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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar el impacto de las diferentes proporciones de
harina de mashua negra, yacon y espirulina en las caracteristicas fisicoquimicas
(4cido lactico, pH y °Brix), la actividad y viabilidad de bacterias acido lacticas
(UFC/ml) y los atributos sensoriales (olor, color y sabor).Se emple6 un disefio de
mezclas tipo vértices extremos para determinar las proporciones de cada sustrato en
8 tratamientos y un control con el uso del software Minitab, Se realiz6 un Analisis de
Varianza (ANOVA), seguido una comparacién de medias por Tukey para determinar
diferencias significativas. Se llevé a cabo un proceso de deshidratacién para obtener
harinas de mashua negra y yacoén las cuales se emplearon como sustratos en el
estudio y se procedi6é a medir las humedades de harina de mashua negra, yacon y
espirulina. Luego, se procedi6 a realizar la formulacién de medios de los sustratos y
sacarosa (12%) e inocular los granos de kéfir (15%) en esta solucion preparada, se
realizé una primera fermentacion F1 a temperatura ambiente 19°C de la cuidad de
Huamanga-Ayacucho por 72 horas y una segunda fermentaciéon F2 por 21 dias
refrigeradas a 7 °C.

Los resultados para humedad de las harinas de mashua negra, yacén y espirulina
fueron 8,33 £ 0,04,7,22+0,05 y 5,06+0,06 respectivamente. En caso de los resultados
de las evaluaciones fisicoguimicas se obtuvo que el T4 tuvo un mayor produccién de
acido lactico con 1,1% mientras que el T5 tuvo menor contenido de acido lactico con
0,65% mientras que para °Brix el T7 tuvo un mayor contenido con 9,20 mientras que
el T1 tuvo un menor contenido con 7,0 y para pH el T2 tuvo mayor valor de 4,09 y el
T8 con un valor menor de 2,98. En las caracteristicas microbiolégicas se observé
ausencia de coliformes totales y mohos, un indicador de que el kéfir de agua con
estos sustratos se elaboré en condiciones higiénicas apropiadas. Respecto al
recuento de bacterias &cido lacticas los resultados tuvieron una mayor cantidad en el
T1 con 9,45x107 y un menor recuento en el T8 con 9,50x10® UFC/ml. En las
caracteristicas organolépticas, las estimaciones varian de regular a muy bueno
teniendo resultados de mayor preferencia el T3 y el T7 en olor color y sabor con
mayor predominancia la harina de mashua negra; asimismo se realizé un disefio
optimo de experimentos DOE determinando que las proporciones Optimas de harina
de mashua negra, yacon y espirulina con 2,4625% y 0,075% respectivamente
pueden influir en las caracteristicas fisicoquimicas con mayor estabilidad. El kéfir de
agua mostré resultados favorables con sustratos de mashua negra, yacon y
espirulina utilizado recomendando su consumo como bebida probiética y funcional.

Palabras clave: Fermentacion, Kéfir de agua, sustratos, proporciones, caracteristicas
fisicoquimicas, bacterias acido lacticas.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the impact of the different proportions of black mashua
flour, yacon and spirulina on the physicochemical characteristics (lactic acid, pH and
°Brix), the activity and viability of lactic acid bacteria (CFU/ml) and the sensory
attributes (odor, color and flavor). An extreme vertex type mixture design was used to
determine the proportions of each substrate in 8 treatments and a control with the use
of the Minitab software. An Analysis of Variance (ANOVA) was performed, followed
by a comparison of means by Tukey to determine significant differences. A
dehydration process was carried out to obtain black mashua and yacon flours which
were used as substrates in the study and the moisture content of black mashua, yacon
and spirulina flour was measured. Then, the media formulation of the substrates and
sucrose (12%) was carried out and the kefir grains (15%) were inoculated in this
prepared solution. A first F1 fermentation was carried out at room temperature 19°C
in the city of Huamanga-Ayacucho for 72 hours and a second F2 fermentation for 21
days refrigerated at 7 °C.

The results for moisture of the black mashua, yacon and spirulina flours were 8.33 £
0.04, 7.22 £ 0.05 and 5.06 + 0.06 respectively. In the case of the results of the
physicochemical evaluations, it was obtained that T4 had a higher production of lactic
acid with 1.1% while T5 had a lower lactic acid content with 0.65% while for °Brix, T7
had a highest content with 9.20 while T1 had a lower content with 7.0 and for pH, T2
had a higher value of 4.09 and T8 with a lower value of 2.98. In the microbiological
characteristics, the absence of total coliforms and molds was observed, an indicator
that the water kefir with these substrates was made under appropriate hygienic
conditions. Regarding the count of lactic acid bacteria, the results had a higher
amount in T1 with 9.45x107 and a lower count in T8 with 9.50x10® CFU/m. In the
organoleptic characteristics, the estimates vary from fair to very good, with T3 and T7
being more preferred in smell, color and flavor, with black mashua flour
predominating; Likewise, an optimal design of DOE experiments was carried out,
determining that the optimal proportions of black mashua flour, yacon and spirulina
with 2.4625% and 0.075% respectively can influence the physicochemical
characteristics with greater stability. Water kefir showed favorable results with black
mashua, yacon and spirulina substrates used, recommending its consumption as a

probiotic and functional drink.

Keywords: Fermentation, Water kefir, substrates, proportions, physicochemical

characteristics, lactic acid bacteria.
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INTRODUCCION
El kéfir de agua es “una bebida fermentada medianamente acida, producida por un
consorcio de microorganismos, principalmente bacterias &cido lacticas (BAL) y
levaduras insertadas en un polisacarido llamado granulos de kéfir’.(Caro y Leodn,
2015).El consumo de kéfir (microorganismo aislado o producto fermentado) puede
aumentar el nimero de bifidobacterias en el colon y aumentar el control glucémico,

equilibrando la microbiota intestinal y el sistema inmunoldgico. (Buranelo et al., 2022).

Para Esatbeyoglu et al., (2023) nos dice que “la atencion en la ingesta de alimentos
saludables y funcionales junto con la elaboracién casera de productos fermentados ha
aumentado recientemente, es asi que el kéfir de agua ha ganado especial atencion entre
estos productos y actualmente en todo el mundo”. De acuerdo a los estudios realizados
a cerca del kéfir de agua, suele producirse de manera artesanal y el entorno de
fermentacion suele ser variable, la composicién microbiana de los granos y la bebida
fermentada depende principalmente de las condiciones de fermentacion, como el tiempo
y la temperatura, asi como de diferentes sustratos, como la fuente de azlcares, frutas y
verduras. (Laurey etal., 2018). El interés de realizar esta investigacion radica en
contribuir al conocimiento sobre el kéfir de agua puesto que es poco conocido y

consumido en el Peru afiadido a eso con una innovacion de sustratos.

Como parte de la estructura de esta investigacion se tiene en capitulo | el planteamiento
del problema que se pretende resolver y objetivos trazados para esta investigacion. En
el capitulo Il se presenta el marco tedrico en donde se aprecia los trabajos de
investigacion previos, relacionados al kéfir de agua con diversos sustratos. En el capitulo
Il se presenta la metodologia utilizada para esta investigacion en donde abarca el lugar
y duracién donde se realizard las evaluaciones, ademas se da conocer los materiales,
equipos y reactivos que seran utilizados. El disefio experimental para esta investigacion
sera un disefio de mezclas de vértices extremos que consistié en la combinacién o
mezcla especifica de sustratos (mashua negra, yacdén y espirulina) para cada
tratamiento y finalmente se detallan los métodos para las evaluaciones fisicoquimicas,
funcionales y sensoriales que se aplicaran al kéfir de agua en la fermentacioén con los
sustratos propuestos acompafada de un andlisis estadistico y comprobar los efectos

significativos.

Finalmente, en el capitulo IV se presentan los resultados obtenidos como parte del
planteamiento del problema utilizado y los objetivos trazados aplicados con la
metodologia propuesta que serviran como base para investigaciones futuras con

sustratos innovadores.



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Durante la pandemia del COVID-19, se observé una creciente demanda por los
alimentos de origen natural que tengan la capacidad de mejorar la salud, es asi que
muchas personas se interesan por los productos fermentados como el kéfir de agua ya
gue este no procede de origen animal (dietas vegetarianas o veganas) y por personas

que son intolerantes a la lactosa. Moretti et al. (2022)

Segun el medio de comunicacién ElI Comercio, (2019) menciona que Kantar Worldpanel
al realizar una encuesta a las familias peruanas que consumen leche en el desayuno
afirmaron que del 89% el 45% sufren de célicos estomacales después de consumirlas
siendo este sintoma de intolerancia a la lactosa. De acuerdo a los datos ya mencionados
de personas que prefieren consumir alimentos veganos y los que sufren intolerancia trae
como consecuencia un interés de diversificar dietas. Sin embargo, en el Perq, el
consumo del kéfir de agua es poco consumido y su produccion se realiza
artesanalmente con escasa opcion de aprovechamiento con ingredientes locales o

innovadores.

Por otro lado, la mashua negra, yacdn y espirulina son tres ingredientes ricos en
compuestos funcionales y con beneficios para la salud, pero el uso en productos
fermentados es limitado y no existen estudios previos de como estos sustratos podrian
impactar en el proceso de fermentacion y las caracteristicas finales del kéfir de agua. La
mashua negra es conocida por sus propiedades antioxidantes ademas de contener
azucares simples que pueden ser aprovechados para la fermentacion del kéfir de agua
ademas de dar un sabor agradable, también se tiene al yacon que es una fuente de
fructooligosacaridos (FOS),que actian como prebiédticos favoreciendo el crecimiento de
bacterias beneficiosas y la espirulina que aporta proteinas, vitaminas y minerales
esenciales que podrian enriquecer la bebida como producto de la fermentacion del kéfir

de agua.

En la actualidad, no se llega a comprender del todo como los sustratos puedan llegar a
afectar los pardmetros fisicoquimicos (&cido lactico, pH y °Brix) y la funcionalidad del
kéfir de agua relacionados con el crecimiento de bacterias &cido lacticas (BAL) y las
caracteristicas sensoriales de kéfir de agua ya que es posible que estos sustratos
alteren el proceso de fermentacion afectando la estabilidad del kéfir. Por lo tanto, el
problema central de esta investigacion es en como estos sustratos afectardn en las
caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del kéfir de agua, asi como su aceptabilidad

sensorial.



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

FORMULACION DEL PROBLEMA

Problema principal

o (;Cudl sera el efecto en las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del

kéfir de agua con las proporciones de mashua negra, yacon y espirulina?

Problemas secundarios

e ¢ Cudles son las caracteristicas fisicoquimicas Optimas del kéfir de agua con

proporciones de mashua negra, yacon y espirulina?

¢ (/Qué proporciones de mashua negra, yacén y espirulina favorecen el

desarrollo, viabilidad y funcionalidad del kéfir de agua?

e ¢ Qué proporciones de mashua negra, yacon y espirulina generan la mejor

aceptacion sensorial del kéfir de agua?

e ¢ Cudles son las proporciones 6ptimas de mashua negra, yacon y espirulina

para maximizar las caracteristicas fisicoquimicas en el kéfir de agua?

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general
Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del kéfir de agua con

mashua negra, yacon y espirulina.

Objetivos especificos
Establecer el mejor tratamiento a partir del criterio en las caracteristicas
fisicoquimicas del kéfir de agua con proporciones de mashua negra, yacon y

espirulina.

Evaluar el desarrollo, viabilidad y funcionalidad de bacterias &cido lacticas
(BAL) en el kéfir de agua con proporciones de mashua negra, yacoén y

espirulina.

Evaluar la aceptabilidad sensorial del kéfir de agua con mashua negra, yacon

y espirulina.

Determinar las proporciones 6ptimas de mashua negra, yacon y espirulina en
la formulacion del kéfir de agua para maximizar las caracteristicas

fisicoquimicas.



1.4. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

1.4.1. Hipotesis general
e Si se evalla adecuadamente los parametros fisicoquimicos se obtienen
resultados favorables en las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del kéfir

de agua con mashua negra, yacén y espirulina.

1.4.2. Hipotesis especifica
e Las diferentes proporciones de mashua negra, yacén y espirulina afectan
significativamente en las caracteristicas fisicoquimicas del kéfir de agua.

e Las distintas proporciones de mashua negra, yacon y espirulina afectan en el
desarrollo, viabilidad y funcionalidad de bacterias &cido lacticas (BAL) del kéfir

de agua.

o EIl kéfir de agua con proporciones de mashua negra, yacon y espirulina son
evaluados en términos de sabor, olor y color en una evaluacién sensorial que

determinard el grado de aceptabilidad.

e La optimizacion de las proporciones de mashua negra, yacon y espirulina en la
formulacion del kéfir de agua mejora la estabilidad en las caracteristicas

fisicoquimicas.

1.5.  JUSTIFICACION

La presente investigacion se justifica por el potencial que tiene el kéfir de agua como
una bebida probiética para promover la salud, mejorando funciones inmunolégicas
ademas como una alternativa de origen natural y funcional. Sin embargo, el consumo
del kéfir de agua en el Peru sigue siendo limitada, en parte por la escasa disponibilidad
comercial y la falta de informacion e innovacion en el uso de sustratos propios de nuestro

pais que puedan enriquecer sus propiedades nutricionales y funcionales.

La mashua negra, el yacon y la espirulina como sustratos son ricos en compuestos
bioactivos conocidos por propiedades beneficiosas en la salud. Sin embargo, su
aplicacion en la fermentacion del kéfir de agua es escasa y no se conocen a detalle
cuales serian los efectos que podrian tener en las caracteristicas fisicoquimicas, la

actividad microbiana y las caracteristicas sensoriales.

