BEBIDA FERMENTADA DE SUERO DE QUESO FRESCO
INOCULADA CON Lactobacillus casei

FERMENTED FRESH CHEESE MILKWHEY BEVERAGE
INOCULATED WITH Lactobaciflus casei

Margarita Maria Londofio Uribe!; José Uriel Sepulveda Valencia?;
Aldo Hernandez Monzon? y Jaime Eduardo Parra Suescun?*

Resumen. Este trabajo tuvo por objetivo desarrollar una
bebida fermentada de suero de queso fresco inoculada con
Lactobacillus casei, a la cual se le evaluo la viabilidad del
microorganismo, utilizando medios de cultivo selectivos, bajo
condiciones anaerdbicas y, luego, se procedio a verificar su
resistencia a los dacidos gastricos y sales biliares, simulando asi,
las condiciones del tracto gastrointestinal de los humanos. Para
verificar la  supervivencia  durante el periodo  de
almacenamiento (21 dias), la cepa, se caracterizo morfologica
y bioguimicamente. Adicionalmente, se llevo a cabo la prueba
de aceptabilidad, evaluando la bebida con 80 jueces. Se
realizaron  andlisis  fisico-quimicos,  microbiologicos y
sensoriales, a la materia prima y al producto elaborado, acorde
a las normas vigentes en Colombia. La bebida fue saborizada
con pulpa de maracuya (Passiflora edulis). Se obtuvieron
recuentos de viabilidad a pH 2,0, en agar MRS de
538-10ufc-g? y 1,3-10°ufc-g* y en agar M17 de 6,96-10 ufc-g
1y de 1,16-10°ufc-g?, en los dias 1 y 21, respectivamente. A
PH 7,0, en agar MRS, se registraron valores de 3,37 -10°ufc-g*
y 1.56 -10°ufc-g? y en agar M17 de 88510ufc-g' y de
1,82-10Fufe-g?, en los dias 1 y 21, respectivamente. La bebida
desarrollada, tuvo una aceptacion de "me gusta”, y presento
una vida de anaquel de hasta 21 dias.

Palabras claves: Bebida lactea, Lactobacillus casej, bebidas
probidticas, consumidores, viabilidad de microorganismos.

Abstract. The objective of this research was to develop a
fermented fresh cheese milkwhey beverage inoculated with
Lactobacillus casei, to which the viability of microorganism was
evaluated using selective cultivation means under anaerobic
conditions and then it was verified its biliary resistance to gastric
acids and salts, simulating this way, the conditions of
gastrointestinal tract of humans. To verify the survival during the
period of storage (21 days), the stump was characterized
morphological and bio-chemically. Additionally the test of
acceptability was carried out evaluating beverage with 80 judges.
Physical-chemical, microbiological and sensorial analysis were
made to raw material and to elaborated product, according to
effective norms in Colombia. The beverage was flavored with pulp
of maracuyd (Passiflora edulis). Counts of viability to pH 2.0 were
obtained, in MRS agar of 5,38-10ufc-g? and 1,3-10°ufc-g* and
in M17 agar of 6,96-17ufc-g* and 1,16-10°ufc-g?, in days 1 and
21, respectively. To pH 7,0, in MRS agar values of 3,37-10ufc-g*
and 1,56-10°ufc-g* were obtained and in M17 agar, values of
8,85 10ufc-g? and 1,82. -1CPufc-g?, in days 1 and 21,
respectively. The developed beverage had an acceptance of 'I
like”, and presented a shelf life up to 21 days.

Key words: Milky beverage, Lactobacillus casel, probiotic
beverages, consuming, viability of microorganisms.

El suero, subproducto de la fabricacion de queso
fresco, aunque tiene un contenido protéico bajo, sus
proteinas son de alto valor bioldgico (por su
contenido en triptdfano, lisina y aminoacidos
azufrados), tienen una calidad igual a las del huevo
y no son deficientes en ningn aminoacido. Ademas,
el suero presenta una cantidad rica de minerales
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donde sobresale el potasio, seguido del calcio,
fosforo, sodio y magnesio. Cuenta también con
vitaminas del grupo B (tiamina, acido pantoténico,
riboflavina, piridoxina, acido nicotinico, cobalamina)
y acido ascdrbico. Asi mismo, posee lactosa, glicido
reductor, que por hidrdlisis produce glucosa vy
galactosa, siendo esta Ultima componente importante
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de los tejidos nerviosos. Investigaciones recientes han
demostrado la diversidad de usos nutricionales de
este producto, concluyéndose que es mas beneficioso
emplearlo que convertirlo en afluente.

Segun Agrocadenas (2007) y la Federacion Colombiana
de Ganaderos (Fedegan) (2006), la produccion de
leche en Colombia, para el afio 2006 fue de 6.024
millones de litros (su participacion fue de un 10% del
PIB, dentro del sector de alimentos (21% PIB), de los
cuales, aproximadamente, un 18% (1.084 millones de
litros) se destind a la produccion de quesos y un 9%
(542 millones de litros) a leches fermentadas, lo que
quiere decir que la produccién nacional de suero de
queso, corresponde a 921.672 millones de litros.

