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Resumen

Los vegetales, en general, contienen nutrientes beneficiosos como minerales,
vitaminas, fibra dietética y antioxidantes, lo que los hace sustratos ideales para
los cultivos probiéticos. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
influencia de los extractos de zanahoria y espinaca en una bebida probidtica de
kéfir a base de almendras, para lo cual se establecieron dos factores de estudio:
el primero correspondié a tres tiempos de fermentacion; y el segundo, tres
mezclas de espinaca con zanahoria. En el andlisis sensorial efectuado a la bebida
probidtica a base de almendras enriquecida con extracto zanahoria y espinaca se
evidencié que el tratamiento T3 (elaborado con 40% de espinaca y 60% de
zanahoria y con un periodo de fermentacion con kéfir de 2 dias) fue el mejor
evaluado en cada uno de sus atributos. El analisis de vitamina A dio un resultado
de 43,67 Ul retinol/Kg, dicho valor resalta un importante aporte de los ingredientes
hacia el producto final, cabe destacar que el método de pasteurizacion utilizado
fue de 65 °C por 5 minutos. El conteo de bacterias probidticas en el producto final
fue de 7,92 x 10° UFC/g, estas bebidas exceden la cantidad minima de bacterias
probidticas requeridas en la Norma INEN 2395-2011 (1 X 10* UFC/g), lo cual se
puede afirmar que se trata de una bebida probidtica. Los resultados evidenciaron
ausencia de patdégenos (<10 UFC/g) para cada uno de los parametros analizados,
se establece el tiempo de vida util del producto de al menos 30 dias.

Palabras claves: bacterias probiotias, fermentacion, kéfir, retinol, vitaminas.
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Abstract

Vegetables, in general, contain beneficial nutrients such as minerals, vitamins,
dietary fiber, and antioxidants, making them ideal substrates for probiotic crops.
The objective of the present investigation was to evaluate the influence of carrot
and spinach extracts in an almond-based kefir probiotic drink, for which two study
factors were established: the first corresponded to three fermentation times; and
the second, three spinach and carrot mixes. In the sensory analysis carried out on
the probiotic drink based on almonds enriched with carrot and spinach extract, it
was evidenced that treatment T3 (made with 40% spinach and 60% carrot and
with a fermentation period with kefir of 2 days) was the best evaluated in each of
its attributes. The vitamin A analysis gave a result of 43.67 IU retinol / Kg, this
value highlights an important contribution of the ingredients towards the final
product, it should be noted that the pasteurization method used was 65 ° C for 5
minutes. The probiotic bacteria count in the final product was 7.92 x 106 CFU / g,
these drinks exceed the minimum amount of probiotic bacteria required in the
INEN 2395-2011 Standard (1 X 104 CFU / g), which can be claim that it is a
probiotic drink. The results showed the absence of pathogens (<10 CFU / g) for
each of the parameters analyzed, the shelf life of the product of at least 30 days
was established.

Keywords: probiotic bacteria, fermentation, kefir, retinol, vitamins.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes del problema

Los probidticos son microorganismos Vvivos que pueden incluirse en la
preparacion de wuna amplia gama de productos incluyendo: alimentos,
medicamentos, y suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium son las mas comunmente utilizadas como probioticos, pero la
levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de E. coli y Bacillus
también son incluidos en este grupo (Vacharaksa, Finlay, Arumugan y col., 2011).
Ouwehand (2007) reporta 379 lanzamientos de productos probidticos en todo el
mundo en el afio 2005. Hasta hace unos afos el yogur y las leches fermentadas
fueron los alimentos probiéticos mas difundidos comercialmente, sin embargo,
nuevas alternativas de derivados lacteos especiales se estan investigando y
algunos introduciéndose en el mercado a fin de ofrecer una mas amplia variedad
de sabores y texturas, asi como mejores matrices para estos microorganismos.
Por otro lado, ciertas tendencias de comportamiento y exigencias por razones de
salud de los consumidores estdn marcando pautas en la utilizacion de otros
vehiculos a parte de la matriz lactea para estos microorganismos, alentando a los
investigadores y la industria a explorar nuevas matrices alimentarias. Los
acontecimientos que marcan esta direccion son, por ejemplo: el crecimiento de un
sector de consumidores vegetarianos, consideraciones de salud como evitar el
consumo de alimentos con colesterol, consumidores intolerantes a la lactosa o
alérgicos a proteinas lacteas y razones econdémicas por las que en los paises en
desarrollo se quiere incentivar el empleo de materias primas alternativas (Heenan

, Yoon y col., 2006).
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1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

Es un hecho bien conocido que un pobre estado nutricional conlleva un mayor
riesgo de contraer infecciones; sin embargo, el conocimiento del papel que juegan
los nutrientes en los mecanismos inmunoldgicos de la defensa es mucho mas
reciente. Para que ésta se lleve a cabo con normalidad, se requiere un nivel
adecuado de nutrientes en el organismo y una buena disponibilidad de los
mismos. No obstante, hay que tener en cuenta que los nutrientes no sélo influyen
sobre los mecanismos encargados de defender al organismo de patégenos
infecciosos, sino que otras funciones en las que esta implicado el sistema
inmunitario pueden alterarse por desequilibrios en los niveles de nutrientes o
causas relacionadas con la nutricion (Nova y col., 2004).

Cuando el sistema inmune estid menos activo que lo normal decimos que el
paciente tiene una baja en sus defensas, lo cual lo torna méas susceptible a
contraer infecciones o, ataques de virus o bacterias. Es por eso que resulta
fundamental el buen estado del sistema inmunoldgico para prevenir y combatir
diversas enfermedades (Infobae,2015).

La aplicacion de cultivos probi6ticos en medios no lacteos representa un gran
desafio, ya que la viabilidad de éstos depende de diversos factores que
interactuan tales como: pH, produccién de peroxido de hidrégeno, concentracion
de azlcares (estrés osmotico), actividad de agua, metabolitos, temperatura de
almacenamiento, niveles de oxigeno y presencia de microorganismos
competidores e inhibidores (Donkor et al, 2004).

1.2.2 Formulacion del problema
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¢Lainclusion de extractos se zanahoria y espinaca aportaran con vitaminas en
una bebida probiética de kéfir a base de almendras?
1.3 Justificacion de la investigacion

Los vegetales, en general, contienen nutrientes beneficiosos como minerales,
vitaminas, fibra dietética y antioxidantes, lo que los hace sustratos ideales para
los cultivos probidticos, mientras que carece de los alergenos lacteos que pueden
impedir el consumo en ciertos segmentos de la poblacion. Se han estudiado como
medios de crecimiento 0 soportes grupos de alimentos que son parte de la dieta
normal del dia a dia como son: las frutas (Lavermicocca, 2006), hortalizas (Yoon,
y col., 2006), legumbres (Heenan y col., 2004) y productos de cereales (Helland y
col., 2004).

Aunque mal llamada leche, la bebida de almendras es un alimento bajo en
calorias y con gran cantidad de nutrientes, se obtiene a partir de la molienda de
este fruto seco mezclada con agua, es un alimento energético recomendable para
personas que llevan a cabo una alta actividad fisica, asi como para intolerantes a
la lactosa y celiacos. Asimismo, el contenido en vitaminas E y B de la bebida de
almendras supone un antioxidante que retrasa el envejecimiento celular, protegen
el sistema cardiovascular y refuerzan el sistema inmune (Vanguardia, 2019).

El kéfir por su parte es una leche fermentada rica en bacterias y levaduras
probioticas que mejoran la flora intestinal, auxilian en la inmunidad y mejoran el
transito intestinal, ayudando a mantener la salud general del organismo (Zanin,
2020).

La presente investigacion procura elaborar una bebida con fines funcionales,
por ello busca aprovechar alimentos naturales con propiedades nutritivas y

funcionales como es el caso de las materias primas empleadas. Ademas, se
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busca a través de la zanahoria y la espinaca aportar gran cantidad de vitamina A
en la bebida. Esta es necesaria en diversos procesos bioldgicos como el
desarrollo del sistema inmunitario, la formacion y mantenimiento de las células de
la piel y las mucosas, el crecimiento y la vision. La vitamina A tiene ademas
muchas propiedades antioxidantes, que protegen a las células del organismo de
los radicales libres, causantes del envejecimiento.
1.4 Delimitacion de la investigacion
eEspacio: La presente investigacion se realizdé en la Provincia del Guayas,
Canton Milagro, Parroquia Milagro, en los laboratorios de la Facultad de
Ingenieria Agricola mencion Agroindustrial de la Universidad Agraria del
Ecuador.
eTiempo: EIl trabajo experimental tuvo una duracion de seis meses, de
Diciembre a Mayo del 2021
ePoblacién: Se escogié un panel de 30 jueces no entrenados para la
valoracién sensorial de las muestras. La bebida funcional elaborada va
dirigida a la poblacion general.
1.5 Objetivo general
Evaluar la influencia de los extractos de zanahoria y espinaca en una bebida
probiética de kéfir a base de almendras
1.6 Objetivos especificos
Determinar el tratamiento de mayor aceptacion sensorial con un panel de 30
jueces no entrenados (olor, sabor, color y textura)
Evaluar el aporte de vitamina A de la zanahoria y espinaca al tratamiento de

mayor aceptacion
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Establecer la actividad microbiana de microorganismos eficientes en la bebida
mejor evaluada sensorialmente

Estimar el tiempo de vida util de la bebida de mayor aceptacion en el andlisis
organoléptico.
1.7 Hipotesis

Al menos uno de los tratamientos con extractos de zanahoria y espinaca
aportara vitamina A en una bebida probittica con Kéfir a base de almendras y

contard con caracteristicas organolépticas aceptables para el consumidor.
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2. Marco teodrico
2.1 Estado del arte

Rodas (2019) evalu6 el efecto del porcentaje de granulos de Kkéfir y
temperatura de incubacion en la elaboracién de una bebida funcional. El estudio
tuvo como objetivo evaluar el efecto del porcentaje de granulos de kéfir (5, 10 y
15 %) y temperatura de incubacién (20, 25 y 30 °C) en las caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y organolépticas de una bebida funcional. Los
andlisis realizados fueron: porcentaje de alcohol, pH, composicion proximal,
recuento de coliformes totales, hongos, levaduras y evaluacién organoléptica.
Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas, en el porcentaje de alcohol los
tratamientos presentaron el mismo resultado, es decir, no presentaron diferencia
estadisticamente significativa, en el pH se observa que el T1 (20 °C — 5 % KEéfir),
obtiene el mayor contenido de pH 6.03 y el T9 (30 °C — 15 % KEéfir) obtiene el
menor contenido de pH 4.15, ademéas se observa que a mayor porcentaje de
granulos de kéfir y temperatura de incubacion el valor del pH desciende, referente
al analisis de composicién proximal se analizé la muestra del T3 (20 °C — 15 %
Kéfir). En las caracteristicas microbiol6gicas se observo ausencia de coliformes
totales y hongos, este es un indicador de que la bebida funcional se elaboré en
condiciones higiénicas adecuadas.

