realizado para obtener la leche ultrapasteurizada debe ser
de 135 a 140°C por un minimo de 2 a 4 segundos o su equivalente (110 °C y

115 ° C por 4 segundos).

Tabla N° 1. Pardmetros microbiolégicos de la leche pasteurizada y UHT s,.

Leche
o Leche Leche Ultrapasteurizada
Determinaciones ) ]
Pasteurizada Ultrapasteurizada envasada

Microbiolégicas o
asépticamente ().

UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Recuento total de
_ ) 20000 10000 <10
bacterias, maximo
Coliformes totales Maximo 10 <1 -
Escherichia coli Ausente N/A -

La leche representa el sustrato para que los microorganismos que estan en los

granulos de kéfir lo transformen en metabolitos primarios como el acido lactico y
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el &cido acético, aumentando el valor nutritivo de la leche al degradar la lactosa

presente en su composicion, facilitando asi, su digestion y asimilacion.

3.3.2. Granulos de kéfir

Es una asociacion de bacterias y levaduras, no patdégenas, unidas por una
matriz polisacarida, denominada kefiran, producida por los microorganismos
que viven en estrecha simbiosis adaptandose constantemente a los cambios
ambientales y manteniendo un equilibrio constante. Los granulos de Kéfir tienen
forma de masa semisdlida elastica amarillenta o blanca, con una textura rugosa

similar al cerebro o a la coliflor y de 20 a 30 mm de tamafio «s 3 7.

Fig. N° 1. Granulos de kéfir sy.

Las especies de Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus y Cryptococcus
han sido aisladas de granulos tradicionales . También estan presentes en
todos los tipos de granulos de kéfir las bacterias Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactobacillus kefir, Lactobacillus plantarum y los géneros

Acetobacter y Saccharomyces ).

Cuadro N° 1. Microbiota tipica aislada de los granulos de Kéfir s, 5.

GENERO ESPECIE

Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. casei subsp. alactosus, Lb. casei
subsp. casei, Lb. casei subsp. Rhamnosus, Lb. cellobiosus, Lb.
) delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp lactis, Lb.
Lactobacillus ] ] ]
fermentum, Lb. fructivorans, Lb. Gasseri, Lb. helveticus subsp.
Lactis, Lb. hilgardii, Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens subsp.

kefirgranum,
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Cuadro N° 1. Continuacion.

GENERO ESPECIE
) Lb. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lb. paracasei subsp.
Lactobacillus . o o
paracasei, Lb. parakefiri, Lb. plantarum, Lb. viridescens.
Streptococcus S. lactis, S. thermophilus.
Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis var. diacetylactis, Lc. lactis
Lactococcus )
subsp. lactis.
Céandida kefyr, C. pseudotropicalis, C. tenuis, C. rancens, C.
friedricchii, Kluyveromyces lactis var lactis, K. marxianus var.
marxianus, Issatchenkia occidentalis, K. bulgaricus, K.
fragilis/marxianus, Pichia fermentans, Saccharomyces
Levaduras ) o ) )
carlsbergensis, S. cerevisiae, S. exiguous, S. lactis,
Saccharomyces subsp. torulopsis holmii, S. turicensis sp. nov, S.
unisporus, Torulaspora delbrueckii, Yarrownia lipolytica,
Zygosaccharomyces florentinus.
Enterococcus Enterococcus durans.
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, L. mesenteroides
Leuconostoc .
subsp. mesenteroides.
Acetobacterias Acetobacter aceti, A. rasens.

2.4.Métodos utilizados para la elaboracion de leche fermentada con
granulos de kéfir

Los métodos actualmente disponibles para la produccion de leche fermentada
con granulos de kéfir son ):

- El método tradicional basado.

- El método ruso.

- El método industrial mediante la inoculacion directo a cuba (IDC).

3.4.1. Método tradicional .

El método tradicional o artesanal consiste en la adicion de granulos de kéfir en
una proporcién del 2% al 10% p/v en leche pasteurizada. Durante un periodo de

fermentacién aproximadamente de 24 horas, a temperatura ambiente. Si la
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fermentacién se hace por un periodo de 24 a 36 horas, se obtiene una leche
acida suavemente laxante; y si es durante 36 a 48 horas, el producto es aun
mas acido y astringente para algunas personas mientras que para otras es un

buen regulador intestinal.

La leche fermentada, obtenida contiene la misma microflora presente en el
granulo de kéfir. Esta lista para el consumo, y puede adicionarsele azlucar para
disminuir su sabor &cido. Los granulos de kéfir crecen en el proceso de
fermentacidon, se separan de la leche fermentada por filtracion y pueden
utilizarse para realizar una nueva fermentacion inoculandolos en una proporcion

del 2% al 10% p/v, en nueva leche pasteurizada.

En los casos en que los granulos produzcan una fermentacion poco acida y de
mal aspecto y olor, es muy aconsejable hervir la leche o cambiar los granulos
de kéfir (ya que estos podrian estar muriendo) y empezar de nuevo, otra

fermentacién para evitar posibles contaminaciones.

3.4.2. Método ruso o,

Permite la produccién de la leche fermentada con granulos de kéfir a mayor
escala utilizando dos fermentaciones en serie. El primer paso es preparar los
cultivos mediante la incubacion de la leche pasteurizada con granulos en una
proporcién del 2% al 3% p/v durante 24 horas entre una temperatura de 15 °C a
20 °C, después de 24 horas los granulos se separan por filtracion y el cultivo
madre resultante se afiade a nueva leche en una proporcién del 1% al 3% p/v,

que se fermenta durante 12 a 18 horas.

3.4.3. Método industrial

Este proceso se realiza mediante la inoculacion directa a cuba, empleando los

granulos de kéfir como cultivo iniciador. Los granulos se inoculan en leche
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descremada pasteurizada e incuban a 25 °C durante 1 a 2 dias. Luego se
separan de la leche fermentada y se utilizan para realizar nuevamente el cultivo
iniciador. La leche fermentada obtenida se inocula al 5% p/v en leche entera
pasteurizada durante un periodo de fermentacion de 12 horas a una
temperatura de 18 °C a 22 °C, después, esta leche se deja fermentando
durante 1 a 3 dias a una temperatura de 10 °C antes de ser comercializada s, ss.

3.5.Utensilios empleados en la elaboracion de leche fermentada con

granulos de Keéfir 7, sq

Para obtener la leche fermentada con granulos de kéfir, bajo un método

artesanal de elaboracion se utiliza los siguientes utensilios:

- Un recipiente higiénico, de plastico o preferentemente de vidrio, totalmente
transparente. Si el recipiente es de barro, debe estar libre de metales usados
para el esmaltado al horno. La capacidad ha de ser mayor que el volumen de
leche fermentada con granulos de kéfir que se prepare. Esto es importante
sobre todo si se hace la fermentacion con el recipiente cerrado a presion en
cuyo caso ha de quedar 1/3 de aire.

- Una tapa, que evite el contacto directo con el aire. Puede ser un pafio de tela
sostenido con un cordel o banda elastica para sujetarlo o una tapa que ajuste
bien de vidrio o0 madera.

- Un colador, para separar los granulos. Se recomienda que sean elaborados de
plastico blanco, junco o de bambu, etc.

- Un tenedor de madera o un cucharén para recoger los granulos.

Los utensilios empleados en el proceso de fermentacion de la leche no deben
de ser metalicos porque el pH acido que se obtiene al final de la fermentacion
puede reaccionar con sus componentes y formar compuestos nocivos para la

salud.
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3.6. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche fermentada con granulos de

kéfir (13, 32, 55, 57, 58)

La leche fermentada con granulos de kéfir es una bebida refrescante, presenta
burbujas debido al CO,, con sabor ligeramente acido o agrio, con un suave

aroma similar a la levadura fresca.

Contiene 0.03% a 1.8% de alcohol, ademas de compuestos aromaticos como el
acetaldehido y el diacetilo que contribuyen a su sabor Unico y aroma agradable,

especial de este tipo de leche fermentada.

Presenta una consistencia mas fluida que el yogurt. Esto quiere decir que la
cuajada que se forma cuando se fermenta la leche se fragmenta muy facilmente
en particulas muy pequefas, mientras que el cuajo del yogurt se mantiene
cohesionado, o se deshace en pedazos, facilitando su digestion, por presentar

una mayor superficie de contacto.

El polisacarido en donde se agrupan los microorganismos es un polimero
ramificado moderadamente regular, su unidad de repeticion consiste en tres
moléculas de glucosa y tres de galactosa, (ver Fig. N°2), es soluble en agua y

tiene textura viscosa.

La leche fermentada con granulos de kéfir contiene 0.2 a 0.7% del kefiran
producido por los granulos de kéfir, durante el proceso de fermentacion.
Cuando se ingiere la leche fermentada, al llegar a los intestinos, permite la

colonizacién de bacterias beneficiosas en la flora intestinal.
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Fig. N° 2. Estructura quimica de kefiran o,

Usando menos proporcion de leche durante la fermentacién, esta sustancia
puede estar mas concentrada en el producto final, este componente junto a las
levaduras contribuyen a la particular textura Unica, rica y cremosa de la leche

fermentada con granulos de kéfir.

En el intercambio entre la leche y los granulos de kéfir se produce una doble

fermentacién en la que se transforman los azlcares y proteinas de la leche en:

-CO; y Etanol, producido por el metabolismo de las levaduras y BAL
heterofermentativas.

- Acido acético; muchos Lactobacillus producen diacetilo.

- Acido lactico; producido por el metabolismo de las BAL, que reducen y
trasforman la lactosa (el azlcar de la leche), en acido lactico, responsable de
su acidez (pH de 4.2 a 4.6).

- Proteinas coaguladas. Transforma la caseina y la albumina.

3.7.Composicién de la leche fermentada con granulos de Keéfir 4

La composicion de la leche fermentada con granulos de kéfir depende en gran
medida del tipo de leche que se fermenta. Sin embargo, durante la

fermentacion, se ha demostrado que se producen cambios en la composicion
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de proteinas, vitaminas, carbohidratos, sales minerales y otros componentes. El
acido L (+) lactico es el &cido organico en mayor concentracion después de la
fermentacion y se deriva de aproximadamente el 25% de la lactosa original del
volumen inicial de leche. Los aminoéacidos valina, leucina, lisina y serina se
forman durante la fermentacién, mientras que las cantidades de alanina y acido
aspartico aumentan en comparacion con las que contiene la leche cruda.
También hay presencia de acido acético. Estudios muestran que cantidades
apreciables de piridoxina, vitamina Bj,, acido félico y biotina se sintetizaron en
la produccion de kéfir, dependiendo del pais de donde provengan los granulos
de kéfir utilizado, mientras que la tiamina y los niveles de riboflavina se

redujeron.

En el cuadro N° 3, se muestran otros componentes que posee la leche

fermentada con granulos de kéfir. (Ver anexo N° 1)

Tabla N° 2. Composicion nutricional de la leche entera fermentada con
granulos de kéfir por cada 100 g .

Componentes Cantidad Componentes Cantidad
Kcal. 61 Magnesio (mg) 12
Proteinas (g) 3.3 Hierro (mg) 0.1
Lipidos (g) 3.5 Vit. A (mg) 31
Glucidos () 4 Vit. E (mg) 0.2
Agua (9) 87.5 Vit. B1 (mg) 0.03
Colesterol (mg) 11 Vit. B2 (mg) 0.18
Sodio (mQ) 48 Vit. B3 (mg) 0.1
Potasio (mg) 157 Vit. B6 (mgQ) 31
Calcio (mg) 120 Vit. C (mg) 0.2
Fosforo (mg) 92 Potasio (mg) 157
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3.8.Propiedades de los metabolitos producidos durante la fermentacion y
de la leche fermentada con granulos de kéfir

Entre algunas de las propiedades que presentan los granulos de kéfir y la leche
fermentada con granulos de kéfir se encuentran: la actividad probiotica,
actividad antimicrobiana y cicatrizante de un medio de cultivo fermentado con
granulos de kéfir y del kefiran, actividad antimicrobiana del acido acético, efecto

de desintoxicacion o eliminacion de ocratoxina A en alimentos por BAL.

3.8.1. Actividad probidtica qs 14

Los probidticos afectan el ecosistema intestinal estimulando los mecanismos
inmunitarios de la mucosa y estimulando los mecanismos no inmunitarios a

través de un antagonismo/competencia con los patdégenos potenciales.

En un ensayo de alimentacién a largo plazo se estudio el perfil microbioldgico
de los ratones y se encontr6 que el recuento de BAL aumentd en el intestino
delgado y el intestino grueso, mientras que el conteo de enterobacterias y
clostridios disminuy6. En humanos se realizé el mismo ensayo y se comparo la
materia fecal de los sujetos que consumieron leche fermentada con granulos de
kéfir de tipo hungaro-ruso y una leche fermentada que se elabor6 afiadiendo
BAL a la leche fermentada con granulos de kéfir de origen ruso. Este estudio
mostré que el niumero total de bacterias en la materia fecal y el nimero de
ciertas bacterias probioticas especificas para ambos grupos aument6 después
de cuatro semanas de consumo (0,5 L/dia). Esto plantea la posibilidad de que el

kéfir o uno de sus componentes puede ser un prebibtico.

La cantidad de microorganismos presentes en la leche fermentada con granulos
de kéfir (mayor de 10° UFC/g) es suficiente para ser considerado un probiético.
Un estudio cientifico informo que varias cepas de Lactobacillus spp aislados

de la leche fermentada con granulos de kéfir de varios paises tienen una buena
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adhesion a células Caco-2, fueron resistentes a pH bajo y al &cido biliar,
también presentan actividad antimicrobiana frente a bacterias enteropatégenas

comunes, estos son criterios exigidos para ser consideras bacterias probioticas.

3.8.2. Actividad antimicrobiana y cicatrizante de un medio de cultivo

fermentado con granulos de kéfir y del kefiran g

Se afirma que la leche fermentada con granulos de kéfir actia en contra de los
patbgenos Salmonella, Helicobacter, Shigella, Staphylococcus, vy
Escherichia coli y que también posee actividad antiinflamatoria. Estas dos
propiedades pueden ser de utilidad como un tratamiento alternativo para
suministrarlo en hospitales a pacientes infectados con una sola o cepas multi-

resistentes en bacteremias nosocomiales.

Por lo tanto, se han evaluado la actividad cicatrizante de un gel elaborado con
70% de granulos de kéfir y la actividad antimicrobiana que posee un medio de
cultivo constituido por melazas, fermentado con granulos de kéfir y el
polisacarido soluble kefiran, contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
salivarius, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, E. coli y
Candida albicans todas cepas ATCC; utilizando un método de difusion en agar

y comparando su efectividad con antimicrobianos.

La actividad cicatrizante se evalud en ratas con lesiones de la piel inducida por
la inoculacién de Staphylococcus aureus, con una aplicacién topica de un gel
elaborado con un 70% de granulos de kéfir. Los experimentos cicatrizantes
tuvieron un efecto protector sobre el tejido conectivo y la piel durante 7 dias de
tratamiento, teniendo mayor curacion de la herida en comparacion con 5 mg/kg

de emulsién de neomicina-clostebol.
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Los antibioticos, el medio de cultivo fermentado con granulos de kéfir durante
24 horas y extractos purificados de kefirdn se pipetearon en discos de papel de
5 mm de diametro con diferentes concentraciones de ceftriaxona, ampicilina,
azitromicina, oxacilina y ketoconazol. Las placas inoculadas se incubaron a
35.5 °C durante 24 horas por triplicado, y las zonas de inhibicion se midieron
usando un pakimeter analitico. Tanto el medio de cultivo fermentado con
granulos de kéfir y el kefiran mostraron alguna actividad contra todos los
organismos en cuestion; la mayor actividad fue contra Streptococcus

pyogenes.

3.8.3. Actividad antimicrobiana del &cido acético producido durante la

fermentacién de la leche con granulos de kéfir

El acido acético y sus sales son ampliamente utilizados en los alimentos como
acidulantes y antimicrobianos. La actividad del &cido acético varia en funcion de
los productos alimenticios, el medio ambiente y el microorganismo. Esto es
debido a su solubilidad, sabor y baja toxicidad. Muchos factores influyen en la
eficacia de los acidos organicos como agentes antimicrobianos, incluyendo la
hidrofobicidad. Sin embargo, el uso de acidos organicos generalmente esta
limitado por los alimentos con pH menor de 5, ya que la mayoria tiene un pKa
en el rango de 3 a 5.

Los acidos organicos actuan a nivel de la membrana citoplasmatica de las
células. La forma no disociada del &cido organico la cual es permeable a la
membrana celular permite que se difunda al interior de la célula. Una vez dentro
de la célula la molécula de acido se disocia en un anion y un proton debido al
pH intracelular mas alcalino que alcanza valores de 7.4 a 7.6 a diferencia del pH
exterior que es acido, medio que propicia el crecimiento de algunas bacterias
patdgenas. Puesto que las bacterias deben ser capaces de mantener un pH

interno, cerca de la neutralidad, los protones generados de la disociacion del
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acido orgénico deben ser sacados al exterior de la célula, para ello la célula
necesita energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), habiendo un flujo

constante de protones con el tiempo se agotara la energia celular.

La funcién antimicrobiana del acido acético a pH 6, se observo en Bacillus,
Clostridium, y bacterias gram negativas ya que fueron inhibidos méas que las
bacterias acido lacticas, levaduras, mohos y otras bacterias gram positivas.

A pH 5, las bacterias gram positivas son mas inhibidas que las bacterias del
acido lactico, levaduras y mohos. A pH 4, la concentracién de acido acético

requerido para la inhibicién fue reducida considerablemente.

El acido acético y sus sales han mostrado resultados variables como agentes
antimicrobianos en aplicaciones alimentarias y por presentar efecto
antimicrobiano contribuye a la conservaciéon de la leche fermentada con

granulos de kéfir.