Esta investigacion, al evaluar como es que estos sustratos podrian afectan el proceso

de fermentacion y las caracteristicas fisicoquimicas del kéfir de agua, podria sentar las
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bases para el desarrollo de un producto fermentado innovador. Esto no solo llegaria a
contribuir al conocimiento cientifico sobre la fermentacion del kéfir de agua con estos
sustratos, sino también tendria un impacto positivo en el mercado de bebidas
funcionales ofreciendo innovacion a los consumidores. Ademas, el uso de estos
sustratos como la mashua negra y el yacén puede contribuir a la valoracion de productos
locales promoviendo la biodiversidad peruana y fomentar el consumo como alternativa

saludable.



. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Internacional

Hidalgo (2023),en su trabajo de investigacion titulada “Evaluacién del kéfir de agua con
tres sustratos edulcorantes y tres saborizantes naturales”, tuvo como propésito elaborar
kéfir de agua con el uso de tres tipos de edulcorantes (azUcar blanca, morena y panela)
y tres tipos de saborizantes naturales (limén, té negro y naranja) y analizé las
caracteristicas fisicoquimicas, microbiolédgicas, sensoriales, y el analisis econémico por
cada tratamiento. Dando como resultado que en los pardmetros fisicoquimicos se
estableci6; 0,95% de Alcohol etilico, 3,87 de pH, indice de refraccion 5,67, Azlcares
reductores 6,73y 0,40% de &cido lactico, en el analisis microbiolégico no se presentaron
carga de Coliformes totales como Escherichia coli, Coliformes fecales que muestra que
el producto fue inocuo y se obtuvo una media de 4,6x10%8 UFC/mI de bacterias lacticas
y 3,7x10%8 UFC/ml de levaduras. Concluyendo que T8 (Panela y té negro) fue el
tratamiento mas apreciado por los panelistas. La mejor relacién beneficio/ costo fue del
T9 (panela y naranja) que oferté una mayor rentabilidad con $1,98. recomendando asi
la produccién de bebidas de kéfir de agua combinando la panela y la naranja debido a
gue presenta la mayor rentabilidad ademas de aumentar la diversidad de

microorganismos en la flora bacteriana evitando enfermedades.

Yildiz et al. (2024) en su trabajo de investigacion “Evaluacion de la calidad funcional del
kéfir de agua con Biomasa de Haematococcus pluvialis y pigmento colorante
astaxantina” mencionan que su investigacion fue la primera en investigar los efectos de
la biomasa de microalgas de Haematococcus pluvialis y pigmento colorante astaxantina
para mejorar las caracteristicas funcionales del kéfir de agua. El kéfir fue evaluado para
determinar el contenido de bacterias fisicoquimicas, bioquimicas y de acido lactico (LAB)
después de la fermentacion utilizando biomasa (0,25%; de biomasa (W1) y astaxantina
(W4) teniendo como resultado que el kéfir de agua incrementé el contenido de C16:0
casi tres veces y el contenido de proteina aument6é en un 58% en la muestra W2. La
secuenciacion de nanoporos proporcion6 informacion detallada sobre el contenido de
BAL y revel6 que en el kéfir que contiene un 0,50 % de biomasa que reemplaza al aztlicar
(W3), Liguorilactobacillus nagelii proliferé del 8,05% al 46,57% y Lactobacillus hordei
aumento un 15%. veces, mientras que la adicion de 0,25% de biomasa (W2) incremento

la abundancia de Lactococcus lactis 13 veces. H. pluvialis. concluyendo asi que la



biomasa es una fuente prebidtica alternativa incrementando el contenido de BAL del

kéfir de agua.

Moreno (2022),en el trabajo de investigacion “Evaluacion de diferentes niveles de pulpa
de cauje (Pouteria caimito) en una bebida funcional con kéfir’ Se evalud diferentes
niveles de pulpa de cauje (Pouteria caimito) en una bebida funcional con kéfir donde se
utilizé pulpa de cauje 10,20 y 30%, panela 10%, kéfir 16,5% y agua. La fruta se
caracterizd como la humedad, azlcares totales, proteina y fibra. Se midié el pH de la
bebida, la acidez y los soélidos totales. En el analisis organoléptico se evalué con 30
panelistas no entrenados con una escala de evaluacion de 5 puntos. La humedad
resultante de la pulpa de cauje fue de 81,1%, azucares totales de 10,58%, proteina de
1,03% y fibra de 1,13%. El crecimiento de BAL y levaduras fue superior a 1x108 UFC/m,
lo que esta bebida formulada se clasifica como alimento probiético y no hubo presencia

de coliformes totales en todos los tratamientos desarrollados.

Caiza (2019) en su trabajo de investigacion “Elaboracion de una bebida fermentada a
partir de lactosuero y leche de chocho (lupinus mutabilis sweet) utilizando al kéfir de
agua como fermento” menciona que utilizé como sustrato lactosuero dulce y leche de
chocho y granos de kéfir como fermento evaluando asi caracteristicas fisicoquimicas
como pH, acidez y °Brix en un tiempo de 3 dias. Se realiz6 un andlisis sensorial con 30
panelistas mediante cataciones con parametros de color, aroma, sabor, textura y
aceptabilidad. Se concluyé que el mejor tratamiento fue el que contenia 50% de
lactosuero dulce y 50% de leche de chocho con caracteristicas fisicoquimicas de
humedad 88,64%; grado alcohdlico 1,68; proteina 2,20%; grasa 1,35%; fibra 0,02%,
carbohidratos totales 7,30% ademas los recuentos microbiol6égicos como bacterias
acido lacticas con valores de 1,0x102 UFC/ml y levaduras 1,0x10? ademas libre de

microorganismos perjudiciales.

Guaman (2022) en su trabajo de investigacion titulado “Elaboracion de kéfir de agua
proteinizado con amaranto (Amaranthus caudatus L.) y saborizado con melocotén
(Pronus persica)” tuvo como objetivo producir y probar diferentes niveles de harina de
amaranto con el objetivo de aportar proteina y sabor al kéfir de agua teniendo en cuenta
antecedentes con ausencia se estas, para ello, se desarroll6 una fermentacion
sumergida con granulos de kéfir. Como sustrato se utilizd panela disuelta en agua
tratada, con niveles de 2,4 y 6% de harina de amaranto y 10% de melocotéon como
cantidad constante fermentadas a 72 horas. Segun los resultados fisicoquimicos

indicaron que la adicién de harina de amaranto genera diferencias significativas en todos
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los tratamientos mientras que para los resultados microbiolégicos como bacterias acido
lacticas y levaduras resultaron ser mayores a 1x10% UFC/ml por lo que cumple con
requisitos para ser una bebida probidtica. En cuanto al andlisis sensorial tuvo mayor
preferencia el T1. concluyendo asi que la adicién de harina de amaranto le da aporte
proteico y la harina de melocot6n incrementa el sabor recomendando su produccién y

consumo.

Miranda (2017) en su trabajo de investigacion “Kéfir de agua fermentado a partir de
azucar marron organico o convencional con adicion de Jabuticaba (Plinia cauliflora)”
donde tuvo como obijetivo evaluar el efecto del azlcar sobre la fermentacién con y sin
Jabuticaba, controlando parametros fisicoquimicos como perfil de carbohidratos, acidos
organicos y composicién mineral. El tiempo de fermentacion fue de 56 horas con
monitoreo de cada 8 horas. El producto final obtenido tuvo caracteristicas acidas, con
disminucion de pH a diferencia de la inicial de aproximadamente con 30% para los
sustratos sin Jabuticaba y un 12% las que contenian Jabuticaba, en caso del azlcar se
observé también una reduccion de aproximadamente 30% durante todo el proceso. En
cuanto al contenido de sacarosa se produjo una reduccién de casi el 93% a diferencia
de la formulacién con azlcar organica, los niveles de glucosa y fructosa aumentaron.
En caso de los minerales como: P,K,Cr,Ca,Mg,Na y Cr resultdé un incremento
especialmente entre los 3 primeros por influencia del azacar convencional, mientras que;
las que contenian azlcar organica los de Cu,Zn,Mn,S,Fe,B y Ni se redujo. En cuanto a
la caracteristica del color evidenciaron una tendencia creciente durante los tiempos
evaluados, pero especialmente las primeras 8 horas de fermentacion el aumento fue

mas sobresaliente.

2.1.2.Nacional

Rodas (2019),en su trabajo de investigacion “Efecto del porcentaje de granulos de kéfir
(5, 10 y 15 %) y temperatura de incubacion (20, 25 y 30 °C) en las caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y organolépticas de una bebida funcional” tuvo como
objetivo evaluar los siguientes pardmetros: porcentaje de alcohol, pH, composicion
proximal, recuento de coliformes totales, hongos, levaduras y evaluacion organoléptica.
Iniciando con las caracteristicas fisicoquimicas, en el porcentaje de alcohol de los
tratamientos presentaron el mismo resultado, es decir, no presentaron diferencia
estadisticamente significativa, se observo que el pH del T1 obtuvo el mayor contenido
de pH 6,03 y el T9 obtiene el menor contenido de pH 4,15, ademas se observé que a

mayor porcentaje de granulos de kéfir y temperatura de incubacién el valor del pH
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desciende. En cuanto a las caracteristicas microbioldgicas se observo la ausencia de
coliformes totales y hongos, este es un indicador de que la bebida funcional se elaboré
en condiciones higiénicas adecuadas. Con respecto al recuento de levaduras los
resultados varian desde 6959,52 UFC/ml a 14768,82 UFC/mI, ademas se observa que
a mayor porcentaje de granulos de kéfir y temperatura de incubacién aumenta las UFC.
En las caracteristicas organolépticas, las apreciaciones oscilan desde me disgusta a me

gusta.

Malma (2020), en su investigacion titulada “proceso homofermentativo de kéfir con
bacterias probidticas tipicas para prolongar su tiempo de vida util” menciona que el
presente trabajo propone el proceso homofermentativo para obtener kéfir utilizando
bacterias probidticas tipicas que prolonguen el tiempo de vida util, para lo cual se defini
los pardmetros de control en el proceso: tiempo de activacion, tiempo de incubacién y
concentracion de cultivo madre para producir kéfir, asi mismo, se caracteriz6 el producto
final mediante propiedades fisicoquimicas (viscosidad, % de acidez y pH),
microbiologicas (cantidad de células viables UFC/ml) y presencia de bacterias
patdgenas. Se realizé un estudio de vida atil mediante el método de estabilidad y el
método de almacenamiento acelerado (método cinético), El primer método consistié en
medir la cantidad de células viables, variacion de viscosidad, pH y % acidez durante 36
dias, asi mismo, se realizé en paralelo un andlisis sensorial sin escala hedénica, dando

como resultados 30 dias de preferente consumo.

Taype (2023) En su trabajo de investigacion “Formulaciéon de una bebida simbiética
funcional con granos de kéfir y jarabe de yacén” menciona que se recolectd dos
muestras de granos de kéfir proveniente de dos mercados diferentes de la ciudad de
Cusco. Los granos de kéfir recolectados se mezclaron y se cultivaron en leche para
tener una sola fuente de indculo homogéneo. Seguidamente, fue elaborado el jarabe de
yacon hasta alcanzar una concentracion de 66°Brix. Posteriormente, se efectuaron los
ensayos de fermentaciéon en el medio de cultivo patrén, con tiempos de fermentacion
12, 18 y 24h y concentraciones de jarabe de yacon 10, 12 y 15%, para determinar
simultdneamente el tiempo de fermentacion y concentracion de jarabe de yacén de una
bebida fermentada tipo kéfir. Resultdé ser mas apropiado un tiempo de fermentacion de
12 horas y concentraciones de jarabe de yacén 10%, 12% y 15%. Se determiné el
rendimiento de biomasa humeda producido al término de cada tiempo de fermentacion.
Siendo el mayor rendimiento de biomasa humeda a una concentracion de jarabe de
yacon 15%, pues a esta concentracion y al cabo de 24 horas de fermentacion, el

rendimiento de biomasa fue el mas alto. Seguidamente, fue identificado el tratamiento
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de fermentacion mas adecuado, tomando en consideracion pH, rendimiento de biomasa
y formacion de fases o que presentaran caracteristicas similares a la bebida lactea
fermentada tipo kéfir. Esta a su vez fue sometida a una prueba de aceptabilidad de
dulzor, utilizandose la escala hedonica de categoria 9. Donde la mayor aceptabilidad del
dulzor correspondié para una concentracion de jarabe de yacon 15% y 12 horas de
fermentacion. Finalmente, a la muestra de mayor aceptabilidad se determiné las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas, comparandose los resultados con las
especificaciones de la norma internacional Codex STAN 243.2003, norma del Codex
para leches fermentadas. Los resultados para grasa (0,58%), proteina total (2,4%),
acidez (2,5%), N° de levaduras (4,9x10* UFC/g) y N° de bacterias acido lacticas (10x10’
UFC/g) estuvieron dentro de lo establecido en la norma (<10%, 22,7%, 20,6%, =104

UFC/g y 2107 UFCl/g, respectivamente.

2.1.3. Local

Alagon (2024) en su investigacion tuvo como objetivo medir la “Capacidad probi6tica de
los microorganismos en la chicha de molle elaborada artesanalmente en la provincia de
huamanga”. Para lograr esto, los microorganismos se aislaron en agar Lactobacilli para
bacterias lacticas y agar Sabouraud para levaduras llevando a incubar durante 24 horas
en temperaturas de 37 y 28°C obteniendo asi cepas completamente puras.
Determindndose que para bacterias y levaduras lacticas incluyen Lactobacillus
plantarum, Saccharomyces chodati,etc. En la evaluacion de la capacidad probiética a
diferente pH, extractos gastricos, sales biliares y crecimiento a temperaturas de 28,37 y
50°C resultando que el 17% de Leuconostoc mesenteroides, 13 % de Saccharomyces
heterogenicus, 10 % de Lactobacillus plantarum, 8 % de Saccharomyces kluyveri y 7
% de Leuconostoc lactis presentan capacidad probiética y las demas cepas solo son
probidticas como Saccharomyces odessa, Saccharomyces chodati y Galactomyces
candidum que presentan tolerancia en algunas condiciones gastrointestinales. La chicha
de molle contiene microorganismos que tienen la capacidad de ser probidticos, por lo
qgue su consumo beneficia al microbiota intestinal. Ademas, es importante aumentar su

produccion.