Ortega (2014) realizé un estudio con el fin de corroborar los resultados de los
analisis realizados a las bebidas fermentadas con las normas INEN y otras
literaturas con el fin de saber si cumplieron con el parametro establecido en la
norma INEN 2395-2011 para el consumidor final. Una vez realizado los analisis
fisicoquimicos a las bebidas se obtuvo como resultado que cuando se utiliza agua

el pH es 3.95 y 4.94 cuando se lo realiza en leche, por haber estado fermentados
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en distintos medios. Al realizar las pruebas organolépticas, la bebida fermentada
en agua resultaria mas agradable al consumidor, por tener un olor citrico, y sabor
ligeramente acido, a diferencia de la bebida fermentada en leche que tiene olor y
sabor acido, ademas de que esta no seria consumida por personas intolerantes a
la lactosa. En el andlisis microbiolégico la cantidad de bacterias probidticas para
la bebida fermentada con kéfir en agua fue de 2,4X10 UFC/g mientras que en
leche tiene 2X10 UFC/g, desde el punto de vista cuantitativo, estas bebidas
exceden la cantidad minima de bacterias probiéticas requeridas en la Norma
INEN 2395-2011.

Ledn (2017) investigo el efecto de la concentracién de cultivo kéfir al 3%, 4%,
5% y 6%, en las caracteristicas fisicoquimicas, quimico proximal, sensorial y
reolégicas de la leche fermentada de soya. El producto se obtuvo mediante las
siguientes operaciones: inoculacion, incubacioén, agitacion, filtracion, envasado y
almacenamiento, a 1°C por 48 horas de fermentacion. Luego se realizd los
andlisis fisicoquimicos, quimicos proximales, reoldgicas y evaluacion sensorial.
En cuanto a la metodologia de investigacién es de tipo de aplicada y nivel
experimental, se aplico el disefio completamente al azar con tres repeticiones. En
cuanto a los resultados estan de acuerdo a los establecido por el Codex para
leches fermentadas CODEX STAN 243-2003 y la bibliografia revisada, el
tratamiento mas aceptado por el publico fue el del 4%, con un pH de 4,5 con una
acidez de 0,565 una densidad de 1,028 y con 7,13 °Brix por otro lado con un
contenido de proteina de 3,12 %, de grasa de 0,4 %, de fibra de 0,04 %, ceniza
de 0,07 y carbohidratos de 7,82 %, con un indice Reoldgico (n) de 0,2515. Dando

como resultado optimo el tratamiento inoculado con el 4% de cultivo kéfir. Se
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concluye que la leche de soya es un buen sustrato para ser fermentado con
cultivo kéfir.

Chicaiza (2018) obtuvo una bebida fermentada a base de manzana Delicia
Dorada (Malus Domestica) con la utilizacion del cultivo Kefir (Kluyveromyces
Marxianus) con el fin de aprovechar el uso de la manzana ecuatoriana y darle un
enfoque diferente a esta fruta, por consecuencia se realiz6 3 experimentaciones
para definir el procedimiento més adecuado para la obtencion de la sidra. Como
resultado de los exdmenes de laboratorio basados en los requisitos de la norma
INEN 2802 — 374 se puede indicar que todos los parametros cumplieron con los
niveles establecidos, pues no rebasaron los rangos; por ejemplo, dentro de los
indicadores Fisico-Quimicos se delimité 5.5°GL y al igual se fijaron niveles casi
nulos de metanol, cenizas y acido malico que no afectan al producto; mientras
que los resultados de las caracteristicas fisicas se identificaron como innatos y
normales. Mediante la degustacion se determiné a la sidra como una bebida de
graduacion alcohdlica ligeramente suave de aromas y sensaciones agradables
con persistencia de duracion corta obteniendo una aceptabilidad del 100% debido
a las 2 Unicas opciones escogidas por los degustadores fueron, Bueno (57%) y
Muy bueno (47%).

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Almendra

2.2.1.1 Caracteristicas

La almendra (Prunus dulcis) pertenece a la familia Rosaceae y tiene una
estrecha relacion con el melocotdon o durazno, la ciruela y el albaricoque o

damasco, ademas de otras drupas o frutos de carozo (Sopib, 2009).



22

El fruto de Prunus dulcis, la almendra, es un alimento basico que se remonta a
tiempos histéricos, incluyendo los biblicos. Es un fruto que procede del oeste de
Asia. Fue muy difundido por toda la cuenca del mediterraneo por los fenicios y
expandido por los romanos. California es el lider mundial en la produccion de
almendra, en 2002, hubo més de 500 000 acres de almendra, por lo que es el
cultivo de arboles mas plantada en el estado. Ultimamente, el cultivo del almendro
ha recibido una atencién creciente porque es un cultivo que se puede mecanizar
facilmente, del cual se obtienen producciones significativas con poca dotacion de
agua y, ademas, permite compaginar las labores agricolas con otros trabajos que,
en estos momentos de fuerte incremento de la agricultura a tiempo parcial, lo
convierten en un cultivo muy interesante también desde este punto de vista
(Cérdova, 2015).

2.2.1.2 Valor nutricional

Las almendras son uno de los frutos secos mas nutritivos del planeta, tienen un
sabor delicado y dulzén, y contienen infinidad de propiedades beneficiosas para
nuestro organismo. Entre sus bondades destaca que ayudan a fortalecer los
huesos, el cabello, la piel y son buenas para el corazén, por ello la Federacion
espafiola del corazén recomienda su consumo. Son ricas en fibras, proteinas,
vitaminas B y E, grasas saludables, hierro, calcio, fosforo (Monreal, 2019).

Durante los ultimos afos la almendra se ha posicionado como un alimento
saludable y versatil en sus diferentes formas de uso y consumo. Son numerosos
los estudios que demuestran las propiedades beneficiosas de la almendra
(Velasco y Aznar, 2016).

En un estudio realizado por Thomas y Gebhardt (2014) sobre la composicion

nutricional de almendras, concluyen que una onza (30 g) contiene cantidades
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elevadas de seis nutrientes esenciales: proteinas (6 g), fibra (4 g), calcio (75 mg),
vitamina E (7,4 mg), riboflavina (0,3 mg) y niacina (1 mg). El contenido de grasa
predominante es la insaturada, teniendo 12,44 gramos (92%), y casi el 70% de la
grasa que tienen es monoinsaturada (MUFA), siendo el &cido oleico el méas
importante, y también contiene el 25,8% de grasa poliinsaturada (PUFA),
destacando el &cido linoleico (omega 6).

Algunos frutos secos y semillas se encuentran entre las fuentes naturales de
vitamina E en el suministro de alimentos de los EE.UU. En su principal funcion
como antioxidante, la vitamina E previene las reacciones de los radicales libres, lo
cual es importante para proteger las células del dafio oxidativo. La vitamina E se
ha asociado con el riesgo de ciertos tipos de cancer como el colon, la vejiga y la
prostata. Estudios recientes se han centrado en los efectos de gammatocoferol,
asi como alfa-tocoferol. De los cuatro tocoferoles (alfa, beta, gamma y delta), el
alfa-tocoferol es el Unico utilizado para estimar la corriente, los otros tocoferoles
se absorben y pueden tener otras funciones, pero no se convierten en alfa-
tocoferol en el cuerpo (Davila, 2015).

Segun Pribis y Hale-Shukitt (2014), el consumo regular de frutos secos, el
consumo de bayas, o ambos podria posiblemente ser utilizado como una
estrategia terapéutica adyuvante en el tratamiento y prevencion de varias
enfermedades neurodegenerativas y disfuncion cerebral relacionada con la edad.
Asi mismo, las pruebas de los ensayos en humanos, aunque limitado, sugiere
posibles efectos positivos, sobre todo entre los pacientes de mayor edad, en
funcién de la memoria, la cognicion global, y la depresion.

El consumo de la nuez y la almendra en particular, ha demostrado tener

efectos beneficiosos sobre los niveles de glucosa en la sangre en individuos con
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Diabetes tipo 2 y prediabetes, con efectos estadisticamente significativos con
mejoras en los niveles de glucosa, insulina, sensibilidad a la insulina y
LDLcolesterol (Mandalari, 2012).

Comparado con otros frutos secos, las almendras son particularmente ricos en

fibora dietética (12%), en su mayoria insolubles, que est4d presente
principalmente

en la piel de la almendra. Tanto natural, presente en almendras crudas y
almendras escaldadas con piel, un subproducto de la industria de procesamiento
de almendra blanqueada, han sido reconocidos como ingredientes Utiles para el
control de los procesos oxidativos en productos alimenticios y como un potencial
de los prebidticos (Mandalari, 2012).