3.8.4. Efecto de desintoxicacion o eliminacion de Ocratoxina A (OTA) en

alimentos por BAL s

La OTA es una de las micotoxinas mas importantes ya que se ha demostrado
gue sus propiedades son téxicas, siendo principalmente conocida por su
nefrotoxicidad y carcinogenicidad en especies animales. La OTA es producida
por varias especies de Aspergillus y Penicillium que se pueden encontrar en
una amplia variedad de productos agricolas, o que hace que su presencia en

estos productos sea comun.

Se han investigado varios procesos de remediacion para eliminar, reducir o
evitar los efectos toxicos de OTA . Estas estrategias se pueden clasificar en
tres categorias principales: prevencion de la contaminacion de OTA, la
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descontaminacion o detoxificacion de alimentos contaminados con OTA (por
medio de métodos fisicos, fisicoquimicos, quimicos y microbiolégicos), y la
inhibicion de la absorcibn de OTA en el tracto gastrointestinal. Siendo las
medidas preventivas las mas importantes que deben adoptarse para el control y
para evitar la proliferacion de OTA. Los métodos microbiolégicos se han
considerado cada vez mas como una alternativa a los tratamientos fisicos y
quimicos; y utilizan microorganismos, que pueden descomponer, transformar o
absorber OTA para desintoxicar los productos contaminados o para evitar los
efectos toxicos de las micotoxinas. Las bacterias Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vy
Bifidobacterium bifidum pueden eliminar OTA presente en muestras de leche
con 0.05y 0.1 mg de OTAIL.

En la actualidad se acepta generalmente que la adsorcion de la OTA a las
paredes de las células es el mecanismo de desintoxicacion, fenémeno
predominante en las que participan las BAL . Por ello podria utilizarse a futuro
la leche fermentada con granulos de kéfir como un tratamiento para eliminar

OTA en el tracto gastrointestinal, ya que contiene BAL.

3.9.Conservacion de los granulos de kéfir

Los granulos de kéfir se pueden conservar congelados, secos o0 hUmedos (.

Los diferentes procedimientos se describen a continuacion:

- Conservacion de los granulos de kéfir himedos: se sumergen en leche y se
almacenan en refrigeracion a 4 °C, de esta manera mantienen su actividad de
8 a 10 dias y.

- Conservacion de los granulos de kéfir secos: pueden utilizarse los métodos de
secado térmico al vacio, convencional o convectivo, siendo el método

convectivo el mas recomendable, ya que al realizar fermentaciones en suero
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de leche a partir de granulos de kéfir secados por éste método dan como
resultado mayor concentracion de acido lactico y etanol ..
También pueden secarse los granulos, a temperatura ambiente, durante 36 a
48 horas, de esta manera, mantienen su actividad por 12 a 18 meses ).

- Conservacion de los granulos de kéfir congelados: se conservan a - 20 °C o
- 80 °C, esta forma de conservacion es mejor respecto a la conservaciéon
hameda, ya que se ha demostrado un mayor aumento en el peso del granulo

después de sucesivas fermentaciones ).

3.10.Conservacion de la leche fermentada con granulos de Keéfir (3 s

Las leches fermentadas deberan ser envasadas en materiales adecuados como
botellas de vidrio con tapén plastico o envases de polietileno de alta densidad
con tapas de aluminio recubiertas de plastico, para las condiciones de
almacenamiento previstas (refrigeracion) y que confieran al producto una
proteccion adecuada y deberdn conservarse y comercializarse a una

temperatura no superior a 10 °C.

3.11.Control de calidad de las leches fermentadas

Las entidades reguladoras en cada pais estan encargadas de proteger la salud
de los consumidores y establecer normas que rigen a los comerciantes y
empresas productores de alimentos que garanticen la inocuidad de los
productos de consumo humano, con lo que respecta al analisis microbioldgico e

higiene.

En El Salvador no hay una norma especifica para leches fermentadas, pero la
Norma del CODEX para Leches Fermentadas CODEX STAN 243-2003, el
Reglamento técnico MERCOSUR de identidad y calidad de leches fermentadas
y la Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-
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especificaciones, todas para leches fermentadas, establecen parametros que se

toman de referencia para investigaciones cientificas.

3.11.1. Control sanitario

Hay que tener en cuenta las posibles fuentes de contaminacion del medio
ambiente. En particular, la produccion primaria de alimentos no debera llevarse
a cabo en zonas donde la presencia de sustancias posiblemente peligrosas
conduzca a un nivel inaceptable de tales sustancias en los productos
alimenticios. Para la produccién de la leche fermentada con granulos de kéfir,

debera utilizarse utensilios limpios; en nuestro trabajo se hizo uso de estériles.

3.11.2. Requisitos de calidad de leches fermentadas

Aplica a las leches fermentadas, incluyendo las leches fermentadas tratadas
térmicamente, las leches fermentadas concentradas y los productos lacteos
compuestos basados en estos productos, para consumo directo o0

procesamiento ulterior.

3.11.2.1. Requisitos generales de leches fermentadas @

Materias primas:
- Leche y/o productos obtenidos a partir de la leche.

- Agua potable para usar en la reconstitucion o recombinacion.

Ingredientes permitidos:

- Cultivos de microorganismos indcuos.

- Otros microorganismos aptos e indcuos (bebidas a base de leche fermentada).
- Cloruro de Sodio.

- Ingredientes no lacteos (leches fermentadas aromatizadas).

- Agua potable (bebidas a base de leche fermentada).
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- Leche y productos lacteos (bebidas a base de leche fermentada).

- Gelatina y almidén en leches fermentadas tratadas térmicamente luego de la
fermentacion, leche fermentada aromatizada, bebidas a base de leche
fermentada y leches fermentadas simples; siempre y cuando se agreguen
solamente en cantidades funcionalmente necesarias de acuerdo con las
Buenas Practicas de Fabricaciébn, y tomando en cuenta todo uso de
estabilizantes/espesantes. Estas substancias podran afadirse antes o

después del agregado de los ingredientes no lacteos.

3.11.2.2. Caracteristicas sensoriales ¢

Aspecto: color uniforme. Blanco si es natural. En la leche aromatizada el color

sera tipico al sabor que representa. Homogéneo.

Olor: tipico a producto lacteo fermentado. En la leche fermentada aromatizada,

tipico al aromatizante natural o artificial y a producto lacteo fermentado.

Sabor: tipico a producto lacteo fermentado. En la leche fermentada
aromatizada, tipico al aromatizante natural o artificial y a producto lacteo
fermentado. Acidez de muy ligera a moderada en dependencia del tipo de leche
fermentada. Dulzor de muy ligero a moderado en dependencia del tipo de leche

fermentada.

Textura: consistencia viscosa. Cremosa. La leche fermentada coagulada en el
envase presentara coagulo firme. Grumosidad de ligera a moderada en

dependencia del tipo de leche fermentada.
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3.11.2.3. Requisitos quimicos de acuerdo a la Norma del CODEX para
Leches Fermentadas CODEX STAN 243-2003

Tabla N° 3. Requisitos quimicos de las leches fermentadas ).

Requisito quimico

Leche fermentada con

granulos de Kéfir

Proteina lactea™ Min. 2.7%
Grasa (%p/p). En leche entera <10%
Acidez valorable expresada como % de acido lactico (%p/p) Min. 0.60%
Suma de microorganismos® (UFC/g, en total) Min. 10’
Levaduras (UFC/g) Min. 10*

a) El contenido en proteina es 6.38 multiplicado por el nitrégeno Kjeldahl total

determinado.

b) La determinacion de proteina se verificard en el producto terminado

periddicamente.

c) Cultivo preparado a partir de granulos de kefir, Lactobacillus kefiri,

especies del género Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter que crecen

en una estrecha relacion especifica.

Los granulos de kéfir constituyen tanto levaduras fermentadoras de lactosa

(Kluyveromyces marxianus) como levaduras fermentadoras sin lactosa

(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisae

Saccharomyces exiguus).

y
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3.11.2.4. Requisitos microbiol6égicos de acuerdo con la Especificacion
Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-

especificaciones

Tabla N° 4. Requisitos Microbiologicos de las Leches Fermentadas (.

Requisitos microbioldgicos Leche fermentada con granulos de Kéfir
Recuento de hongos Max. < 100 UFC/g
Recuento de levaduras Min. 10* UFC/g
Recuento de coliformes totales Max. < 100 UFC/g

3.11.3. Caracteristicas esenciales de elaboracion s

No esta permitido retirar el suero luego de la fermentacion en la elaboracion de

leches fermentadas, salvo para la Leche Fermentada Concentrada.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0.DISENO METODOLOGICO
4.1.Tipo de estudio

4.1.1. Prospectivo: debido a que los datos obtenidos de la investigacion
podran tomarse como una referencia para otros trabajos de graduacioén sobre
las propiedades probiéticas de la leche fermentada con granulos de kéfir, asi en
un futuro, cuando se hayan demostrado estas propiedades, pueda incluirse el
consumo de este alimento, elaborado artesanalmente, a nivel nacional en
escuelas y comunidades de mas bajos recursos con ayuda financiera de
ONG’s.

4.1.2. Experimental: para estandarizar el proceso de fermentacion se
realizaron a tres temperaturas diferentes diez fermentaciones consecutivas,
determinacidon de las caracteristicas sensoriales, medicion de pH vy
determinacion de acidez titulable a cada leche fermentada; se efectud el
andlisis fisicoquimico y microbiol6gico a las leches fermentadas obtenidas bajo
las condiciones 6ptimas de fermentacion, en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos y en el Laboratorio Fisicoquimico, ambos del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador y en la
Fundacion Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE).

4.2.Investigacién bibliografica

Se investigo en las siguientes bibliotecas:

- “Dr. Benjamin Orozco” Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de
El Salvador.

- Ingenierias de la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca virtual de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).

- Internet.
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4.3. Investigacion de campo

Se estandariz6 el proceso de fermentacion preparando 30 leches fermentadas,
las cuales fueron obtenidas durante diez fermentaciones consecutivas, diez
leches fermentadas obtenidas a 25+ 1 °C,dieza 30+ 1°Cydieza35+1°C
(Ver anexo N° 2), se establecié para cada temperatura el tiempo en horas en
que se logra la fermentacion de la leche entera UHT, que se evidencio por
presentar un pH entre 4.2 a 4.6 y una acidez titulable de 0.6 % a 1 % expresada
en términos de acido lactico. La medicion del pH se realiz6 cada dos horas, se
tituld la leche fermentada obtenida al final de la fermentacion y se determind sus

caracteristicas sensoriales.

Se realiz6 un muestreo dirigido puntual, al producto idoneo que se elabord por
triplicado, éste se hizo en las condiciones 6ptimas de fermentacién (que se
establecieron con los resultados obtenidos), que son pH de 4.2 a 4.6 y acidez

titulable de 0.6 % a 1 % expresada en términos de &cido lactico.

4.4. Parte Experimental

4.4.1. Activacion y produccién de los granulos de kéfir a nivel de

laboratorio g, 2y

Los granulos de kéfir identificados como KVG-ES10 originarios de Marruecos’
se descongelaron a temperatura ambiente, y posteriormente se realizé el

siguiente procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 3):

- Se colocaron los granulos de kéfir en un tamiz plastico, se lavaron con 25 mL
de agua desmineralizada estéril, se escurrieron y se les determiné la biomasa

inicial.

* MSc. Verdnica Carmelina Diaz Avilés, Docente Directora de Trabajo de Graduacion,
proporciono los granulos de kéfir
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- Se inocularon los granulos de kéfir en leche entera UHT en una relacion 1:10
en un vaso de precipitado de capacidad adecuada.

- Se midio el pH a la preparacion, se tapo el vaso de precipitado con papel
parafilm e incub6 a 25 + 1 °C durante 8 horas.

- Posteriormente se separaron los granulos de kéfir de la leche fermentada con
ayuda de un tamiz plastico, se lavaron con 25 mL de agua desmineralizada
estéril, se escurrieron y se les determiné la biomasa final.

- Se midio el pH y se determind la acidez titulable a la leche fermentada.

- Los granulos obtenidos se inocularon en un nuevo volumen de leche y se
midio el pH e incubo la preparacion a 25 = 1 °C, durante 14 horas.

- El procedimiento descrito anteriormente se realizo las veces necesarias hasta
obtener una cantidad suficiente de granulos de kéfir para realizar los procesos

descritos a partir del numeral 4.4.2.

En la tabla N° 24 se especifica el control en proceso que se llevé durante la
activacion y produccién de granulos de kéfir a nivel de laboratorio (Ver anexo N°
7).

4.4.2. Acondicionamiento de los granulos de kéfir a 25°C, 30 °Cy 35 °C

La biomasa de los granulos de kéfir obtenidos en el numeral 4.4.1. se dividio en
tres porciones de igual peso y se realizé el siguiente procedimiento para cada

porcion de granulos (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 3):

- Se colocaron los granulos de kéfir en un tamiz plastico, se lavaron con 25 mL
de agua desmineralizada estéril, se escurrieron y se les determiné la biomasa
inicial.

- Se inocularon los granulos de kéfir por separado en leche entera UHT, en una

relacion 1:10, en vasos de precipitado de capacidad adecuada.
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- Se midi6 el pH a cada preparacion, se taparon los vasos de precipitado con
papel parafilm e incubaron (una preparacion a 25+ 1 °C,otraa 30+ 1 °Cy
otraa 35 %1 °C), durante 8 horas.

- Posteriormente se separaron los granulos de kéfir de la leche fermentada de
cada preparacion con ayuda de un tamiz plastico, se lavaron con 25 mL de
agua desmineralizada estéril, se escurrieron y se les determind la biomasa
final.

-Se midi6 el pH y se determiné la acidez titulable a la leche fermentada
obtenida de cada preparacion.

- Los granulos obtenidos en cada temperatura de ensayo se inocularon en un
nuevo volumen de leche y se midi6 el pH e incubaron a la temperatura
correspondiente durante 14 horas.

- Se realiz6 el procedimiento descrito anteriormente dos veces consecutivas.

- En la tabla N° 24 se especifica el control en proceso que se llevo durante el
acondicionamiento de los granulos de kéfir a las diferentes temperaturas (Ver

anexo N° 7).

Nota: en los casos que sea necesario interrumpir las fermentaciones
consecutivas, los granulos de kéfir seran almacenados en un vaso de
precipitado de capacidad adecuada, sumergidos en un nuevo volumen (el
necesario para cubrir los granulos) de leche entera UHT, debidamente rotulados

a la temperatura de fermentacion que corresponda, y se refrigeran a 4 °C.

4.4.3. Fermentacion de la leche entera ultrapasteurizada con los granulos
de kéfira25°C,30°Cy 35°C

Se pesaron 10.0 g de granulos de kéfir obtenidos a cada temperatura de
ensayo del numeral 4.4.2. y se realizaron diez fermentaciones consecutivas.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 3):
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- Se inocularon 10.0 g de granulos de kéfir en 100 mL de leche entera UHT,
(relacion 1:10), en vasos de precipitado de capacidad adecuada.

- Se midio el pH inicial, se taparon los vasos de precipitado con papel parafilm e
incubaron cada preparacion a las temperaturas de ensayo.

- Luego se midi6 el pH de cada preparacion cada 2 horas y se detuvo el
proceso de fermentacion hasta obtener un pH de 4.2 a 4.6, este periodo duro
6 horas a 25 °C, 4 horas a 30 °C y 3 horas a 35 °C.

- Posteriormente se separaron los granulos de kéfir de la leche fermentada con
ayuda de un tamiz plastico, se lavaron con 25 mL de agua desmineralizada
estéril, se escurrieron y se les determiné la biomasa final.

- Se determinaron las caracteristicas sensoriales, pH y acidez titulable a la
leche fermentada obtenida de cada preparacion.

- Luego se almacenaron los granulos de kéfir en un vaso de precipitado de
capacidad adecuada, sumergidos en un nuevo volumen de leche entera UHT
debidamente rotulados a la temperatura de fermentacion que corresponda y
se refrigeraron a 4 °C hasta el dia siguiente que iniciaba una nueva

fermentacion.

En la tabla N° 25 se especifica el control en proceso que se llevo durante las
fermentaciones de leche entera UHT con granulos de kéfir a las diferentes

temperaturas (Ver anexo N° 7).

4.4.4. Seleccién de las condiciones 6ptimas de fermentacion

Con los resultados obtenidos en el numeral 4.4.3., se determiné la temperatura
de incubacion que produjo el mayor aumento de biomasa de los granulos de
kéfir durante la fermentacion de la leche entera UHT, con un pH entre 4.2 a 4.6,
acidez titulable y caracteristicas sensoriales, propios de las leches fermentadas
con granulos de kéfir. Después de establecer las condiciones éptimas de

fermentacién, se elabor6 un producto idéneo por triplicado, bajo estas
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condiciones, y se le realiz6 un analisis fisicoquimico y microbioldgico. En la
tabla N° 26 se especifica el control en proceso que se llevd durante la

fermentacion del producto idoneo (Ver anexo N° 7).

4.4.5. Determinaciones fisicoquimicas realizadas durante el proceso de

fermentacién y analisis del producto idéneo

- Determinacién de biomasa

Se determind la biomasa de los granulos de kéfir al inicio y al final de cada
proceso de fermentacion, por el método gravimétrico propuesto por Gorsek A.y
TramsSek M.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se lavaron los granulos de kéfir con agua desmineralizada esteéril.

- Se escurrieron en un tamiz plastico y se pesaron en una balanza analitica.