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Kéfir de agua

El kéfir de agua es una bebida fermentada producida artesanalmente, con un sabor
levemente &cida con caracteristica carbonatada con alto contenido de acido lactico y

con bajo contenido de alcohol (menos del 1%), tipicamente producida por fermentacion
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de una solucién azucarada (sacarosa) que se le puede acompariar con frutas secas o
frescas y los granos de kéfir. Guzel-Seydim et al. (2021),como cit6 Strada et al. (2010)

manifiesta:

El kéfir es considerado un probiético, los tibicos son granulos que son
semejantes a una coliflor con diametro de 0,3-3,5 cm también est4 compuesto
por una mezcla de microorganismos, polisacéaridos, moléculas aminadas,
vitaminas, &cidos, etanol y sustancias volatiles, se nutre a través de liquidos
azucarados para producir 4cido lactico, dioxido de carbono que hace que la
bebida tenga caracteristica carbonatada y produzca etanol. (p.1022)

Los microorganismos presentes en el kéfir de agua no son infecciosos y, junto con los
acidos organicos que producen (y que se encuentran en el producto fermentado),
pueden inhibir el crecimiento de bacterias como Salmonella sp., Shigella sp., Salmonella
typhimurium, E, E coli y Staphylococcus aureus, asi como hongos filamentosos como

Aspergillus flavus. Moretti et al. (2022)

El kéfir tiene la capacidad de mejorar la salud gracias a la presencia de péptidos
bioactivos, segun varios estudios in vitro e in vivo en las investigaciones han demostrado
que esta bebida actia como antihipertensiva, antimicrobiana, inmunomodulador,

acarreadora de minerales y antioxidantes. Guzel-Seydim et al. (2021)

Tabla 1

Composicion fisicoquimica y mineral del kéfir de agua

Compuesto Composicion
Acidez titulable (g/ml) 0,777

pH 3,44 £ 0,05
Carbohidratos (mg/ml) 1,806 +0,05
Proteinas (%) 0,017
Materia seca (% p/v) 0,51+ 0,04
Etanol (%) 1,19
Solidos solubles 3,4
Minerales

Sodio (mg/l) 77,6
Potasio (mg/l) 165,4
Magnesio (mg/l) 21,1

Nota: Tomado de “Microbiological and chemical characterization of water kefir: An innovative

source of potential probiotics for bee nutrition” (p.3) Rodriguez et al. (2022).
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Cabe mencionar que el kéfir de agua no esta integrado en la legislacién alimentaria de
mayoria de los paises y se ofrece normalmente como una “bebida tradicional”, debido a
la gran popularidad que esta ganando algunos paises como Australia han incluido en la
legislacion alimentaria catalogandola como refresco fermentado, la FDA considera al
kéfir de agua como uno de los productos que puede realizar un reemplazo vegetal a la

leche o derivados. Cufaoglu y Erdinc (2023)

2.2.2. Composicion microbiolégica del kéfir de agua

La microbiota del kéfir de agua estd conformado por tres grupos principales: BAL
(Bacterias lacticas), BAA (Bacterias acido acéticas) y levaduras. Las bacterias como
BAL y BAA regularmente presentan concentraciones de 10" UFC/ml en la bebida
fermentada y levaduras que estan en una concentracion menor de 10° UFC/ml. Patel
et al. (2022) ademas Teixeira et al. (2011) en su investigacion a cerca de una ecologia
microbiana y la composicion quimica del kéfir brasileio menciona que, los
microorganismos investigados e identificados fueron un total de 359 aislamientos
microbianos con: bacterias del acido lactico (60,5%) siendo el principal grupo aislado e
identificado, levaduras (30,6%) y bacterias del acido acético (8,9%). A continuacion, se
presentan bacterias y levaduras encontradas en los granos de kéfir.

Tabla 2

Bacterias y levaduras aisladas de los granos de kéfir de agua

BACTERIAS

Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei
Acetobacter lovaniensis

Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus kefiri

Lactococcus lactis

Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei

Leuconostoc buchneri

Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans
Lactobacillus citreum

LEVADURAS

Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces lactis

Lachancea meyersii

Kazachstania aerobia

Nota: Tomado de “Brazilian kefir: structure, microbial communities and chemical composition”

(p-697) Teixeira et al. (2011).
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Tabla 3

Cepas identificadas en los granos de kéfir

BACTERIAS

Lactobacillus brevis

Lactobacillus lactis cremoris

Lactobacillus casei subsp. Rhamnosus
Lactobacillus casei subsp. Pseudoplantarum
Lactobacillus buchneri

Lactobacillus keranofaciens

Lactobacillus collinoides

Lactococcus lactis subsp. Cremoris
Leuconostoc mesenteroides
Dextranicum

Gluconobacter frateuri

subsp.

Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus casei subsp. Casei
Acetobacter aceti

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fructiovorans
Lactobacillus kefiri

Lactococcus lactis subsp. Lactis

Leuconostoc mesenteroides subsp.
Mesenteroides
Enterobacter homrachei

Chyseomonas luteola

BIFIDOBACTERIA

B. psychraerophilum

LEVADURAS

Hanseniaspora vinae
Saccharomyces florentinus
Zygosaccharomyces florentinus
Saccharomyces bayanus
Kloeckera apiculata

Candida colliculosa
Kluyveromices lactis

Candida famata

Candida insconspicua

Hanseniapora yalbensis
Saccharomyces pretoriensis
Candida valida
Saccharomyces cerevisiae
Candida lambica

Toruspola delbruechii
Kluyveromices marxianus
Candida kefyr

Candida magnnoliae

Nota: La tabla muestra las bacterias y levaduras aisladas e identificadas en los granos de kéfir
de agua. Tomado de “Microbial profile of a kefir sample preparations: grains in natura and
lyophilized and fermented suspension” (Strada et al., 2010 citado por Moreno, 2022)
Guzel-Seydim et al. (2021) nos dice que “la variedad de especies microbianas de kéfir
de agua se compone principalmente de bacterias acido lacticas, levaduras y bacterias
de &cido acético, como lo demuestran las técnicas de cultivo dependiente e
independiente”. Sin embargo, fue evidente que varios kéfires de agua exhiben
diversidades de especies. Por lo tanto, el estudio de la microbiologia de la fermentacién
del kéfir de agua requiere un enfoque sistematico. Laureys y Vuys (2014)

2.2.3. Fermentacion del kéfir

El kéfir de agua antes de la fermentacion se encuentra en un medio retador para los
microorganismos ya que se encuentra en niveles altos de carbono de la sacarosa, en
cambio los niveles de nitrogeno utilizable son bajos. El nitrdgeno es de vital importancia
para el crecimiento de los microorganismos y se halla en las frutas. Por otro lado, es

necesario que las levaduras liberen al medio aminoacidos y péptidos. Stadie et al.(2013
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es citado por Rodriguez, 2023).La produccién de glucosa y fructosa provienen de la
hidrolizaciéon de la levadura en sacarosa, estos azlicares son aprovechados para realizar
la fermentacion alcohdlica cediendo al etanol y diéxido de carbono lo que le da
sensacion de gaseosa tipico del kéfir. (Lynch et al., 2021). La sacarosa hidrolizada da
las condiciones a las bacterias por medio de la disponibilidad de fructosa y glucosa. Las
BAL (bacterias lacticas) asimismo tienen la capacidad de hidrolizar la sacarosa
obteniéndose fructosa y glucosa, que mediante la fermentacién lactica genera acido
lactico reduciendo el pH de la bebida asi ayudando a inhibir el desarrollo de

microorganismos perjudiciales.(Lynch et al., 2021).

Figura 1
Proceso metabdlico de la glucolisis y generacion de &cido lactico del kéfir de agua
B P Glucolisis
¢ 2@ 2@ 2 @43
H § OH 5
HO — c[ —H )
H — C—OH C-0
‘ |
H— C[ — OH CH,
CH,OH Acido pirtvico
Glucosa 2 m
H 0
\ 7/
i
H—C—-OH
ClH Fermentacion
2 Acido lactico lactica

Nota: Tomado de “Extraccion de quitina utilizando acido lactico” (p.9) Marinela et al. (2017)

Durante la glucdlisis, una molécula de glucosa se descompone en dos moléculas de
acido piravico, produciendo ATP y NADH.. En ausencia de oxigeno, el &cido pirtvico se
convierte en acido lactico, permitiendo la regeneracion de NAD+ para que el ciclo
continue. Este proceso es caracteristico de bacterias acido lacticas. (Marinela et al.,
2017).



2.2.4. Elaboracion tradicional del kéfir de agua

Para el inicio de su elaboracion es la inoculacion de los nddulos de kéfir inmerso en una
solucion de agua, azucar y frutas, la solucién de azlcar (sacarosa) se afiade en una
concentracion de entre 6% y 30% (p/v) y los granos de kéfir va entre 6% al 20% (p/v).
(Pendodn et al., 2022).Para Azizi et al. (2021) nos dice que “el aporte de las frutas frescas
0 secas son necesarias para la produccién de aminoacidos, vitaminas y minerales y el

crecimiento de los microrganismos del kéfir.

Se debe tener en cuenta que una vez preparada la mezcla se procede a realizar la
fermentacion en un envase cerrado durante un tiempo que va de 24 a 72 horas, en un
ambiente de 20°C y 37°C preferiblemente en un espacio oscuro, sin agitar. (Lynch et al.,
2021). Finalizado la incubacion se retiran los granos de kéfir de la bebida fermentada
para luego almacenarlos en un ambiente de 4°C para uso de posteriores
fermentaciones.

Figura 2

Procedimientos para la produccion de kéfir de agua

Fruta/fuente
\«\\\ nftrogeno (.P. 6
qu% ejemplo Higo Qo
A° seco efd’) °e,
© X° ‘ s . Ny

2 (A
e ag

Los granos se anaden
a2 Iz solucién que
contiensn sacarosa
y/o fruta

Granos de tatic,
/\ _kefir de agua closed

A container

/
e )

4% Fermentacion

El liquido se
filtra, los
granos se
separanyse ./
lavan ’/f', Re

Nota: La figura muestra el proceso de produccion del kéfir de agua. Tomado de “Una fuente
alternativa de probidticos: Kéfir de agua” (p.23) Cufaoglu y Erdinc (2023).
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2.2.5. Avances en la produccion del kéfir de agua

Es importante tener en cuenta que el kéfir de agua se consume con frecuencia como
una bebida artesanal o fabricada en casa, por lo que ni el proceso de fermentacién ni
las cepas probidticas utilizadas en su fabricaciébn estan reguladas. Por lo tanto, es
necesario que se incluya en las leyes alimentarias de los paises donde se consume.
Moretti et al. (2022)

Es importante recordar las regulaciones relacionadas con el kéfir de agua, ademas de
los posibles efectos negativos sobre la salud y las normas internacionales sobre
alimentos y bebidas fermentadas, como el Codex Alimentarius. Esatbeyoglu et al. (2023)

En el Pera el consumo de esta bebida no es muy comun a diferencia de otras bebidas
que estan en los supermercados, no obstante, en nuestro pais se produce de forma
artesanal comercializandolo solo por pedidos, en paises como Estados Unidos, Bélgica,
Italia y Argentina el kéfir de agua se fabrica a escala industrial y se comercializa en los
mercados. Moretti et al. (2022)

2.2.6. Sustratos para la fermentacidn del kéfir de agua

Otras alternativas de sustratos para fermentacion, aparte de frutas y verduras son como
zanahorias, jengibre, hinojo y cebollas. se observé que los granos de kéfir poseen
muchos microorganismos diferentes que pueden adaptarse a diferentes sustratos. Por
lo tanto, la distribucién de cepas durante la fermentacién puede diferenciarse de las

fuentes de carbono y energia utilizable. (Fiorda et al., 2017)

Para obtener las caracteristicas deseadas del producto, la temperatura y otras
condiciones de fermentacion, como el contenido microbiano del grano de kéfir, el tipo
de sustrato y la duracién de la fermentacion, deben controlarse estrictamente, es posible
la utilizacion de melazas y jugos de verduras como base para las bebidas industriales
de kéfir de agua.(Bozkir et al., 2024)

2.2.7. Sustrato
Castro (2017) nos dice que “para el caso de fermentaciones, el sustrato es el alimento

gue va utilizar la levadura para incrementase y generar alcohol, CO, y acido lactico”.

2.2.8. Sacarosa
El azlcar se le asocia a la sacarosa que se extrae directamente de la cafia de azUcar
gue normalmente es un producto natural, solido, cristalizado producido mediante

procedimientos industriales. (Romero, 2010)
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Tabla 4

Composicién quimica de la sacarosa por cada 100g

Composicién quimica del azlicar por cada 100 g

Calorias 380 Kcal
Lipidos 0

Acidos grasos 0
Colesterol 0

Sodio 28 mg
Potasio 133 mg
Glacidos 98 g
Fibra alimentaria 0
Proteinas 0,1 mg
Calcio 83 mg
Hierro 0,7 mg
Magnesio 9 mg

Nota: Tomado de “Ingredientes basicos de la gastronomia: El azucar’ (p.43) Berzero (2015)

2.2.9. Mashua negra
2.2.9.1. Origen y distribucién geogréfica

Segun los estudios realizados el origen de la mashua data entre los afios (650-1350 ac)
que tiene como evidencia en la cueva de Huachumachay, ubicado en el valle de jauja
provincia de Huancayo. Asimismo, también en la cultura nazca se encontraron figuras
de mashua (1000 a.c) asi como también papa, oca y olluco. (Arteaga et al., 2022).Los
tubérculos de mashua se siembran en areas para autoconsumo y condiciones la cual la
altitud varia de 2400 y 4300 msnm en donde las temperaturas varian de 8 a 11 °C ,
principalmente entre los paises andinos Perd, Ecuador y Bolivia (Arteaga et al., 2022).