2.2.2 Zanahoria

2.2.2.1 Caracteristicas

La zanahoria (Daucus carota L.) es una planta herbacea de tallos estriados y
pelosos, con hojas recortadas alternas, que no sobresalen de la tierra mas de 40
cm. Las flores son blancas, pequeias, generalmente en umbelas, esto es,
agrupadas en tallos radicales en forma de sombrilla. Presenta una raiz fusiforme,
jugosa y comestible, de unos 15 — 18 cm de longitud. La zanahoria tiene mas
vitamina A que cualquier otra planta, gracias al 3-caroteno (provitamina A) que el
cuerpo humano transforma. Ademas, presenta en sus tejidos, fosfatos, azlcares,
sales alcalinas y un aceite aromatico (Reina, 2007).

La zanahoria ha experimentado un importante crecimiento en los ultimos afos,
tanto en superficie, como en produccion, ya que se trata de una de las hortalizas

mas producidas en el mundo (Mancera, 2010).
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2.2.2.2 Valor nutricional

Las cualidades nutritivas de la zanahoria son importantes, especialmente por
su elevado contenido en B-caroteno (precursor de la vitamina A), pues cada
molécula de caroteno que se consume es convertida en dos moléculas de
vitamina A. La zanahoria se caracteriza en general por un elevado contenido en
agua (89%) y bajo contenido en lipidos (0.5%) y proteinas (0.6%), destacando su
alto contenido de vitamina A. Las zanahorias son una buena fuente de [3-
carotenos, que el organismo convierte en vitamina A. A diferencia de la mayor
parte de las verduras, esta es mas nutritiva cuando se come cocida. Debido a que
cruda tiene paredes celulares firmes, y el organismo sélo puede convertir menos
del 25% a vitamina A, al cocerlas estas paredes se rompen permitiendo al
organismo convertir mas del 50 % a vitamina A (Almeida y Zambrano, 2007). La
vitamina A es importante para los ojos y el sistema inmunoldgico. La deficiencia
en vitamina A puede originar ceguera nocturna y problemas de acné. Padecer un
estado prolongado de deficiencia de vitamina A puede generar varios trastornos
oculares como la xeroftalmia (MINSA, 2001)

2.2.3 Espinaca

2.2.3.1 Caracteristicas

La espinaca (Spinacia oleracea), esta compuesta mayormente por agua. La
cantidad de grasas e hidratos de carbono son muy bajos, pero es uno de los
vegetales que mas proteinas contiene. Rica en nutrientes, se usa para tratar y
prevenir la ocurrencia de distintos tipos de cancer (tumores), incluyendo los de la
vejiga, prostata, higado y pulmones (Licata y Jaramillo, 2002)

La espinaca por lo general se cultiva en zonas frias y templadas de la sierra

ecuatoriana, donde es muy pronunciado su cultivo, entre los sitios mas
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representativos tenemos: Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,
Chimborazo, Bolivar, Azuay, Cafiar, Loja (Huaraca, 2010).

2.2.3.2 Valor nutricional

Es un alimento especial para curar la anemia y la arterioesclerosis. Posee
suficientes vitaminas, acido félico y magnesio para reducir la incidencia de
enfermedades cardiacas. Se cree que sus componentes tienen una funcion
inmunizadora y se piensa que ayuda a prevenir la osteoporosis en las mujeres
postmenopausicas (Atehortua y Jaramillo, 2002).

La espinaca (Spinacia oleracea) posee compuestos que cumplen mdultiples
funciones como la reduccion del riesgo de padecer degradacion macular que
conlleva a una disminucion de la visibilidad gracias a que la espinaca contiene
luteina y zeaxantina, dos carotenoides implicados en la prevenciéon de esta
degeneracion. También contiene vitamina C que ayuda a la asimilacion del hierro
que se encuentra en esta verdura en una cantidad igual a 2.71 mg. por cada 100
g., proporcion mayor a la de la carne y es por ello que el zumo de espinaca se
recomienda en la anemia ferropénica. Mediante estudios en animales de
experimentacion se ha constatado la efectividad de las proteinas presentes en la
espinaca en casos de hipercolesterolemia al dificultar la absorcién de colesterol y
acidos biliares. Es recomendable su consumo para madres embarazadas porque
contiene acido folico, imprescindible para imposibilitar malformaciones genéticas
en el feto. También se aconseja a deportistas y adolescentes en fase de
crecimiento. La espinaca (Spinacia oleracea) es una verdura, que aporta apenas
22 calorias por 100 gramos y ademas tiene una composicion nutricional muy
privilegiada, su contenido de proteinas es 2.86%, mientras que carbohidratos y

grasas apenas se encuentran un 0.8% y 0.35%, respectivamente y dado la
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cantidad de fibra que es de 2.7%, la convierte en un vegetal ideal para dietas
saludables (Pamplona, 2004).

La calidad nutricional de la espinaca (Spinacia oleracea) también reside en la
riqueza mineral y vitaminica que brinda por cada 100 gramos, por eso se
aconseja a deportistas y adolescentes en fase de crecimiento. Entre los minerales
y vitaminas mas importantes estan:

Aporta 672 ug de los 1000 ug. diarios de vitamina A que requiere el organismo.

Con 200 ug. excede las necesidades de acido folico diarias de 194 ug.

Contribuye con 28.1 mg. de vitamina C de los 60 mg diarios, requeridos.

De los 350 mg. de magnesio que se necesita aporta 79 mg. diarios.

Y 2.71 mg. de hierro de los 10 mg. que se precisa, provienen de la espinaca
(Pamplona, 2004).

2.2.4 Fermentacion

2.2.4.1 Tipos de fermentacion

2.2.4.1.1 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es una bioreaccién, que permite degradar azucares
es importante debido a que produce el alcohol presente en las bebidas
fermentadas (vino, cerveza, etc.) El piruvato se reduce para formar etanol y CO2,
como indica en la ecuacion general en ausencia de oxigeno:

Glucosa+ 2 ADP + 2 P ----------- - 2 etanol + 2 CO2 + 2 ATP (Rivas, 2013)

2.2.4.1.2 Fermentacion lactica

Fermentacion homoléactica

El dnico producto final de este tipo de fermentacion es el acido lactico. Es de
gran importancia en la bajada del pH de los productos donde se encuentran estas

bacterias: esta bajada del pH como consecuencia de la liberacion de acido lactico
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es suficiente para producir unos cambios quimicos en el producto (precipitacion
de proteinas durante el cuajado de la leche), cambios microbiologico (proteccién
del deterioro microbiano de alimentos como consecuencia de la eliminacion de la
flora competidora) y organolépticos (los &cidos organicos de cadena corta, y entre
ellos el 4cido lactico tienen caracteristicas de produccion de sabor). Su ecuacién
global es:

Glucosa + 2 ADP + 2 Pi ------- - 2 acido lactico + 2 ATP (Rivas, 2013)

Fermentacion heterolactica

Este proceso lo llevan a cabo bacterias del grupo lactico pertenecientes a los
géneros Leuconostoc y Lactobacillus. Industrialmente el proceso es relevante en
la produccion de alimentos fermentados (por ejemplo el sauerkraut “col agria®).
Otra bacteria productora de este tipo de fermentacion es Lactobacillus acidophilus
que facilita el metabolismo de la leche. La reaccién global es:

Glucosa + ADP + Pi ------- - Ac. Léactico + Etanol + CO2 + ATP (Rivas, 2013)

2.2.4.2 Leche Fermentada

Segun la Norma INEN 2395: 2011 “Es el producto lacteo obtenido por medio

de la fermentacién de la leche, elaborado a partir de la leche por medio de la

accion de microorganismos adecuados y teniendo como resultado la reduccién

del pH con o sin coagulacién (precipitacién isoeléctrica). Estos cultivos de

microorganismos seran viables, activos y abundantes en el producto hasta la

fecha de vencimiento. Si el producto es tratado térmicamente luego de la

fermentacion, no se aplica el requisito de microorganismos viables. Comprende

todos los productos naturales, incluida la leche fermentada liquida, la leche

acidificada y la leche cultivada y al yogur natural, sin aromas ni colorantes”

Las principales especies que constituyen la flora microbiana fermentativa de la
leche son:

Lactobacilos. Producen bastante acido y actian a temperaturas relativamente

elevadas (37 °C)
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Estreptococos lacticos que producen menos &cido, pero si son responsables
del aroma peculiar.

Levaduras de la lactosa que producen gas carbonico y algo de alcohol (como
ocurre en el kéfir) (Rivas, 2013).

2.2.4.3 Tipos de leche fermentada

Yogurt

Se entiende por yogurt o yoghourt al producto de leche coagulada obtenida por
fermentacién lactica mediante la accibn de Lactobacillus bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus a partir de leche y/u otros productos procedentes del
fraccionamiento de la leche. Quimicamente, la acidez proporcionada por el acido
lactico hace que se formen pequefios coagulos de caseina (proteina de la leche),
lo que da al yogur su textura especial (Murat , 2014)

Kumis

Es una bebida muy parecida a la leche fermentada con granulos de kéfir,
conteniendo la misma cantidad de acido lactico pero mayor cantidad de alcohol
(como minimo debe contener 0.5 %). El cultivo iniciador consta de Lactobacillus
delbrueckii subesp. bulgaricus y Kluyveromyces marxianus (Sanchez y Méndez,
2016).

Kéfir

El CODEX ALIMENTARIUS define al kéfir como: cultivo preparado a partir de
granulos de kéfir, 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 cerevisiae y Saccharomyce
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sexiguus). Es una bebida artesanal de leche de la fermentacién lactica como
alcohdlica debido al accionar de bacterias y levaduras contenidas en sus granulos
(Cuzco, 2017).

2.2.5 Tipos de Kéfir

2.2.5.1 Kéfir de leche

Kéfir es la leche fermentada mas antigua que existe. Su origen se sitla en las
montafias del Calcaso, donde sus pueblos lo vienen consumiendo de forma
habitual durante miles de afo. Su historia se remonta a la antigiedad, al “ayrag”,
bebida que preparaban los campesinos de las montafias del Norte del Caucaso,
dejando remansar la leche de sus animales en odres fabricados a partir de pieles
de cabras que nunca se lavaban o limpiaban y que colgaban cerca de la puerta
de la casa en el exterior o el interior, segun la estacion.