- Medicién de pH

Se midi6 el pH al inicio, cada 2 horas y al final de cada proceso de
fermentacion, se detuvo la fermentacion hasta alcanzar un pH de 4.2 a 4.6. Este
periodo duro 6 horas a 25 °C, 4 horas a 30 °C y 3 horas a 35 °C, durante diez
fermentaciones consecutivas y en la preparacién del producto idéneo utilizando
un pH-metro.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

-Se calibr6 el pH-metro (con compensacion automatica de temperatura
utilizando una sonda CAT) con buffer pH 4 y buffer pH 7.
- Se midio el pH sumergiendo el electrodo directamente en cada preparacion.
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Nota: previo a cada medicibn debe agitarse la preparacion y la leche
fermentada utilizando un agitador de vidrio estéril para lograr una medicion mas

estable y homogénea.

- Acidez titulable ¢

Se determiné el porcentaje de acidez, a la leche fermentada obtenida en cada
proceso de fermentacién y al producto idoneo obtenido en las condiciones
Optimas de fermentacioén, por el Método titrimétrico de la AOAC Official Method
947.05 modificado.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se pesaron 10.0 g de muestra (leche fermentada) en un erlenmeyer de 50 mL
y se diluy6 al doble del volumen usando agua desmineralizada libre de CO..

- Se afladieron 3 gotas de fenolftaleina, se agité y se valoré con solucién de
NaOH 0.1 N hasta que el primer color rosa fuera persistente.

- Las valoraciones se realizaron por duplicado y se reportdé la acidez como

porcentaje de acido lactico por peso utilizando la siguiente ecuacion:

mL NaOH x N x0.09 y

g de muestra 100

% Acidez total =

Dénde:
N = Normalidad del hidréxido de sodio.

0.09 = Miliequivalentes del acido lactico.

- Caracteristicas sensoriales

Se le determinaron las caracteristicas sensoriales de aspecto, olor, sabor, y
textura, que establece la Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007
Leches fermentadas-especificaciones, a las leches fermentadas obtenidas a las

tres temperaturas de ensayo durante diez fermentaciones consecutivas y al
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producto idéneo obtenido en las condiciones Optimas de fermentacién. En el
cuadro N° 5, se especifica el control en proceso que se llevé durante esta

determinacioén. (Ver anexo N° 7).

4.4.6. Determinaciones fisicoquimicas

Al producto idoneo que se elabord por triplicado, se le determind las

caracteristicas sensoriales y las siguientes determinaciones fisicoquimicas:

- Humedad

Se determind el porcentaje de humedad por el método gravimétrico de la AOAC
7.003 y 930.15 modificado.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se calento la estufa a 135 + 2 °C y se colocaron dos contenedores destapados
y sus tapas a esa temperatura durante 1 hora.

- Se trasladaron los contenedores destapados y sus tapas al desecador
empleando pinzas, se dejaron enfriar durante 30 minutos y se pesaron con sus
tapas en una balanza analitica.

- Se pesoO aproximadamente 2.0 g de muestra por duplicado en su respectivo
recipiente en balanza analitica, se colocaron las muestras en la estufa lo mas
rapidamente posible, los contenedores destapados y sus tapas, a 135 + 2 °C
durante 2 horas.

- Empleando pinzas, se trasladaron los contenedores destapados al desecador,
se dejaron enfriar y luego se pesaron.

- Se calculd la pérdida de peso como humedad utilizando la siguiente formula:

my - M3

% Humedad = x 100

My — My
Dénde:

m, = Peso del contenedor vacio y de su tapa, en gramos.
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m, = Peso del contenedor tapado con la muestra antes del secado, en gramos.

m3 = Peso del contenedor con la tapa mas la muestra desecada, en gramos.

- Solidos totales
Se determind el porcentaje de solidos totales a partir de la siguiente ecuacion:

% Solidos totales =100 - % Humedad

- Cenizas gz )

Se determind el porcentaje de cenizas por el Método gravimétrico de la AOAC
Official Method 945.46 modificado, preparando la muestra de la leche
fermentada segun el procedimiento de la AOAC Official Method 925.21.
Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se calent6 la mufla a una temperatura de 525 °C y se colocaron los crisoles a
esa temperatura durante 1 hora en el horno.

- Empleando pinzas, se trasladaron los crisoles al desecador y se dejaron
enfriar durante 45 minutos. Luego se pesaron en una balanza analitica.

-Las muestras se llevaron por duplicado a una temperatura de
aproximadamente 20 °C y se homogenizaron con agitacion vigorosa.

- Rapidamente se pesaron aproximadamente 5.0 g de muestra en su respectivo
crisol en balanza analitica y luego se evaporaron hasta sequedad en bafio de
vapor.

- Posteriormente se calentaron las muestras en el horno a 525 °C hasta que la
ceniza estuvo libre de carbono (particulas negras sin incinerar, se eliminaron,
humedeciendo las cenizas con agua destilada, evaporando el agua sobre el
bafo maria hirviente y volviendo a calcinar).

- Empleando pinzas, se trasladaron los crisoles al desecador, se dejaron enfriar

45 minutos y se pesaron.
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- Posteriormente se determiné el porcentaje de cenizas con la siguiente

ecuacion:

) m
% Cenizas = x 100

Donde:

M = Peso del crisol y de las cenizas después de la incineracion y enfriamiento
posterior en gramos.

m = Peso del crisol vacio en gramos.

P = Peso en gramos de la muestra empleada en la determinacion de las

cenizas.

- Grasa (s

Se determiné el porcentaje de grasa por el Método Roese-Gottlieb de la AOAC
Official Method 905.02 modificado en la Fundacion Salvadorefia para
Investigaciones del Café (PROCAFE), preparando la muestra de la leche
fermentada segun el procedimiento de la AOAC Official Method 925.21.

Las muestras se llevaron por duplicado y a cada una se le realizé el siguiente
procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

-La muestra se llevd a una temperatura de aproximadamente 20 °C y se
homogenizo con agitacion vigorosa.

- Luego se pesé aproximadamente 10.0 g y se transfirio a un tubo de ensayo
con capacidad de 100 mL.

- Se afiadieron 2 mL de NH4OH y 10 mL de alcohol mezclando bien después de
cada adicion.

- Se afiadieron 25 mL de éter dietilico libre de perdxidos, se tapo el tubo con un
tapdn de caucho sintético (que no es afectado por grasa ni por solventes), y se

agité vigorosamente durante 1 minuto. Se dejo enfriar durante 15 minutos.
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- Luego se anadieron 25 mL de éter de petréleo ligero (p.e. 40-60 °C) y se agito
vigorosamente durante 30 segundos.

- Se centrifugd el tubo aproximadamente a 600 rpm durante 5 minutos.

- Se decant6 la solucion etérea en una capsula de metal.

- Se lavaron las paredes del tubo de extraccion, con una mezcla de partes
iguales de los dos éteres usados anteriormente y se agregaron los lavados a
la capsula de metal.

- Se repitid dos veces la extraccion al liquido remanente que estaba en el tubo,
usando 15 mL de cada solvente.

- Se evaporaron los disolventes por completo en bafio de vapor a una
temperatura que no producia salpicaduras (se afiadieron perlas de ebullicion).
- Se colocé en la estufa la capsula de metal a 102 + 2 °C para secar la grasa
hasta peso constante, se dejo enfriar en desecador 5 minutos

aproximadamente y peso en balanza analitica.

- Se removio la grasa completamente de la capsula con 15 a 25 mL de éter de
petréleo caliente, se volvio a secar y a pesar.

- La pérdida de peso equivale al peso de la grasa de la muestra.

- Se determind el porcentaje de grasa con la siguiente ecuacion:

M-m

% Grasa = x 100

Donde:

M = Peso en gramos de la capsula de metal conteniendo la grasa desecada
después de la extraccion.

m = Peso en gramos de la capsula de metal vacia.

P = Peso en gramos de la muestra.
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- Proteina total (25, 28)

Se determinoé el porcentaje de proteina total por el método Kjeldhal de la AOAC
Official Method 991.20 en la Fundacion Salvadorefia para Investigaciones del
Café (PROCAFE).

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

a) Preparacién de la muestra

- Se colocaron 15 g de K;SO4, 1 mL de una solucion de CuS0O,4.5H,0 (0.05
g/mL) y entre 8 a 10 perlas de ebullicibn en un balon Kjeldhal.

- Se llevo la muestra a 38 £ 1 °C en bafio Maria, se homogenizo vigorosamente
con un agitador de vidrio, se dej6 enfriar y se peso 5.0 g e inmediatamente se
colocé en el balon Kjeldhal.

- Se agregaron 25 mL de H,SO, concentrado, por las paredes del balon
Kjeldhal.

b) Ajuste del calentador del digestor

- Se precalent6 el digestor durante30 minutos.

- Se afadieron al balon Kjeldhal que contenia la muestra y el H;SO,4
concentrado, 250 mL de agua desmineralizada a 25 °C y entre 3 a 4 perlas de
ebullicion y se colocé el balén en el digestor precalentado.

- La temperatura maxima del digestor se logré6 en aproximadamente 5 a 6

minutos.

c) Digestion

- Se calento6 la muestra durante 1.5 horas a la temperatura maxima del digestor
hasta que presentara una coloracién clara, luego se enfrio a temperatura
ambiente.

- Se afiadieron 300 mL de agua destilada al balon, se agitdé y se dejo enfriar la

mezcla a temperatura ambiente antes de la destilacion.
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d) Destilacion:

- Se encendio el condensador.

- Se afadieron 50 mL de solucion al 4 % de acido bdrico y 1-2 gotas de
indicador rojo de metilo-verde de bromocresol a un erlenmeyer de 500 mL y se
colocé en el condensador con el extremo de este sumergido en el acido
bérico.

- Se afadieron con cuidado 75 mL de solucién de NaOH al 50 % por la pared
del balon Kjeldahl sin agitarlo.

- Inmediatamente se conectd el bulbo del balon de destilacion en el
condensador.

- Se agitdé el balén vigorosamente para mezclar el contenido del fondo y se
calentd hasta que todo el NH; se habia destilado. (2150 mL de destilado de
volumen total).

- Se recibio el destilado en el erlenmeyer y se dejo drenar el liquido del extremo
del condensador, él cual se lavo con agua destilada (aprox. 10 mL).

- Se apago el calentador de destilacion.

- Luego se retir6 el destilado.

e) Titulacion:

- Se tituld el destilado directamente con solucion de é&cido clorhidrico 0.1 N,
hasta el punto final (color rosado).

- Se realiz6 la determinacién por duplicado y se llevé un blanco de reactivos.

- Posteriormente se calcul6 el % de nitrégeno con la siguiente ecuacion:

0.014007 x (Vg -Vp) XN

5 100

% de Nitrogeno =

Donde:
Vs yV, = mL de solucion de HCIl 0.1 N usado para valorar la muestra y el
blanco respectivamente

N = Normalidad de la solucién de HCI



63

P = Peso de la porcion de muestra en g.
0.014007 = Miliequivalentes de nitrogeno

Multiplicando el porcentaje de nitrégeno por el factor 6.38 se obtuvo el

porcentaje de proteinas presentes en la muestra g.

Los resultados de grasa, acidez titulable y proteina total se compararon con los
pardmetros establecidos por la Norma del CODEX para Leches Fermentadas
CODEX STAN 243-2003.

4.4.7. Analisis microbioldgico

Al producto idoneo obtenido por triplicado en las condiciones Optimas de
fermentacién a los cuales se les determiné las caracteristicas sensoriales,
acidez titulable y las determinaciones fisicoquimicas del numeral 4.4.6. se les
realiz6 recuento de hongos y levaduras y recuento de coliformes totales.

Los resultados de estas determinaciones se compararon con los parametros
establecidos por la Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches

fermentadas-especificaciones.

- Preparacion de la muestra g,

Se prepard cada una de las tres muestras segun el método propuesto por el
Manual de Andlisis Bacterioldgico en linea (BAM).
Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se prepard la dilucién 10™, pesando 10 g de muestra de una forma aséptica
en un frasco que contenia 90 mL de solucion de buffer fosfato pH 7.2.
- Se transfirio el contenido del frasco a una bolsa de plastico estéril y se coloco

en el Stomacher, agitandose por 30 segundos a 200 rpm.
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- Luego se transfirié el contenido de la bolsa al frasco que contenia los 90 mL
de solucién de buffer fosfato pH 7.2. y se rotulé como dilucién 107™.

- Se procedi6 a preparar la dilucién 102, agitando el frasco que contenia la
dilucién 10 y de la cual se tomé 10 mL con una pipeta estéril. Estos 10 mL se
adicionaron a un segundo frasco de dilucion que contenia 90 mL de solucion
de buffer fosfato pH 7.2.

- Se agitdé la dilucién para homogenizarla y a continuacion se procedié a
preparar la dilucién 103, tomando 10 mL de la dilucién 10, con una pipeta
estéril. Estos 10 mL se adicionaron a un tercer frasco de dilucion que contenia
90 mL de solucién de buffer fosfato pH 7.2. Se agit6 la dilucion para lograr

homogenizarla.

- Recuento de hongos y levaduras s

El recuento de hongos y levaduras se hizo segun el método de recuento en
placa vertida propuesto por el BAM.
Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se pipete6 1 mL de la dilucién 10, 10?y 1073, por duplicado y se colocaron en
placas de petri estériles debidamente rotuladas.

- Se adicionaron a cada una de las placas 20 mL de agar papa dextrosa
acidificado con acido tartarico (pH 3.5), llevado a una temperatura de 45°C, se
mezclaron, se dejo solidificar el agar y luego se sellaron con tirro.

- Se invirtieron las placas e incubaron a temperatura ambiente durante 5 a 7
dias. Se llevo un control del medio.

- Se observo el crecimiento de levaduras, estas se contaron con la ayuda de un

cuenta colonias.
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- Recuento de coliformes totales s

El recuento de coliformes totales se hizo por el método de recuento en placa
vertida propuesto por el BAM.

Procedimiento (Ver esquema del procedimiento en anexo N° 4):

- Se pipete6 1 mL de la dilucién 10, 102y 1073, por duplicado y se colocaron en
placas de petri estériles debidamente rotuladas.

- Se vertieron 20 mL de agar VRBA (agar bilis y rojo violeta) llevado a una
temperatura de 45 °C, se mezclaron y se dejaron solidificar.

- Para prevenir el crecimiento en la superficie y la difusiébn de las colonias, se
recubrieron las placas con 5 mL mas de agar VRBA, y se dejaron solidificar.

- Se invirtieron las placas e incubaron a 32 °C durante 18 a 24 horas.

Si hubieran crecido colonias, se hubiera realizado el siguiente procedimiento

para confirmar las coliformes totales:

- Contar las colonias rojo-purpura, que son de 0.5 mm o méas de diametro y
rodeado de zona de precipitacion de los &cidos biliares con ayuda de un
cuenta colonias.

- Para confirmar que las colonias son coliformes, recoger por lo menos 10
colonias y trasladar cada una a un tubo de caldo BGLB (Lactosa Verde
Brillante Bilis 2 %). Incubar los tubos a 35 °C. Examinar a las 24 y las 48 horas
para la produccién de gas.

- Determinar el nimero de coliformes por gramo multiplicando el nimero de

colonias sospechosas por ciento confirmado en BGLB por el factor de dilucion.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
- Activacion, produccién y acondicionamiento de los granulos de kéfir

Antes de efectuar la estandarizacion del proceso de fermentacion y los analisis
fisicoquimicos y microbiolégicos, se activaron los granulos de kéfir y se
incrementd su biomasa a 25 °C, segun la metodologia descrita en el numeral
4.4.1., como se muestra en la figura, durante dos meses, iniciando con 5.4449 g
hasta obtener 49.9596 g.

T
T

A

Fig. N° 3. Activacién y produccion de granulos de kéfir a nivel del laboratorio.

En la figura se observa el procedimiento para activar, aumentar la biomasa de
los granulos de kéfir y obtener la leche fermentada, esto se realiz6 antes del

acondicionamiento de los granulos de kéfir a 25 °C, 30 °C y 35 °C.
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i = S

Fig. N° 4. Acondicionamiento de los granulos de kéfir a 25 °C, 30 °C y 35 °C.

El acondicionamiento de los granulos de kéfir se realiz6 a las temperaturas de
ensayo dos veces consecutivas, durante el tiempo de fermentacion especificado
en la metodologia descrita en el numeral 4.4.2, como se observa en la figura;
para asegurar el mantenimiento de la temperatura, se colocaron termémetros
en cada incubadora y se graduaron con un termometro calibrado. Terminado

este periodo se realizaron diez fermentaciones consecutivas.

La estandarizacion del proceso de fermentacion de la leche entera UHT con
granulos de kéfir, la seleccién de las condiciones Optimas de fermentacion, el
andlisis fisicoquimico y el andlisis microbiolégico que se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y en el Laboratorio Fisicoquimico,
ambos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de El Salvador y en la Fundacién Salvadorefia para Investigaciones
del Café (PROCAFE), dieron como resultado los datos que a continuaciéon se

presentan.
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Tabla N°5. Porcentajes del aumento de biomasa de los granulos de kéfir por

temperatura.

Aumento de biomasa a
25°C en 6 horas de

fermentacion (%)

Aumento de biomasa a
30 °C en 4 horas de

fermentacion (%)

Aumento de biomasa a
35°C en 3 horas de
fermentacién (%)

14.98 8.96 8.22
12.60 8.64 11.60
13.95 19.96 11.57
17.01 9.12 5.66
12.78 10.04 511
9.41 13.64 20.90
10.16 13.70 10.79
11.44 5.68 7.79
11.79 5.85 8.87
11.35 9.51 6.60

Los mayores porcentajes de aumento biomasa de los granulos de kéfir

obtenidos a cada temperatura de ensayo son los que estdn sombreados en la

tabla, se observa que estan fuera de tendencia. Para determinar si se

rechazarian o se tomarian en cuenta en el ANOVA de biomasa de los granulos

de kéfir se utilizo el método de rango ., que establece la prueba Q, el primer

paso para utilizar ésta prueba es ordenar los resultados de menor a mayor

como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla N° 6. Porcentajes del aumento de biomasa de los granulos de kéfir

ordenados de forma ascendente.