El suero vertido a corrientes de agua, por su valor
nutritivo y energético, es consumido por bacterias y
otros microorganismos que utilizan el oxigeno del
agua; la demanda bioldgica del lactosuero es de
40000 a 50000 de 02 mg-L, el oxigeno de un rio no
contaminado es de 10 mg'L?, al descender a 4 de
02 mg-L! desaparecen los peces, incluyendo especies
poco exigentes en oxigeno. El vertido de un litro de
suero causaria la muerte de todos los peces
contenidos en 10 toneladas de agua.

Cuando el agua se queda sin oxigeno, los micro-
organismos anaerobios y facultativos transforman la
materia organica en compuestos que disminuyen el
pH del agua y producen malos olores.

Entre los productos de exitosa aceptacion que
emergen del suero debido a sus bajos costos de
produccion, grado de calidad alimenticia y aceptable
sabor, se encuentran las bebidas refrescantes,
producto de la mezcla de suero con jugos frescos de
frutas.

El marcado interés surgido en la actualidad, por
parte de los consumidores, por alimentos de alto
valor nutritivo, saludables y de poco aporte calérico,
ha hecho posible el desarrollo de una gama de
productos obtenidos a partir de algunas cepas de
microorganismos intestinales, como las bacterias
acido lacticas y las bifidobacterias, algunas de las
cuales colonizan el tracto gastrointestinal por su
compatibilidad con este ambiente, como son el
Lactobacillus reuteri, el Lactobacillus acidophilus y el
Lactobacillus casej, cuya ingestion regular se
considera, reduce los niveles de colesterol sérico,
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ayuda a prevenir ciertos tipos de cancer y mejora las
funciones digestivas e intestinales, entre otras
caracteristicas.

El objetivo general del trabajo consistié en elaborar
una bebida fermentada inoculada con Lactobacillus
casei usando suero de queso fresco, a la cual se le
efectuaron andlisis de viabilidad a pH 2yapH 7 y
de aceptabilidad, con el fin de dar una utilizacion
Optima al suero producido en queseria e incrementar
los efectos benéficos de este producto para el
consumidor, ya que este microorganismo, ha sido
evaluado bajo las condiciones de pH estomacal e
intestinal, que lo identifican como microorganismo
probidtico, planteandose como objetivos especificos
el valorar la supervivencia /n vitro del Lactobacillus
casei a las mismas condiciones del pH estomacal,
evaluar la composicién fisico — quimica de la bebida,
calificar la aceptabilidad de la bebida con
consumidores potenciales y determinar la viabilidad
de la bebida durante la conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. La investigacion tuvo lugar en las
instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin. La elaboracion de la bebida lactea, se
realizd en el Laboratorio de Productos Lacteos. Los
andlisis fisico — quimicos y sensoriales, se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Control de Calidad de la
Planta de Leches. Las pruebas bioguimicas para
identificar el tipo de probidtico y la viabilidad de los
microorganismos, se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia del Colegio Mayor de Antioquia.

Materiales. Las materias primas utilizadas en la
elaboracién de la bebida fueron:

Suero de queso fresco entero; crema de leche al 65%
de materia grasa; cultivo probidtico: Lactobacilllus
casei, cultivos: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus 'y Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus; sacarosa; jarabe de azlcar
invertido; pulpa de maracuya; carboxi metil
celulosa (CMC); cultivo probidtico L. case/ 01.
Freeze-dried Lactic Culture for Direct Vat Set
(DVS). Mesophilic Lactic Culture type nu-trish. T°
almacenamiento — 8°C .
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Bebida fermentada de suero....

Métodos de evaluacion utilizados

Evaluacion fisico - quimica.

- Acidez: segiin método AOAC 947.05 / 90.

- pH: método AOAC 981.12 / 90.

- Sodlidos totales: método AOAC 925.105 / 90.

- Proteina: método AOAC 920.05 / 90.

- Materia grasa: método AOAC 989.04 / 90,
método de Babcock para leches descremadas
(Jaramillo, Mejia y Sepulveda, 1999).

- Cenizas: método AOAC 945.05 / 90.

- Lactosa: método del reactivo de Teles.

- Sodlidos solubles: método AOAC932.12/90.

- Azlcares reductores: método del acido 3 — amino
— 5 — nitrosalicilico.

- Contenido en minerales: método espectrofoto-
métrico de absorcion atdomica (aa) (Jaramillo,
Mejia y Sepulveda, 1996).

- Viscosidad: método de Brookfield, donde se
empled una aguja numero 1 y 100 rpm,
temperatura de 20°C (Jaramillo, Mejia vy
Sepulveda, 1999).

Analisis microbiolégicos. Recuento en agar MRS.
Tincion de Gram. Recuento en agar M17. Recuento de
mesofilos, (Nimero mas probable NMP) coliformes
totales. NMP coliformes fecales (Invima, 1998).

Evaluacion sensorial. Se realizd una prueba de
aceptacion, utilizando escalas heddnicas verbales de
siete puntos. A cada uno de los Ccalificativos
empleados en la escala, se le asignd un valor de 1 a
7 (Watts, 1992).