Esta bebida fermentada se denomind Kéfir. Aunque no se tiene referencias
etimoldgicas 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 gentes de diferentes religiones, de ahi que haya sido un desconocido
durante mucho tiempo (Pedraza , 2017).

Este fermento es un excelente alimento probi6tico. Con un poder nutritivo
mayor al de la leche o yogur, y de mas facil digestion. La accion fermentadora de
las bacterias y levaduras del Kéfir; Incrementa el valor biolégico de las proteinas
de la leche, produce la sintesis de vitaminas del complejo B, siendo una fuente
importante de potasio, fosforo, calcio y vitaminas. Restablece y equilibra la flora
intestinal. Sintetiza acido lactico, degradando la lactosa, formandose acido

piravico elemento perfectamente digerible (Rivas, 2013).
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La composicion del kéfir es parecida a la de la leche. Pero no presenta algunos
de sus inconvenientes. Las proteinas en la leche fermentada con kéfir tienen
mucho mas valor biolégico y son mucho mas asimilables. El kéfir tiene una
tension de cuajo muy baja. La leche kefirada es menos densa que el yogurt. Esto
quiere decir que la cuajada se fragmenta muy facilmente en particulas muy
pequefias. (Mientras que el cuajo del yogurt se mantiene cohesionado, o bien se
deshace en pedazos). El pequefio tamafo de las particulas en la cuajada de kéfir
facilita su digestion, al presentar ante los agentes de la digestion una mayor
superficie sobre la cual actuar. La facilidad para ser digerido ha hecho que
muchos investigadores recomienden el kéfir como un alimento particularmente
benéfico para los nifios las personas convalecientes y o con insuficiencia gastrica
(Rivas, 2013).

2.2.5.2 Kéfir de agua

El kéfir de agua o kéfir azucarado es una bebida fermentada consumida de
forma casera principalmente en México y Brasil. Es elaborado a base de una
solucion de sacarosa, generalmente entre 3 y 10%; frutas frescas, principalmente
limones; frutas secas como higos y un inéculo de microorganismos denominados
“tibicos” o “tibi” (da C.P. Miguel y col., 2011). Los tibicos son granulos similares a
una coliflor, con un diametro promedio de 5 a 20mm, apariencia transparente y
estructura elastica (Waldherr y col., 2010). Producto de la fermentacion durante
uno o dos dias a temperatura ambiente se obtiene una bebida carbonatada
ligeramente coloreada, con sabor levemente acido por la produccion de acido
lactico y acido aceético, poca cantidad de azucar y una ligera cantidad de alcohol
(Gulitz y col., 2011), que no llega a superar el 2% (v/v) (Magalhaes y col., 2010).

El origen de los granulos de kéfir de agua es aun incierto. Existen algunas
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descripciones de granulos similares llamados “plantas de cerveza de jengibre”
que soldados ingleses importaron de la guerra de Crimea en 1855. Asi mismo, se
reportaron “granos Tibi” de origen mexicano que son relacionados con el cactus
(Opuntia) de donde los granulos eran removidos de las hojas. Son varios los
nombres con los que se les conoce a los tibicos, como: “abejas de California”,
“abejas Africanas”, “nueces de cerveza”, “balm of gilead” y “semillas japonesas de
cerveza’. Finalmente fueron denominados “granos de kéfir azucarado” con el fin
de distinguirlos del kéfir de leche. En general, la microbiota del kéfir de agua esta
compuesta por una estructura de polisacérido dextrinado insoluble en agua, en
donde viven en simbiosis bacterias acidolacticas, bacterias acido acéticas y
levaduras. El polisacarido es un polimero de glucosa con enlaces a 1-6. Se ha
identificado al Lactobacillus hilgardii como la principal bacteria encargada de la
produccién del polimero, por medio de la enzima glicosiltranferasa (Waldherr y
col., 2010). Los microorganismos presentes en cada granulo de kéfir de agua
dependen de la region, asi como del pais de origen. Un estudio realizado en
Brasil comparé los microorganismos presentes en los granulos de kéfir
provenientes de diferentes regiones del pais. Se encontraron diferencias en la
composicién de la microbiota del granulo segun su lugar de origen; sin embargo,
el impacto del clima, medios y métodos de cultivo permanecen desconocidos (Da
CP Miguel y col., 2011). Se encontrd la presencia de Lactobacillus en todas las
muestras de kéfir, sin embargo, existian diferencias en las especies acido
acéticas como Acetobacter lovaniensis aisladas de los estados de Bahia y Distrito

Federal y Gluconacetobacter liquefaciens aislada del estado de Bahia y Goias

(Da CP Miguel y col., 2011).
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Los microorganismos presentes en la bebida de kéfir de Agua son varios los
estudios que se han realizado para determinar cuales son las bacterias y
levaduras presentes en los granulos de kéfir de agua. Segun Magalhaes y col.
(2010) al aislar un total de 289 bacterias y 129 levaduras, durante el proceso
fermentativo, el 57.65 % fue bacterias acidolacticas, seguidas de levaduras que
representaban el 30.86 % y finalmente las bacterias acéticas con el 11.48 %.

Los efectos benéficos que se le atribuyen al kéfir de agua son varios como:
tratar padecimientos del aparato digestivo, Ulceras, colitis ulcerosa, intolerancia
géstrica, colon irritable, diverticulos entre otros (Palmetti, 2012); sin embargo,
varios de estos atributos no tienen un soporte cientifico establecido (Magalhaes y
col.,, 2010). Un estudio mostr6 que al comparar el poder cicatrizante del
carbohidrato obtenido del kéfir de agua con el poder cicatrizante del heomycin-
clostebol (Combinacion de neomicina, un antibidtico de amplio espectro con
clostebol, esteroide de uso topico que aumenta la velocidad de cicatrizacién),
ambos aplicados de forma tdpica en heridas inducidas en ratas de laboratorio. El
carbohidrato de kéfir fue capaz de inhibir la accién inflamatoria de manera similar
gue el neomycin-clostebol en heridas; sin embargo, esta droga es conocida por
presentar efectos colaterales como problemas hepéticos, disfunciones
reproductivas y riesgos neoplasicos. Por lo tanto, se recomienda el uso de una
solucion a base de granulos de kéfir frente al neomycin-clostebol (Thomson vy
Moreira , 2007). Otro de los beneficios que se produce al consumir kéfir se debe a
la presencia de Lactobacillus plantarum. Segun la investigacion desarrollada por
Wang y col. (2007) en la cual se agregé L. plantarum liofilizado a una dieta alta en
colesterol, se observé que ratas no manifestaron ninguna variacion en cuanto a

su peso corporal, comida ingerida y eficiencia de alimentacion. Por otro lado, se
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presentd una reduccién de colesterol sérico, LDL (Lipoproteina de baja densidad)
y los niveles de triglicéridos. Adicionalmente se produjo una gran reduccion en el
colesterol, asi como de triglicéridos en el higado, demostrando de esta manera
que el colesterol se redujo y no se redistribuyd en la sangre o en el higado. Es
importante la reduccién de LDL como del colesterol total debido a que elevadas
cantidades de estos estan altamente relacionadas con un incremento en el riesgo
de enfermedades coronarias. Su reduccién en hombres hipocolesterolémicos
puede disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares. Ademas, se
notdé que la concentracién de acido propionico en las heces de los animales se
incrementd significativamente, casi tres veces mas con relacién al grupo control
(que no fue alimentado con L. plantarum). Esto indica que una de las vias de
sintesis de colesterol se vio afectada, reduciendo de esta forma su concentracion
(Wang y col., 2007). Otros estudios realizados determinaron que Lactobacillus
kéfir presente en los granulos de kéfir tiene la capacidad de antagonizar la
invasion y/o adhesion de Salmonella enteritidis. La Salmonella es uno de los
patébgenos causantes de una variedad de enfermedades como fiebre entérica,
bacteriemia, infecciones focales y enterocolitis. Se encuentra principalmente en
pollos y aves de corral; y es una de las mayores fuentes de infeccion intestinal
(Golowczyc y col., 2007).
2.3 Marco legal
Ecuador Plan Nacional toda una vida 2017 — 2021
El Buen Vivir o Sumak Kawsay, es una idea movilizadora que ofrece
alternativas a los problemas contemporaneos de la humanidad. El Buen Vivir
construye sociedades solidarias, corresponsables y reciprocas que viven en
armonia con la naturaleza, a partir de un cambio en las relaciones de poder. El
Sumak Kawsay fortalece la cohesion social, los valores comunitarios y la

participacion activa de individuos y colectividades en las decisiones relevantes
para la construccion de su propio destino y felicidad. Se fundamenta en la
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equidad con respeto a la diversidad, cuya realizacién plena no puede exceder
los limites de los ecosistemas que la han originado.

Objetivo 5: Impulsar la productividad y competitividad para el crecimiento
econdmico sostenible de manera redistributiva y solidaria.

5.2 Promover la productividad, competitividad y calidad de los productos
nacionales, como también la disponibilidad de servicios conexos y otros
insumos, para generar valor agregado y procesos de industrializacion en los
sectores productivos con enfoque a satisfacer la demanda nacional y de
exportacion.

5.3 Fomentar el desarrollo industrial nacional mejorando los encadenamientos
productivos con participacion de todos los actores de la economia.

5.4 Incrementar la productividad y generacion de valor agregado creando
incentivos diferenciados al sector productivo, para satisfacer la demanda
interna, y diversificar la oferta exportable de manera estratégica.

5.6 Promover la investigacion, la formacion, la capacitacion, el desarrollo y la
transferencia tecnoldgica, la innovacién y el emprendimiento, la proteccion de
la propiedad intelectual, para impulsar el cambio de la matriz productiva
mediante la vinculacion entre el sector publico, productivo y las universidades
(Plan Nacional de Desarrollo, 2017, p.80).

Objetivo 6: Desarrollar las capacidades productivas y del entorno para lograr
la soberania alimentaria y el Buen Vivir Rural.