Aumento de biomasa a
25°C en 6 horas de

fermentacion (%)

Aumento de biomasa a
30 °C en 4 horas de

fermentacion (%)

Aumento de biomasa a
35°C en 3 horas de

fermentacion (%)

9.41

5.68

511
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Tabla N° 6. Continuacion.

Aumento de biomasa a Aumento de biomasa a Aumento de biomasa a
25°C en 6 horas de 30 °C en 4 horas de 35°C en 3 horas de
fermentacion (%) fermentacion (%) fermentacion (%)
10.16 5.85 5.66
11.35 8.64 6.60
11.44 8.96 7.79
11.71 9.12 8.22
12.70 9.55 8.87
12.78 10.04 10.79
13.95 13.64 11.57
14.98 13.7 11.60
17.01 19.96 20.90

A continuacion se presenta un ejemplo para calcular el valor Q para la

temperatura de 25 °C:

Ambito =Valor - Valor

superior inferior

Ambito = 17.01% - 9.41% = 7.6%

Valor - Valor =17.01% - 14.98% = 2.03%

superior anterior

Valor, . -Valor, 2.03
Q e — Sup(’%I'IOI' . anterior — = 0.26
calculado Amb|t0 76

Luego se eligié el valor Q de tabla para diez datos (Ver anexo N° 7) y se

compararon ambos valores:

Q, = 0.41

0.26<0.41

Como el valor Q calculado es menor que el de tabla, se acepta el valor de
17.01%. El procedimiento descrito anteriormente se realizé para calcular el

valor Q de los datos que estan sombreados, obtenidos a 30 °C y 35 °C, ambos
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se eliminaron, porque el valor Q calculado fue mayor que el de tabla. Por lo
tanto en el ANOVA que se detalla mas adelante, se utilizaron 28 datos en total.

El motivo porque se presentaron estos datos fuera de tendencia, es porque las
incubadoras no mantuvieron la temperatura a la cual habian sido previamente
calibradas; éstas habian sido calibradas a una temperatura ambiental (con aire
acondicionado) de 23 °C y debido al cambio de temperatura ambiental (fallas
mecanicas del aire acondicionado), durante el periodo de fermentacion, la
temperatura de ensayo era mayor a la establecida asi que se debia volver a
calibrar la incubadora, siendo ésta la causa que provocé un mayor aumento de

biomasa.

- Medicién de pH

Fig. N° 5. Medicion de pH.

La medicion del pH se realizé segun la metodologia descrita en el capitulo 4. Se
observa que previamente se calibraba el pH-metro con los buffer pH 7 y pH 4;
luego de haber agitado la leche fermentada, se sumergia el electrodo
directamente y la fermentacion de la leche con los granulos de kéfir se detenia
cuando se habia alcanzado un pH entre 4.2 a 4.6. El pH caracteristico de la
leche fermentada con granulos de kéfir se logro en 6 horas a 25 °C, en 4 horas
a30°Cyen3horasa35 °C.
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Tabla N° 7. Valores de pH de la leche fermentada por temperatura.

pH de la leche fermentada | pH de laleche fermentada a | pH de laleche fermentada a
a 25°C alas 6 horas de 30 °C alas 4 horas de 35°C alas 3 horas de
fermentacion fermentacion fermentacion
4.34 4.41 4.47
4.37 4.58 4.48
4.32 4.28 453
4.34 4.44 4.45
4.35 4.38 4.40
4.40 4.44 4.38
4.40 4.39 4.38
4.52 4.59 4.45
4.44 4.45 4.37
4.50 4.57 4.49

La tabla muestra los valores de pH obtenidos al final de la fermentacién de la
leche entera UHT con granulos de kéfir a las tres temperaturas de ensayo

durante diez fermentaciones consecutivas.

4.7 -

4.6 -

4.5 - — 25 °C

4.4 - —30°C
T
Q& 43 - ——35°C

4.2 - pH caracteristico

4.1 -

4 T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NUmero de fermentaciones

Fig. N° 6. Gréficos de pH por temperatura.




73

En la figura N° 6 se observa que los valores de pH obtenidos al final de la

fermentacion estan en el rango de 4.2 a 4.6, pH establecido como

caracteristico, por la bibliografia .3, para las leches fermentadas con granulos

de kéfir.

- Determinacion de acidez titulable

Fig. N° 7. Determinacién de acidez titulable.

Se observa el procedimiento para realizar la determinacion de acidez titulable al

producto de la fermentacion de la leche entera con los granulos de kéfir.

Tabla N° 8. Porcentajes de acidez titulable de la leche fermentada por

temperatura.

Acidez de la leche
fermentada (%) a 25 °C a las

6 horas de fermentacion

Acidez de la leche
fermentada (%) a 30 °C a las

4 horas de fermentacion

Acidez de la leche
fermentada (%) a 35 °C a

las 3 horas de fermentaciéon

0.79 0.77 0.75
0.81 0.69 0.72
0.75 0.73 0.70
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Tabla N° 8. Continuacion

Acidez de laleche Acidez de laleche Acidez de laleche
fermentada (%) a 25 °C a fermentada (%) a 30 °C a fermentada (%) a 35 °C a
las 6 horas de fermentacion | las 4 horas de fermentacion | las 3 horas de fermentacion
0.83 0.75 0.76
0.78 0.75 0.75
0.78 0.76 0.77
0.71 0.72 0.74
0.76 0.70 0.76
0.77 0.74 0.76
0.75 0.72 0.75

Los valores presentados corresponden a cada una de las diez fermentaciones
consecutivas. Se observa que los porcentajes de acidez se mantuvieron dentro
del rango establecido como caracteristico para las leches fermentadas con
granulos de kéfir de 0.6 a 1.0% de acido lactico, lo cual se observa mejor en la

siguiente figura.

1.1 -
14 o

v —25°C
E
E 0.9 - _30°C
E 0.8
o . T o
= \/W e 35 °C
% 0.7 \//"/\</\ -
© — Acidez
© caracteristica

0.6 -

0-5 T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NUumero de fermentaciones

Fig. N° 8. Gréficos de acidez titulable por temperatura.




- Determinacion de las caracteristicas sensoriales
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Fig. N° 9. Apariencia de la leche fermentada con granulos de kéfir.
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Se les determiné las caracteristicas sensoriales a las treinta leches fermentadas

obtenidas, diez a 25 °C, diez a 30 °C y diez a 35 °C y al producto idoneo. En el

siguiente cuadro se presentan las caracteristicas sensoriales para las leches

fermentadas con granulos de kéfir segun la Especificacion Técnica Cubana NC-TS

457:2007 Leches fermentadas-especificaciones y los resultados obtenidos de ésta

determinacion.

Cuadro N° 2. Anélisis sensorial de las diez leches fermentadas obtenidas a las

temperaturas de

ensayo

durante

consecutivas y del producto idéneo .

diez

fermentaciones

Caracteristica o Cumple con la
o Especificacion Resultado
organoléptica NC-TS 457:2007
Color uniforme. Blanco si Conforme a las
Aspecto Color blanco -
es natural. Homogéneo. especificaciones
Tipico a producto lacteo .
o Tipico a producto Conforme a las
Olor fermentado, similar a la o
lacteo fermentado especificaciones
levadura fresca
Tipico a producto lacteo
) . ] Conforme a las
Sabor fermentado, ligeramente Ligeramente &cido o
o ) especificaciones
acido o agrio
Consistencia viscosa o Consistencia Conforme a las
Textura o
cremosa cremosa especificaciones
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Los resultados obtenidos del analisis sensorial estdn conformes a lo que se
establece en la Especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches

fermentadas-especificaciones

- Determinacion del tiempo de fermentacion

Tabla N° 9. Tiempo de fermentacién por temperatura.

Tiempo de fermentacion a | Tiempo de fermentacién a | Tiempo de fermentacion
25 °C (Horas) 30 °C (Horas) a 35 °C (Horas)
6.00 4.05 3.00
6.05 4.05 3.00
6.00 4.00 3.00
6.00 4.06 3.00
6.00 4.00 3.00
6.00 4.00 35
6.00 4.15 3.00
6.00 4.00 3.00
6.00 4.00 3.00
6.00 4.00 3.00
X =6.005 x=4.031 x=3.05
0=0.01581139 o = 0.04886489 0 =0.15811388

Se determind el tiempo de fermentacion en horas, midiendo el pH a la
preparacién correspondiente a cada temperatura de ensayo, la medicion se hizo
al inicio de la fermentacion y cada 2 horas durante 6 + 0.01 horas a 25 °C y 4.03
+ 0.05 horas a 30 °C, a 35 °C la medicién se hizo al inicio, 2 y 3 horas en un
periodo de 3 = 0.15 horas; se observa que siguen la misma tendencia durante
las diez fermentaciones consecutivas. Un pH de 4.2 a 4.6 indicaba el final de la
fermentacion, rango en el cual ocurre la precipitacion de las principales

proteinas de la leche (punto isoeléctrico).
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Para seleccionar las condiciones 6ptimas de fermentacion se realizé un analisis
de varianza u; (ANOVA de un solo factor) con los datos del porcentaje de
aumento de biomasa de los granulos de kéfir obtenidos durante las diez
fermentaciones  consecutivas utiizando el programa  estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.1.15.

- Analisis estadistico de los resultados del incremento de biomasa

En el andlisis de varianza, se realiza una serie de pasos, siendo el primero de
ellos el planteamiento de hipotesis, con la finalidad de poder aceptar o rechazar
lo planteado, utilizando la prueba F como herramienta estadistica de contraste.
A continuacién se presenta un resumen que se utilizé para realizar el ANOVA

de un solo factor.

Tabla N° 10. Resumen estadistico para el aumento de biomasa de los

granulos de kéfir.

Numero de ) Desviacion
Temperatura (°C) ) Media i}
observaciones estandar
25 10 12.5490 2.2798
30 9 9.4644 2.8318
35 9 8.4677 2.4534
Total 28 10.2457 3.0189

La variable dependiente fue el aumento de biomasa, el factor o variable
independiente la temperatura en tres niveles y se analizaron 28 observaciones.
Se observa en la tabla que el mayor aumento medio de biomasa fue de 12.55 +
2.28% a 25 °C.

En la tabla ANOVA que se detalla mas adelante se determiné si hubo
diferencias significativas entre los promedios y se utilizo la prueba de mdltiples

rangos « para saber cuales medias fueron significativamente diferentes de
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otras, a continuacion se presentan los pasos y resultados del andlisis de

varianza para seleccionar las condiciones optimas de fermentacion.
- Planteamiento de hipotesis

Ho = X5 = X300 = X35°
El aumento de biomasa promedio a una temperatura de fermentacion de 25 °C

no es mayor que a 30 °C y 35 °C.

Ha = X25° ;é X30° é # X35°
El aumento de biomasa medio a una temperatura de fermentacion de 25 °C es
diferente que a 30 °C y 35 °C.

- Criterios del contraste

Nivel de significancia: a = 0.05.
Estadistica de prueba o de contraste: Distribucion F.

Valor critico: F 25 0.05)= 3.39

(Ver los valores criticos de la distribucion F en anexo N° 9)

/

|
0 1 Figin, gly,0.05)

Fig. N° 10. Curva de distribucion F

Se observa la curva de distribucion F, en donde todos los valores que caen en

la region critica se rechazan y los que caen fuera se aceptan. Los valores
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criticos de F registrados en la tabla N° 29 presentan un area bajo la curva a la
derecha de 0.05, donde:

gl(n)= Grados de libertad del numerador.
gl(d)= Grados de libertad del denominador.

a = 0.05 = Nivel de significancia.

- Calculos estadisticos (Ver anexo N° 5)

Para rechazar o aceptar la hipdtesis se calcula el valor F con la siguiente

ecuacion:

F= IVIC(Factor)
IVIC(Error)

Donde:
F = Valor calculado de F para el factor en andlisis.
MC ractory = Media de cuadrados del factor.

MC &ror) = Media de cuadrados del error.

Tabla N° 11. ANOVA para el aumento de biomasa de los granulos de kéfir.

Fuente Sumade gl Media de Razén F Valor P
Cuadrados cuadrados
Temperatura 86.9942 2 43.4971 6.84 0.0043
Error 159.0910 25 6.3636
Total 246.0850 27

La tabla ANOVA descompone la varianza de Aumento de biomasa en dos
varianzas, un varianza entre grupos, debido a los tres niveles de temperatura y
una varianza dentro de grupos, debida al error de repeticion. La razén F, que
en este caso es igual a 6.84, es el cociente entre el estimado entre grupos y el

estimado dentro de grupos.
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Puesto que el valor P de la prueba F critica es menor que 0.05 y el valor F
calculado es mayor que F de tabla, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de aumento de biomasa a los niveles de
temperatura probados, con un nivel del 95.0% de confianza, por tanto se

rechazo la hipotesis nula.

Para determinar cuales medias fueron significativamente diferentes de otras se

utilizé la prueba de multiples rangos, utilizando el LSD de Fisher .

17 1
LSD =tg.052 [MCError) (n_1 + n—z)

Donde:

LSD = Diferencia minima significativa

to.0512= Valor de la distribucion t tomado con los grados de libertad del error (Ver
anexo N° 10)

n; = Tamafo de la poblacién 1

n, = Tamafo de la poblacién 2

Si la diferencia entre las medias de aumento de biomasa para cada par de
temperaturas de fermentacion es mayor que el limite calculado con el LSD

existe diferencia significativa entre ellas.

Tabla N° 12. Comparacion multiple de medias del aumento de biomasa de los

granulos de kéfir.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
25-30 * 3.08456 2.38715
25-35 * 4.08122 2.38715
30-35 0.9967 2.44916

En esta tabla se aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para

determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras. El
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asterisco que se encuentra al lado de los dos pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de

confianza, ya que la diferencia entre cada par de media es mayor que el LSD.

También se realiz6 una estimacion por intervalo de confianza de la diferencia
entre dos medias poblacionales 4, para determinar si cada intervalo de
confianza de cada par de medias incluia el valor cero. Se rechaza la hipotesis
nula si el intervalo calculado incluye el valor cero. Al realizar este analisis para
cada par de medias se encontro diferencia significativa entre 25 °C y 30 °C, y

entre 25 °C y 35 °C; entre 30 °C y 35 °C no existe diferencia significativa.

Para graficar las diferencias entre cada par de medias se calculo un intervalo de
confianza @ para cada una utilizando la tabla de valores criticos de la
distribucion normal estandar acumulada (Ver anexo N° 11) con un nivel de

confianza del 95% con la siguiente ecuacion:

_ o
SUsX+ Zoosp =

X - Z o052 N

SIE

Donde:
X = Media muestral.

Zy.052= Valor de la distribucion normal estandar que corresponde al porcentaje
de 0.05/2.

o = Desviacién estandar de la muestra.

n = Tamafio de la poblacion.

M = Media
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Tabla N° 13. Medias de aumento de biomasa por temperatura con intervalos de

confianza del 95%.

Temperatura | Casos Media Error Limite Limite Grupos
(°C) estandar inferior superior homogéneos
25 10 12.5490 0.7977 11.3870 13.7107 X
30 9 9.4644 0.8408 8.2398 10.6890 X
35 9 8.4677 0.8408 7.2432 9.6923 X
Total 28 10.2457

Esta tabla muestra la media de aumento de biomasa para cada nivel de
temperatura. También muestra el error estandar de cada media, el cual es una
medida de la variabilidad del muestreo. EIl error estandar se calcula con la

siguiente formula:

SC(Error)

S . =
Estandar n

Donde:
S = Error estandar.

SC(error) = Suma de cuadrados del error.

n = NUmero de observaciones en cada nivel.

En la tabla N° 13, se observan los valores del intervalo de confianza que se
calcularon anteriormente y en la ultima columna se han identificado dos grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en los cuales no existen diferencias

estadisticamente significativas. Esto se visualiza mejor en la figura N° 11.
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Fig. N° 11. Gréfica de medias de aumento de biomasa de los granulos de kéfir

por temperatura.

En la figura se muestra la media del aumento de biomasa para cada uno de los
niveles de temperatura, ésta se representa por un punto ubicado en el centro
del intervalo que esta alrededor de cada media. Si hubiere dos medias que son
iguales, sus intervalos se traslaparian verticalmente un 95.0% de las veces. Se
observa que los intervalos de los promedios del aumento de biomasa a una
temperatura de fermentacion de 25 °C y 30 °C y de 25 °C y 35 °C no se

traslapan verticalmente, por tanto, existe diferencia significativa entre ellos.

En consecuencia, las diferencias en las medias de produccién de biomasa a los
niveles de temperatura probados fueron significativas. El aumento de biomasa
medio a una temperatura de fermentacion de 25 °C es mayor que a 30 °Cy a
35 °C; no se encontr¢ diferencia significativa entre la produccion de biomasa a

las temperaturas de 30 °C y 35 °C.
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- Seleccién de condiciones 6ptimas de fermentacion

Antes de realizar la parte experimental, se pretendia que las condiciones
Optimas de fermentacion estarian dadas por la temperatura que presentara la
mayor produccion de biomasa en el menor tiempo de fermentacion con un pH'y
acidez titulable caracteristicos para leches fermentadas con granulos de kéfir;
sin embargo los resultados difirieron de esta suposicion, pues al comparar el
aumento de biomasa y el tiempo de fermentacion, se observa que a 35 °C se
obtienen las fermentaciones en menor tiempo y segun el ANOVA, a 25 °C el
mayor aumento de biomasa, esto se debié probablemente a que a 25 °C, la
fase de latencia de la simbiosis de bacterias que conforman al granulo de kéfir
se prolong6 3 horas mas porque los microorganismos invirtieron mayor cantidad
de tiempo en adecuar su metabolismo a esa temperatura, o que a 35 °C se
solubiliz6 s mayor cantidad de kefiran disminuyendo asi el peso final del

granulo.