Para la evaluacion, se utilizaron 80 jueces
consumidores potenciales del producto. Cada una de
las muestras, se presentaron aleatoriamente a cada
evaluador, advirtiéndoles que se trataba de una bebida
elaborada a partir de suero. Las muestras, siempre, se
colocaron en recipientes idénticos y codificados con
numeros aleatorios.

Diserio de la Investigacion

Formulacion y costos de la bebida. La cantidad
de ingredientes utilizados en la elaboracion de la
bebida, se definid segin la revision de literatura
sobre la composicion de una bebida lactea y los
ensayos previos a la investigacion (Londofio vy
Marciales, 1999; Pefa y Flérez, 2001; Ministerio de
Salud, Colombia, 1986 e ICONTEC, 1973,1977). Su
formulacion y los respectivos costos, se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Formulacion y costos para la elaboracién de una bebida fermentada a partir de suero de queso

fresco, inoculado con Lactobacillus casel.

Ingredientes Grasa SNG* Peso Grasa SNG* $x* Total
% % kg kg kg kg ($)

Suero entero 0,3 5,8 82,13 0,24 4,76 30 2463,90
Crema de leche 65 3,15 1,30 0,84 0,04 5000 6500
Pulpa de maracuyad (Passiflora 10 4500 45000
edulis)
Jarabe de azlcar invertido 2,1 960 2016
Sacarosa 4,37 1800 7866
Estabilizante 0,1 21000 2100
Cultivo L. casei 14000 14000
Cultivo de yogurt 12000 12000
Total 100 1,08 4,8 91.945,90***

*SNG: Solidos No Grasos

**¢ (Pesos Colombianos)

***$ 91,94/kg (a Junio de 2007).

Proceso tecnologico seguido para la para la elaboracion de la bebida fermentada de suero

elaboracion de la bebida. El procedimiento seguido
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de queso, se presenta en la Figura 1.
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200 kg de leche

Elaboracion de queso blanco

120 kg de suero fresco

|

!

grasa

Crema de leche
del 65% de grasa

Estabilizante:CMC 0,1%

Suero fresco con 0,3 % de _,I

Fltrado

| Suero filtrado

l

Estandarizado

Suero estandarizado

;

l

al 1 % de grasa

Sacarosa y jarabe de aztcar
invertido (6%) o0 18% S.S. (del

12% dulzura de lactosa
+ 6 % sacarosa)

Temperatura: 45 °C

Presion de 10.342 kPa

Temperatura: 85 °C

Calentamiento

Suero calentado
endulzado

l

Homogenizacion

I_,| Suero homogenizado |

l

Tiempo: 15 minutos

Pasteurizacion

|

Suero pasteurizado |

Temperatura 41°C

l

Enfriar

Temperatura 41°C

Suero enfriado

Cultivo disuelto en leche
pasteurizada: S thermophillus,
L. bulgaricus y L. casei (108
ufc/ml)

Inoculacién

Agitacién: 3 a5 minutos

Pulpa de maracuya:
10% con 11°Brix

Empaque de vidrio

]
—

Temperatura 4°C

Bebida fermentada con
pH 5,8

!

Adicién de pulpa

.

Bebida saborizada |

Empacado

—

Bebida empacada |

l

Humedad Relativa: 90%

Almacenamiento

Bebida almacenada

Figura 1. Flujograma para la elaboracion de una bebida fermentada con base en suero de queso fresco
(Londono y Marciales, 1999; Jaramillo, Mejia y Sepulveda, 1996).
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Bebida fermentada de suero....

De la materia prima suero, se tomaron tres muestras
asi:

Muestra 1 — Suero pasteurizado
Muestra 2 — Suero recién inoculado
Muestra 3 — Suero fermentado

Para la caracterizacion de las materias primas (suero
y pulpa) y de la bebida, se realizaron los analisis fisico
— quimicos, por triplicado, citados en la Tabla 2. Para
la bebida, se elaboraron tres templas (100 kg) y a
cada una, se le realizaron los analisis fisico —
quimicos, en los dias 1, 7, 14y 21.

Tabla 2. Analisis fisico —quimicos realizados a las materias primas y a la bebida fermentada.

Analisis Suero Pulpa Bebida
Acidez X X X
pH X X X
Viscosidad X X
Sdlidos totales X X X
Proteina X X
Materia grasa X X
Cenizas X X
Lactosa X X
Minerales* X X
Sélidos solubles X X X
AzUcares reductores X X
Humedad X X X

*Minerales: Calcio, Fésforo, Magnesio, Sodio y Potasio.

Para las muestras de suero y para los cultivos
lacticos empleados, se hicieron los analisis
microbioldgicos que se sefalan en la Tabla 3.

Para analizar la viabilidad de los microorganismos en la
bebida, se ejecutaron recuentos en dos agares a saber,

MRS y M17, tanto a pH acido (2,4) como a pH neutro
(7,2). Estos, se efectuaron en los dias 1, 7, 14y 21.

La vida dtil del producto, se considerd de 21 dias,
segun la Resolucion 02310 de 1986, del Ministerio de
Salud, para este tipo de bebidas.

Tabla 3. Andlisis microbioldgicos realizados a las materias primas y a los cultivos de microorganismos.