6.1 Fomentar el trabajo y el empleo digno con énfasis en zonas rurales,
potenciando las capacidades productivas, combatiendo la precarizacién y
fortaleciendo el apoyo focalizado del Estado e impulsando el emprendimiento.
6.3 Impulsar la produccion de alimentos suficientes y saludables, asi como la
existencia y acceso a mercados y sistemas productivos alternativos, que
permitan satisfacer la demanda nacional con respeto a las formas de
produccion local y con pertinencia cultural (Plan Nacional de Desarrollo, 2017,
p.84).

Politicas y lineamientos estratégicos

Diversificar y generar mayor valor agregado en la produccién nacional.
Promover la intensidad tecnolégica en la produccion primaria, de bienes
intermedios y finales.

Impulsar la produccion y la productividad de forma sostenible y sustentable,
fomentar la inclusién y redistribuir los factores y recursos de la produccion en el
sector agropecuario, acuicola y pesquero.

Fortalecer la economia popular y solidaria y las micro, pequefias y medianas
empresas en la estructura productiva (SENPLADES, 2015, p.359).

Ley organica del régimen de la soberania alimentaria

Titulo |

Principios generales

Articulo 1. Finalidad. - Esta Ley tiene por objeto establecer los mecanismos
mediante los cuales el Estado cumpla con su obligacion y objetivo estratégico
de garantizar a las personas, comunidades y pueblos la autosuficiencia de
alimentos sanos, nutritivos y culturalmente apropia dos de forma permanente.
El régimen de la soberania alimentaria se constituye por el conjunto de normas
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conexas, destinadas a establecer en forma soberana las politicas publicas
agroalimentarias para fomentar la produccion suficiente y la adecuada
conservacion, intercambio, transformacion, comercializacibn y consumo de
alimentos sanos, nutritivos, preferentemente provenientes de la pequefia, la
micro, pequefia y mediana produccibn campesina, de las organizaciones
econdémicas populares y de la pesca artesanal asi como microempresa Yy
artesania; respetando y protegiendo la agro biodiversidad, los conocimientos y
formas de produccion tradicionales y ancestrales, bajo los principios de
equidad, solidaridad, inclusion, sustentabilidad social y ambiental. El Estado a
través de los niveles de gobierno nacional y subnacionales implementara las
politicas publicas referentes al régimen de soberania alimentaria en funcién del
Sistema Nacional de Competencias establecidas en la Constitucion de la
Republica y la Ley (Asamblea Nacional del Ecuador, 2011, p.1).

Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2395:2011

LECHES FERMENTADAS. REQUISITOS

Esta norma se aplica a las leches fermentadas naturales: yogur, kéfir, kumis,
leche cultivada o acidificada; leches fermentadas con ingredientes y leches
fermentadas tratadas térmicamente.

Kéfir. Es una leche fermentada con cultivos &cido lacticos elaborados con
granos de kéfir, Lactobacillus kéfir, especies de géneros Leuconostoc,
Lactococcus y Acetobacter con produccion de acido lactico, etanol y diéxido de
carbono. Los granos de kéfir estan constituidos por levaduras fermentadoras
de lactosa (Kluyveromyces marxianus) y levaduras no fermentadoras de
lactosa (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae y
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifibobacterium sp vy
Streptococcus salivarius subs. Thermophilus, por cuales deben ser viables y
activos durante la vida util del producto.
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3. Materiales y métodos

3.1 Enfoque de lainvestigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental, con nivel de conocimiento
exploratorio, ya que se evaluo el aporte de distintas concentraciones de extracto
de zanahoria y espinaca en una bebida de kéfir a base de almendras.

3.1.2 Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion fue experimental, estuvo bajo un disefio de
bloques completos al azar, de esta formar se evalug las variables cualitativas
utilizando un panel de 30 jueces.
3.2 Metodologia

3.2.1 Variables

3.2.1.1. Variable independiente

Concentracion de extracto de zanahoria y espinaca

3.2.1.2. Variable dependiente

Caracteristicas sensoriales (color, olor, sabor y textura)

Contenido de vitamina A al tratamiento de mayor aceptacion sensorial

Conteo de bacterias probiéticas en el tratamiento ganador en la prueba
sensorial

Vida util (aerobios mesdfilos, coliformes totales, mohos y levaduras) en el
tratamiento con mayor aceptacion sensorial

3.2.2 Tratamientos

Para el desarrollo de esta investigacion, se ha evaluado dos factores de

estudio. Uno de ellos correspondio a tres tiempos de fermentacion; y el otro, esta
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representada por tres mezclas de espinaca con zanahoria. Estos factores y sus
correspondientes niveles se indican a continuacion:

Tabla 1. Tiempo de fermentacion
FACTOR A: tiempo

al: 2 dias
a2: 4 dias

a3: 6 dias
Benavides, 2021

Tabla 2. Combinaciones de espinaca y zanahoria

FACTOR B: mezcla espinaca - zanahoria
b1: 20 % - 80 %
b2: 30 % - 70 %
b3: 40 % - 60 %
Benavides, 2021

La combinacién de los niveles de estos factores permitio tener un total de nueve
tratamientos, definidos en la siguiente forma:

Tabla 3. Tratamientos a evaluarse

No Factor A Factor B Combinaciones
1 al: 2dias bl: 20 % espinaca - 80 % zanahoria albl
2 al: 2dias b2: 30 % espinaca - 70 % zanahoria alb2
3 al: 2dias b3:40 % espinaca - 60 % zanahoria alb3
4 a2:4dias  bl: 20 % espinaca - 80 % zanahoria az2bl
5 a2:4dias  b2: 30 % espinaca - 70 % zanahoria az2b2
6 a2:4dias  b3: 40 % espinaca - 60 % zanahoria a2b3
7 a3: 6dias bl: 20 % espinaca - 80 % zanahoria a3bl
8 a3: 6dias  b2: 30 % espinaca - 70 % zanahoria a3b2
9 a3: 6 dias b3: 40 % espinaca - 60 % zanahoria a3b3

Benavides, 2021

3.2.3 Disefio experimental

Para valorar estadisticamente los resultados de las variables se usé un disefio
de bloques completamente al azar, utilizando como fuente 30 jueces no
entrenados, quienes realizaron la prueba sensorial en base a un criterio hedénico
de 5 puntos.

3.2.4 Recolecciéon de datos
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3.2.4.1. Recursos
Recursos bibliogréficos
Revistas cientificas
Articulos cientificos
Libros
Sitios web
Tesis
Recursos institucionales
Universidad Agraria del Ecuador
Laboratorio de Biotecnologia
Recursos materiales
Los materiales a utilizar para el trabajo experimental se describen a
continuacion:
Materia prima e insumos
Zanahoria
Espinaca
Leche de almendras
Kéfir
Sacarosa
Materiales de proceso

e Recipientes de acero inoxidable

e Jarras
e Cuchillo
e Colador

e Cuchillos



Cucharas

Equipos de proceso

3.2.4.2. Métodos y técnicas

Balanza digital ohaus, sensibilidad + 0,1 g.

Potenciometro HANNA (1- 14)
Licuadora industrial
Refractometro ATC (0 — 100 ppm)
Vasos de precipitacion (500 ml)

Termometros (0 — 100 °C)

40

o e

- S

Figura 1. Diagrama de flujo de elaboracion de bebida fermentada

Benavides, 2021
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Preparacion del Kéfir

Lavado del kéfir

El lavado del kéfir se lo realizo enjuagandolo con leche pasteurizada de marca
comercial

Fermentacion del kéfir

Se coloco el kéfir 1% de la cantidad de leche a fermentar por el tiempo
determinado en los tratamientos luego de lo cual se extrajo los granulos de kéfir
mediante un colador casero, y se lo agreg6é durante el homogenizado de la
bebida.

Preparacién de la bebida

Recepcion de materia prima

Se realizo la recepcion de la zanahoria y espinaca.

Seleccion de materia prima:

Al seleccionar la zanahoria se verificO que no debe estar golpeada o
magullada

Se selecciono las hojas de espinaca, desechando las de mal estado,
marchitas o con muestra de enfermedad.

Lavado:

El lavado de las zanahorias y hojas de espinaca se realizé con abundante
agua, con la finalidad de eliminar cualquier tipo de particulas extrafas, suciedad y
restos de tierra que pueda estar adherida a la materia prima.

Pelado:

Operacion mediante el cual se retird6 de forma manual la cascara de la
zanahoria y en la espinaca se retiraron las hojas del tallo.

Triturado
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La zanahoria fue colocada en un extractor casero marca Oster con el fin de
obtener el extracto
Filtrado
El extracto de la zanahoria posteriormente se filtré6 para obtener una mejor
consistencia.
De igual manera se filtro el extracto de espinaca y la bebida de kéfir.
Adicién de del extracto de espinaca, la bebida fermentada y sacarosa:
Se adicionaron los productos una vez ya se han filtrado.
Homogenizacion
Se removié la mezcla hasta lograr una consistencia homogénea de los
ingredientes.
Pasteurizado
La mezcla obtenida se pasteurizo a 65 °C por 5 minutos y se retiro del fuego.
No se debe dejar por mas tiempo debido que a altas temperaturas las
propiedades de sus componentes.
Enfriado
Se realizo el enfriado de la mezcla pasteurizada.
Almacenado
Una vez enfriada la bebida se envaso y se almaceno a temperatura de
refrigeracion.
Variables dependientes a medir
Caracteristicas sensoriales
Se escogio a un panel sensorial de 30 jueces no entrenados para el analisis de
color, olor, sabor y apariencia de las muestras de cada uno de los tratamientos en

estudio.



43

Se utilizo una escala hedobnica para determinar medir las caracteristicas
sensoriales

Pardmetros fisico-quimicos

Se tomo muestras de cada tratamiento para valorar el contenido de acidez, pH,
°Brix

Método de ensayo para la determinacién de acidez

Método de rutina

Titulacion con una solucién volumétrica patrén de hidroxido de sodio en

presencia de fenolftaleina como indicador

Reactivos

Se Uso solo reactivos de grado analitico reconocido y agua destilada o
desmineralizada o agua de pureza equivalente.