Por lo tanto, se establecieron las condiciones Optimas de fermentacién a una
temperatura de 25 °C, durante un tiempo de fermentacién de 6 horas, porque
se obtiene mayor produccion de biomasa, por ende aumenta la materia prima
para elaborar mas leche fermentada, y segun el cuadro N° 4 (ver anexo N°6),
en El Salvador durante todo el afio 2011 los promedios de temperatura no
sobrepasaron los 30 °C, condiciones similares a las de laboratorio y porque
cuando la inoculacion de la leche se produce a 25 °C, el numero de bacterias
homofermentativas (sobre todo los lactobacilos) se ven favorecidos en
comparacion a una temperatura entre 18 °C y 20 °C, a una temperatura mayor
de fermentacion da lugar a un pH mas bajo del caracteristico, lo que inhibe el
crecimiento de estreptococos, levaduras y bacterias acido lacticas
homofermentivas y heterofermentivas .3 que podria reflejarse en un recuento

de levaduras presentes en la leche fermentada con granulos de kéfir menor de
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10* UFC/g y no estarfa cumpliendo con la Norma Cubana NC-TS 457:2007
Leches fermentadas-especificaciones.

Durante el proceso de estandarizacion se observo lo siguiente: a menor
temperatura mayor tiempo de fermentacion y a mayor temperatura menor

tiempo de fermentacion.

Para determinar si existe diferencia significativa entre las medias de cada factor
y comprobar si la interaccion entre ambos produce como consecuencia un
descenso en el pH, se realiz6 un andlisis de varianza ., . (ANOVA de dos
factores) con los datos de pH obtenidos experimentalmente durante diez
fermentaciones consecutivas y los obtenidos con las ecuaciones de las graficas
de pH vrs. tiempo de fermentacion, correspondientes a cada temperatura de
ensayo de ensayo, cuya tendencia es lineal utilizando el programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion VXI Version 16.1.15.

- Anadlisis estadistico de los resultados de la medicién de pH

El procedimiento para analizar la influencia de dos factores sobre una variable
respuesta es similar al analisis de un solo factor. La variable dependiente es el
pH y los factores fueron el tiempo de fermentacién y la temperatura, se

utilizaron 120 observaciones.

- Planteamiento de las hipotesis.

Ho:t=0
No existe diferencia significativa entre las medias de las temperaturas de
fermentacion.

Hy:t#0
Existe diferencia significativa entre las medias de las temperaturas de

fermentacion.
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B _
B =0

Hy:T
No existe diferencia significativa entre las medias de los tiempos de
fermentacion.
Ha: TP #0
Existe diferencia significativa entre las medias de los tiempos de fermentacion.
Ho: T{?B =
No existe diferencia significativa entre las interacciones; es decir, el tiempo de

fermentacién sobre el pH no depende de la temperatura.

Ha:7{® #0
Existe diferencia significativa entre las interacciones; es decir, el tiempo de

fermentacion sobre el pH depende de la temperatura.

- Criterios del contraste

Nivel de significancia: a = 0.05
Estadistica de prueba o de contraste: Distribucion F (Ver anexo N° 8)
Valores criticos: F(2 108, 0.05)= 3.14

F(3,108,0.05)= 2.75

F(6,108,0.05)= 2.24

- Célculos estadisticos (Ver anexo N° 5)

Experimentalmente se alcanzo el pH caracteristico en 6 horas a 25 °C, en 4
horas a 30 °C y en 3 horas a 35 °C, asi que para poder realizar el analisis
factorial, se calcul6 el pH a las 6 horas de fermentacion a 30 °Cyalas 4y 6
horas a 35 °C, utilizando las ecuaciones de las graficas de pH vrs. tiempo de
fermentacion obtenidas en diez fermentaciones consecutivas (cuya tendencia

es lineal y un R? cercano a 1) y a continuacion se presentan los resultados:



Tabla N° 14. Ecuaciones obtenidas de las gréaficas de pH por temperatura.
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Numero de
fermentaciones 307¢ »C

1 y =-0.4925x + 6.505 y =-0.415x + 6.43
2 y =-0.48x + 6.5067 y=-0.54x + 6.5

3 y = - 0.545x + 6.59 y = - 0.565x + 6.45
4 y =- 0.48x + 6.4667 y = - 0.705x + 6.64
5 y =-0.5525x + 6.7083 y =-0.505x + 6.41
6 y = - 0.5075x + 6.495 y = - 0.58X + 6.56
7 y = - 0.495x + 6.5233 y =-0.49x + 6.36
8 y = - 0.48x + 6.6067 y=-0.575x + 6.45
9 y=-0.48x + 6.5 y=-0.75x + 6.64
10 y=-0.51x + 6.64 y=-0.725x + 6.74

En la siguiente

tabla se presentan

los valores de pH obtenidos

experimentalmente, los valores en color azul son los resultados obtenidos de

las ecuaciones; se encuentran ordenados, para realizar el ANOVA de dos

factores.

Tabla N° 15. Datos de pH por temperatura y tiempo de fermentacion.

Factor A Factor B Tiempo de fermentacién
Temperatura oh ot 4h 6h TOTAL
(°C)
6.46 5.60 4.78 4.37
6.52 5.76 4.83 4.40
6.53 5.73 4.96 4.36
6.59 5.92 4.83 4.47
6.61 5.82 4.97 4.40
6.40 5.56 4.95 4.46 216.55
6.35 5.89 4.86 4.45
25 6.48 5.95 4.90 455
6.38 5.91 4.94 451
6.72 5.80 5.04 454
TOTAL 65.04 57.94 49.06 4451
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Tabla N° 15. Continuacion.

Factor A Factor B Tiempo de fermentacion
Temperatura TOTAL
Oh 2h 4h 6h
(°C)
6.45 5.63 4.48 3.55
6.52 5.52 4.60 3.63
6.52 5.64 4.34 3.32
6.38 5.68 4.46 3.59
6.66 5.70 4.45 3.39
6.50 5.47 4.47 3.45 201.9
6.42 5.74 4.44 3.55
30 6.51 5.84 4.59 3.73
6.45 5.64 4.53 3.62
6.62 5.66 4.58 3.58
TOTAL 65.03 56.52 44.94 3541
6.43 5.60 4.77 3.94
6.50 5.42 4.34 3.26
6.45 5.32 4.19 3.06
6.64 5.23 3.82 2.41
6.41 5.40 4.39 3.38
35 6.56 5.40 4.24 3.08 190.51
6.36 5.38 4.40 3.42
6.45 5.30 4.15 3.00
6.64 5.14 3.63 2.14
6.74 5.29 3.84 2.39
TOTAL 65.18 53.48 41.77 30.08
TOTAL 195.25 167.94 135.77 110.00 608.97

Para rechazar o aceptar la hip6tesis se calcula el valor F para cada factor y
para la interaccion de ambos sobre el descenso del pH, con las siguientes

ecuaciones:

_ MC(Temperatu ra)
A=
IVIC(Error)
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_ I\/IC(Tiempo de fermentacion)

F,
B M C(Error)

= _ MC(AB)
(AB) MC(Error)

Donde:

F )= Valor calculado de F para la interaccion de Ay B.

F = Valor calculado de F para el factor A.

F)= Valor calculado de F para el factor B.

MC ag) = Media de cuadrados para la interaccion de Ay B.

MC &ror) = Media de cuadrados del error.

Tabla N° 16. ANOVA de dos factores para pH.

Fuente
Media de
Efectos Suma de cuadrados gl Razén F| Valor P
o cuadrados
Principales
A:Temperatura (°C) 8.5203 2 4.2601 96.46 | 0.0000
B:Tiempo de
) 138.3940 3 46.1314 1044.49 | 0.0000
fermentacion (Hrs)
Interaccion AB 5.8398 6 0.9733 22.04 | 0.0000
Error 4.77 108 0.0441667
Total 157.5240 119

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de pH en dos factores que afectan
el pH. Los valores P prueban la significancia estadistica de cada uno de los
factores. Puesto que los 3 valores P son menores que 0.05, estos factores
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el pH con un nivel de

confianza del 95.0%, por lo tanto se rechazo la hipotesis nula.
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Segun el analisis realizado el Fp>F@ 108 005 |0 que indica que existe

diferencia significativa entre las medias de pH para cada temperatura de

fermentacion, por lo tanto se rechaza la hipétesis nula para el factor A.

Para el factor B, el Fg>F( 108 005 |0 que indica que existe diferencia

significativa entre las medias de pH para cada tiempo de fermentacion, se

rechaza la hipétesis nula.

Para la interaccion Fag> F 108,005 [0 que indica que existe diferencia
significativa entre las interacciones; es decir, el tiempo de fermentacion sobre el
pH depende de la temperatura y se produce como consecuencia un descenso

en el pH, se rechaza la hipétesis nula.

Para determinar cuales medias fueron significativamente diferentes de otras se
utilizé la prueba de multiples rangos «, utilizando el LSD de Fisher con los datos

de la siguiente tabla.

Tabla N° 17. Medias de cuadrados para pH con intervalos de confianza del

95.0%.
Nivel Casos Media Error Limite Limite

estandar Inferior | Superior

Media global 120 5.0746

Tiempo de fermentacion
(Hrs)

0 30 6.5083 0.03836 6.43228 6.5843
2 30 5.5980 0.03836 5.52194 5.6740
4 30 4.5256 0.03836 4.44961 4.6017
6 30 3.6666 0.03836 3.59061 3.7427

Temperatura (°C)
25 40 5.4137 0.03322 5.3478 5.4796
30 40 5.0475 0.03322 4.9816 5.1133




Tabla N° 17. Continuacion.
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Nivel Casos Media Error Limite Limite
estandar | Inferior | Superior
Temperatura (°C)
35 40 4.7627 0.03322 4.6968 4.8286
Tiempo de fermentacion
(Hrs), por temperatura (°C)
0,25 10 6.5040 0.066458 | 6.37227 6.63573
0,30 10 6.5030 0.066458 | 6.37127 6.63473
0,35 10 6.5180 0.066458 | 6.38627 6.64973
2,25 10 5.7940 0.066458 | 5.66227 5.92573
2,30 10 5.6520 0.066458 | 5.52027 5.78373
2,35 10 5.3480 0.066458 | 5.21627 5.47973
4,25 10 4.9060 0.066458 | 4.77427 5.03773
4,30 10 4.4940 0.066458 | 4.36227 4.62573
4,35 10 41770 0.066458 | 4.04527 4.30873
6,25 10 4.4510 0.066458 | 4.31927 458273
6,30 10 3.5410 0.066458 | 3.40927 3.67273
6,35 10 3.0080 0.066458 | 2.87627 | 3.13973

Esta tabla muestra la media de pH para cada uno de los niveles de los factores.

También muestra el nimero de observaciones que se utilizaron para el analisis

y los errores estandar de cada media, los cuales son una medida de la

variabilidad del muestreo, asi como el valor de pH con las combinaciones de

temperatura y tiempo de fermentacion.

Las dos columnas del extremo derecho muestran intervalos de confianza del

95.0% para cada una de las medias construidos con la distribucién normal

estandar acumulada (Ver anexo N° 11).

Los valores de las medias se introdujeron en la ecuacion de LSD, luego se

realizé una comparacion multiple entre cada par de medias de pH.
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Tabla N° 18. Comparacion multiple entre las medias de pH.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-2 * 0.910333 0.107558
0-4 * 1.98267 0.107558
0-6 * 2.84167 0.107558
2-4 * 1.07233 0.107558
2-6 * 1.93133 0.107558
4-6 * 0.859 0.107558

Se observa en la tercera columna, las diferencias estimadas entre cada par de
medias y en la dltima columna el limite calculado con el LSD. El asterisco que
se encuentra al lado de los 6 pares indica que estos pares presentan

diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla N° 19. Tabla de medias para pH por tiempo de fermentacion.

Tiempo de fermentacion (Hrs) | Casos Media Grupos
homogéneos

0 30 6.50833 X

2 30 5.598 X

4 30 4.52567 X

6 30 3.66667 X

En esta tabla se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de
las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aguellos niveles que compartan una misma columna de X's.

Estas diferencias se graficaron utilizando el intervalo de confianza de la tabla N°
17 para cada media de pH por tiempo de fermentacion utilizando la distribucion

estandar acumulada (Ver anexo N° 11).
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Fig. N° 12. Gréfica de medias de pH por tiempo de fermentacion.

En esta figura se muestra la media de pH ésta se representa por un punto
ubicado en el centro del intervalo que esta alrededor de cada media para cada
tiempo de fermentacion. Si hubiere dos medias que son iguales, sus intervalos
se traslaparian verticalmente un 95.0% de las veces. Se observa que ningun
par de medias se traslapan verticalmente, por ende tienen una diferencia

estadisticamente significativa.

Por tanto, el tiempo y la temperatura de fermentacién ejercen un efecto sobre el
descenso del pH, es decir, existe una interaccion entre ambos factores, esta
interaccién se puede graficar utilizando los valores de las medias de pH para
cada tiempo de fermentacion por temperatura que se encuentra en la tabla N°
17.
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Fig. N° 13. Interaccion entre la temperatura y el tiempo de fermentacion sobre

el pH de la leche.

En la figura se observan 3 lineas trazadas, que representan cada uno de los
niveles de temperatura. Conectan las medias de pH para cada tiempo de
fermentacién. Si no existiera ninguna interaccién, estas lineas serian paralelas y
no se cruzarian entre ellas. Entre mas fuerte sea la interaccién, mas diferente

serd la forma de las lineas.

- Control de calidad de los productos de fermentacién

Luego del analisis de los resultados de las diez fermentaciones consecutivas,
se elabor6 un producto idéneo por triplicado, a 25 °C durante 6 horas de
fermentacién. A éstos, se les realizaron determinaciones fisicoquimicas de
acidez titulable, humedad, solidos totales, cenizas, grasa y proteina total (Ver
anexo N° 12) en los laboratorios de analisis fisicoquimico y de analisis
microbiolégico del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
y en el Laboratorio de la Fundacion Salvadorefia para investigaciones del café
(PROCAFE).
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Tabla N° 20. Resultados de las determinaciones fisicoquimicas realizadas al
producto idéneo.

Determinacion Resultados Promedio Desviacion
Réplical | Réplica2 | Réplica3 estandar

Acidez titulable (%) 0.76 0.77 0.78 0.77 0.01
Humedad (%) 88.48 89.16 89.5 89.04 0.51
Sélidos totales (%) 11.53 10.84 10.5 10.95 0.52
Cenizas (%) 0.68 0.70 0.70 0.69 0.01
Grasa (%) 2.93 3.42 3.58 3.31 0.34
Proteina total (%) 3.54 3.00 3.13 3.22 0.28

Se observa que el porcentaje de acidez titulable de la leche fermentada con
granulos de kéfir es de 0.77 £ 0.01%, el de grasa es de 3.31 = 0.34% y el de
proteina total de 3.22 £0.28%, por tanto estan conforme con las
especificaciones establecidas por la Norma Internacional CODEX STAN 243-
2003 Norma del CODEX para Leches Fermentadas, que especifica 0.60%
minimo de acidez titulable como acido lactico, menos del 10% para grasa y
minimo de 2.7% de proteina lactea para leche entera como se observa en la

siguiente tabla.

Tabla N° 21. Comparacion de los resultados fisicoquimicos con la Norma del

CODEX.
) y o Resultado Cumple con la
Determinacion Especificacion )
promedio Norma CODEX
Acidez titulable (%) Min. 0.60% 0.77 £0.01 % Conforme
Grasa (%) <10% 3.31+0.34 % Conforme
Proteina total (%) Min. 2.7% 3.22+0.28% Conforme

Segun la tabla N° 2, el porcentaje de humedad debe ser de 87.5% y se obtuvo
un valor de 89.04 = 0.52%, esta diferencia, pudo haberse debido a que antes de
preparar la leche con los granulos, a éstos, les quedara agua, por lavarse antes

y después de cada fermentacion y que al escurrirlos no la perdieron toda
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permaneciendo en la superficie, asi que le confiere cierta cantidad de agua al
producto. El porcentaje de humedad es util porque influye en la textura, sabor y

apariencia del producto final.

En la tabla N° 20 se observa que se obtuvo un valor de 10.96 + 0.52% de
sélidos totales y un valor de 0.69 + 0.01% de cenizas, ésta determinacion es Uutil
para conocer si el producto presenta adulteraciones, ambos parametros pueden
ser utilizados para la elaboracion de la norma salvadorefia para leche
fermentada con granulos de kéfir. También se realizaron determinaciones
microbiolégicas de recuento de coliformes totales y recuento de hongos y

levaduras.

Tabla N° 22. Resultados de las determinaciones microbioldgicas realizadas al

producto idoneo.

Resultado Cumple con
Determinacién Especificacion la NC-TS
Réplical | Réplica2 | Réplica 3 457:2007
Recuento de Max. < 100 <10 <10 <10

Conforme

Hongos UFC/g UFCl/g UFCl/g UFC/g UFC/g

Recuento de . 1.2x10° 9.6x10" 1.2x10°
Min. 10 Conforme

Levaduras UFC/g UFCl/g UFC/g UFC/g
Recuento de Max. < 100 <10 <10 <10 Conforme

coliformes totales UFCl/g UFCl/g UFC/g UFC/g

UFCl/g

La especificacion Técnica Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-
especificaciones, establece un conteo de hongos y levaduras para las leches
fermentadas, para la leche fermentada con granulos de kéfir hace un conteo
minimo de levaduras viables como requisito microbioldgico, para que ejerza su

efecto probidtico. En la prueba de recuento de hongos y levaduras realizada al
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producto idéneo no se identificaron hongos solo levaduras, para verificar que
éstas procedian de los granulos de kéfir a éstos se les realizd la misma prueba,

a continuacion se presentan los resultados de la prueba en las siguientes

figuras.