2.2.9.2. Clasificaciéon taxonémica de la mashua negra

Tabla b

Clasificacién taxonémica de la mashua negra

Clasificacion  Descripcion

Reino Plantae

Division Angiospermae

clase Equisetopsida

Subclase Magnoliidae

Orden Brasicales

Familia Tropaeolaceae

Género Tropaeolum

Especie Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

Nota: Tomado de “Un sistema integrado de clasificacién de plantas con flores” (Cronquist, 1981

citado por Camasita y Ocros, 2023).
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2.2.9.3. Composicién nutricional y fisicoquimica de la mashua negra

La mashua posee un alto valor nutritivo superando a algunos cereales y tubérculos por
lo que es recomendado formar parte de la alimentacién ya que contiene un equilibrado
contenido de aminodcidos, compuestos bioactivos, aportes benéficos medicinales,
capacidad antioxidante, compuestos fenodlicos entre otras cualidades para la
alimentacién. Sin embargo, el consumo de este tubérculo es minimo debido a su sabor

amargo y no son aprovechados por el sector agroindustrial. (Malpartida et al., 2022)

Tabla 6

Composicién quimica y nutricional de la mashua negra

Componente Contenido (%)
Cenizas 0,607+0,008
Proteina 1,599+0,006
Carbohidratos 10,996+0,085
Azucares reductores 18,48+0,08
Calcio -
Fosforo -
Potasio -

Nota: Tomado de “Caracteristicas fisicoquimicas, composicion nutricional y compuestos
bioactivos en tres variedades de Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén): Una revision”
(Malpartida et al., 2022)

Tabla 7

Composicion fisicoguimica de la mashua negra

Componente Contenido (%)
Humedad 85,730+0,069
Grasa 0,452 +0,005
pH 6,29+0,01
Ceniza 0,607+0,008
Solidos solubles 6,120 +0,226
Acidez titulable 1,53+0,04

Nota: Tomado de “Caracteristicas fisicoquimicas, composicion nutricional y compuestos
bioactivos en tres variedades de Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén): Una revision”
(Malpartida et al., 2022)
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Tabla 8

Composicién quimica de harina de mashua en 100 g de muestra

Caracteristica Composicion (9)
Proteina 1,6
Grasa 0,6
Carbohidrato 75,4
Ceniza 59
Fibra 1,8
Humedad 14,7

Nota: Tomado de “Determinacién de la proporcion éptima de harina de Mashua (Tropaeolum
tuberosum) como sustrato parcial para la elaboracién de pan integral — Huanuco” (p.66) Jorge
y Ponce (2016).

2.2.9.4. Usos de la mashua negra

La mashua negra tiene mdltiples usos no solo como alimento a nivel nutricional y
medicina tradicional, segun investigaciones también hay un posible uso como un
colorante vegetal por el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos, antocianinas y
quinona que al contacto con un medio acido se oxidan dando un color morado azulado.
(Carriel et al., 2023).

2.2.10. Yacén (Smallanthus sonchifolius)

2.2.10.1. Origen y distribucion geografica

El yacdn es procedente de los andes y a través de los afios domesticado por el antiguo
habitante peruano se ha distinguido por ser una planta herbacea con crecimiento de
hasta 2 metros, son de tallo cilindricos y raices que acumulan aztcar con multiples

beneficios. (Ledn et al., 2009 citado por S. Lopez et al., 2021)

En nuestro pais el yacon se desarrolla en el area alto andina en 17 de las 24 regiones
del Peru tales como: Cajamarca, Amazonas, Lambayeque, La Libertad, San Matrtin,
Ancash, Huanuco, Pasco, Lima, Cuzco, Puno, Arequipa, Apurimac, Ayacucho,
Huancavelica, Junin. Las regiones principales de produccién son: Cajamarca, Puno,

Oxapampa, Huanuco y Junin. (Anchivilca y Navarro, 2022)
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2.2.10.2. Clasificacién taxondémica del yacon

Tabla 9

Clasificacién taxon6mica del yacon

Clasificacién Descripcién

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Subfamilia Asteroideae

Tribu Millerieae

Género Smallanthus

N.C S. Sonchifolius (Poepp & Endl) H.Robinson
Sinonimia Polymnia Sonchifolius Poepp & End|

Nota. Tomado de “Caracterizaciéon morfolégica y molecular de materiales de yacon (Smallanthus

sonchifolius Poep. & Endl) H. Robinson colectados en la ecorregion Eje Cafetero de Colombia”

Polanco y Garcia (2013).

2.2.10.3. Composicion fisicoquimica del yacon

Tabla 10

Composicién quimica del yacén (%)

Base fresca

Base humeda

Caracteristicas Cantidad Componente Rangos de valor
Humedad % 81,8 Humedad % 8,2-8,5
Proteina % 2,69 Energético Kcal 363,9-393,7
Grasa % 0,24 Grasa % 0,17-0,24
Fibra bruta % 4,08 Proteina % 2,6-2,8
Carbohidratos % 89,95 Carbohidratos % 88,0-93,2
Cenizas % 3,04 Fibra bruta % 3,241
Solidos solubles % 14,2 Cenizas % 2,5-3,2
Acidez (4cido citrico) % 0,293 So6lidos solubles °Brix 14,1-16,5
pH 6,43 pH 6,3-6,7
Azlcares  reductores 55 Acidez (acido citrico) 0,29-0,36

(exp. Glucosa) %

Nota: Tomado de “El yacén: Fundamentos para el aprovechamiento de un recurso promisorio

”

(Seminario et al., 2003 citado por Rueda & Trinidad, 2020)
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2.2.10.4. Composicién nutricional del yacén
Tabla 11

Composicién nutricional del yacén

Componente Rango
Agua (g) 85-90
AzUcares simples (Q) 6-12.
Oligofructosa (OF) (@) 1,54
Proteinas (g) 0,1-0,5
Potasio (mg) 185-295
Fructooligosacaridos (%) 3-19.
Calcio (mg) 6-13
Calorias (Kcal) 14-22

Nota: La tabla muestra la composicion nutricional del yacén. Tomado de “Yacén: ficha técnica”
(Manrique et al., 2004 citado por Rueda y Trinidad, 2020)

Para Alvarez et al. (2019) nos dice que “el yacon contiene Fructanos del tipo inulina,
estos funcionan como sustratos y sefialadores de moléculas regulando la respuesta
inmune, homeostasis de glucosa y el metabolismo de lipidos reduciendo asi los riesgos
de hiperglucemia, obesidad y el cancer colorrectal”.

2.2.10.5. Composicion fisicoquimica de la harina de yacén
Tabla 12

Caracteristicas fisicoquimicas de la harina de yacén

Parametro Contenido (%)
Humedad 5,20

Fibra total 0,90

Acidez total 1,17

Cenizas 4,26 + 0,10

Nota: Tomado de “Determinacion de las caracteristicas nutricionales y fisicoquimicas de la harina
de yacon (Smallanthus Sonchifolius) con fines de aceptabilidad” (p.36) Garcia et al. (2022).

Gonzales (2021) nos dice que “el Lactobacillus sp posee un elevado valor potencial
probidtico y afiadido el extracto de yacon fomenta el crecimiento del probidtico, los

fructooligosacéridos que componen el yacon le otorgan un mejor efecto prebiotico”.
2.2.11. Espirulina

2.2.11.1. Origeny produccion de la espirulina
Segun Goémez (2020) el origen de la espirulina segun el cronista espafiol Lopez de

GOmara narra las costumbres aztecas que lo llamaban “deshecho de granito” que
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consumian ciertos alimentos provenientes del suelo o de las lagunas extrayéndolos para
luego hacerlas como tortas similares a ladrillos para luego venderlas y ser llevadas a

otros pueblos mas lejanos.

2.2.11.2. Clasificacion taxonémica de la espirulina

Tabla 13

Clasificacién taxonémica de la espirulina

Clasificacidn Descripcidn
Especie Basilos

Subdominio Gracilicutes

Dominio Cyanobacteria

Tipo Cyanophyceae
Subclase Oscillatoriophycideae
Familia Phormidiaceae
Subfamilia Phormidioideae
Género Arthospira

Nota: Tomado de “Efecto de la espirulina en el manejo de las alteraciones metabdlicas

relacionadas a la obesidad: Revision sistematica” Bohoérquez (2017).

2.2.11.3. Composicion quimica de la espirulina
Tabla 14

Composicién quimica de la espirulina

Componente Cantidad
Proteina (%) 60-75
Aminoacidos esenciales (%)

Leucina 8,7
Arginina 6,5
Valina 5,6
Metionina 2.3

Aminoacidos no esenciales (%)
Acido glutamico 14,6

Acido aspartico 9,8

Nota: Tomado de “Guia de nutricion de la familia” (Burgess y Glasauer, 2006 citado por Gonzéles,
2021)

Vitén y Macias (2016) la principal caracteristica de la espirulina es que la pared celular

de esta no incluye celulosa por estar compuesta de mucopolisacaridos blandos lo que
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facilita la facil digestién y la facil asimilacion del consumidor. A parte de los compuestos
ya mencionados la espirulina contiene acido félico, biotina, acido pantoténico, inositol y

beta caroteno.

2.2.12. Importancia de la espirulina
La espirulina en la salud segun estudios realizados evidencié ser de gran interés, una
de ellas en la generacion de actividad antimicrobiana contra las bacterias patégenas por

lo que es de gran importancia su produccion y consumo. (Moyano y Ochoa, 2023)

Para Tarazona (2018) “la técnica mas empleada para el consumo de la espirulina es la
deshidratacién la cual se suprime la cantidad de agua obteniéndose un polvo azul
verdoso utilizado para ser afiadida en la alimentacion convirtiéndose asi en un alimento

funcional”.

2.2.13. Alimentos funcionales

Es considerado a todo alimento que ademas de aportar un valor nutritivo, contiene
componentes bioactivos que de alguna manera beneficia la salud reduciendo asi
adquirir enfermedades, estos alimentos pueden ser de manera natural o también
afiadidos. (Beltran, 2016)

El alimento funcional es destacado también por su composiciéon quimica y nutricional
siendo independiente del grado de procesamiento. Tomando en cuenta las propiedades
que caracterizan a los alimentos funcionales, gran parte de los alimentos naturales son
funcionales siendo estos una gran fuente de sustancias esenciales para el organismo.
(Masis, 2001)

2.2.14. Fermentacion

El primero en reconocer el funcionamiento de la fermentacion fue Pasteur
denominandolo “la consecuencia de la vida sin aire”, a nuestros dias esta afirmacion
sigue vigente debido a que todas las fermentaciones se dan bajo condiciones
anaerobias precisas. Sin embargo, otros son anaerobios facultativos que son capaces
de crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno, las bacterias acido lacticas integran una
excepcion a esta regla; el tipo de metabolismo energético no se modifica en aerobiosis
como consecuencia que la fermentacion continue incluso en presencia de oxigeno.
(Carbonero, 1975 es citado por Martinez, 2014)

Morales (2014) Menciona que “la fermentacion es un proceso que realiza catabolismo

con intervencién de elementos vivos (Bacterias, levaduras o células animales) o no vivos
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(enzimas) con un sin nimero de reacciones, un compuesto organico se oxida en partes

por ausencia de oxigeno para obtener energia quimica”.

2.2.15. Fermentacioén alcoholica

El proceso se da a lugar en un medio anaerdbico por medio de levaduras y algunas
bacterias, donde la trasformacion se da a partir de un sustrato celular, mono y di
sacéridos para convertirlos en alcohol etilico y diéxido de carbono, con la generacion de
equivalentes de reduccion de los compuestos NAD/NAD+ y NADHP/NADP+ con
enlaces de alta energia de fosfato ATP. (Nielsen, 2009). La energia se sintetiza como
ATP partiendo de un proceso de glucdlisis continuando el metabolismo del piruvato
dando asi una fermentacion complementando la glucélisis haciendo posible generar

energia sin presencia de oxigeno. (Nielsen, 2009)

2.2.16. Fermentacion lactica
Jayabalan et al. (2007) Mencionan que el “acido lactico proviene de la reduccion del
acido piravico por medio del NADH+, H+ es de esta manera que se forma el NAD+ se

recuperay se degradan nuevas moléculas de glucosa”.

Morales (2014) Por medio de la fermentacién lactica provienen un conjunto de &cidos
que son los que disminuyen el pH de la disolucion, los acidos presentes son: acido
lactico, tartarico, malico y en menos cantidad citrico (se produce al tercer dia de

fermentacion).

Los granulos de kéfir contienen un sinfin de bacterias &cido lacticas BAL que se
encargan de la transformacién de glucosa del medio en &cido lactico, pero existen 2 vias
metabdlicas, la glucdlisis, en la que se involucran bacterias Homofermentativas (L.
delbrueckii y L. acidophilus) cultivados a 45°C y bacterias como (L. casei y L. plantarum)
cultivados a 15°C,reaccionando asi en ausencia de oxigeno transformando la glucosa
en acido lactico, en cambio asi la via monofosfato de hexosa donde actian bacterias
Heterofermentativas (L. fermentum,L. brevs y L. keferi) que reaccionan en presencia de
oxigeno que a partir de glucosa se obtienen otros productos a parte de acido lactico

tales como: Acido acético,etanol,CO2,etc) (Bush, 2022).

2.2.16.Fermentacion acética
(Shiang, 2005) menciona que “Las bacterias del &cido acético pertenecen al género
Acetobacter y es caracterizado por su capacidad de convertir el alcohol etilico (C2HsOH)

en 4cido acético (CH3zCO2H) por medio de la oxidacion”.
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La produccion de las bacterias del 4cido acético (AAB), género acetobacter, son un
grupo de bacterias Gram-negativas que se da con la oxidacién de azlcares produciendo
acido acético mediante la fermentacién que estos dan lugar en medios azucarados,
alcohdlicos y é&cidos como frutas, flores y en particular bebidas ya fermentadas.
(Graham, 2022).