Hidréxido de sodio, solucion volumétrica patrén, ¢ (NaOH) = 0,1 mol/l. 1)

Soluciones de buffer, de pH conocido.

Fenolftaleina, 10g1 de una solucién en etanol al 95% (volumen)

Equipos

Homogeneizador o mortero

Pipeta, para repartir 25ml, 50ml o 100ml.

Matraz erlemeyer, capaz de ser equipado con el condensador de reflujo (4,7).

Matraz aforado de capacidad de 250ml.

Vaso de precipitacion, de capacidad de 250ml junto a un agitador mecanico o
magnético.

Método de ensayo para la determinacion de pH

Equipos
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pH-metro, con una escala graduada en 0.05 unidades de pH o
preferentemente menor.

Electrodos

Electrodos de vidrio: electrodos de diferentes formas geométricas pueden
ser usados. Se almacenaron en agua.

Electrodo de calomelanos, contiene una solucion saturada de cloruro de
potasio

Sistema combinado de electrodos

Los electrodos de vidrios y calomelanos pueden ser montados dentro de un
sistema combinado de electrodos, almacenar estos en agua, el nivel de la
solucién saturada de cloruro de potasio en el electrodo de calomelanos debera
estar por encima del nivel de agua.

Preparacion de la muestra de ensayo

Productos liquidos y facilmente filtrables (jugos, liquidos de compotas o de
encurtidos, liquidos fermentados, etc.)

Mezclar la muestra de laboratorio cuidadosamente hasta que esté homogénea.

Método de ensayo para la determinacién de °Brix

Concentracion de sacarosa en una solucién acuosa que tiene el mismo indice
de refraccion que el producto analizado, en condiciones especificas de
preparacion y temperatura

El indice de refraccion de una solucion de ensayo se mide a 20 °C £ 0,5 °C,
usando un refractometro. El indice de refraccion se correlaciona con la cantidad
de solidos solubles (expresado como la concentracion de sacarosa) usando
tablas o por lectura directa en el refractometro de la fraccibn masa de solidos

solubles.
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Reactivos

Usar solo reactivos de grado analitico reconocido

El agua utilizada deberd ser agua destilada dos veces en un aparato de vidrio
borosilicato o su pureza debera ser al menos equivalente.

Aparatos de laboratorio habituales y en particular lo siguiente

Refractometro

3.2.5 Analisis estadistico

La informacion que se obtuvo respecto a las variables cualitativas fue sometida
al andlisis de varianza (ANOVA) para verificar diferencias significativas. En este
caso, el modelo de ANOVA para las variables cualitativas, es el que se describe
en la tabla 4. Las medias fueron sometidas, utilizando el test de Tukey (p< 0.05).
Para estos andlisis se utilizo el software Infostat.

Tabla 4.Modelo de Andlisis de varianza para las variables cualitativas a
evaluarse

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 269

Factor A (mezclas) 2

Factor B (tiempo) 2
Interaccion AB 4
Repeticiones (jueces) 29

Error experimental 232

Benavides, 2021
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4. Resultados

4.1 Evaluacion del grado de aceptabilidad del tratamiento de mejor
aceptacion, através de una escala heddnica.

La Tabla 5 muestra los resultados de la evaluacion sensorial por parte de un
panel sensorial de jueces no entrenados. En la evaluacion del color, la bebida
probidtica a base de almendras enriquecida con extracto zanahoria y espinaca se
evidenci6é que las formulaciones estudiadas muestran diferencia estadistica entre
si, el tratamiento ganador fue T3 elaborado con 40% de espinaca y 60% de
zanahoria y 2 dias de fermentacion con kéfir obtuvo una media de 4,37; el cual
no se diferencié de T1 elaborado con 20% de espinaca y 80% de zanahoria con
fermentacién con kéfir de 2 dias, obtuvo una media de 3,70 mientras que los
tratamientos de menor aceptacion respecto al color fue T7 (20 % espinaca y 80 %
zanahoria fermentado por 6 dias) con una media de 2.23 y T8 (30 % espinaca y
70 % zanahoria con fermentaciéon de 6 dias) obtuvo una media de 2,10.

En la evaluacién del olor se evidencid que tanto el tratamiento 3 como el 2 no
tuvieron diferencia estadistica y presentaron mayor aceptaciéon sensorial con
medias de 4,37 y 3,52 respectivamente. En la evaluacion del sabor de la bebida
los tratamientos T3, T4 Y T2 no presentaron diferencia significativa, con medias
que fluctdan entre 3,1y 4,13.

En el andlisis de la apariencia, se evallan aspectos como la textura, fluidez y
aspecto general de la bebida, en base al criterio de los panelistas. Los
tratamientos T1, T2, T3 y T4 no presentaron diferencia significativa, siendo los de

mayor aceptacion por parte de los jueces.
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Tabla 5. Resultados del analisis sensorial
No Factor A Factor B Color Olor Sabor Apariencia

P bl: 20 % espinaca -
T, al:2dias 80 % zanahoria 3.70ab  3.50b  3.10bc 3.90a

- 2 dias b2: 30 % espinaca -

T .
2 al 70 % zanahoria

3.30b 3.53ab 3.33ab 3.57ab

. 0, 1 -
T, al:2dias P3:40%espinaca- o o000 4434 4.47a

60 % zanahoria

bl: 20 % espinaca -

T, a2:4dias 80 % zanahoria 3.37b 3.23bc 3.43ab 3.63ab
e b2: 30 % espinaca -
Ts a2:4dias 20 % zanahoria 3.03bc 2.97bcd 2.70bcd 2.63c
e b3: 40 % espinaca -
Te a2:4dias 60 % zanahoria 3.07bc  2.63cd 2.67bcd 2.53c
. 0 1 -
T, a3:6dias Pl20%espinaca- ., 500 230cd 2.33c
80 % zanahoria
P b2: 30 % espinaca -
Ts a3: 6 dias 20 % zanahoria 2.10d  2.47cd 2.23cd 2.27c
P b3: 40 % espinaca -
Ty a3: 6 dias 60 % zanahoria 2.43cd 2.40cd 2.07d 2.73bc
Coeficiente de variacion (%) 3151 34.39 37.49 36.40

Benavides, 2021
Mediante el analisis sensorial efectuado a la bebida probitdtica a base de
almendras enriquecida con extracto zanahoria y espinaca se evidencio que el
tratamiento T3 fue el de mayor aceptacion en base a los atributos evaluados, de
igual manera, se aprecié que los tratamientos con mayor aceptacion sensorial

fueron los que presentaron menor tiempo de fermentacion.
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4.2 Anélisis de vitamina A y actividad microbiana de microorganismos
presentes en la zanahoria y del tratamiento mejor evaluado sensorialmente.

Los resultados del analisis de vitamina A y actividad microbiana se muestran
en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis de Vitamina A y Actividad microbiana.

Muestra Parametros Método Resultados Unidad
Bebida o Cervantes et. al.
o Vitamina A )
Probiotica a ) 2011 43,67 Ul retinol/Kg
(Retinol) .
base de (Cromatografia)
almendras ISO
Conteo de
con extracto ) 15214:1998 5
_ Bacterias 7,92 x 10 UFClg
de zanahoria o (Recuento en
_ Probioticas
y espinaca. placas)

Benavides, 2021

El tratamiento T3 elaborado con 40% de espinaca y 60% de zanahoria fue el
mejor evaluado por parte del panel sensorial motivo por el cual se le realiz6 un
analisis de vitamina A. Como resultados se obtuvo: vitamina A (43,67 Ul
retinol/Kg) y conteo de bacterias probidticas fue de 7,92 x 10° UFC/g.

4.3 Tiempo de vida util para el tratamiento de mayor aceptacion sensorial
basado en criterios microbioldgicos.

Los parametros microbiolégicos empleados en el tratamiento 3 para determinar
la vida util fueron: aerobios mesofilos, Coliformes totales, Hongos y levaduras, los
cuales se encuentran descritos en la Tabla 7.

Los resultados evidenciaron ausencia de patdgenos (<10 UFC/g) para cada
uno de los parametros analizados hasta los 30 dias, estos resultados se
mantienen dentro del rango permitido por la norma NTE INEN 706, por lo tanto, el

tiempo de vida util del producto es de al menos 30 dias.
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Parametros 0 dias
Aerobios mesofilos <10
Coliformes totales <10
Hongos y levaduras <10

10 dias

<10

<10

<10

20 dias

<10

<10

<10

30 dias

<10

<10

<10

Unidad
UFCl/g
UFCl/g

UFC/g

Benavides, 2021
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5. Discusion

Gutiérrez et al.(s.f.) evaluaron el efecto del porcentaje de inéculo y del tiempo
de incubacién sobre las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de una
bebida de kéfir, demostrando que las variaciones de 1, 2 y 3% no incidieron en los
resultados de la evaluacion fisicoquimica y sensorial, ademas se evidencio que el
tiempo de fermentacion adecuado es de 28 a 48 horas, acentuandose al final sus
atributos sensoriales, lo cual coincide con el analisis sensorial efectuado a los
distintos tratamientos, ya que se pudo apreciar que los tratamientos que
presentaron menor tiempo de fermentacion tuvieron mayor aceptacion sensorial
por parte del panel de jueces, siendo el tratamiento 3, elaborado con 40% de
espinaca, 60% de zanahoria y 2 dias de fermentacién con kéfir el mejor evaluado.

Por su parte, Alvarado (2018) realizé un analisis sensorial con una escala
hedénica de 1 a 7 en una bebida de kéfir, cuyos resultados obtenidos
demostraron que la bebida funcional es considerada como un producto fluido,
respecto al olor la bebida esta considerada como un producto lactico acidificado,
lo cual se podria considerar como una caracteristica otorgada por el proceso
metabdlico de las levaduras presentes en el granulo de kéfir. En el sabor, el &cido
es el que predomina; obteniendo una puntuacion media de 6,7 en la escala
creciente de intensidad de sabor. Al igual que el olor, esta caracteristica es tipica
de una fermentacion realizada por las levaduras. En el analisis sensorial de esta
investigacion se pudo apreciar que los tratamientos que presentaron menor
tiempo de fermentacion no presentaban diferencia significativa entre ellos, y las
caracteristicas fueron del agrado de los catadores ya que el equivalente segun la

escala hedodnica es “me gusta”.