Fig. N° 14. Recuento de hongos y levaduras del producto idéneo

En la figura se muestra que las levaduras presentes en el producto idoneo son
colonias lisas, color crema, brillantes y de forma ovoide, al compararlas con la
siguiente figura se observa que éstas presentan igual morfologia macroscépica
a las levaduras presentes en los granulos de kéfir, por tanto el producto idéneo
cumple con los requisitos microbiolégicos de recuento de coliformes totales y

recuento de hongos y levaduras.

' -:_":. :

Fig. N° 15. Recuento de hongos y levaduras de los granulos de kéfir.
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6.0. CONCLUSIONES

1. La produccién de biomasa de los granulos de kéfir fue de 12.55 + 2.28% a 25
°C en 6.00 £ 0.02 horas, de 9.46 = 2.83% a 30 °C en 4.03 £ 0.04 horas y de
8.46 + 2.45% a 35 °C en 3 = 0.15 horas. Segun el analisis de varianza
realizado el aumento de biomasa medio a 25 °C es mayor que a 30 °C y 35

°C, estableciéndose las condiciones 6ptimas de fermentacion a 25 °C.

2. Se ha demostrado que existe diferencia significativa entre las medias de pH
en los 3 niveles de temperatura de fermentacién correspondientes a 25 °C,
30 °C y 35 °C, también entre las medias de pH de los tiempos de
fermentacion y que el tiempo de fermentacion, depende de la temperatura,
por ende se produce un descenso en el pH de la leche entera UHT durante el

proceso de fermentacion.

3. Los resultados obtenidos de acidez, grasa y proteina total del producto
idéneo de fermentacion son conformes con las especificaciones establecidas
por la Norma Internacional CODEX STAN 243-2003 Norma del CODEX para
Leches Fermentadas y las caracteristicas sensoriales, coliformes totales,
recuento de hongos y levaduras cumplen con las especificaciones
establecidas en la Norma Cubana NC-TS 457:2007 Leches fermentadas-

especificaciones, por lo tanto es apto para el consumo humano.

4. Los resultados de humedad (89.04 £ 0.52%), solidos totales (10.96 + 0.52%)
y cenizas (0.69 + 0.01%), pueden ser utilizados para la elaboracion de la
norma salvadorefia para leches fermentadas con granulos de kéfir a nivel

industrial, ya que permiten observar otras caracteristicas de calidad del
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producto no contempladas en las normativas actuales para Leches

Fermentadas.

. En general, segun los resultados obtenidos, las condiciones 6ptimas de
fermentacion de la leche entera ultrapasteurizada con granulos de kéfir se
presenta a una temperatura de 25 °C durante 6 horas, porque se obtiene
mayor biomasa, con un pH y acidez titulable conforme a los parametros

establecidos para leches fermentadas con granulos de kéfir.
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7.0. RECOMENDACIONES

1. Que la Universidad de El Salvador, a través del centro de investigacion y
desarrollo en salud (CENSALUD), gestione proyectos para adquirir los
granulos de kéfir y asi intensificar las investigaciones sobre éstos y sobre la

leche fermentada para dar continuidad a otros proyectos.

2. Que las entidades del area de alimentos del pais puedan obtener bibliografia
a partir de las investigaciones de los estudiantes de la Facultad de Quimicay
Farmacia, sobre las propiedades probidticas de la leche fermentada con

granulos de kéfir.

3. Que se realicen investigaciones sobre los granulos de kéfir, determinando los
componentes que crecen en mayor proporcion en la biomasa total, a
diferentes temperaturas, tomando en cuenta como factor critico el pH y la
acidez titulable expresada en términos de &acido lactico durante las

fermentaciones.

4. Realizar proyecto de elaboracion de leche fermentada con granulos de kéfir
que contenga saborizante, efectuando pruebas heddnicas en nifios
pequefios de guarderia para determinar el grado de aceptacion vy
previamente determinar por medio de la prueba de la lactosa cuales nifios

son intolerantes a ésta enzima.

5. Desarrollar proyecto de investigacién que consista en evaluar si el consumo
de la leche fermentada con granulos de kéfir influye en el peso de nifios

cuyas edades oscilen entre los tres a doce afos y previamente determinar
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por medio de la prueba de la lactosa cuales nifios son intolerantes a ésta

enzima.

. Ejecutar proyecto de elaboracion de leche fermentada con granulos de kéfir a
nivel de planta piloto y considerar factores econdmicos, método de
fabricacion (diferentes temperaturas de fermentacion, velocidad de agitacion,
tipo de leche y origen de los granulos) y recursos humanos que garanticen
un producto nutritivo, inocuo y econdémico antes de llevar la produccion a

nivel industrial.

. Realizar una validacién del método de fermentacion, tomando en cuenta la
temperatura y los tiempos de fermentacion, asi como la escala de produccion

a la que se utilice.

. Que el Sistema Nacional de Calidad a través de la Comision Técnica de
Reglamentacion, elabore una norma para leches fermentadas con granulos
de kéfir realizando otros ensayos e incluyendo los parametros fisicoquimicos

y microbioldgicos realizados en este trabajo.

. Que al ejecutar el proyecto de elaboracién de leche fermentada con granulos
de kéfir a nivel de planta piloto se deba incluir en el sistema de alimentacion
de las escuelas y en las comunidades de mas bajos recursos de El Salvador,
el consumo de leches fermentadas con granulos de kéfir, ya que por su alto
contenido en bacterias probidticas y su contenido nutricional, seran

beneficiadas las personas que lo consuman.
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10. Que el Ministerio de Salud Publica (MINSAL), implemente un sistema de
vigilancia, con el fin de conocer el cumplimiento de la norma para leches
fermentadas con granulos de kéfir y asi, el producto que se elaborara
artesanalmente a nivel nacional en comunidades de mas bajos recursos y

escuelas sea de la més alta calidad, siendo apto para el consumo humano.
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GLOSARIO



GLOSARIO (4,22, 31, 39, 47, 61, 62)

- Bacterias acido lacticas homofermentativas: bacterias que poseen las
enzimas aldolasa y hexosa-isomerasa, pero carecen de la fosfocetolasa. Usan
la ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para la produccion de dos
moléculas de acido lactico por cada molécula de glucosa consumida. Solo
forman pequefias cantidades de otros metabolitos diferentes del acido lactico
el cual representa del 90 al 97% de la lactosa fermentada.

- Bacterias acido lacticas heterofermentativas: grupo de bacterias que
contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y hexosa-
isomerasa; asi que en lugar de seguir la via EMP para la degradacién de la
glucosa, utilizan las vias del hexosa monofosfato o la de la pentosa. La
produccion de acido es mas débil; ademas del acido lactico se forman otros

acidos, sustancias diversas y CO..

- Bacteriemia nosocomial: es aquella infeccion que un paciente adquiere

durante un ingreso hospitalario.

- Bacteriocinas: son péptidos biolégicamente activos que tienen la capacidad
de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma especie productora o

miembros de distintos géneros bacterianos.

- Células de adenocarcinoma de colon humano: son células capaces de
expresar elementos de diferenciacién caracteristicos de las células intestinales
maduras, como los enterocitos. Estas células son herramientas valiosas para
estudios In vitro relacionados con la funcion y diferenciacion de las células

intestinales.


http://decs.es/enfermedades/adenocarcinoma/
http://decs.es/anatomia/colon/
http://decs.es/compuestos-quimicos-y-drogas/elementos/
http://decs.es/anatomia/celulas/
http://decs.es/anatomia/enterocitos/
http://decs.es/anatomia/celulas/
http://decs.es/caracteristicas-de-publicaciones/in-vitro/
http://decs.es/anatomia/celulas/

- Disbacteriosis intestinal: es una alteracién de la flora intestinal por diversas
causas, generalmente una colitis 0 la ingesta de medicamentos antibiéticos.
La desaparicion o alteracion de los microorganismos intestinales es un
problema para las funciones digestivas, ya que son fundamentales e
insustituibles en ese proceso. Asi, puede ocurrir que determinadas bacterias
gue conforman la flora intestinal queden mermadas por efecto de un
antibidtico ingerido por via oral, permitiendo que otras mas fuertes
predominen; o que ciertas bacterias incluso desaparezcan alterando la funcion

digestiva.

- Grados de libertad: es el niumero de cantidades independientes que se
necesitan en su calculo, menos el nimero de restricciones que ligan a las

observaciones y el estadistico. Es decir, normalmente n-1.

- Minima diferencia significativa (LSD): es la diferencia entre dos medias,
basadas en la prueba t de Student, empleando el valor de la varianza del

error.

- Prebidtico: son ingredientes no digestibles de los alimentos que afectan
beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o la
actividad de una de las especies de bacterias que estan ya establecidas en el
colon, o de un numero limitado de ellas, y por consiguiente mejoran de hecho

la salud del huésped.



ANEXOS



ANEXO N° 1
Composicion de la leche fermentada con granulos de kéfir y
comparacion nutricional de la leche fermentada con granulos de

kéfir con otras leches



Cuadro N° 3. Composicion de la leche fermentada con granulos de kéfir ).

Componente Concentracion/Comentarios
Depende de la fuente (vaca, oveja, cabra,
Grasa yegua) y el contenido de grasa (rica en
grasa, baja en grasa, sin grasa) de la leche
utilizada.
Proteinas Contenido: 3 a 3.4%
El consumo parcial de la lactosa (alrededor
Lactosa del 25%) por las bacterias acido lacticas y
levaduras. Contenido: 2 a 3.5%.
Formado por las bacterias acido lacticas,
Acido lactico principalmente la forma L (+). Contenido: 0,6

a 1%.

Otros acidos organicos

Acidos  acético, férmico, propiénico,
succinico, piravico, isobutirico, caproico,
céaprico, caprilico, laurico. Que consiste en

menos del 1% de la leche fermentada.

Producido por las levaduras. Contenido: 0.01

Etanol a 0.1% utilizando cultivos, 0.03 a 1.8%
utilizando granulos.
Producido por levaduras y bacterias &cido
CO, lacticas heterofermentativas. Proporciona la

carbonatacion tipica asociada con kéfir.

Compuestos aromaticos

Acetaldehido, diacetil, acetoina los cuales

contribuyen al aroma del kéfir.

Vitaminas

Aumento de la concentracion de vitaminas
en un 20% observado en tiamina (sélo en el
kéfir de leche de oveja), piridoxina (kéfir de
fuentes de la leche de oveja, cabra y yegua),
acido folico (kéfir de todas las fuentes de

leche).




Tabla N° 23. Comparacién nutricional de la leche fermentada con granulos de

kéfir con otras leches .

Leche Leche entera Leche Yogurt
fermentada con descremada
granulos de kéfir
Kcal 61 64 35 61
Proteinas (g) 3.3 3.3 35 3.3
Lipidos (g) 3.5 35 0.1 3.5
Glucidos (g) 4 4.8 4.9 4
Agua (g) 87.5 87.5 90.58 75
Colesterol (mg) 11 11 - 11
Sodio (mg) 48 48 50 48
Potasio (mg) 157 157 163 157
Calcio (mg) 120 120 125 120
Fosforo (mg) 92 92 96 92
Magnesio (mg) 12 12 12 11
Hierro (mg) 0.1 0.1 0.1 0.1
Vit. A (mg) 31 31 1 31
Vit. E (mg) 0.2 0.2 - 0.2
Vit. B1 (mg) 0.03 0.03 0.03 0.03
Vit. B2 (mg) 0.18 0.18 0.19 0.18
Vit. B3 (mg) 0.1 0.1 0.1 0.1
Vit. B6 (mg) 0.05 0.05 0.05 0.05
Vit. C (mg) 1 1 1 1




ANEXO N° 2

Activacion y aumento de biomasa de los granulos de kéfir

Acondicionamiento de los granulos de kéfir a 25 °C, 30 °C y 35 °C

Fermentacion de la leche entera UHT con los granulos de kéfir
durante 10 fermentaciones consecutivas

A 25 °C A 30 °C A 35 °C Medir pH cada 2
| | horas hasta pH 4.2 a

4.6, determinar
biomasa al inicio y
final a los gréanulos,

pH, acidez titulable y
Analisis de resultados p—— .

I sensoriales a la
Seleccion de condiciones optimas leche fermentada
de fermentacion

Elaboracion de tres productos en las condiciones éptimas

Control de calidad al producto idéneo

Fisicoquimico Microbiolégico

a) Caracteristicas sensoriales e) Sélidos totales a) IReCléento de hongos
b) pH f) Grasa SRR

c) Acidez titulable g) Proteina Total b) Recluento de  coliformes
d) Humedad h) Cenizas IR

Fig. N° 16. Flujograma de la estandarizacion del proceso de fermentacion de la

leche entera UHT con granulos de kéfir.



ANEXO N° 3
Esquemas de los procedimientos de activacion, produccion y
acondicionamiento de los granulos de kéfir, y de la fermentacion de

la leche entera UHT con granulos de kéfir



Activacion y aumento

de biomasa
) —_—

» 4

’ ‘

4 Inocular la leche entera

UHT con los granulos en

D ngelar . .
escongela a una relacion 1:10 y medir
temperatura ambiente Lavar y determinar el pH inicial
los granulos de kéfir su biomasa inicial

|

Determinar la
biomasa final de los <*——

granulos, pH y

Inocular la leche entera ) )
acidez titulable a la

UHT con los granulos en
y ) leche fermentada
una relaciéon 1:10 y medir

pH

Incubar a 25 °C durante 8

1 horas

Repetir el proceso

las veces

necesarias para , Acondicionamiento

obtener la cantidad l

de granulos de kéfir

suficiente para el

Incubar a 25 °C

durante 14 horas

estudio.

Repartir los
Realizar el proceso a 25 °C, 30 °C y

<«——— granulos en 3

35 °C, en 2 repeticiones . .
porciones de igual

consecutivas.
peso

Fig. N° 17. Procedimiento para la activacién, aumento de biomasa y

acondicionamiento de los granulos de keéfir g, 21).



Inocular cada grupo
Lavar y pesar 10.0 g

) » de granulos en 100 Incubar una preparacion
de granulos de kéfir
_ mL de leche entera a 25 °C, otra a 30 °C y
obtenidos a cada
UHT otraa 35 °C.
temperatura
Determinar la biomasa J

final de los granulos,

pH, acidez titulable y

caracteristicas Medir pH inicial (luego de
sensoriales a la leche inocular los granulos) y cada 2
fermentada horas a cada preparacion hasta

obtener pH entre 4.2.a 4.6.

Almacenar cada

porcion de

granulos a 4 °C, Realizar 10 Determinar las
en un  nuevo fermentaciones condiciones
volumen de leche consecutivas Optimas de
entera UHT fermentacion

Fig. N° 18. Fermentacién de la leche entera UHT con los granulos de kéfir a
25°C,30°Cy35°C.



ANEXO N° 4

Procedimientos de analisis fisicoquimicos y microbiolégicos



Filtrar los granulos de keéfir en un Pesar en balanza
tamiz plastico, lavar con agua analitica.

desmineralizada estéril y escurrir.

Fig. N° 19. Procedimiento para la determinacion de biomasa ..

—_—

Calibrar el pH-metro, con Agitar con agitador de vidrio estéril
compensacion automatica de cada preparacion y la leche
temperatura, utilizando buffer fermentada obtenida de cada
pH 4 y buffer pH 7. proceso y medir el pH sumergiendo

el electrodo directamente en éstas.

Fig. N° 20. Procedimiento para la medicion de pH.



Pesar 10.0 g

de muestra.

NaOH 0.1 N.

— —

Realizar titulacion  por

duplicado.

\ 4

Titular con

hasta que el

primer  color

rosa fuera
& persistente.

v

% Acidez total =

Diluir con 20 mL de

agua libre de CO,.

Transferir

Agregar 3 gotas de
fenolftaleina y

agitar.

Calcular el % de acidez total
expresado en términos de
acido lactico por la siguiente
ecuacion:

mL NaOH x N x0.09 y

g de muestra 100

Fig. N° 21. Procedimiento para la determinacion de acidez titulable ¢s).



Colocar los contenedores
destapados y sus tapas durante 1
hora en la estufa, llevar a peso

constante.

Pesar 2.0 g de
muestra en los

contenedores

tarados

Colocar en estufa y secar
a 135+ 2 °C durante 2 h.

Realizar por

v

duplicado.

Tapar los recipientes y

enfriar durante 30-45 min.

Calcular el % de solidos totales por la Calcular el % de

siguiente ecuacion: <«——— humedad por la siguiente
% Sdlidos totales = 100 - % Humedad ecuacion:
my - Mg
% Humedad = ——x 100
my —my

Fig. N° 22. Procedimiento para la determinacion de humedad y solidos

totales s, 2.



_—) —_—)
Llevar a 20 °C la leche
Colocar los crisoles fermentada y mezclar
durante 1 hora en el horno
Calentar el hasta que gquede
horno a 525 °C a 525 °C, llevar a peso homogéneo
constante

de muestra

Evaporar  hasta Q Transferir y pesar
sequedad en rapidamente 5.0 g
~ a = g.,

bafio de vapor

Colocar en el horno a 525 °C
hasta que la ceniza esté libre
de carbono (ausencia de

particulas negras sin incinerar)

Calcular el % de cenizas por
medio de la siguiente
ecuacion.

-m
x 100

i M
% Cenizas =

Enfriar y pesar

Realizar por

A

duplicado

Fig. N° 23. Procedimiento para la determinacion de cenizas g, »s.



( ) P 10.0 Agregar 2 mL de NH,OH
esar 10.0 g
_— — yluego 10 mL de alcohol y

mezclar bien después de
2 < Transferir a un tubo de cada adicion.