2.2.17. Evaluacién sensorial

Fetta (2017) nos dice que “es considerada como una caracterizacion y analisis de
aceptacion o rechazo de un alimento de parte del evaluador que depende de la
sensacion que experimenta después de consumir y degustar, se debe tomar en

consideracién que las percepciones dependen de la persona, entorno y tiempo”.

Las pruebas sensoriales tienen como funcién principal realizar prueba certificada y
eficaz que proporcionen informacion para que se puedan tomar decisiones acertadas.
Las reacciones que se dan luego del consumo de alimentos estan producidas por el
grado de satisfaccion del consumidor con relacién a estimulos de los 5 sentidos: sabor,

tacto, vista, olor y percepcion. (Paricanaza, 2022)

2.2.18. Escala hedonica

La escala hedonica es un procedimiento que permite evaluar estados psicoldgicos, con
esta evaluacion del alimento surge indirectamente como resultado de la medida de
estimulacion humana la posible aceptacién del alimento. Se pide a los evaluadores que
respondan o de su primera reacciéon dando su opinién el grado de aceptacién, esto lo
informa de acuerdo a una escala numérica proporcionada en la ficha de evaluacién. La
escala tiene 9 puntos. Pero a veces es extensa entonces se acorta a 7,5 o 3 puntos.
(Espinosa, 2007)

2.3. MARCO CONCEPTUAL

e Kéfir de agua: Es una bebida elaborada con granos de kéfir lamados tibicos,

gue son cultivo de bacterias con beneficios de pre y probidticos.

e Granos de kéfir de agua: Se utilizan para fermentar liquidos azucarados para

producir kéfir de agua, estos granos fermentan liquidos no lacteos.

e Sustratos: Es la fuente de nutrientes o0 compuestos que los microorganismos
(como bacterias y levaduras) utilizan para llevar a cabo el proceso de

fermentacion.
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Caracteristicas fisicoquimicas: Es el comportamiento del material frente a
comportamientos externos, como el calentamiento o acciones de productos

guimicos.

Propiedades funcionales: Influyen su actividad en diversos sistemas
principalmente el gastrointestinal, cardiovascular e inmunoldgico trayendo

multiples beneficios.

Bacterias acido lacticas: Se componen por un grupo heterogéneo de
microorganismo que producen acido lactico que provienen de la fermentacion

de carbohidratos.

Acido lactico: Es un subproducto de la fermentacion llevado a cabo por
bacterias &cido lacticas (BAL), que estan presentes en los granulos de kéfir.

Sdlidos solubles °Brix: Representan la concentracion de azlcares disueltos y
otros compuestos solubles en una solucion que indican la cantidad de
azlcares y otros compuestos que estan presentes antes y después de la

fermentacion.

pH: Es un indicador de la concentracién de iones de hidrogeno en la solucion,
en una escala de 0 a 14, donde los valores bajos (menores a 7) indican acidez

y los valores altos indican alcalinidad.
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION Y DURACION DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se desarrollé en los ambientes de la Facultad de Ingenieria
Quimica y Metalurgia y la Escuela de Biologia. En el Laboratorio de Procesos
Agroindustriales se realizaron los tratamientos y las evaluaciones fisicoquimicas del kéfir
de agua, mientras que en el Laboratorio de Biotecnologia se desarroll6 el analisis
microbioldgico para determinar la carga microbiana de la bebida fermentada del kéfir de
agua con sustratos. Todo este proceso en la investigacion tuvo una duracién de

aproximadamente 6 meses.

3.2. EQUIPOS, MATERIALES E INSUMOS
3.2.1. Equipos
¢ Balanza analitica HENKEL BQ2001 (e=0,019)

e pH metro OFFESION EZ-99908

o Refractbmetro Precisso (Rango 0-32 Brix)

e Cocina eléctrica 220V

e Autoclave Market Forge 0556A (110°C-121°C)
e Incubadora de laboratorio J5GI-100T (5-70°C)
e Deshidratador Blanik BDA020 (Rango 35-70°C)
e Balanza para medicion de humedad PCE-MB 50
e Mechero bunsen

e Contador de colonia

o Refrigeradora

e Cocina industrial

3.2.2. Materiales

e Frascos de vidrio con tapa de 1700 ml
e Matraz de Erlenmeyer de 250 ml

e Vasos precipitados de 50 ml

e Pipetas graduadas de 1,5y 10 ml
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e Bureta de 50 ml

e Soporte universal con pinzas
e Probeta graduada de 250 ml
e Ollas industriales

e Jarra plastica de 1L

e Tubos de ensayo de 12 ml

e Gradillas

e Placas Petri de 100mm

e Varilla de vidrio

e Pinzas de laboratorio

e Espatula de laboratorio

3.2.3. Insumos y reactivos

e Sustratos (Harina de mashua negra, harina de yacén y espirulina)
e Sacarosa (Azlcar rubia)
e Agua destilada

e Alcohol de 90° GL

e Granos de kéfir

e Fenolftaleina 2%

e Solucion de NaOH (0,1N)
e Solucion Buffer (pH=7.0)
e Caldo Lactobacilli

e Agar Lactobacilli

e Agar MRS

e Agua peptonada
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3.3. POBLACION Y MUESTRA

3.3.1. Poblacion
La poblacion estuvo conformada por las muestras de bebidas obtenidas de la

fermentacion del kéfir de agua con sustratos, sometidas a diferentes tratamientos.

Para Mucha et al. (2020) “La poblacion es un conjunto de elementos de estudio,
compuesto por el lugar para caracterizar las unidades de estudio y esta constituida por
criterios de seleccion”. Una vez definido la poblacion se procedera a delimitar la muestra
que sera objeto de estudio.

3.3.2. Muestra

Se consideraron muestras de 1 L de cada tratamiento, las cuales fueron evaluadas en
los laboratorios de Procesos Agroindustriales y Biotecnologia.

Para Lépez (2004) “La muestra es un subconjunto o poblacién que sera objeto de
estudio en la investigacion, existen procedimientos para obtener una cantidad de los
componentes de la muestra como férmulas, l6gica asi como también es una parte
representativa de la poblacion”

3.4. TIPOY NIVEL DE INVESTIGACION

El tipo de investigacién de este trabajo es aplicada, debido a que se evaluara los
pardmetros fisicoquimicos de la fermentacion de kéfir de agua con sustratos de mashua
negra, yacon y espirulina.

Para Ramos (2020) el nivel de investigacién es “explicativo porque el planteamiento de
la hipétesis de investigacion busca determinar los elementos de causa y efecto en el
proceso de fermentacion”.

3.5. DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de investigacion es experimental, debido a que se maneja la variable
independiente que son: proporciones de sustratos (Harina de mashua negra, yacén y
espirulina), tiempo de evaluacion (1,7,14 y 21 dias), con el objetivo de determinar la
cantidad de bacterias 4cido lacticas producto de la fermentacion.

3.6. VARIABLES E INDICADORES

3.6.1. Variable independiente

e Harina de mashua negra
¢ Harina de yacén
e Harina de espirulina

e Tiempo de fermentacion F1(Inicial y 72 horas) y F2(1,7,14 y 21 dias)
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3.6.2. Variable dependiente

e Acidez titulable (% &acido lactico)
e Solidos solubles °Brix
° pH

e Recuento de bacterias &cido lacticas (UFC/ml)

e Olor
e Color
e Sabor

3.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Tabla 15

Operacionalizacion de variables

Variables Indicadores

Variable Independiente

Proporciones de kéfir de agua, Harina de mashua negra (%)

mashua negra, vyacon y Harinade yacon (%)

espirulina, tiempo de Harina de espirulina (%)

fermentacion Tiempo de fermentacion F1(Inicial y 72
horas) y F2(1,7,14 y 21 dias)

Variable dependiente

Evaluaciones fisicoquimicas Acidez titulable (% acido lactico)

Solidos solubles (°Brix)

pH
Evaluacién funcional Bacterias acido lacticas (UFC/ml)
Evaluacién sensorial Olor

Color

Sabor

3.8. DISENO EXPERIMENTAL

En la presente investigacion se siguio los lineamientos de un disefio de mezclas de
vértices extremos, esta metodologia empleada permiti6 explorar y desarrollar una
combinacién posible de ingredientes (mashua negra, yacén y espirulina). Este disefio
incluye la combinaciones puras e intermedias dado que solo uno de ellos representa el
100% de la mezcla y el resto 0%. A continuacion, en la figura 2 se muestra la
representacion grafica de este disefio.
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Figura 3

Representacion gréfica del disefio de mezclas tipo vértices extremos

(1,0,0)
Xi=1
q=3
Triangulo equilatero
(X1, X2, X3)
(0’1’0) (01011)
X3=1 X2=1

Nota: Tomado de “Analisis y disefio de experimentos” .Tomado de (Gutiérrez & De la vara, 2004,

p. 585 citado por Salazar et al., 2016)

X1= Harina de mashua negra, X2=Harina de yacdn y Xs= Harina de espirulina
La suma de todos los componentes g sera igual a un valor fijo. X1+Xo+...... +Xq=T,

donde T es igual al 100%. Ademas, cada componente esta sujeto a limites inferior (Lj)

y superior (Uj): Lj<Xj=Uj,
lo cual puede ser tan simple como Lj = 0% y Uj = 100% o mas restrictivo.
(Gutiérrez & De la vara, 2004, p. 585 citado por Salazar et al., 2016)

En la tabla 16 se aprecia el porcentaje de adicion de los ingredientes valorados en
porcentajes, de acuerdo al disefio de mezclas formulado.
Tabla 16

Formulacién de sustratos en base a diferentes proporciones

N° T H-mn (%) H-y (%) H-e (%) Granos de Azucar Agua Total

kéfir (%) (%) (%)
T0 0 0 0 15 12 73 100
T1 0 5 0 15 12 68 100
T2 0 4,9 0,1 15 12 68 100
T3 5 0 0 15 12 68 100
T4 4,9 0 0,1 15 12 68 100
T5 1,2 3,7 0,03 15 12 68 100
T6 1,2 3,7 0,1 15 12 68 100
T7 3,7 1,2 0,03 15 12 68 100
T8 3,7 1,2 0,1 15 12 68 100

H-mn: Harina de mashua negra; H-y: Harina de yacén; H-e: Harina de espirulina TO: Sin influencia de
sustratos
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3.9. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Figura 4

Diagrama de flujo del desarrollo experimental

L ¢ Elaboracién de harina de
Preparacion de mashua negra
sustratos e Elaboracién de harina de
yacon

¢ Inoculacién de granos de
kéfir patrén

Formulacién de medios de
] sustratos y sacarosa para
cada tratamiento

planteado (8 tratamientos)

Formulacion de
medios de sustratos
y sacarosa

Adicién de los granos de kéfir
patrén a la solucién formulada y
fermentadas en 2 etapas
fermentacion F1 (Temperatura
ambiente) y F2 (Temperatura
de refrigeracion 7°C).

Fermentacioén

Analisis e interpretacion de

Evaluacién de resultados fisicoquimicos,
resultados microbiol6gicos y
sensoriales.

Descripcidn de las operaciones para la obtencién del kéfir de agua

3.9.1. Preparacion de sustratos

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion, la materia prima a utilizar como son
la mashua negra y yacén fueron adquiridas del mercado Nery de la ciudad de
Huamanga-Ayacucho seguidamente se procedié a realizar el deshidratado hasta la
obtencion de harinas; en caso de la espirulina fue adquirida de la empresa Musuq

Kawsay, a continuacion, se detalla el proceso de elaboracion.

3.9.1.1. Elaboracién de harina de mashua negra
e Recepcidn: Se recepciond la materia prima (mashua negra) adquirida con la

previa verificacion de buen estado.

e Seleccion: Se separo los tubérculos dafados.
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3.9.1.2.

Lavado: Se procedié a lavar el tubérculo con agua potable por inmersién con

el objetivo de retirar la tierra o cualquier sustancia ajena.
Coccidn: Se realizé la coccidén hasta lograr una consistencia blanda.
Troceado: Se realizo la reduccion de tamafio por tiras.

Secado: Con un deshidratador de 65°C y tiempo de 24 horas se procedi6 a

deshidratar hasta llegar a humedad adecuada.

Molienda: Con un molino de granos se procedid a moler hasta obtener la harina

de mashua negra.

Tamizado: Con el uso de un tamiz industrial de 200 ym se procedi6 a eliminar

particulas ajenas a la harina de mashua negra.

Envasado: Para el envasado se us6 un frasco de vidrio para su mejor

conservacion y luego se rotul6 para su identificacion.

Almacenamiento: Se almacenara en un envase previamente desinfectado y

secado.

Elaboracién de harina de yacon

Recepcidn: Se recepciond la materia prima (yacon) verificando el buen estado.
Seleccidn: Se apart6 los tubérculos de yacén dafiados.

Lavado: Para el lavado se utilizé agua potable en inmersién con el fin de retirar

materia extrafia.
Pelado: Se eliminé la cascara con la ayuda de un pelador.

Troceado: Se realizé el troceado con dimensiones que permitieron el

secado de manera rapida y uniforme.

Secado: Con el uso del deshidratador se realiz6 el secado con T de 65°C por

tiempo de 24 horas hasta llegar a una humedad adecuada.

Molienda: Se realiz6 con un molino de granos hasta obtener la harina de

yacon.

Tamizado: Con una malla industrial de 200 ym se realiz6 el tamizado para

separar particulas ajenas.
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e Envasado: Para el envasado se utilizd6 frasco de vidrio para su mejor

conservacion.

¢ Almacenamiento: Se almacen6 en un lugar fresco y seco para evitar su

deterioro.