51

El andlisis de vitamina A se realizé al tratamiento T3 elaborado con 40% de
espinaca y 60% de zanahoria, el cual fue el mejor evaluado por parte del panel
sensorial, el resultado obtenido de vitamina A fue de 43,67 Ul retinol/Kg, dicho
valor resalta un importante aporte de los ingredientes hacia el producto final, cabe
destacar que el método de pasteurizacion utilizado fue de 65 °C por 5 minutos,
con el cual se pudo preservar el aporte nutricional de los ingredientes sin que
estos se volatilicen, tal como lo expresan Berestan et al. (2010) quienes
elaboraron un helado de verduras (tomate, zanahoria, espinaca) a base de leche
de soja manifiestan que las altas propiedades nutricionales de los ingredientes
utilizados se transfieren directamente al producto final casi sin alteracién ya que
se aplico un tratamiento térmico suave al pasteurizar a 70/72 °C durante 15/30 s,
con lo cual se destaca la presencia de vitaminas en el producto final. Por otra
parte, Mata (2020) elabor6 un helado a base de zanahoria con adicién de alfalfa,
con el fin de aportar hierro, vitamina A y vitamina C, el resultado obtenido para
vitamina A fue de 0,13 mg /Kg, evidenciando un bajo aporte de este nutriente al
producto final, en lo cual pudo incidir la pasteurizacion debido a que dicho
proceso se llevo a cabo por 15 min. a 80 °C, siendo este el motivo por el cual
pudieran volatilizarse las vitaminas.

El conteo de bacterias probiéticas en el producto final fue de 7,92 x 10° UFC/g,
estas bebidas exceden la cantidad minima de bacterias probioticas requeridas en
la Norma INEN 2395-2011 (1 X 10* UFC/g), lo cual se puede afirmar que se trata
de una bebida probidtica. Asi mismo, Bolafios (2014) elabor6 dos bebidas,
fermentadas con granulos de kéfir en agua y leche, para corroborar si son
bebidas probidticas segin la NORMA INEN 2395-2011, en el analisis

microbioldgico la cantidad de bacterias probitticas para la bebida fermentada con
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kéfir en agua fue de 2,4X10 UFC/g mientras que en leche tiene 2X10 UFC/qg,
cumpliendo con lo establecido en la normativa legal vigente.

En el analisis microbioldgico se pudo evidenciar que hubo ausencia de
patégenos (<10 UFC/g) tanto para aerobios mesofilos, coliformes totales, mohos
y levaduras a los 10, 20 y 30 dias, estos resultados se mantienen dentro del
rango permitido por la norma NTE INEN 706, por lo tanto, el tiempo de vida util
del producto es de al menos 30 dias. Estos resultados concuerdan con Tavares et
al (2021) quienes estudiaron la viabilidad quimica, microbiolégica y sensorial de
bebidas de kéfir bajas en calorias y sin lacteos a partir de jugos de frutas
tropicales mixtas, elaborando dos bebidas, una con sacarosa y otra con stevia,
dichos autores concluyeron que las dos bebidas tienen un periodo de vida til de

30diasab°C.
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6. Conclusiones

En el andlisis sensorial efectuado a la bebida probiética a base de almendras
enriquecida con extracto zanahoria y espinaca se evidencié que los tratamientos
con mayor aceptacion sensorial fueron los que presentaron menor tiempo de
fermentacion, siendo el tratamiento T3 (elaborado con 40% de espinaca y 60% de
zanahoria y con un periodo de fermentacién con kéfir de 2 dias) el mejor evaluado
en cada uno de sus atributos (color, olor, sabor y textura).

El andlisis de vitamina A se realizé al tratamiento T3 elaborado con 40% de
espinaca y 60% de zanahoria, el cual fue el mejor evaluado por parte del panel
sensorial, el resultado obtenido de vitamina A fue de 43,67 Ul retinol/Kg, dicho
valor resalta un importante aporte de los ingredientes hacia el producto final, cabe
destacar que el método de pasteurizacion utilizado fue de 65 °C por 5 minutos.

El conteo de bacterias probiéticas en el producto final fue de 7,92 x 10° UFC/g,
estas bebidas exceden la cantidad minima de bacterias probiéticas requeridas en
la Norma INEN 2395-2011 (1 X 10* UFC/g), lo cual se puede afirmar que se trata
de una bebida probiética.

Los resultados evidenciaron ausencia de patdgenos (<10 UFC/g) para cada
uno de los parametros analizados hasta los 30 dias, estos resultados se
mantienen dentro del rango permitido por la norma NTE INEN 706, por lo tanto, el

tiempo de vida util del producto es de al menos 30 dias.
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7. Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos en la investigacién se recomienda:

Utilizar durante la pasteurizacion de la bebida temperaturas bajas (65 °C) con

el fin de evitar que se volatilicen las vitaminas que aportan los ingredientes.

Realizar estudios reologicos del kéfir (tipo de fluido, viscosidad aparente,
energia de activacién) como una investigacion complementaria que permita tener

mayor informacion técnica y funcional de este producto.

Profundizar la utilizacion de otros sustratos de la misma naturaleza como el
mani, que permitan verificar su comportamiento para el aprovechamiento

industrial de este producto.
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9. Anexos

9.1 Anexo 1. Boleta para la prueba sensorial

UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR

© S

@ FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

S
F g

INGENIERIA AGRICOLA MENCION AGROINDUSTRIAL

Adjunto a la presente boleta se le entregara 4 tratamientos las cuales debera valorar cada

pardmetro segun la escala que se presenta a continuacion:

Categoria Valoracion Numérica

Me gusta mucho

Me gusta

Me gusta poco

No me gusta

Me disgusta
INDIQUE CON UNA ( X ) SEGUN SU CRITERIO EN LOS ESPACIOS INDICADOS

RINW Ao

ATRIBUTOS | VN | 11 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9
5
4
COLOR 3
2
1
5
4
OLOR 3
2
1
5
4
SABOR 3
2
1
5
4
TEXTURA 3
2
1

Benavides, 2021
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9.2 figura 2. Recepcién de la materia prima.
Benavides, 2021

9.3 figura 3. Seleccién y lavado de la materia prima.
Benavides, 2021



9.4 figura 4. Pelado de la zanahoria.
Benavides, 2021

9.5 figura 5. Seleccién y lavado de la espinaca.
Benavides, 2021
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9.6 figura 6. Triturado de la zanahoria con la leche de almendra.
Benavides, 2021

9.7 figura 7. Filtrado de la zanahoria y espinaca.
Benavides, 2021



9.8 figura 8. Homogenizado.
Benavides, 2021

9.9 figura 9. Pasteurizado a 65°C.
Benavides, 2021
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9.10 figura 10. Pasteurizado a 65°C.
Benavides, 2021