Muestra Recuento Tincion de Recuento en  Recuento de NMP* NMP*
en agar Gram agar M17 mesofilos coliformes coliformes

MRS totales fecales

Suero pasteurizado X X X

sin inocular

Suero recién X X X

inoculado

Suero fermentado X X X

Cultivo L. casei X X X

Cultivo TB3 yogurt X X X

*NMP: NUimero mas probable.

Procesamiento de los resultados. Para cada uno de los tratamientos, tuvo tres (3) repeticiones

de los analisis, es decir, microbioldgicos, sensoriales
y fisicoquimicos, se utilizd un disefio completamente
al azar, donde los tratamientos corresponden a las
mediciones hechas los dias 1, 7, 14y 21 y, cada uno

Rev. Fac. Nac. Agron. Medellin 61(1):4409-4421. 2008.

(batches).

Se realizaron analisis de varianza y pruebas de rango
multiple, por el método LSD 6 DMS (Diferencia
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Minima Significativa) 6 t — Student, para observar
entre cudles medias, se presenta diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confianza
del 95%. Para ello, se empled el paquete estadistico
Statgraphics Plus version 5.1

El Modelo del disefio completamente al azar que se
empleg, fue el siguiente:

Yi=u+ T +Ej

Donde:

Yij =Recuento de  microorganismos, analisis
sensorial, minerales, cenizas, lactosa, proteina,
grasa, acidez, pH, sdlidos, sdlidos solubles,
humedad, viscosidad y azUcares.

Londofio, M.M.; Sepulveda, J.U.; Hernandez, A.; Parra, J.E.

M = Efecto fijo del promedio general o comin a
todas las observaciones.

Ti = Efecto fijo del tratamiento (o cada dia del
tratamiento) dia i, donde i = 1, 7, 14, 21.

Eij = Efecto aleatorio del error experimental, comdn
a todas las observaciones, donde i = diay j =
cada registro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion fisico quimica de las materias
primas y la bebida fermentada. En la Tabla 4, se
presentan los resultados de la caracterizacion de las
materias primas empleadas en la elaboracion de la
bebida fermentada (suero y pulpa de maracuya).

Tabla 4. Caracterizacion de las materias primas empleadas en la elaboracion de la bebida fermentada.

ST. Crasa Acidez pH SS Cenizas Proteina Lactosa AzGcares P Ca Mg Na K  Viscosidad
Suero
pasteurizado sin 14,00 1,00 008 647 13,00 040 095 440 1400 0,36 0,450,09 0,59 0,04 28,63
inocular
%oegﬁlgf,‘ge” 1400 1,00 015 585 12,80 040 096 440 20,00 0,36 0,43 009 052 004 5430
Suero 17,00 1,00 032 441 12,20 045 100 420 21,60 0,36 0,42 0,09 0,52 0,04 46,00
fermentado
Fulpa de 24,00 2,81 2,65 21,00
maracuya

S.S.: Solidos Solubles
S.T.: Solidos Totales
Minerales: g-100 g
Viscosidad: CP

Otros componentes: %

Los valores obtenidos concuerdan con los obtenidos
por Pefa y Florez (2001), quienes registran cifras de
6,7 y 0,09%, con los presentados por Londofio y
Marciales (1999), de 6,47 y 0,1% de acidez, y con
Gomez et al. (1999), quienes obtuvieron datos entre
6,10 y 6,50 y 0,1 a 0,12%, para el pH y la acidez,
respectivamente.

Los solidos totales y la humedad, coinciden con los
expresados por Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996)
y por el Ministerio de Salud de Colombia (1986).

La grasa para la bebida, se estandarizd al 1%,
donde se partié de un suero del 0,3%. Lo anterior,
se llevo a cabo de acuerdo con lo recomendado por
la Resolucién 02310 del Ministerio de Salud de
Colombia (1986), que sugiere que las grasas en las
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bebidas, pueden oscilar entre el 0,0% vy el 3,5%, y
con Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996), quienes las
clasifican en bebidas enteras, semidescremadas y
descremadas.

Los sdlidos solubles, son similares con los medidos
por Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996) (12 — 14%).

Las cenizas (0,40%), son afines en magnitud con las
halladas por Pena y Florez (2001), quienes informan
valores de 0,39% y estan por debajo de los de
Gomez et al. (1999) (0,47 a 0,51%).

La proteina resultante (0,96%), esta muy por
encima de la referida por Gomez et al. (1999), y
Pefa y Flérez (2001) (0,41% a 0,45% vy 0,83%,
respectivamente).
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Bebida fermentada de suero....

La lactosa (4,4%), difiere levemente de la mencionada
por Pefia y Florez (2001), quienes dan cuenta de
valores de 4,69% y de los citados por Gémez et 4.
(1999), 4,52 a 5,04%.

Los azlcares, se asemejan a los presentados por
Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996) (12-14,5%).

Los minerales, Calcio, Potasio, Sodio, Magnesio y
Fosforo, no difieren con los enunciados por Pefia
y Flérez (2001), Gémez et al. (1999) y Paz
(2000).

En la Tabla 5, se muestran los resultados de los
analisis fisicoquimicos efectuados a la bebida.

Tabla 5. Resultados de los analisis fisico - quimicos a la bebida fermentada para los diferentes dias

analizados.