3.9.1.3. Inoculacién de granos de kéfir patrén

Para

la inoculacién de los granos de kéfir se tomara como referencia de (Rodas,

2019),con algunas modificaciones de acuerdo al panorama de donde se hara el

siguiente procedimiento experimental.

3.9.2.

e Recepcion: Los granos de kéfir sera recepcionado verificando el tamafio y

aspecto.

e Lavado: Los granos de kéfir serdn lavados con agua hervida fria y se

procederd a escurrirlas correctamente.

e Inoculacién: los granos de kéfir seran sumergidas en agua previamente
azucarada en un frasco de vidrio desinfectado y con una tapa rosca sellada

correctamente.

e Incubacion: se realizara a temperatura ambiente debidamente sellada por 72

horas.

e Conservacion: Los granos de kéfir serdn almacenados para Su uso

destinado.

Formulacién de sustratos y sacarosa
e Recepcion: Se recepciond los sustratos (harina de mashua negra, yacon y

espirulina).

e Pesado: De acuerdo a los tratamientos planteados se realiz6 el pesado de

sustratos con una balanza analitica.

e Esterilizacion: Los frascos para cada tratamiento fueron esterilizadas en una

autoclave a 120°C por 30 min y enfriado.

e Mezclado: Se procedié a mezclar la sacarosa y las harinas de mashua negra,
yacon y espirulina en cantidades ya establecidas con el agua previamente

hervida fria y los frascos identificados.
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3.9.3. Fermentacion
e Pesado: Los granos de kéfir de agua fueron pesados con 150g para cada

tratamiento.

¢ Inoculacién: La inoculacion se realizd con la introduccion de los granos de

kéfir de agua en cada frasco con las debidas condiciones de inocuidad.

e Primera fermentacién F1: La fermentacion se di6 durante 72 horas a

temperatura ambiente de la cuidad de Ayacucho en promedio 19°C.

e Trasvasado: Se realizé la separacion de los granos de kéfir y la bebida

fermentada en envases previamente esterilizados.

e Segunda fermentacién F2: la segunda fermentacion se di6 después del

trasvasado de la primera fermentacion.

¢ Almacenamiento: Obtenida la bebida fermentada se procedi6 a refrigerar a

7°C para su posterior evaluacién en 21 dias.

3.10. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.10.1. Determinaciéon de humedad de la harina de mashua negra y yacén
De acuerdo a la (NTP205.037:2022, 2022) se basa en la determinacion de humedad

por pérdida de peso hasta alcanzar un peso constante en la estufa de aire.

La humedad fue determinada mediante la estufa caliente a temperatura constante de

105°C por 4 horas con la muestra previamente pesada.

3.10.2. Anélisis fisicoquimico de la bebida fermentada

3.10.2.1. Acidez titulable (% acido lactico)
La acidez titulable se realizé6 mediante el analisis volumétrico con la titulacion
acido base tomado en cuenta la (NTP203.072:1977, 2012) para describir el

siguiente procedimiento:

e Se pesara 5g de muestra en un matraz de Erlenmeyer contenida con 20

ml de agua destilada.
e Agregar 5 gotas de fenolftaleina.
e Titular con solucion base de NaOH 0,1N hasta observar el cambio de color.

e Realizar el registro del gasto volumétrico que se ha consumido.
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Formula

Mqgqg x NxA
Acidezg = qq—x

100
l B

Donde:

Mqq: Miliequivalente del &cido lactico
N: Normalidad del NaOH 0,01

A: Volumen gastado del NaOH

B: Volumen de la muestra titulada

3.10.2.2. Solidos solubles (°Brix)
Teniendo como referencia la norma (NTP203.072:1977,2012) para la

determinacion de solidos solubles (°Brix) se utilizd6 un refractémetro digital a

mano.

Se prepara la muestra por duplicado
e Se coloca unas gotas de muestra en el prisma del refractémetro

e Se cierra la tapa del prisma ligeramente, observar la medida y anotar los
resultados

¢ Realizada la lectura se lava con agua destilada y secar suavemente

3.10.2.3. pH
Para la determinacion del pH se realizé en base ala (NTP 207.018:2011, 2016)
haciendo uso de un pH metro previamente graduada.

e Se prepara la muestra tomando 2 ml
e Se agregara agua destilada hasta completar 10 ml y homogenizar

e Medir el pH y anotar los resultados

3.10.3. Analisis microbioldgico
Para la realizacién de los analisis microbiolégicos se toma como base segun los
reglamentos del (CODEX STAN 243-2003, 2022)

3.10.3.1. Recuento de bacterias acido lacticas

Para el procedimiento del cultivo para bacterias acido lacticas BAL UFC/ml se realizo
en base al (ISO 15214:1998, 2021) usando el medio de cultivo agar MRS (El agar de
Man Rogosa Sharpe) que es un medio que favorece el crecimiento de Lactobacilli

(bacterias acido lacticas) para lo cual se realiz6 los siguientes procedimientos:
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Antes del inicio del procedimiento se realizard la preparacion y
esterilizacion de los materiales de vidrio en una autoclave por 30 min a
125°C.

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizara el agar MRS siguiendo

las instrucciones de preparacion.

La dilucion 10ty 10° se realizard con agua peptonada previamente

preparada en tubos de ensayo y llevadas a esterilizar.

Para la siembra se realizara en placas Petri previamente esterilizadas y
con el agar MRS diluida a temperatura ambiente e identificadas para su

diferenciacion.

Para la incubacion se llevard a cabo en un medio sin oxigeno con

temperaturas de 37°C por un tiempo de 24 a 48 horas.

Para el recuento se utilizara la cuenta colonias.

Aislamiento y caracterizacion de bacterias lacticas

e Se seleccionara las cepas de BAL tomando en cuenta sus caracteristicas

fenotipicas, como la morfologia de sus colonias y la observacién microscopica

después de realizar la tinciébn Gram.

e Para la identificacion de bacterias acido lacticas en las placas se debera

formar colonias con caracteristicas de color blanco cremoso, con forma
redonda, superficie convexa, puntiformes, con bordes enteros y bacilos Gram
positivos. Lo que corresponde a caracteristicas previamente reportadas por
(Ramirez y Vélez, 2016)

3.10.3.2. Coliformes totales

Para la determinacién de coliformes totales se utiliza el agar MacConkey de acuerdo

a las especificaciones.

Para el inicio de las preparaciones se lleva a cabo la preparacién de

materiales llevadas a esterilizar.

Se realiza la preparacion del agar MacConkey con la dilucién con agua

destilada para luego llevar a la autoclave por 30 min a 125°C.

La dilucién se llevara a cabo con agua peptonada con diluciones de 10?

,102y 108 que seran sembradas por cada muestra.
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e Preparada las diluciones se lleva a incubar a 37°C por 24 horas.

e Pasadas las 24 horas se determinard los tubos que hayan resultado
positivos segun sea el caso.

3.10.4. Anélisis sensorial
Se realizara mediante una evaluacion sensorial que se llevara a cabo con 30 jueces
no entrenados con edades de entre 20 y 50 afios con el fin de conocer la aceptabilidad

de la bebida fermentada en cual los atributos evaluados seran:

° Olor
. Color
° Sabor

Los jueces evaluaran los parametros a través de una escala hedoénica de 1 a 5 las cuales
fueron:

e 5: Muy bueno
e 4:Bueno

e 3: Regular

e 2:Malo

e 1. Muy malo

3.11. DISENO OPTIMO DE EXPERIMENTOS DOE EN LA EVALUACION DE DATOS
Para optimizar las proporciones de sustratos utilizados para la fermentacion del kéfir de
agua se utilizara el Disefio Optimo de Experimentos (DOE) que es una herramienta que
permitira obtener informacion anticipando resultados futuros en donde se controlarédn
las proporciones de mashua negra, yacon y espirulina mediante el disefio de mezclas,
con el fin de determinar las combinaciones dptimas que maximicen las caracteristicas
fisicoquimicas en &cido lactico, °Brix y pH.

3.11.1. Modelizacién del experimento
Los resultados experimentales (% acido lactico, °Brix y pH) se ajustaran a un modelo
estadistico cuadratico para investigar el efecto de los sustratos sobre la respuesta, una

primera aproximacion sera ajustar a un modelo de primer orden:

q
() = B0+ ) Bixi
i=1

38



Donde (y) es el valor esperado de la variable de respuesta, sin embargo, debido a la
restriccion de Xi(harina de mashua negra) +X:(harina de yacon) +Xs(harina de
espirulina) =1, es posible demostrar que los parametros Bo, B1, B2... Bi N0 son Unicos
(Montgomery, 2017)

Cuando se ajusta un modelo cuadratico también serd necesario incorporar las
restricciones X;+X;+Xs=1, ya que esto le dara una caracteristica especial al modelo
cuadratico para los tres sustratos Xi, Xz, Xz, por lo que el polinomio de segundo grado

esta dado por:
(y) = B0 + B1X1 + B2X2 + B3X3 + f12X1X2+ B13X1X3 + $23X2X3 +B11X2 +822 X2 + B33 X3

Debido a que la restricciéon de la suma de las proporciones siempre es igual a 1 el efecto
de un ingrediente en un disefio de mezclas es diferente al efecto de un factor en un
experimento, donde se puede mover el factor manteniendo fijjos a los demas

componentes. (Gutiérrez & De la vara, 2004).

3.12. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico Minitab, se realiz6 el
analisis de varianza (ANOVA) con nivel de significancia a=0.05y al presentar diferencias
significativas entre grupos (p<0,05), se realizé la comparaciéon de medias por prueba de

comparaciones Tukey.

3.13. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Para este trabajo de investigacidbn se describen distintas operaciones para el

procesamiento y analisis de datos que se detallan a continuacion:

a) Recoleccion de datos: se compilé datos para el estudio considerando los
siguientes aspectos:

e Evaluacion fisicoquimica (pH, °Brix y Acidez titulable)
¢ Evaluacién microbiolégica (BAL UFC/mI)
e Evaluacion sensorial (olor, color y sabor)

b) Procesamiento de los datos: Se utiliz6 programas como Minitab para la
formulacién y optimizacion de proporciones por superficie de respuestas en los

8 tratamientos y Microsoft Excel para el procesamiento de datos.

c) Presentacion de resultados: Los resultados obtenidos se presentan con
figuras con representacion estadistica e interpretacion de resultados con tablas

gue se muestran en la interpretacion de resultados.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacién de humedad de la harina de mashua negra, yacon y
espirulina
Tabla 17

Humedad de la harina de mashua negra, yacén y espirulina

H-mn H-y H-e
Humedad (%) 8,33+0,04 7,22+0,05 5,06*0,06

H-mn: Harina de mashua negra H-y: Harina de yacén H-e: Harina de espirulina

La humedad de la harina de mashua negra presenta un valor de 8,33%,como se observa
en la tabla 17,esta cantidad es préxima a lo reportado por (Parisaca, 2023) quien reportd

una humedad de 8%.

Para el caso de la humedad en harina de yacdn presenta un valor de 7,22% esta
cantidad es préxima a lo reportado por (Garcia et al., 2022) quien obtuvo un valor
préximo de 5,20%; mientras que la humedad de harina de espirulina presenta un valor
de 5,06%. De acuerdo a las evaluaciones obtenidas para harina de mashua negra y
yacén cumplen con los parametros establecidos en la (NTP205.037:2022, 2022) para

harinas que deban cumplir con una humedad menor al 15%.

4.2. Analisis fisicoquimico de la primera fermentacién (F1)

Tabla 18

Resultados para Acido lactico (%), °Brix y pH

_ Inicial ] 72 horas
tratanl:liento Iéﬁtﬁg)o% "Brix pH |aﬁ§<':%0% "Brix pH
TO 0,32+0,01 150 6,26 +£0,02 0,58+0,01 7,60 3,150,02
T1 0,26 £+0,01 15,2 5,38+0,005 0,68 +0,03 8,40 4,38 0,02
T2 0,29+0,02 154  5,35%0,02 0,73+0,01 9,80 4,40+0,2
T3 0,30+0,01 150 5,12+0,01 0,75+0,02 8,80 3,80z0,15
T4 0,31+0,04 154 5,02 +0,005 0,91 0,02 9,20 3,82x0,04
T5 0,30+0,01 15,6 5,07 0,01 0,57 0,01 9,60 4,06 0,03
T6 0,19+0,01 15,2 5,18 +0,01 0,58 +0,03 9,80 4,08 +0,02
T7 0,21 +0,01 15,0 5,08 0,01 0,60+0,02 10,2 3,81+0,01
T8 0,17 +0,01 15,2 5,11 +0,02 0,75+0,06 8,20 3,80 0,02
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4.2.1. Acidez titulable (Acido lactico %) de la primera fermentacion (F1)

Figura 5

Comparacion del incremento de acido lactico % inicial y 72 horas de fermentacion

1,00
0'91 m |nicial
0,90
m72 horas
0,80
0,73 0,75 0,75
0,70 0,68
° 0,6
> )
> 0,60 0,58 0,57 0,58
©
80,50
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©
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0,32 0,29 0,30 0,31 0,30
0,30 0,2
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0,20 0.19 0,17
0,10
0,00
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Tratamientos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
H-y:5% H-y:49% H-mn:5% H-mn:49% H-mn:1,2% H-mn:1,2% H-mn:3,7% H-mn:3,7%
H-e:0,1% H-e: 0,1% Hy :37% H-y :3,7% H-y :1,2% H-y :1,2%

H-e: 0,03% H-e :0,1% H-e:0,03% H-e:0,1%
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Los resultados para &cido lactico de los tratamientos evaluados al inicio y a las 72 horas
de fermentacién segun el andlisis de varianza (ANOVA) indica que existe efecto
significativo entre los tratamientos, es decir el valor p<0,05 como se muestra en el anexo
7, mostrando que las medias de los valores de &cido lactico son homogéneas entre si,
esto sugiere que hay cambios significativos conforme sucede el proceso de
fermentacion. En los resultados obtenidos present6 un incremento en sus valores, con
respecto al TO, presentd un incremento de 0,32 a 0,58%; en caso del T4 un incremento
de 0,31 a 0,91% es el que obtuvo mayor contenido de acido lactico, mientras que, el
valor més bajo fue el T5 con un incremento de 0,30 a 0,57%, este incremento en &acido
lactico sugiere que las BAL tuvieron una buena adaptacion a las condiciones del medio,
logrando un crecimiento y actividad metabolica constante. Estos resultados son
similares a lo reportado por (Moreno, 2022) quien utilizo pulpa de cauje como sustrato
para la fermentacion del kéfir de agua con proporciones de 10,20 y 30% de pulpa de
cauje, panela 10% y granos de kéfir al 16,5% por 48 horas a temperatura ambiente
obteniendo como resultados para acido lactico un incremento de 0,20; 0,79 y 0,77 a
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1,04; 1,67 y 1,64% respectivamente explicando que esto podria ser efecto del grado de
madurez del cauje en la fermentacion con los granos de kéfir; de igual forma, (Caiza,
2019) que utiliz6 lactosuero y leche de chocho con kéfir de agua como fermento realizé
tratamientos con 50 horas de fermentacion determinando que el mejor tratamiento fue
con un 50% de lactosuero dulce,50% de leche de chocho y panela resultando acido
lactico con un valor de 0,89% ademas deduce que la acidez del kéfir de agua fue
influenciada por el tipo de endulzante utilizado y el tiempo de fermentacién ademas de
combinacion de los 2 sustratos que son responsables del sabor acido del kéfir, estos
cambios generados a nivel de acidez se producen de acuerdo a cada sustrato con que
el que se utiliza para la fermentacion generando variacion en la composicién
microbiolégica. Cabe destacar que los resultados para acido lactico de esta
investigacion estan dentro de los parametros del (CODEX STAN 243-2003, 2022). Por
lo tanto, es importante tener en cuenta que los niveles de acidez en las diferentes
bebidas varian debido a una variedad de factores y los ingredientes de cada muestra.
(Aguilar et al., 2019).