Agitar la muestra 100 mL con tapoén.
vigorosamente.

Afadir 25 mL de éter
Afadir 25 mL de éter de petroleo ‘Enfriar 15 min. dietilico y agitar
ligero y agitar vigorosamente 30 = vigorosamente durante 1
segundos.

l minuto.

Separar la capa Unir los extractos
etérea. Repetir la éteros en una
extraccion 2 veces ——» capsula metalica y

con el liquido evaporar.

l ‘ b remanente.

Centrifugar a 600 rpm

durante 5 minutos.

Remover la grasa con
25 mL de éter caliente,

secar y pesar.

Pesar la capsula de

metal.
Realizar la determinacion por Secara 102 + 2 °C.

duplicado. Calcular el % de grasa

nor la sinuiente ecuacion:

M-m

% Grasa = x 100

Fig. N° 24. Procedimiento para la determinacion de grasa es,.



3 +1°C
- - . ) muestra

Adicionar a un balon Agitar la muestra

Kieldhal de 500 mL 15 g vigorosamente. y transferir al balon

de K>SOy, 1 mL
CuS0,.5H,0 (0.05 g/mL)

y perlas de ebullicion.

Adicionar por las paredes del balon
Kjeldhal 25 mL de H,SO, concentrado y

digerir durante 1.5 horas.

i s [Pt tvre e e e e e e asjaraar s

25 mL de H,SO,4y digert durante 1.5 horas.

Enfriar el digerido, agregar 300 mL de agua y
75 mL de NaOH al 50 %, destilar 150 mL

recibiendo en 50 mL de solucién de &cido

Ajustar la  temperatura
méxima del calentador del

. - . digestor.
bérico al 4% con 2 gotas de indicador rojo de g

metilo-verde de bromocresol.

|

Titular el destilado duplicado y blanco de reactivos.

Realizar la  determinacibn  por

. 0 itré 1
directamente con > Calcular el % de nitrégeno y proteina

solucién de HCI total por la siquiente ecuacion:

IN. 0.014007 x (Vg -V,) x N
0 % de Nitrégeno = IE’ s~ Vb) x

100

Fig. N° 25. Procedimiento para la determinacion de proteina total ..



Pesar asépticamente 10 g de muestra, transferir a

un frasco con 90 mL de buffer fosfato pH 7.2.

Transferir la dilucion a una bolsa plastica estéril

y mezclar en el Stomacher a 200 rpm por 7

segundos. Esta es la dilucién 10

~== =2 =2
Dilucién 10™ Dilucién 107 Dilucién 10°
Homogenizar Homogenizar Homogenizar

Fig. N° 26. Procedimiento para la preparacion de la muestra ).
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Dilucion 10 Dilucion 107 Dilucion 107

R A =

Homogenizar y pipetear Homogenizar y pipetear Homogenizar y pipetear

Adicionar a cada una de las placas 20 mL de agar papa
dextrosa acidificado con acido tartarico (pH 3.5) llevado a

una temperatura de 45 °C, mezclar, y dejar solidificar.

Invertir las placas e incubarlas a una temperatura
ambiente durante 5-7 dias. Contar las colonias con

ayuda de un cuenta colonias

Fig. N° 27. Procedimiento para la determinacion de hongos y levaduras e.
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Dilucion 10™ Dilucion 107 Dilucion 107

A = A

s== = =

Homogenizar y pipetear Homogenizar y pipetear Homogenizar y pipetear

Adicionar a cada una de las placas 20 mL de agar
VRBA (agar bilis y rojo violeta) llevado a una

temperatura de 45 °C, mezclar, y dejar solidificar.

Invertir las placas e incubarlas a una temperatura de
32 ° C durante 18-24 horas. Contar las colonias rojo-

purpura rodeadas de zona de precipitacion de los

acidos biliares con ayuda de un cuenta colonias

Fig. N° 28. Procedimiento para la determinacion de coliformes totales ..
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O/ Recoger por lo menos 10 colonias

e —— 5 sospechosas y trasladar cada una a
un tubo de caldo BGLB

(Lactosa Verde Brillante Bilis 2%).
8 N N N B BN N _ N B

Incubar los tubos a 35 ° C. Examinar a las 24 y a las

48 horas para la produccion de gas.

WGk

Determinar el nimero de coliformes por gramo

multiplicando el nimero de colonias sospechosas por

ciento confirmado en BGLB por el factor de dilucion.

Fig. N° 29. Procedimiento para prueba confirmatoria de coliformes totales ..



ANEXO N° 5

Célculos estadisticos



Calculos estadisticos del aumento de biomasa (, 2, 47)
- Célculo de los grados de libertad.

gI(Temperatura)= c—1=3-1=2

Ol roqay= N - 128 —1=27

gI(Ermr)= N-c=28-3=25
Donde:

gl= Grados de libertad.

N = Total de repeticiones.

¢ = Numero de niveles.

- Calculo de la suma de cuadrados.

2
SC(TotaI)= z (XZ) _ ( ZNX)

Donde:

SC(totar) = Suma de cuadrados total.

¥ (X?) = Sumatoria de cada repeticion al cuadrado de cada nivel.
Y. x = Sumatoria de cada repeticién de cada nivel.

N = Total de repeticiones.

Z(xz) =9.41%+10.16%+ ..o, +11.60%= 3182.0832
D x=941+1016+ . ... 11.60 = 286.74
(286.74)2
SC(Totan= 3182.0832 - ————— =246.0850

28



sc Ci,C2, G5\ (Zx)
(Factor) k1 k2 k3 N
Donde:

SC(ractory = Suma de cuadrados del factor.

C; = Total de cada nivel.
k; = NUumero de repeticiones en cada nivel.
Y. X = Sumatoria de las repeticiones de cada nivel.

N = Total de repeticiones.

SCoramporatua= ( (1215.39)2 . (85.14) , (7621 )2> (286.74)% _ 86,9042
0 9 9 28
scen Y00 (f 7+ )
Donde:
SC(error) = Suma de cuadrados del error.
Y (X?) = Sumatoria de cada repeticién al cuadrado de cada nivel.
C; = Total de cada nivel.
k; = NUmero de repeticiones en cada nivel.
SC(erron=3182.0832 - <(1 215639)2 + (855')1 4" + (765')21 )2> =159.0910

- Calculo de la media de cuadrados

SC(Factor)

MC(Factor) = gI

(Factor)
Donde:

MC (ractor) = Media de cuadrados del factor.



SC(Factory = Suma de cuadrados del factor.

gI(Factor) = Grados de libertad del factor.
86.9942
IVIC(Temperatura)= — 2 =43.4971
SCeE
IVIC(Error)_ | (Erron)
g (Error)
Donde:

MC &ror) = Media de cuadrados del error.
SC(error) = Suma de cuadrados del error.

gI(Error) = Grados de libertad del error.

159.0910
CM(Error)= T= 6.3636
- Calculo del valor F
_43.4971 _ 6.84
"~ 6.3636

- Calculo de los limites de confianza al 95% para la media de aumento de
biomasa utilizando el LSD.

Este es un ejemplo para comparar la temperatura de 25 °C y 30 °C utilizando la

tabla t-Student (Ver valores criticos de la distribucidén t en anexo N° 9)

LSD = 2.0595 J6.3636 (11—0+%) = 2.387089919

Se calculo la diferencia entre cada par de medias y se comparo con el valor
LSD obtenido anteriormente

12.549 - 9.46444 = 3.08456 > 2.387089919



Debido a que el producto de la resta anterior es mayor que el limite, existe
diferencia significativa entre 25 °C y 30 °C, para verificar este resultado se

calculé un intervalo de confianza:

X5 oc - X30c= Diferencia
12.549 - 9.46444 = 3.08456

Diferencia + LSD = Limite superior
3.08456 + 2.38708 = 5.47164

Diferencia - LSD = Limite inferior
3.08456 - 2.38708 = 0.69748

De 0.69748 a 5.47164, no se incluye el valor cero, por lo tanto se rechaza la
hipotesis nula, de que las medias de aumento de biomasa para las
temperaturas de 25 °C, 30 °C y 35 °C son iguales.

- Calculo del intervalo de confianza al 95.0% para la media utilizando la

distribucion Z.

Este es un ejemplo para la media de aumento de biomasa a la temperatura de
25 °C:
2.27989

Limite inferior = 12.549 + 1.96 ———— = 13.9620
V10

- . 2.27989
Limite superior = 12.549 - 1.96 ——— = 11.1359

V10

El programa STATGRAPHICS proporciond los valores de estos limites para
cada media utilizando todos los decimales, por eso no se obtuvieron exactos

con esta ecuacion.



Célculos de la mediciéon de pH

- Calculo de los grados de libertad.
=a-1=3-1=2

gI(Temperatura de fermentacion A )

=b-1=4-1=3

gI(Tiempo de fermentacion B
gl(AB)= @-1Db-1)=@-1)@4-1)=6

Ol roay=N—1=120-1=119

Il gron=ab (n-1) =3 x4 (10-1)=108

Donde:
gI(FactorA) = Grados de libertad del factor A.
gI(FactorB) = Grados de libertad del factor B.

gl(AB = Grados de libertad de la interaccion entre el factor Ay el factor B.
gI(TotaI) = Grados de libertad total.

gI(Error) = Grados de libertad del error.

a = Numero de niveles del factor A.
b = NUmero de niveles del factor B.
n =Numero de repeticiones que hay por nivel.

N= Total de repeticiones.

- Calculos de los valores de pH utilizando las ecuaciones de pH

Este es un ejemplo para calcular el pH a las 6 horas de fermentacion utilizando

la ecuacion 1 de la tabla N° 14, para la temperatura de fermentacion de 30 °C:



y =-0.4925x + 6.505
Doénde:
Y = Corresponde al pH.

X = Corresponde a la hora de fermentacion.

y =-0.4925 (6) + 6.505
y =3.55

El procedimiento anterior se realizé para todas las ecuaciones de la tabla N° 14.

- Calculo de la suma de cuadrados.

2
SC(TotaI)zzo(z) } (ZNX)

Z(xz) = (6.46)%+... +(6.72)*+... +(5.60)%+... +(5.80)%+... +(4.78)*+... +(5.04)*+ ...

+(4.37)%+... +(4.54)°+...+ (2.39)°= 3247.88

Z X=6.46+... +6.72+... +5.60+... +5.80+... +4.78+... +5.04+... +4.37+...
+4.54+... +2.39 = 608.97
(608.97)2

SC(Tota|)= 3247.88 - T =157.5240

Ci +C3+C3\ (Zx)
SC(Temperatura A) = bn - N

Donde:

SCx = Suma de cuadrados del factor A

C; = Total de cada nivel.



b = Numero de niveles del factor B.
N = NUumero de repeticiones que hay por nivel.
Y. X = Sumatoria de cada repeticion de cada nivel.

N = Total de repeticiones.

=8.5203

_ ((216.55)%+(201.9)°+ (190.52)*\ (608.97)°
SCw= 40 " 120

ci +c§+c§+c£>_ (Zx)?

SC(Tiempo de fermentacion B) = < an N

Donde:
SCg = Suma de cuadrados del factor B

C; = Total de cada nivel.

a = Numero de niveles del factor A.

n = Numero de repeticiones que hay por nivel.

Y. x = Sumatoria de cada repeticion de cada nivel.

N = Total de repeticiones.

=138.3940

_ ((195.25)%+(167.94)*+ (135.78)*+(110.00)*\  (608.97)°
SCe = 30 " 120

= ij yZij i (X X)2

SCAB= N

-SC, - SCpg
Donde:
SCpg = Suma de cuadrados de la interaccion de Ay B.

ﬁ1 ij y2ij = Sumatoria de cada una de las repeticiones por cada nivel.

n = Numero de repeticiones que hay por nivel.
a= Numero de niveles del factor A.
b = Numero de niveles del factor B.

Y. x = Sumatoria de cada repeticion de cada nivel.



N = Total de repeticiones.
SC, = Suma de cuadrados del factor A

SCg = Suma de cuadrados del factor B

(65.04)%+ (57.94)%+ (49.06)%+(44.51)*+(65.03)*+ (56.52)°
+ (44.94)*+(35.41)*+(65.18)°+(53.48)°+(41.78)*+(30.08)° _ (608.97)°

SCons) = 10 120
-8.51-138.4 =5.8398
SC(Error)z SC(TotaI) - SC(A) - SC(B) B SC(AB)
Donde:

SC(errory = Suma de cuadrados del error.
SC(totay = Suma de cuadrados total.
SC, = Suma de cuadrados del factor A
SCg = Suma de cuadrados del factor B

SCag = Suma de cuadrados de la interaccion de Ay B.

SC(emon= 157.52-8.52-138.4-5.83=4.77

- Calculo de la media de cuadrados

SCierron 477

g =708 =0.0441667

IVIC(Error) =
(Error)

SC(Temperatura) - 8.51
2

IVlC(Temperatura A~ = 4.2601

gI(Temperatura)

SC(Tiempo de fermentacion) — 138.4
3

IV|C(Tiempo de fermentacion B) ™

=46.1314

gI(Tiempo de fermentacion)



SCeap) _ 5.83

gI(AB) 6

=0.9733

MC(AB)=

Donde:
MC ag) = Media de cuadrados de la interaccion de Ay B.

SCag = Suma de cuadrados de la interaccion de Ay B.

gI(AB) = Grados de libertad de la interaccion de Ay B.

4.77
MC (erron= === = 0.0441667

108
- Calculo del valor F
_4.2601 9646
AT 0.04416 T
Fr = 461314 _ 1044.49
B~ 0.04416 '
0.9733
= =22.04

(AB) ™ 0.04416



ANEXO N° 6

Clima de El Salvador segun zonas térmicas

Cuadro N° 3. Clima de El Salvador segun zonas térmicas durante el afio
2011 sy.

Zonas térmicas segun la

altura en metros sobre Departamentos Promedio de temperatura

el nivel medio del mar

Ahuachapan, Cabafas, o
. ) Disminuyendo con la altura de 27 a
La Unidn, San Miguel, o
22 °C en las planicies
De 0 - 800 msnm San Salvador, San
i costeras y de 28 a 22 °C en las
Vicente, Santa Ana, o
planicies internas.
Sonsonate, La Paz.

Usulutan, Disminuyendo con la altura de 22 a
De 800 - 1200 msnm Chalatenango, La 20 °C en las planicies altas y de 21 a
Libertad, Cuscatlan. 19 °C en las faldas de montafas.

De 20 a 16 °C en planicies altas y

valles, de 21 a 19 °C en faldas de
De 1200 - 2700 msnm Morazan .
montafias y de 16 a 10 °C en valles

y hondonadas sobre 1,800 metros.




ANEXO N° 7

Hojas de control de procesos



| CENSALUD

G " tﬂ Centro de Investigaciony Desarrolloen Salud
N Uiversidad el Sabvador Facultad de Quimicay Farmacia

Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)

Universidad de El Salvador

Laboratorio de Microbiologia

Fecha de anédlisis:

Cuadro N° 5. Registro del analisis sensorial de las leches fermentadas.

Cumple con la
NC-TS 457:2007

Caracteristica
organoléptica Especificacion Resultado

Color uniforme. Blanco si

Aspecto 3
es natural. Homogéneo.

Tipico a producto lacteo
fermentado, similar a la

Olor levadura fresca

Tipico a producto lacteo
fermentado, ligeramente

Sabor acido o agrio

Consistencia viscosa o

Textura cremosa




CENSALUD

Centro de Ivestigaciony Desarollo en Salud Universidad de El Salvador

i Universidad de EI Salvador Facultad de Quimicay Farmacia
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)

Laboratorio de Microbiologia

Fecha de anédlisis:

Temperatura: °C

Tabla N° 24. Registro de fermentacién realizado durante el proceso de

activacion, aumento y acondicionamiento de los granulos de

kéfir.
Tiempo de fermentacion
8 horas de fermentacion 14 horas de fermentacion
Hora de inicio: Hora final: Hora de inicio: Hora final:

Determinacién

Biomasa (Q)

pH

Acidez titulable
(%)




1- CENSALUD

Centro de Investigacion y Desarrolo en Salud Universidad de El Salvador

1 Universidad de I Salvador Facultad de Quimicay Farmacia
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)

Laboratorio de Microbiologia

Fecha de anédlisis:

Tabla N° 25. Registro de fermentacién de la leche entera UHT con los granulos de

kéfir a 25 °C, 30 °C y 35 °C durante 10 fermentaciones consecutivas.
Temperatura de fermentacion

_ ) Tiempo de
Determinacion . 25°C 30 °C 35°C
fermentacion (horas)

Inicial

Biomasa (g) Final

pH

Acidez titulable (%) Final




ﬂi &

A\
A
;;@Q':
i

:f\
' N

!
)
= 1 Universidad de El Saivador
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
Laboratorio de Microbiologia

e

CENALD ...

Centro delInvestigacion y Desarrolloen Salud
Facultad de Quimicay Farmacia

Fecha de analisis:

Tabla N° 26. Registro de fermentacion realizado durante la obtencién de los 3

productos idoneos a 25 °C
Numero de réplicas
o Tiempo de
Determinacion . 1 2 3
fermentacion (horas)
0
Biomasa (g) 6
0
2
pH 4
6
Acidez titulable Final
(%)




ﬂi &

A\
A
;;@Q':
i

:f\
' N

e

CENSALUD

Centro delInvestigacion y Desarrolloen Salud

tj Universidad de El Salvador
(Y 1 Universidad de El Salvador Facultad de Quimicay Farmacia

Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
Laboratorio de Microbiologia

Tabla N° 27. Registro de temperatura
Temperatura de fermentacion

35°C

Responsable

Fecha

Hora

25°C

30 °C




ANEXO N° 8

Tabla N° 28. Cociente de rechazo “Q” en el nivel de confianza del 90 % 4.