ST. Grasa  Acidez  pH SS  Cenizas Proteina Lactosa Azlicares P Ca Mg Na K Viscosidad
Dia 1l 16,00 0,48 0,81 3,73 1410 0,50 1,00 4,40 14,6 032 042 0,07 0357 0,07 57,10
Dia7 17,00 0,40 081 359 1400 0,65 0,98 4,39 1400 032 042 008 038 0,05 48,80
Dia 14 16,50 0,40 081 348 14,00 0,50 0,96 4,35 1520 042 042 010 043 0,18 44,86
Dia 21 17,50 0,40 09 351 1430 045 0,95 4,30 1460 038 039 008 039 0,08 45,26

S.T.: Sdlidos Totales;  S.S.: Sdlidos Solubles;
Los resultados de la Tabla 5, indican diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de
diferente dia, para cada uno de los componentes
estudiados, a un nivel de confiabilidad del 95%,
como lo corroboran las pruebas de rango multiple,
donde se presentan los siguientes resultados:

Las medias en los sdlidos totales, difieren entre el
dia 1y los dias 7 y 21, y, entre el dia 14 y el 21,
presentando valores que fluctian entre 15,83% para
el dia 1y 17,33% para el dia 21; con un coeficiente
de determinacion de 75,33% Yy un coeficiente de
variacion de 2,30 .

Los valores obtenidos son semejantes a los de Arenas
(1997) (12 a 16%), Jaramillo, Mejia y Sepulveda
(1996) (14,5%), y Pefa y Flérez (2001) (15,09 a
22,93%); vy difieren muy levemente con lo revelado por
Londofio y Marciales (1999) quienes hallaron valores
maximos para los solidos de 12,49% + 0,38%, que se
ajustan a los obtenidos en este trabajo.

La media para la grasa del dia 1, discrepa de las
restantes, fluctuando desde 0,48% para el dia 1y
0,40% para el dia 21, observandose un coeficiente de
determinacion de 97,16% y de variacion de 1,66%.
Estos valores, armonizan con el porcentaje de grasa
que debe tener una bebida baja en calorias, como lo
plantean Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996) y la
Resolucion 02310 de 1986 del Ministerio de Salud.

En la acidez, solo la media del dia 21 (0,90%) rine
del resto (0,81%) y para el pH, las medias de los
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Minerales: g-100 g;

Viscosidad: centipoises (cp);  Otros componentes: %

dias 1 (3,71%) y 14 (3,46%), divergen de las
restantes (3,57% y 3,58%). Los coeficientes de
determinacion y de variacion para ambos componentes
son 99,54% y 0,40% para el primero y 89,07% vy
1,08% para el segundo. Los valores de acidez
obtenidos, son superiores a los expuestos por
Gémez et al. (1999) (0,454% a 0,554%) y por
Londofio y Marciales (1999) (0,38% a 0,42%),
contrastando también en el pH, donde se obtuvo
entre 4,45 y 4,30 (Londofo y Marciales, 1999) y los
valores de pH se amoldan con los de Gémez et al.
(1999) (3,79 a 4,13) y con lo reportado en la
Resolucion 02310 de 1986, donde una bebida
fermentada debe poseer una acidez, en producto
adicionado de pulpa, entre 0,6 a 0,9% de acidez. Asi
mismo, encajan con los valores obtenidos por
Salazar (2003), en una bebida con adicion de avena,
que sefiala una acidez desde 0,59% a 0,92% de
acido lactico y un pH de 4,32 a 5,09, del cual difiere.
En una leche sin pulpa, cultivada con bifidobacterias,
la acidez dio superior a 0,69% y un pH de 4,61 a
6,06, con los cuales disiente (Arenas, 1997). Segln
Rasic y Kurmann (1978) la acidez de una bebida
fermentada debe estar entre 0,85% y 0,95% de
acido lactico.

Segun Tamine y Robinson (1988), la supervivencia de
la cepa y, por tanto, la vida Util del producto, dependen
del contenido de acido (alrededor de 0,65% de acido
lactico) y de la temperatura menor de 5°C.

Las medias de los sdlidos solubles de los dias 1 y 21
(14,1°Bx y 14,3°Bx) son distintas a las demas
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(14,0°Bx), no siendo muy marcada la diferencia
entre ellas y presentando un coeficiente de
determinacion del 100%. Estos valores, concuerdan
con Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996), quienes
aluden valores entre 12°Bx a 14,5°Bx y con la
Resolucién 02310 de 1986, que establece valores
entre 14°Bx y 16°Bx, en este tipo de bebidas.
Ademas, son diferentes a los de Londono y Marciales
(1999), quienes estipulan valores de 12,58°Bx a
12,11°Bx y son acordes con los de Franco (1987) de
14,13°Bx, en una bebida saborizada con naranja.