4.2.2. Solidos solubles (°Brix) de la primera fermentacién (F1)

Figura 6

Comparacion de la disminucién de °Brix inicial y 72 horas de fermentacion
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Los sdlidos solubles (°Brix) de los tratamientos evaluados al inicio y a las 72 horas de
fermentacion segun el andlisis de varianza (ANOVA) indica que existe una diferencia
significativa entre los tratamientos, como lo indica el andlisis de Tukey (p<0,05) como
se muestra en el anexo 7, mostrando que las medias de los valores no son homogéneas
entre si, esto sugiere que existe una clara disminucién significativa entre el inicio y las

72 horas de fermentacion.

En los resultados obtenidos presentaron una disminucion en sus valores en el trascurso
de los dias evaluados respecto a la inicial, bajo estas condiciones se resalta el analisis
de sdlidos solubles como se destaca los cambios en los 8 tratamientos y el control TO,
se mostré que hubo disminucién de valores presentandose asi que el TO presento una
reduccion de 15 a 7,6 °Brix sin influencia de sustratos, en caso del T8 se tuvo una
reduccién mas baja de 15,2 a 8,2 °Brix; mientras que el T7 obtuvo un valor mayor de 15
a 10,20 °Brix, la disminucion de los °Brix ocurre en todos los tratamientos por influencia
de las proporciones de los diferentes sustratos, estos valores difieren con los valores
reportados por (Quinatoa, 2023) quien utilizé diferentes niveles de pulpa de uvilla y oca
(0,10,20 y 30%) realizé una fermentacién sumergida con proporcién 6% de panela y
granos de kéfir con 15% con un tiempo de 72 horas teniendo como resultado un valor
de 3,30 °Brix empleando solo 30% de pulpa de uvilla y un valor de 2,71 °Brix sin
influencia de sustratos determinando que a medida que aumentaba los niveles de pulpa
de uvilla los so6lidos solubles aumentan, por otro lado (Ruiz et al., 2015) realiz6 una
comparacion de kéfir de leche y agua para realizar fermentaciéon con diferentes
diluciones de arandano determinando que la concentracién de azlcar en el kéfir de agua
es mayor a comparacion del kéfir de leche obteniendo un valor de 6,9°Brix tras 24 horas
de fermentacién deduciendo que la incrementacion de extracto de arandano disminuye
los °Brix de las muestras. Por otro lado (Buranelo et al., 2022) comenta que los sustratos
del kéfir de agua desciende si se aumenta el tiempo de fermentacion ademas que la
variacion de °Brix ocurre cuanta mas actividad microbiana se produce, esto debido al
metabolismo de la sacarosa y el crecimiento microbiano depende del catabolismo del
azucar. Con los resultados ya mostrados se observa que los tratamientos establecidos
se observé consumo de los °Brix reduciéndose su valor inicial demostrandose el

consumo del sustrato por parte de la biomasa del kéfir de agua inoculado.
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4.2.3. pHde laprimerafermentacion (F1)

Figura 7

Comparacion en la disminucién de pH inicial y 72 horas de fermentacion
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El pH de los tratamientos evaluados al inicio y a las 72 horas de fermentacién segun el
andlisis de varianza (ANOVA) indica que existe diferencia significativa entre los
tratamientos, como lo indica el analisis de medias Tukey (p<0,05) como se muestra en
el anexo 7, mostrando que las medias de los valores no son homogéneas entre si, esto
debido a que los valores iniciales y a las 72 horas presentan diferencias como producto

de la disminucion de pH por medio de la fermentacion.

En los resultados obtenidos tuvieron reducciones en sus valores en el trascurso de los
dias evaluados en donde el TO tuvo una disminucion de 6,26 a 3,15 sin influencia de
sustratos, por otro lado, el T3 tuvo una disminucion de 5,12 a 3,8 y el T8 de 5,11 a 3,8
obteniendo valores méas bajos. Como se destaca en los resultados obtenidos se puede
apreciar cambios en todos los tratamientos establecidos desde el momento del inicio de
la fermentacién por influencia de sustratos, estos valores obtenidos son similares a los
reportados por (Moreno, 2022) quien obtuvo valores de 3,13 y 3,20 al utilizar pulpa de
cauje como sustrato provocando una disminucion del pH pero ademas describe que a
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partir de niveles superiores de pulpa de cauje el pH aumenta que puede ser debido al
pH propio del sustrato el cual se utiliza, por otro lado se tiene los resultados de (Caiza,
2019) que realizé formulaciones con 25% de lactosuero dulce y 75% de leche de chocho
con fermentacién de 50 horas con temperaturas de 20-25°C obteniendo valores de 4,41
y 4,77 observando que el pH descendi6 rapidamente debido a la accién de
microorganismos que producen acido en la bebida, este declive es importante debido a
que al disminuir los valores de pH durante la fermentacion lactica impiden que las
bacterias gran negativas y formadoras de esporas se proliferen. Con estas
caracteristicas evaluadas se puede afirmar que la bebida se considera ligeramente
acida por las caracteristicas que presenta ya que esta disminucion en el valor de pH se
considera usual en todos los procesos de fermentacion con el crecimiento bacteriano,
este rango que presenta la bebida fermentada se puede considerar 6ptimo tomando

como referencia investigaciones con diversos sustratos.

4.3. Analisis fisicoquimico de la segunda fermentacion (F2)

4.3.1. Acidez titulable (% Acido lactico) de la segunda fermentacién (F2)
Tabla 19

Resultados obtenidos para la acidez titulable evaluadas en 1,7,14 y 21 dias

_ Dias
N° Tratamiento

1 7 14 21

% % % %
T1 0,68+0,03 0,7 £0,01 0,75 +0,01 0,84 +0,01
T2 0,73+£0,01 0,75 +0,03 0,76 £0,04 0,79 £0,01
T3 0,75%0,02 0,76 0,02 0,77 £0,01 0,81 +0,02
T4 0,91+0,02 0,92 +0,03 0,95+0,03 1,1+0,01
T5 0,57+0,01 0,59 0,02 0,62 +0,01 0,65 +0,02
T6 0,58+0,03 0,62+0,01 0,65 + 0,02 0,70 +0,01
T7 0,60+0,02 0,63+0,03 0,68 £ 0,01 0,72 +0,03
T8 0,75%0,06 0,77+0,02 0,81 +0,02 0,84 +0,01
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Figura 8

Comparacion del incremento en acido lactico evaluadas en 1,7,14 y 21 dias
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H-y: Harina de yacén H-mn: Harina de mashua negra H-e: Harina de espirulina

Los valores para &cido lactico evaluados durante los 21 dias segun el analisis de
varianza (ANOVA) no poseen diferencia significativa debido a que el valor de p (0,278)
es mayor a a (0,05) como se detalla en el anexo 8, esto podria ser debido a los valores
presentados incrementan de manera lenta a diferencia de la primera fermentacion F1.
Los resultados de la evaluacion a los 21 dias present6 que le T5 obtuvo un valor menor
de 0,65%; mientras que; el T4 present6 un valor mayor de 1,1% a diferencia de los otros
tratamientos, similar a esta evaluacion lo reporta (Pacheco et al., 2023) quien evalud la
estabilidad fisicoquimica de una bebida fermentada del kéfir de agua con jugo de uva
en una segunda fermentacion evaluando su estabilidad por 7 semanas almacenadas en
refrigeracion a 7°C determinando que para resultados en acidez total en sus valores no
hay diferencia significativa entre la primera y séptima semana de evaluacién; ademas
aclara que incluso si la bebida esta en refrigeracion continua una fermentacién
principalmente de levaduras y bacterias acéticas, cémo resultado se ve el incremento
de acidez volatil. Cabe recalcar que los resultados de evaluacion a los 21 dias siguen
dentro de los parametros descritos en (CODEX STAN 243-2003, 2022)
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4.3.2. Solidos solubles (°Brix) en la segunda fermentacién (F2)
Tabla 20

Resultados obtenidos en sdélidos solubles °Brix en 1,7,14 y 21 dias

N° Dias

Tratamiento 1 7 14 21
T1 8,40 7,60 7,20 7,0
T2 9,80 9,40 9,20 8,60
T3 8,80 8,40 8,40 8,0
T4 9,20 8,80 8,60 8,20
T5 9,60 8,80 8,20 8,0
T6 9,80 9,40 8,80 8,60
T7 10,20 9,80 9,60 9,20
T8 8,20 7,80 7,60 7,20

Figura 9

Comparacion de la disminucién de °Brix evaluadas en 1,7,14 y 21 dias
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H-y: Harina de yacon H-mn: Harina de mashua negra H-e: Harina de espirulina
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Los valores para sélidos solubles °Brix evaluados hasta los 21 dias, segun el analisis
de varianza (ANOVA) indica que hay una diferencia estadisticamente significativa entre
los dias evaluados, ademas la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que los °Brix en el dia
7 presenta un valor promedio mayor a comparacién que en los dias 7,14 y 21 como se
muestra en el anexo 8. Esto se refleja en los valores mostrados resultando que los
valores para °Brix tienen una disminucién estable que indicarian que la fermentacién

alcanzo un estado estacionario, con menor consumo de azucares disponibles.

Los valores obtenidos en el T1 presenta un valor menor de 7 °Brix y valor mayor en el
T7 con 9,2 °Brix esta disminucion de valores también lo reporta (Lucero, 2015) quien
evalud los °Brix en una bebida fermentada de fresa con miel por un tiempo de 9 dias
reportando una disminucién de 20,02 a 8,87 °Brix deduciendo que este proceso ocurre
por el uso de azlcares solubles para su actividad metabdlica. Durante la segunda
fermentacion, cuando los granulos se retiran y la bebida sigue fermentando con la
adicion de sustratos, los °Brix siguieron disminuyendo, aunque a un ritmo mas lento, ya

que parte de los azlUcares se han consumido en la primera fermentacion.

4.3.3. pHen lasegunda fermentacién (F2)
Tabla 21

Resultados obtenidos del pH en la segunda fermentacion

N° Dias
Tratamiento 1 7 14 21

T1 4,38+0,02 4,1510,05 4,07 £0,02 3,89 +0,02
T2 4,40 +0,2 4,21 +0,03 4,1910,01 4,09 £0,005
T3 3,80+0,15 3,76 +0,02 3,26 +0,01 3,09 +0,005
T4 3,82:0,04 3,82+0,01 3,76+0,02 3,53+0,02
T5 4,06+0,03 3,921+0,02 3,38+0,02 3,18 £0,03
T6 4,08+0,02 3,9610,01 3,12+0,03 3,02+0,01
T7 3,81+0,01 3,71+0,01 3,67 0,02 3,47 +0,02
T8 3,80£0,02 3,11 +0,04 3,96 +0,01 2,98 +0,02
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Figura 10

Comparacion de la disminucion del pH evaluadas en 1,7,14 y 21 dias
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El pH para los tratamientos evaluados durante los 21 dias, segun el analisis de varianza
(ANOVA) indica que hay una diferencia significativa entre los dias evaluados, ademas
la prueba de Tukey (p<0,05) muestra que los valores de pH disminuyen
significativamente después del dia 1 y se estabiliza entre los dias 14 y 21 como se

muestra en el anexo 10.

Los valores obtenidos durante la evaluacion presentaron valores minimos como el T8
con 2,98 y un valor maximo de 4,09 en el T2,esta disminucién de pH lo destaca (Prieto,
2022) resaltando la importancia del pH en una bebida fermentada con kéfir de agua ya
gue este desempefia un papel importante en el crecimiento y el metabolismo de los
microorganismos presentes en los nddulos de kéfir de agua, dando alcances que el pH
optimo debe ser valores inferiores a 4,6 para que el consumo sea mas seguro. Como se
destaca estos valores obtenidos estan por debajo de 4,0 a excepcion del T8 que
present6 un valor muy bajo evidenciando alta acidez lo que implica que la bebida tiene
un sabor fuerte. El descenso del pH en el kéfir de agua es un indicador clave de que la

fermentacion estd ocurriendo correctamente, esto sucede debido a la actividad de
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bacterias y levaduras que producen acidos organicos. El pH baja progresivamente, y
este cambio afecta el sabor, haciéndolo méas acido y menos dulce con el tiempo.