Numero de observaciones Q
3 0.94
4 0.76
5 0.64
6 0.56
7 0.51
8 0.47
9 0.44
10 0.41
A 0.00




ANEXO N° 9
Valores criticos de la distribuciéon F



Tabla N° 29. Valores criticos de F para los cuales el area bajo la curva

a la derecha es igual a 0.05 (.

L, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

V)

1 161 200 216 225 230 234 237 239 241 242
2 18.5 19.00 19.2 19.2 19.3 19.3 194 19.4 194 19.4
3 10.1 9.55 9.28 9.12 9.01 8.94 8.89 8.85 8.81 8.79
4 7.71 6.94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00 5.96
5 6.61 5.79 541 5.19 5.05 4.95 4.88 4.82 4.77 4.74
6 5.99 5.14 4.76 4.53 4.39 4.28 421 4.15 4.10 4.06
7 5.59 4.74 4.35 4.12 3.97 3.87 3.79 3.73 3.68 3.64
8 5.32 4.46 4.07 3.84 3.69 3.58 3.50 3.44 3.39 3.35
9 5.12 4.26 3.86 3.63 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18 3.14
10 4.96 4.10 3.71 3.48 3.33 3.22 3.14 3.07 3.02 2.98
11 4.84 3.98 3.59 3.36 3.20 3.09 3.01 2.95 2.90 2.85
12 4.75 3.89 3.49 3.26 3.11 3.00 291 2.85 2.80 2.75
13 4.67 3.81 341 3.18 3.03 2.92 2.83 2.77 271 2.67
14 4.60 3.74 3.34 3.11 2.96 2.85 2.76 2.70 2.65 2.60
15 4.54 3.68 3.29 3.06 2.90 2.79 2.71 2.64 2.59 2.54
16 4.49 3.63 3.24 3.01 2.85 2.74 2.66 2.59 2.54 2.49
17 4.45 3.59 3.20 2.96 2.81 2.70 2.61 2.55 2.49 2.45
18 4.41 3.55 3.16 2.93 2.77 2.66 2.58 251 2.46 241
19 4.38 3.52 3.13 2.90 2.74 2.63 2.54 2.48 2.42 2.38
20 4.35 3.49 3.10 2.87 2.71 2.60 2.51 2.45 2.39 235
21 4.32 3.47 3.07 2.84 2.68 2.57 2.49 2.42 2.37 2.32
22 4.30 3.44 3.05 2.82 2.66 2.55 2.46 2.40 2.34 2.30
23 4.28 3.42 3.03 2.80 2.64 2.53 2.44 2.37 2.32 2.27
24 4.26 3.40 3.01 2.78 2.62 251 2.42 2.36 2.30 2.25
25 4.24 3.39 2.99 2.76 2.60 2.49 2.40 2.34 2.28 2.24
30 4.17 3.32 2.92 2.69 2.53 2.42 2.33 2.27 2.21 2.16
40 4.08 3.23 2.84 2.61 2.45 2.34 2.25 2.18 2.12 2.08
60 4.00 3.15 2.76 2.53 2.37 2.25 2.17 2.10 2.04 1.99

120 3.92 3.07 2.68 2.45 2.29 2.18 2.09 2.02 1.96 191

) 3.84 3.00 2.60 2.37 2.21 2.10 2.01 1.94 1.88 1.83

U, = Grados de libertad en el numerador

U, = Grados de libertad en el denominador




Tabla N° 29.

Continuacion.

2 12 15 20 24 30 40 60 120 ®
U
1 244 246 248 249 250 251 252 253 254
2 19.4 194 194 19.5 19.5 19.5 19.5 19.5 19.50
3 8.74 8.70 8.66 8.64 8.62 8.59 8.57 8.55 8-53
4 5.91 5.86 5.80 5.77 5.75 5.72 5.69 5.66 5.63
5 4.68 4.62 4.56 4.53 4.50 4.46 4.43 4.40 4.37
6 4.00 3.94 3.87 3.84 3.81 3.77 3.74 3.70 3.67
7 3.57 3.51 3.44 3.41 3.38 3.34 3.30 3.27 3.23
8 3.28 3.22 3.15 3.12 3.08 3.04 3.01 2.97 2.93
9 3.07 3.01 2.94 2.90 2.86 2.83 2.79 2.75 271
10 291 2.85 2.77 2.74 2.70 2.66 2.62 2.58 2.54
11 2.79 2.72 2.65 2.61 2.57 2.53 2.49 2.45 241
12 2.69 2.62 2.54 251 2.47 2.43 2.38 2.34 2.30
13 2.60 2.53 2.46 2.42 2.38 2.34 2.30 2.25 221
14 2.53 2.46 2.39 2.35 2.31 2.27 2.22 2.18 2.13
15 2.48 2.40 2.33 2.29 2.25 2.20 2.16 211 2.07
16 2.42 2.35 2.28 2.24 2.19 2.15 2.11 2.06 2.01
17 2.38 2.31 2.23 2.19 2.15 2.10 2.06 2.01 1.96
18 2.34 2.27 2.19 2.15 2.11 2.06 2.02 1.97 1.92
19 2.31 2.23 2.16 211 2.07 2.03 1.98 1.93 1.88
20 2.28 2.20 2.12 2.08 2.04 1.99 1.95 1.90 1.84
21 2.25 2.18 2.10 2.05 2.01 1.96 1.92 1.87 1.81
22 2.23 2.15 2.07 2.03 1.98 1.94 1.89 1.84 1.78
23 2.20 2.13 2.05 2.01 1.96 1.91 1.86 1.81 1.76
24 2.18 211 2.03 1.98 1.94 1.89 1.84 1.79 1.73
25 2.16 2.09 2.01 1.96 1.92 1.87 1.82 1.77 1.71
30 2.09 2.01 1.93 1.89 1.84 1.79 1.74 1.68 1.62
40 2.00 1.92 1.84 1.79 1.74 1.69 1.64 1.58 1.51
60 1.92 1.84 1.75 1.70 1.65 1.59 1.53 1.47 1.39
120 1.83 1.75 1.66 1.61 1.55 1.50 1.43 1.35 1.25
) 1.75 1.67 1.57 1.52 1.46 1.39 1.32 1.22 1.00

U, = Grados de libertad en el numerador

U, = Grados de libertad en el denominador




ANEXO N° 10

Valores criticos de la distribucién t-Student



Tabla N° 30. Valores criticos de la distribucion t-Student ).

Grados
de 0.25 0.1 0.05 0.025 0.01 0005
Libertad

1 1.0000 3.0777 6.3137 12.7062 31.8210 63.6559
2 0.8165 1.8856 2.9200 4.3027 6.9645 9.9250
3 0.7649 1.6377 2.3534 3.1824 4.5407 5.8408
4 0.7407 1.5332 2.1318 2.7765 3.7469 4.6041
5 0.7267 1.4759 2.0150 2.5706 3.3649 4.0321
6 0.7176 1.4398 1.9432 2.4469 3.1427 3.7074
7 0.7111 1.4149 1.8946 2.3646 2.9979 3.4995
8 0.7064 1.3968 1.8595 2.3060 2.8965 3.3554
9 0.7027 1.3830 1.8331 2.2622 2.8214 3.2498
10 0.6998 1.3722 1.8125 2.2281 2.7638 3.1693
11 0.6974 1.3634 1.7959 2.2010 2.7181 3.1058
12 0.6955 1.3562 1.7823 2.1788 2.6810 3.0545
13 0.6938 1.3502 1.7709 2.1604 2.6503 3.0123
14 0.6924 1.3450 1.7613 2.1448 2.6245 2.9768
15 0.6912 1.3406 1.7531 2.1315 2.6025 2.9467
16 0.6901 1.3368 1.7459 2.1199 2.5835 2.9208
17 0.6892 1.3334 1.7396 2.1098 2.5669 2.8982
18 0.6884 1.3304 1.7341 2.1009 2.5524 2.8784
19 0.6876 1.3277 1.7291 2.0930 2.5395 2.8609
20 0.6870 1.3253 1.7247 2.0860 2.5280 2.8453
21 0.6864 1.3232 1.7207 2.0796 2.5176 2.8314
22 0.6858 1.3212 1.7171 2.0739 2.5083 2.8188
23 0.6853 1.3195 1.7139 2.0687 2.4999 2.8073
24 0.6848 1.3178 1.7109 2.0639 2.4922 2.7970
25 0.6844 1.3163 1.7081 2.0595 2.4851 2.7874
26 0.6840 1.3150 1.7056 2.0555 2.4786 2.7787
27 0.6837 1.3137 1.7033 2.0518 2.4727 2.7707
28 0.6834 1.3125 1.7011 2.0484 2.4671 2.7633
29 0.6830 1.3114 1.6991 2.0452 2.4620 2.7564
30 0.6828 1.3104 1.6973 2.0423 2.4573 2.7500




Tabla N° 30. Continuacion.

40 0.6807 1.3031 1.6839 2.0211 2.4233 2.7045
50 0.6794 1.2987 1.6759 2.0086 2.4033 2.6778
60 0.6786 1.2958 1.6706 2.0003 2.3901 2.6603
70 0.6780 1.2938 1.6669 1.9944 2.3808 2.6479
80 0.6776 1.2922 1.6641 1.9901 2.3739 2.6387
90 0.6772 1.2910 1.6620 1.9867 2.3685 2.6316
100 0.6770 1.2901 1.6602 1.9840 2.3642 2.6259
© 0.6745 1.2816 1.6449 1.9600 2.3263 2.5758




ANEXO N° 11

Valores criticos de la distribucion normal estandar acumulada



Tabla N° 31. Valores criticos de la distribucién normal estandar acumulada .

zZ 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 zZ
0,0 0,5199 0,5239 0,5279 0,5319 0,5359 0,0
0,1 0,5596 0,5636 0,5675 0,5714 0,5753 0,1
0,2 0,5987 0,6026 0,6064 0,6103 0,6141 0,2
0,3 0,6368 0,6406 0,6443 0,6480 0,6517 0,3
0,4 0,6736 0,6772 0,6808 0,6844 0,6879 04
0,5 0,7088 0,7123 0,7157 0,7190 0,7224 0,5
0,6 0,7422 0,7454 0,7486 0,7517 0,7549 0,6
0,7 0,7734 0,7764 0,7794 0,7823 0,7852 0,7
0,8 0,8023 0,8051 0,8078 0,8106 0,8133 0,8
0,9 0,8289 0,8315 0,8340 0,8365 0,8389 0,9
1,0 0,8531 0,8554 0,8577 0,8599 0,8621 1,0
11 0,8749 0,8770 0,8790 0,8810 0,8830 11
1,2 0,8944 0,8962 0,8980 0,8997 0,9015 1,2
1,3 0,9115 0,9131 0,9147 0,9162 0,9177 1,3
14 0,9265 0,9279 0,9292 0,9306 0,9319 14
15 0,9394 0,9406 0,9418 0,9429 0,9441 15
1,6 0,9505 0,9515 0,9525 0,9535 0,9545 1.6
1,7 0,9599 0,9608 0,9616 0,9625 0,9633 1,7
1.8 0,9678 0,9686 0,9693 0,9699 0,9706 1.8
19 0,9744 0,9750 0,9756 0,9761 0,9767 1.9
2,0 0,9798 0,9803 0,9808 0,9812 0,9817 2,0
2,1 0,9842 0,9846 0,9850 0,9854 0,9857 21
2,2 0,9878 0,9881 0,9884 0,9887 0,9890 2,2
2,3 0,9906 0,9909 0,9911 0,9913 0,9916 2,3
2,4 0,9929 0,9931 0,9932 0,9934 0,9936 24
2,5 0,9946 0,9948 0,9949 0,9951 0,9952 2,5
2,6 0,9960 0,9961 0,9962 0,9963 0,9964 2,6
2,7 0,9970 0,9971 0,9972 0,9973 0,9974 2,7
2,8 0,9978 0,9979 0,9979 0,9980 0,9981 2,8
2,9 0,9984 0,9985 0,9985 0,9986 0,9986 2,9




Tabla N° 31. Continuacion.

zZ 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 z
3,0 0,99886 0,99889 0,99893 0,99896 0,99900 3,0
31 0,99918 0,99921 0,99924 0,99926 0,99929 3,1
3,2 0,99942 0,99944 0,99946 0,99948 0,99950 3,2
3,3 0,99960 0,99961 0,99962 0,99964 0,99965 3,3
3,4 0,99972 0,99973 0,99974 0,99975 0,99976 34
3,5 0,99981 0,99981 0,99982 0,99983 0,99983 3,5
3,6 0,99987 0,99987 0,99988 0,99988 0,99989 3,6
3,7 0,99991 0,99992 0,99992 0,99992 0,99992 3,7
3,8 0,99994 0,99994 0,99995 0,99995 0,99995 3,8
3.9 0,99996 0,99996 0,99996 0,99997 0,99997 3,9




ANEXO N° 12

Certificado de andlisis de proteina total y grasa realizado a las muestras
elaboradas en las condiciones 6ptimas de fermentacion

FUNDACION SALVADORENA PARA INVESTIGACIONES DEL CAFE 'e‘r
LABORATORIO DE SERVICIOS ANALITICOS iy

SECCION ESPECIALES A
INFORME No. : 187
FECHAS
PROPIETARIO: Ana Guadalupe Santos RECEPCION: | 17/10/2011
DIRECCION: Lourdes Colén #2 ANALISIS: 19/10/2011
TELEFONO: 7667-2372 EMISION: 28/10/2011
RESULTADOS DE ANALISIS EN MUESTRAS DE ESPECIALES

EC-1137

TIPO DE ANALISIS

LECHE LECHE
111011-A 111011-B 111011-C
PROTEINA 2.93% 3.0% 3.13%
GRASAY ACEITES 3.54% 3.42% 3.568%

NOTA ACLARATORIA: El resultado del andlisis corresponde a la muestra enviada por usted (es) a este Laboratorio. El muestreo es
responsabilidad del usuario. El Laboratorio no autoriza la reproduccién parcial sin la debida autorizacién por escrito.

METODOLOGIA UTILIZADA:

INITROGENO TOTAL:
| Factor de Proteina (NX6.38)

: Método 991.20, Nitrogen (Total) in Milk, Kjeldahl Methods, Referencia A.O.A.C
133.2.11, 16° Edicion.

Meétodo 905.02, Fat in Milk, Roese-Gottlieb Method, Referencia A.O.A.C 33.2.25,
16 Edicion.

| GRASA:

R{;Z/afé
Lic. Reina Elizabeth Funes de Cruz

Coordinador del Laboratorio de Servicios Analiticos
El Café es Vida 11

Avenida Manuel Gallardo, y 13 Calle Poniente, Santa Tecla, la libertad, El Salvador, C.A.
PBX: (503)2288-3088, FAX(503) 2228-0669, E-mail info@procafe.com.sv, http://www.procafe.com.sv




ANEXO N° 13

Material y equipo
Material

- Agitadores de vidrio

- Balones volumétricos de 50.0,1000.0 ml

- Balones Kjeldahl de 500 mL

- Beaker de 30,50,100,250, 400,600 mL

- Buretas de 10, 25 mL

- Embudo de vidrio tallo corto y largo

- Erlenmeyer de 125,250,500,1000 mL

- Frascos para diluciones

- Perlas de ebullicion

- Pipeta de morh de 1.0 mL , 5.0 mL y 10.0 mL
- Pipetas volumétrica de 1.0 mL,5.0 mL y 10.0 mL
- Placas de petri

- Probetas de 10,25,50,100,500,1000 mL

- Tubos de ensayo con rosca de 10, 50 mL

- Tubos de ensayo con tapén de rosca de 100 mL
- Capsulas de porcelana con tapadera

- Asa metalica

- Capsulas de metal

- Espéatulas

- Pinzas de extension

- Pinzas de sostén

- Pinzas para crisol

- Soportes

- Cocina eléctrica

- Desecadores



- Gradillas para tubos de ensayo
- Guantes de asbesto

- Mechero Bunsen

- Pipeteadores

- Tamices plasticos

Equipo

- Aparato de digestion y destilacion Kjeldhal

- Autoclave (Sterillizer SN510)

- Balanza Analitica (COBOS AY220, capacidad maxima 220 g).

- Balanza Granataria (Sartorius BL 600, capacidad méaxima 600 g)
- Bafio Maria (BUNSEN serie BA)

- Bafio de vapor

- Cabina de Flujo Laminar (TELSTAR MH-100)

- Centrifuga

- Estufa (TRADE Raypa)

- Hot Plate (P-SELECTA AGIMATIC-N)

- Incubadoras (P- SELECTA INCUBAT 80 L)

- pH metro (CRISON BASIC 20)

- Mufla (HOBERSAL 12-PR/200)

- Stomacher (Seward stomacher 400 circulator)

- Incubadora Refrigeradora de precision (P-SELECTA HOT-COLD S 4000667)



ANEXO N° 14
Reactivos y Medios de Cultivo
Medios de cultivo

- Agar VRBA (verde bilis y rojo violeta)

- Agar papa dextrosa

- Buffer Fosfato pH= 7.2

- Caldo BGLB (Lactosa Verde Brillante Bilis 2 %)

Nota: Se preparan de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Reactivos

- Solucidén de hidroxido de sodio 0.1 N
- Solucion de acido clorhidrico 0.1 N

- Solucion de Acido boérico al 4%

- Rojo de metilo

- Verde de bromocresol

- Solucién de acido tartarico

- Acido sulfarico concentrado

- BufferpH 7y pH 4

- Sulfato de potasio

- Solucién de fenolftaleina al 1%

- Solucion de sulfato de cobre pentahidratado (0.05 g/mL)
- Alcohol isopropilico

- Alcohol etilico

- Hidroxido de amonio

- Eter de petroleo

- Agua desmineralizada esteéril