En la viscosidad, las medias de los dias 1y 7 (57,16
cp y 49,00 cp), se apartan de las restantes (45,1 cp
y 45,5 ¢p) y en las cenizas, la 21 y la 7 (0,46% vy
0,64%), difieren del resto (0,50%). En este analisis,
se presentan unos coeficientes de determinacion y
de variacion del 99,82% vy 0,51%, para el primer
componente y 99,11% y 1,54%, para el segundo. La
Legislacién Colombiana, no es muy clara en cuanto a
viscosidad, para este tipo de bebidas, aunque
Jaramillo, Mejia y Sepulveda (1996), afirman que la
viscosidad debe ser superior a 12 cp. Franco (1987),
propone valores promedio para este parametro de
9,46 cp. Sin embargo, Pefia y Florez (2001),
obtuvieron valores de viscosidad entre 23 cp y
499,33 cp, y para las cenizas, encontraron valores
entre 0,4194% a 0,3245%, los cuales son levemente
diferentes a los encontrados en este trabajo, pero
concuerdan con los encontrados por Goémez et al,
(1999), quienes resefian valores de 0,56% a 0,62%.

Para la proteina, las medias de los dias 1y 7 (1% vy
0,98%) no varian entre si, pero si lo hacen de las de
los dias 14 y 21 (0,96%), presentandose un coeficiente
de determinacién de 78,59% y uno de variacion de
0,83%. Estos valores, son acordes con los de Gomez et
al. (1999) (0,708% a 1,009%), y con los de Londofo y
Marciales (1999) (0,94% — 0,92%), y los de Pefia y
Flrez (2001) (0,981% a 1,551%).

En la lactosa, la media del dia 21 (4,29%), discrepa
de las restantes y la del dia 1 (4,43%) de la 14
(4,36%) y de la 21. Para los azucares reductores, la
de los dias 7 (14,26%) y 14 (15,13%), difieren del
resto (14,7%). Los coeficientes de determinacion y
de variacion para estos componentes son 79,59% vy
0,70% para el primero y 84,95% y 1,07% para el
segundo. Para una bebida fermentada, seglin Rasic y
Kurmann (1978), la lactosa, varia entre 4,5 a 4,81%.
La Legislacion Colombiana, no establece ningiin valor
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con relacion a los azlcares reductores. Para el fosforo,
la media del dia 1 (0,32 g-100 g'), difiere de las de los
dias 14 (0,41 g-100 g) y 21 (0,38 g-100 g1); la del dia
7 (0,32 g-100 g de las de los dias 21 y 14 y, la del dia
21, del resto, al igual que la del dia 14. Sus respectivos
coeficientes de determinacion y de variacién son
99,72% y 0,71%. En el calcio, las medias de los dias
21 (0,38 g-100 g!) y 14 (0,42 g-100 g!), difieren del
resto (0,42 g-100 g!) y, en el magnesio, la del dia 1
(0,07 g-100 g'), difiere de las de los dias 7 (0,08
g-100 g?!) y 14 (0,09 g-100 g?) y la del dia 14,
difiere del resto. Para el sodio y el potasio, todas las
medias difieren entre si, fluctuando para el primer
componente desde 0,34 g-100 g! en el dia 1,
incrementando hasta el dia 14 a 0,43 g-100 g' y
disminuyendo a 0,39 g-100 g el dia 21 y para el
segundo componente, desde 0,07 g-100 glen el dia 1,
disminuyendo a 0,05 g-100 g! en el dia 7 e
incrementando a 0,08 g-100 g en el dia 21. Los
coeficientes de determinacion y de variacion, son en su
orden: 99,97% vy 0,06%; 84,43% y 5,33%; 99,94% y
0,22% y 99,90% y 0,70%.

Para los minerales en general, Rasic y Kurmann
(1978), afirman que varian entre 0,86% y 0,92%, para
bebidas fermentadas. Estos datos, concuerdan con los
de Pefa y Flérez (2001), para cada uno de los
minerales trabajados, quienes obtuvieron valores de:
calcio 0,3793%, sodio 0,4129%, fosforo 0,3192% vy
potasio 0,1995%).

Se analizan los resultados (fisicoquimicos) obtenidos y
se observa que no existe una alta variabilidad en ellos,
debido a que se hizo una estandarizacion del producto,
los tratamientos térmicos a los cuales fue sometido,
fueron los necesarios para inactivar enzimas,
cumpliendo con los pardmetros exigidos por el Ministerio
de la Proteccién Social y por el Invima. Adicionalmente,
se efectud un adecuado manejo de la cadena de frio,
durante la vida de anaquel del producto.

Resultados de la evaluacion microbiologica de los
cultivos y la bebida fermentada. En la Tabla 6, se
presentan los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas respectivas para la identificacion del
microorganismo probidtico (L. case)), utilizado en la
elaboracion de la bebida, permitiendo su plena
identificacion, observandose que el cultivo, no presentd
ninguna contaminacion y un comportamiento adecuado
en ambos agares (M17 y MRS), lo que demuestra que el
laboratorio, suministrd una buena muestra del mismo.
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En la Tabla 7, se presentan los resultados de los
analisis microbioldgicos efectuados a la materia
prima y a los cultivos empleados.

En los mismos, se muestra como el recuento de
mesofilos es bajo en el suero pasteurizado, haciéndolo
apto para su utilizacion. Los recuentos en los medios
MRS y M17, incrementan de un suero a otro, debido a

Londofio, M.M.; Sepulveda, J.U.; Hernandez, A.; Parra, J.E.

la adicion de los microorganismos y del proceso
fermentativo. Los cultivos empleados en la elaboracion
de la bebida, presentaron recuentos altos (>1,6-108
ufc-g), aptos para su utilizacién en la misma.