9.11 figura 11. Evaluacion de analisis sensorial .
Benavides, 2021
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9.2 Anexo 2. Andlisis estadisticos
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Factor A (T. Ferm.) | Factor B (Mezcla) | Jueces | Color | Olor | Sabor Apariencia
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 1 2 2 2 3
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 2 3 5 3 4
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 3 3 3 2 3
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 4 3 4 3 3
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 5 4 4 4 4
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 6 4 5 3 4
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 7 3 2 4 2
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 8 4 3 2 3
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 9 4 3 4 3
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 10 4 4 3 5
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 11 4 4 4 5
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 12 5 3 3 5
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 13 2 3 3 4
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 14 4 4 4 5
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 15 4 3 3 5
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 16 5 4 4 5
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 17 5 5 4 4
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 18 3 5 3 5
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 19 4 4 3 5
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 20 2 5 3 3
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 21 3 3 2 2
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 22 3 3 2 3
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 23 5 3 2 5
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 24 2 2 3 5
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 25 3 2 3 2
al: 2 dias b1: 20%E + 80%Z 26 5 5 4 4
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 27 3 3 2 3
al: 2 dias b1l: 20%E + 80%Z 28 5 3 5 4
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 29 5 3 2 4
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 30 5 3 4 5
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 1 1 2 1 3
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 2 3 5 2 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 3 3 3 2 2
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 4 4 3 4 2
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 5 4 4 4 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 6 3 4 3 2
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 7 4 3 3 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 8 2 4 4 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 9 4 3 3 3
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 10 4 3 2 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 11 3 5 2 4
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al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 12 5 4 1 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 13 4 4 4 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 14 2 2 4 3
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 15 3 5 4 5
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 16 5 5 3 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 17 5 5 4 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 18 3 3 3 5
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 19 4 4 5 5
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 20 2 2 2 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 21 5 5 3 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 22 4 3 4 1
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 23 1 3 5 3
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 24 2 2 5 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 25 5 3 4 5
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 26 3 5 5 4
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 27 2 2 5 3
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 28 3 3 2 2
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 29 4 4 2 2
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 30 2 3 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 1 2 2 2 3
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 2 3 5 2 4
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 3 4 3 3 2
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 4 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 5 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 6 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 7 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 8 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 9 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 10 4 3 4 3
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 11 3 3 3 4
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 12 4 5 3 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 13 4 5 4 3
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 14 4 4 3 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 15 5 5 4 3
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 16 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 17 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 18 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 19 3 3 3 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 20 4 3 4 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 21 4 3 3 4
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 22 5 5 4 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 23 5 5 4 4
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 24 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 25 4 4 5 5
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al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 26 5 5 4 4
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 27 4 4 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 28 4 4 4 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 29 5 5 5 5
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 30 5 5 5 5
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 1 3 4 4 5
a2: 4 dias b1l: 20%E + 80%Z 2 3 3 5 5
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 3 2 1 5 4
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 4 5 4 3 2
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 5 5 4 4 5
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 6 3 5 5 3
a2: 4 dias b1l: 20%E + 80%Z 7 2 5 4 3
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 8 3 3 3 3
a2: 4 dias b1l: 20%E + 80%Z 9 4 4 4 5
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 10 2 2 5 5
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 11 2 2 4 4
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 12 3 3 3 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 13 2 2 5 5
a2: 4 dias b1l: 20%E + 80%Z 14 3 5 5 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 15 4 3 2 2
a2: 4 dias b1l: 20%E + 80%Z 16 3 3 2 2
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 17 3 3 5 5
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 18 2 2 5 5
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 19 5 5 4 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 20 3 1 1 2
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 21 5 4 1 1
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 22 5 5 3 1
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 23 4 2 3 4
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 24 4 1 1 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 25 5 4 1 1
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 26 3 3 4 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 27 2 2 3 3
a2: 4 dias b1: 20%E + 80%Z 28 4 4 1 4
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 29 4 4 3 5
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 30 3 4 5 5
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 1 5 2 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 2 4 4 4 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 3 2 2 1 1
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 4 3 3 3 3
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 5 4 4 4 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 6 2 2 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 7 1 1 3 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 8 3 4 4 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 9 4 3 4 1
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a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 10 1 3 4 5
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 11 5 5 3 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 12 5 5 4 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 13 5 3 3 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 14 4 4 1 1
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 15 4 4 4 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 16 3 3 2 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 17 5 5 5 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 18 1 5 1 1
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 19 1 1 1 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 20 2 2 3 4
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 21 2 3 4 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 22 4 2 2 3
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 23 3 2 2 3
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 24 3 2 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 25 3 4 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 26 2 2 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 27 2 2 2 2
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 28 3 3 3 3
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 29 2 2 1 5
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 30 3 2 3 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 1 2 2 2 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 2 3 3 3 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 3 4 3 2 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 4 5 5 5 4
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 5 3 3 3 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 6 3 3 3 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 7 4 4 4 4
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 8 2 2 2 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 9 3 3 3 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 10 2 1 4 5
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 11 4 4 3 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 12 2 1 1 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 13 2 2 2 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 14 3 3 2 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 15 5 3 1 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 16 4 2 1 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 17 4 2 2 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 18 2 3 2 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 19 3 4 3 4
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 20 2 1 2 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 21 3 3 3 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 22 5 2 2 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 23 4 4 5 2
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a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 24 3 1 3 4
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 25 2 2 2 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 26 4 4 4 4
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 27 1 3 3 1
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 28 3 2 2 2
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 29 3 3 3 3
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 30 2 1 3 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 1 1 4 3 5
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 2 2 4 2 4
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 3 1 1 4 3
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 4 4 3 3 1
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 5 2 2 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 6 2 3 3 1
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 7 2 3 1 3
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 8 2 2 1 2
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 9 3 1 3 3
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 10 1 1 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 11 3 1 1 2
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 12 2 1 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 13 3 1 1 2
a3: 6 dias b1l: 20%E + 80%Z 14 2 2 1 1
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 15 3 3 3 3
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 16 1 1 4 3
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 17 1 3 3 1
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 18 3 1 3 1
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 19 4 3 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 20 2 3 2 3
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 21 1 2 2 2
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 22 4 3 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 23 3 3 3 2
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 24 2 2 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 25 4 4 4 4
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 26 2 2 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 27 1 1 2 4
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 28 3 3 2 2
a3: 6 dias b1: 20%E + 80%Z 29 2 2 2 2
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 30 1 1 2 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 1 1 2 2 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 2 4 3 3 3
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 3 1 2 2 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 4 3 3 4 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 5 2 1 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 6 2 3 3 3
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 7 1 5 3 3
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a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 8 2 4 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 9 2 4 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 10 1 2 3 3
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 11 2 1 3 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 12 2 3 1 4
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 13 1 2 4 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 14 1 3 5 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 15 3 3 3 3
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 16 2 1 2 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 17 1 3 4 5
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 18 3 2 2 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 19 2 5 2 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 20 2 1 3 2
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 21 4 4 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 22 2 1 3 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 23 3 2 2 4
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 24 2 1 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 25 3 2 1 1
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 26 3 2 2 4
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 27 1 2 2 3
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 28 2 1 1 4
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 29 2 4 1 5
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 30 3 2 1 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 1 2 2 1 5
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 2 1 1 3 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 3 3 4 4 4
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 4 2 2 1 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 5 4 3 3 4
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 6 2 2 1 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 7 3 4 1 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 8 2 1 2 3
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 9 1 1 2 5
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 10 3 3 1 5
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 11 3 1 2 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 12 2 1 1 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 13 3 2 4 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 14 2 3 4 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 15 2 2 1 4
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 16 2 3 1 5
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 17 2 1 1 4
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 18 1 2 4 4
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 19 2 5 3 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 20 1 1 2 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 21 3 2 3 2
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a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 22 3 3 2 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 23 3 3 3 2
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 24 3 1 2 3
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 25 4 4 2 3
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 26 2 3 2 5
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 27 1 2 2 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 28 3 3 1 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 29 3 3 2 1
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 30 5 4 1 3
Analisis de la varianza
Color
Variable N R? R? Aj CV
Color 270 0,47 0,39 31,51
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 194,13 37 5,25 5,62 <0,0001
Factor A (T. Ferm.) 106,87 2 53,43 57,21 <0,0001
Factor B (Mezcla) 10,42 2 5,21 5,58 0,0043
Factor A (T. Ferm.)*Factor.. 10,71 4 2,68 2,87 0,0240
Jueces 66,13 29 2,28 2,44 0,0001
Error 216,67 232 0,93
Total 410,80 269

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,77565

Error: 0,9339 gl: 232

Factor A (T. Ferm.) Factor B (Mezcla) Medias n E.E.

al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 4,37 30 0,18 A
al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 3,70 30 0,18 A B
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 3,37 30 0,18 B
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 3,30 30 0,18 B
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%7Z 3,07 30 0,18 B
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%7Z 3,03 30 0,18 B
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 2,43 30 0,18

a3: o6 dias bl: 20%E + 80%Z 2,23 30 0,18

a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 2,10 30 0,18

Medias con una letra comun no son significativamente diferen

Olor
Variable N R? R? A7 CV
Olor 270 0,41 0,32 34,39

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

tes (p > 0,05)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 176,26 37 4,76 4,38 <0,0001
Factor A (T. Ferm.) 94,96 2 47,48 43,63 <0,0001
Factor B (Mezcla) 1,36 2 0,68 0,62 0,5373
Factor A (T. Ferm.)*Factor.. 19,69 4 4,92 4,52 0,0015
Jueces 60,26 29 2,08 1,91 0,0048
Error 252,44 232 1,09
Total 428,70 269

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,83725
Error: 1,0881 gl: 232




Factor A (T. Ferm.) Factor B (Mezcla) Medias n E.E.
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 4,37 30 0,19 A
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 3,53 30 0,19 A B
al: 2 dias bl: 20%E + 80%2Z 3,50 30 0,19 B
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 3,23 30 0,19 B C
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 2,97 30 0,19 B C D
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 2,63 30 0,19 C D
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%2Z 2,47 30 0,19 C D
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%2Z 2,40 30 0,19 C D
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 2,20 30 0,19 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Sabor
Variable N R? R? Aj CV
Sabor 270 0,36 0,25 37,49
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 149,96 37 4,05 3,46 <0,0001
Factor A (T. Ferm.) 78,99 2 39,49 33,75 <0,0001
Factor B (Mezcla) 2,27 2 1,14 0,97 0,3800
Factor A (T. Ferm.)*Factor.. 27,48 4 6,87 5,87 0,0002
Jueces 41,22 29 1,42 1,21 0,2160
Error 271,48 232 1,17
Total 421,44 269
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,86824
Error: 1,1702 gl: 232
Factor A (T. Ferm.) Factor B (Mezcla) Medias n E.E.
al: 2 dias b3: 40%E + 60%Z 4,13 30 0,20 A
a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 3,43 30 0,20 A B
al: 2 dias b2: 30%E + 70%Z 3,33 30 0,20 A B
al: 2 dias bl: 20%E + 80%% 3,10 30 0,20 B C
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%% 2,70 30 0,20 B C D
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 2,67 30 0,20 B C D
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%2 2,30 30 0,20 C D
a3: 6 dias b2: 30%E + 70%Z 2,23 30 0,20 C D
al3: 6 dias b3: 40%E + 60%%7 2,07 30 0,20 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Apariencia
Variable N R? R? Aj CV
Apariencia 270 0,41 0,31 36,40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 205,30 37 5,55 4,31 <0,0001
Factor A (T. Ferm.) 110,43 2 55,21 42,86 <0,0001
Factor B (Mezcla) 11,94 2 5,97 4,63 0,0106
Factor A (T. Ferm.)*Factor.. 26,50 4 6,63 5,14 0,0005
Jueces 56,43 29 1,95 1,51 10,0517
Error 298,90 232 1,29
Total 504,21 269
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,91104
Error: 1,2884 gl: 232
Factor A (T. Ferm.) Factor B (Mezcla) Medias n E.E.
al: 2 dias b3: 40%E + 60%%Z 4,47 30 0,21 A

75



al: 2 dias bl: 20%E + 80%Z 3,90 30 0,21 A

a2: 4 dias bl: 20%E + 80%Z 3,63 30 0,21 A B
al: 2 dias b2: 30%E + 70%2Z 3,57 30 0,21 A B
a3: 6 dias b3: 40%E + 60%Z 2,73 30 0,21 B C
a2: 4 dias b2: 30%E + 70%Z 2,63 30 0,21 C
a2: 4 dias b3: 40%E + 60%Z 2,53 30 0,21 C
a3: 6 dias bl: 20%E + 80%Z 2,33 30 0,21 C
al3: 6 dias b2: 30%E + 70%7Z 2,27 30 0,21 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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9.3 Anexo 3. Analisis de vitamina A y contenido de bacterias
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9.4 Anexo 4. Analisis de Vida Util.
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