La tincién de Gram, permitio la identificacion del tipo
de microorganismos empleados (Lactobacillus y
Streptococcus).

Tabla 7. Analisis microbioldgicos de la materia prima y de los cultivos empleados en la elaboracién de la

bebida fermentada.

Muestra Recuento Tincion de Gram Recuento  Tincibn de  Recuento  NMP de NMP de
en Agar en Agar Gram de Coliformes  Coliformes
MRS M17 Mesofilos Totales Fecales
(ufc:gt) (ufc:gt) (ufc:gt) (ufc:gh) (ufc:gt)
Suero pasteurizado sin - - - - 2.920 43 <3
inocular
Suero recién inoculado 4,72-108 Bacilos G 1,64-10° Bacilos G+ - - -
+ delgados
— largos
Suero fermentado pH 4,53 4,8-106 Bacilos G 1,92-10° Bacilos G+ - - -
+ delgados
— largos
Cultivo de L. casei > 1,6-108 Bacilos G > 1,6-108  Bacilos G+ - - -
+ delgados
- largos.
Escasos bacilos G
+ gruesos
Cultivo TB3 yogurt > 1,6-108 Bacilos G > 1,6-108 Bacilos G+ - - -
+ delgados cortos.
- largos. Cocos G+
Escasos bacilos G
+ gruesos
En la Tabla 8 se dan a conocer los resultados de probidtica, debe sobrevivir en los productos

viabilidad, que se refieren al nimero de
microorganismos presentes y vivos en la bebida
elaborada, durante los diferentes dias. Estos datos,
muestran que los recuentos, en cada uno de los
agares y en cada uno de los medios, disminuyen a
medida que transcurre el tiempo de analisis de la
bebida (21 dias), lo cual concuerda con la Resolucion
nimero 11961 del 30 de Agosto de (1989), del
Ministerio de Salud de Colombia, en su articulo 10,
que declara que la leche cultivada con probidtico,
tendra una duracion de 21 dias y, en su articulo 7,
que declara que esta leche, debera tener un
contenido minimo de 1-10° ufc-gl. Igualmente,
Tamime y Robinson (1998), afirman que la flora
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fermentados, soportar el pH acido del estomago y
sobrevivir y, si es posible, implantarse y multiplicarse
en el intestino. Segun el INTA (2007), los productos
probidticos, deben contener 107 bacterias por
mililitro, valor que es levemente superior al
encontrado en este trabajo. También, concuerda con
lo expresado por Haines (2000) y Health
Proffesionals (2000).

Se puede afirmar, segin el analisis estadistico
efectuado en el agar M17, en medio acido, que
con una probabilidad de error menor del 0,0001,
existen diferencias estadisticamente significativas,
entre al menos dos de las muestras, lo cual se
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confirma en la prueba de rango multiple, donde se
puede observar como cada una de las muestras

analizadas, difiere de las restantes. En este caso el
R? fue de 99,99%.

Tabla 8. Analisis de viabilidad de los microorganismos de la bebida fermentada.

Muestra Recuento MRS Recuento M17 Recuento MRS Recuento
(ufc/g) (a) (ufc/g) (a) (ufc/g) (n) M17(ufc/g) (n)

Dia 1 5,38:107 2 6,96-107 2 8,4-107 2 8,8-107 2

Dia 7 3,8:107% 4,48-107 » 7,2:107 20 7,5-107 6

Dia 14 2,16-107 ¢ 2,84-107 ¢ 3,1-1072° 3,2-107¢

Dia 21 1,3-1089 1,1-106¢9 1,5-106P 1,9-1069

(a) Producto homogeneizado en agua peptonada de pH 2,4
(n) producto homogeneizado en agua peptonada de pH 7,2
abed = Diferencias entre tratamientos (P<0.05)

El error del modelo es menor del 1% (C.V.=0,74%).
Al observar los promedios en la Tabla 8 y en las
pruebas de rango multiple, se puede apreciar como
a medida que transcurre el tiempo, el recuento de
microorganismos disminuye, descendiendo desde un
valor promedio de 6,96.107 ufc-g! hasta un valor de
1,1-10° ufc-g’!, valor que aun a los 21 dias, es un
indicativo de la viabilidad de los microorganismos
(valor mayor de 1-10° ufc-g™). El valor promedio fue de
3,6-107ufc-gt. Esto, puede atribuirse a la acidificacion
del medio, que hace que la vida de anaquel del
producto y la viabilidad de los microorganismos
disminuya, lo cual coincide con lo corroborado por
Tamime y Robinson (1998).

Al igual que en el medio acido en agar M17, en el
agar MRS, se presentd diferencia estadisticamente
significativa, pero variando los recuentos de
microorganismos desde 5,38-107ufc-g? hasta 1,3-10°
ufc-g™. El valor promedio fue de 2,88-107 ufc-g™. En
ambos casos, existe una alta variacion entre las
muestras y sus repeticiones. Los microorganismos
disminuyen a medida que transcurre el tiempo de vida
util del producto.

De los analisis para esta prueba en medio neutro en
agar M17, se infiere que existe una diferencia
estadisticamente significativa a un 95 % de confianza,
con una probabilidad de error menor del 0,0001 %, lo
que confirma que existen diferencias entre al menos
dos de las muestras y que es reafirmado en las
pruebas de rango multiple, donde las muestras
varian entre si, en cada dia de analisis, desde un
valor de 8,8-107ufc-g* hasta 1,9-10° ufc-g™, con un
promedio de 4,9-107 ufc-g*.
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El coeficiente de determinacién es de casi el 100 %
y el de variacion es de un 0,78%, lo que da validez
al modelo empleado para este caso.

Igual que con el agar M17, en el agar MRS, en
medio neutro, existe diferencia estadisticamente
significativa, con una media de 3,46-107ufc-g’, pero
a diferencia del anterior, no todas las muestras
difieren entre si, es decir, sélo las muestras al dia 7
y al dia 21, varian entre si, las restantes no.

Este andlisis, fue el Unico que no presentd una
tendencia lineal a la disminucién de microorganismos,
con el transcurrir de los dias, es decir, del dia 1 al
dia 7, hubo un incremento y del dia 7 al dia 21 un
decremento, lo cual incide en que el coeficiente de
determinacion del modelo no sea tan alto como en
los casos anteriores.

Comparando los analisis en ambos medios (acido y
neutro), la viabilidad es mayor en el neutro, lo cual
se puede explicar por las condiciones adversas sobre
los microorganismos que ejerce el medio acido que
se presenta a nivel estomacal, segun lo reporta la
literatura (pH 2-3).

Este analisis demuestra, como se indica en la
literatura, que el producto puede tener cualidades
probidticas, debido a que la proporcién de
microorganismos es mayor a 1-107 por mililitro
(Gonzalez, Romero y Jiménez, 1994).

Segun Dave y Shah (1998), un incremento en la

acidez del producto, durante el almacenamiento, el
peroxido de hidrégeno producido por algunos
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lactobacilos, la composicion del producto, la
presencia de preservativos como resultado de
frutas adicionadas, el antagonismo entre los
microorganismos por la produccion de sustancias
antimicrobianas, hacen posible el descenso en el
recuento de los microorganismos, lo cual concuerda
con lo citado por Tamime y Robinson (1998). En
este analisis in vitro (ex vivo), los microorganismos
permanecieron viables a pH entre 2,0 y 7,0,
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concluyéndose que pueden sobrevivir el transito a
través del estdmago, al ser ingeridos con productos
lacteos, corroborando lo hallado para el L. casei por
Goldin et al. (1992).

Resultados de la evaluacion sensorial de /a
bebida fermentada. En |la Tabla 9, se presentan
los resultados de la prueba de aceptacion por
parte de los jueces, en valores promedio.

Tabla 9. Aceptabilidad de la bebida fermentada segin prueba heddnica (n = 80 Jueces).

Tiempo de conservacion (dia) Puntuacién Calificacion
1 Me gusta
7 Me gusta
14 Me gusta
21 Me gusta

Este analisis, arrojé que la bebida recibio la calificacion
de “Me gusta” y mantuvo esa aceptacion durante el
periodo de conservacién durante los 21 dias.

En el andlisis sensorial, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, a un nivel de
confianza del 95%.

El costo de la bebida elaborada fue de $91,94/kg, a
Junio de 2007, comparado con el de las bebidas
ofrecidas en el mercado, el cual estd fluctuando
entre $1.100/kg y $1.500/kg, bebidas que contienen
un 40% de suero y un 60% de leche. Con relacion al
precio de venta en el mercado, éstas llegan al
consumidor final a valores que fluctian entre $2.000
y $2.500 por kg (Precio del dolar $2000).

Se debe resaltar que a estos costos primos de
$91,94/kg, se le deben agregar los otros costos, que
representan aproximadamente un 65% de los costos
primos ($145/kg).

CONCLUSIONES
La composicion fisico — quimica de la bebida,
almacenada a 4°C, no tuvo una variacidn significativa
durante el periodo de 21 dias de conservacion.
Los microorganismos permanecieron viables en Ila

bebida, almacenada a 4°C, durante los 21 dias de vida
de anaquel, obteniendo valores superiores a 10° ufc-g.
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La bebida tuvo un nivel de aceptacién bueno,
obteniendo el calificativo de “Me gusta”, durante
los 21 dias de conservacion.

La bebida desarrollada es una buena alternativa
de uso del suero en la alimentacion humana,
debido a su gran valor nutricional, sobre todo, si
se tiene en cuenta que, en Colombia, los niveles

de desnutricion, sobrepasan el 30% de la
poblacion infantil.
RECOMENDACIONES

Se sugiere llevar a cabo analisis de sinergismo
entre los microorganismos que se empleen en la
elaboracién de productos similares, con el fin de
evitar un antagonismo y competencia entre ellos,
que puedan ocasionar graves problemas en los
productos o incrementar los costos de produccién.

Se sugiere realizar estudios de antagonismo de los

cultivos utilizados frente a microorganismos
patdégenos.
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