4.4. Analisis microbiolégico

4.4.1. Bacterias acido lacticas (UFC/mlI)
Tabla 22

Carga microbiana evaluadas en 7,14 y 21 dias

N©° Dias

Tratamiento 7 14 21
T0 8,64x10%  3,70x107  3,40x10°
T1 2,57x108  2,40x108  9,45x10’
T2 2,00x108  4,60x107  4,07x10’
T3 4,24x10%  4,50x107  4,09x107
T4 3,36x10%  6,35x107  5,47x10’
T5 3,84x108 5,45x107  4,25x107
T6 4,72x108  5,45x107  4,10x107
T7 4,16x108  5,40x107  5,00x107
T8 4,64x10%8  5,60x10" 9 50x10°

Figura 11

Comparacién de disminucién de carga microbiana UFC/mi
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De acuerdo a los resultados para las bacterias acido lacticas determinadas segun el
recuento, se evidencié que en el dia 7 se registré una mayor cantidad en el recuento de
bacterias 4cido lacticas en todos los tratamientos, destacando especialmente en los TO
(8,64x108UFC/ml) y T6 (4,72x108 UFC/ml). Este incremento sugiere que las condiciones
del medio de cultivo fueron dptimas para el crecimiento de estas bacterias durante esta
fase de la fermentacion, en el dia 14 se determiné que el T1 (2,40x108 UFC/mIl) mostré
una ligera inhibicion en el recuento de bacterias acido lacticas a diferencias de los
demés tratamientos, en el dia 21 se determin6 que los valores en todos los tratamientos
tuvieron una reduccion, pero el TO (3,40x10%) y T8 (9,50x108) obtuvieron valores méas
bajos, esta notable reduccion sugiere que estos tratamientos pueden estar asociados
con un entorno menos favorable para las bacterias acido lacticas a medida que avanza
la fermentacion. Ademas se destaca que el T1 mostré valores estables hasta los 21 dias
.Estos resultados se asemejan a los obtenidos por (Quinatoa, 2023) quien realiz6
inoculaciones con diferentes concentraciones de sustratos de oca (0,10,20 y 30%) con
6% de panela,6% de pulpa de uvilla y 15% de granos de kéfir, durante 72 horas de
fermentacion obteniendo una concentracién de bacterias acido lacticas con 1,5x107
UFC/ml en concentraciébn de 30% de oca superando los minimos permitidos para
bebidas probitticas, por otro lado también se tiene a (Tamiris et al., 2021) que realizd
un estudio a cerca de la fermentacién del kéfir de agua con extractos vegetales
(almendras, arroz, avena, nuez de Brasil, coco y soja) extraidos solo los compuestos
hidrosolubles en agua en proporcion de 10% (m/m) y 5% (m/v) de granos de kéfir a
temperatura ambiente y 24 horas de fermentacion, obteniendo que todas la
formulaciones superaron en 108 UFC/mI en bacterias acido lacticas demostrando asi
que es factible obtener bebidas probidticas a partir de extractos vegetales. Todos estos
microorganismos tienen la capacidad de ser probidticos ya que el kéfir es una bebida
creada por la combinacion de una variedad de especies microbianas en la que la mayor

parte se encuentra en el kéfir. (Cai et al., 2020).

La microbiota de los granos de kéfir puede variar segun la proporcion de los granos de
kéfir, el tiempo, la temperatura y el tipo de sustrato utilizado para fermentar (que estan
relacionados con el origen geogréfico y, por ende, con las condiciones climaticas)
(Garofalo et al., 2020).Cabe destacar que los resultados obtenidos en todos los
tratamientos para recuento de bacterias &cido lacticas se ubican por encima del rango
minimo (1x107) para ser considerado bebida probiética segin (CODEX STAN 243-2003,
2022).
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4.4.2. Mohos

Como producto de la fermentacién del kéfir de agua con mashua negra, yacon y
espirulina se realizé el analisis microbiolégico para mohos en cada tratamiento
resultando que ninguno presentd indicios de mohos en las placas Petri sembradas, cada
proceso fermentativo se llevd a cabo en condiciones higiénicas en manipulacion y
produccién. Se cree que los mohos podrian ser el resultado de la contaminacion externa
durante la manipulacién o almacenamiento del kéfir de agua o sustratos, sin embargo,
los mohos no son microbianos naturales del kéfir, se pueden encontrar en otros
alimentos y productos fermentados mediante el uso de algunos granos y frutas. (Malaga,
2018)

4.4.3. Coliformes totales

De acuerdo a las evaluaciones realizadas en cada tratamiento se obtuvo como resultado
ausencia de coliformes totales en la bebida fermentada por lo que se puede determinar
que fueron elaboradas con los protocolos de higiene lo cual proporciona garantia en

calidad sanitaria y consumo.

Las alteraciones por levaduras y mohos no son infrecuentes, los bacilos coliformes
deben estar ausentes. También pueden elevar el pH, lo que permite el desarrollo de

otros gérmenes menos acido tolerantes.(Machaca, 2021)

4.5. Andlisis sensorial de la bebida fermentada
Como resultado de la evaluaciéon de 30 jueces no entrenados con edades de entre 20 y
50 afios con escala de evaluacion de 1 (Muy malo) a 5 (Muy bueno) con atributos de

olor, color y sabor se tienen las siguientes apreciaciones.

Tabla 23

Resultado de las evaluaciones sensoriales

Tratamientos Olor Color Sabor
T1 3,3 Regular 3,8 Bueno 3,6 Bueno
T2 3,2 Regular 3,0 Bueno 3,2 Regular
T3 4,6 Muy bueno 4,7 Muy bueno 4,8  Muy bueno
T4 3,9 Bueno 4,3 Bueno 4,1 Bueno
T5 3,0 Regular 3,2 Regular 2,7 Regular
T6 2,8 Regular 34 Regular 2,4 Regular
T7 4.6 Muy bueno 47 Muy bueno 4,5 Muy bueno
T8 3,8 Bueno 41 Bueno 4.0 Bueno
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4.5.1. Olor
Figura 12

Comparacion de preferencias en olor de la bebida fermentada
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H-y: Harina de yacén H-mn: Harina de mashua negra H-e: Harina de espirulina

El olor del kéfir de agua con sustratos segun el andlisis de varianza (ANOVA) indica que
hay diferencias significativas entre sus valores, ademas la prueba de Tukey (p<0,05)
como se muestra en el anexo 11, se destaca con valores mayores de medias los T3y
T7 con mayor preferencia mientras que los T5 y T6 con valores de medias menores

indicando menor preferencia segln los evaluadores como se aprecia en la tabla 23.

Cabe destacar que los T3 (4,6) y T7 (4,6) fueron con mayor preferencia segun los
evaluadores por predominar el olor con mayor concentracion de sustrato de mashua
negra. Durante la fermentacion y la maduracion, las levaduras Saccharomyces sp.,
Kluyveromyces sp., Pichia sp. y Candida sp. producen los precursores del aroma de la
bebida.(Moreno, 2022).El &cido lactico y el etanol fueron los principales metabolitos de
la fermentacion, en concentraciones bajas se produjeron manitol, glicerol y acido
acético. Durante las primeras 72 horas de fermentacion, la mayor parte de estos

metabolitos se produjeron con respecto al aroma del producto final, los compuestos
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aromaticos volatiles mas comunes fueron el acetato de etilo, el acetato de isoamilo, el

hexanoato de etilo, el octanoato de etilo y el decanoato de etilo.(Laureys & Vuyst, 2014)

45.2. Color
Figura 13

Comparaciones de preferencia de color en la bebida fermentada
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El color del kéfir de agua con sustratos segun el andlisis de varianza (ANOVA) indica
que diferencias significativas entre sus valores, ademas la prueba de Tukey (p<0,05)
como se muestra en el anexo 12, se destaca que los T3 y T7 obtuvieron mayor valor
segun las comparaciones de sus medias, mientras que los T5 y T2 obtuvieron menores
valores entre sus medias. Cabe destacar que los T3 (4,7) y T7 (4,7) obtuvieron mayores
puntuaciones de preferencia ademas de contener mayor concentracion de harina de
mashua negra como sustrato en sus formulaciones. Segun (Guzel-Seydim et al., 2021)
demostré el impacto del proceso en el color después de la fermentacion la disminucion
de la luminosidad en las muestras podrian explicarse por el proceso de pardeamiento
durante la fermentacion, cuando los ambientes no son completamente anaerébicos, se

activan oxidasas particulares, como el polifenol oxidasa.
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4,5.3. Sabor
Figura 14

Comparaciones preferencia en sabor de la bebida fermentada
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H-e: 0,03% H-e :0,1% H-e:0,03% H-e:0,1%

H-y: Harina de yacén H-mn: Harina de mashua negra H-e: Harina de espirulina

Los resultados para el sabor del kéfir de agua con sustratos segun el andlisis de varianza
(ANOVA) present6 diferencias significativas (p<0,05) entre sus valores como se muestra
en el anexo 13, teniendo con valor mayor en sus medias los T3 y T7 mientras que los
T5 y T6 con menor valor en sus medias lo que indicaria menor preferencia segun los
evaluadores. Cabe destacar que los T3 (4,8) y T7 (4,5) con mayor preferencia
predominan la harina de mashua negra como sustratos en sus formulaciones resaltando
su sabor peculiar y muy agradable segun los evaluadores. Segun (Ruiz et al., 2015)
evaluo diferentes formulaciones de kéfir de agua con arandano de proporciones 1:1;1:2
y 1:3 con fermentaciones de 12 y 24 horas concluyendo que la mayor preferencia de
parte de los panelistas fue de la fermentacion de 24 horas con proporciones de 1:2
debido al sabor mas &acido que presenté lo cual esté relacionado con el mayor tiempo
de fermentacién que es caracteristico de una fermentacion del kéfir de agua. Ademas
(Sanchez et al., 2022).
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4.6. Disefio de optimizacién de proporciones de mashua negra, yacon y
espirulina.

Figura 15

Grafico de optimizacion de sustratos de mashua negra, yacon y espirulina
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Linea roja vertical: Indica las proporciones 6ptimas de cada sustrato segun el modelo.
Muestran los valores experimentales insertados en el modelo y las lineas representan
las predicciones del modelo cuadrético ajustado.

Segun el grafico mostrado que proviene de un disefio 6ptimo de experimentos (DOE)
con modelo cuadratico determinaron una optimizacién que muestra valores para cada
sustrato, tomado como base resultados experimentales para % &cido lactico, °Brix y pH
a las 72 horas de fermentacion esto debido a que, los valores para bacterias acido
lacticas analizadas a los 7 dias después de la fermentacion (F1), mostraron mayor
produccién (108 UFC/ml) por ello se tomo valores minimos (Deseabilidad) para cada
medicién. Segun la figura mostrada al utilizar 2.4625% de harina de mashua negra y
2,4625% de harina de yacén con harina de espirulina al 0,075% se obtiene acido lactico
predicho de 0.69625% con °Brix 9,25 y un pH de 4,02 6ptimos para mejores resultados.
Sin embargo, segun los cuadros deseabilidad con escala de 0 a 1 ninguna de las
variables ha alcanzado una deseabilidad cercana a 1,0 lo que implica que existe margen
para continuar mejorando las proporciones o ajustar el tiempo de fermentacion para

obtener un producto més equilibrado.
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CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados de las evaluaciones fisicoquimicas se establecio
que el tratamiento T4 (harina de mashua negra 4,9% + harina de espirulina 0,1%)
obtuvo mejores resultados para acido lactico con 1,1%; sélidos solubles °Brix

con 8,2 y pH con 3,53 mostrando estabilidad en el kéfir de agua.

En todos los tratamientos evaluados mostré un desarrollo significativo de
bacterias acido lacticas (BAL) en el kéfir de agua por influencia de sustratos de
mashua negra, yacén y espirulina; sin embargo, el tratamiento T1l(harina de
yacon 5%) se destacd por su estabilidad y mayor concentracién con 9,45x10’
UFC/ml. Esto sugiere que esta proporcion no solo favorece un ambiente 6ptimo
para el crecimiento sino también para la funcionalidad de las BAL, evidenciada
en su capacidad de aportar beneficios probiéticos y metabdlicos durante la

fermentacion.

De acuerdo a los resultados de la evaluacién sensorial con atributos de olor,
color y sabor, los tratamientos T3(harina de mashua negra 5%) y T7(harina de
mashua negra 3,7% + harina de yacon 1,2% +harina de espirulina 0,1%)
obtuvieron mayor preferencia de parte de los evaluadores destacando el sabor
peculiar y agradable de la mashua negra con kéfir de agua.

Se determiné que las proporciones de harina de mashua negra (2,4625%),
harina de yacon (2,4625%) y harina de espirulina (0,075%) optimiza
parcialmente en las caracteristicas fisicoquimicas del kéfir de agua logrando una
produccién de 0,69625% acido lactico;9,25 °Brix y un pH de 4,0188.
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RECOMENDACIONES
Promover el consumo del kéfir de agua destacando sus propiedades probidticas

y los beneficios asociados a la salud.

Desarrollar investigaciones con variedad de sustratos para promover la

innovacion en la produccién del kéfir de agua.

Realizar investigaciones enfocadas en la prolongacién del tiempo de vida util del

kéfir de agua con la incorporacion de diversos sustratos.

Se recomienda el consumo del kéfir de agua para personas intolerantes a la
lactosa debido a que se utiliza agua azucarada como base para la fermentacion,
en lugar de leche. Por lo tanto, no contiene lactosa ni caseina componentes que

causan molestias a las personas que sufren estos sintomas.
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ANEXO 1 Proceso de secado y obtencién de harina de yacon y mashua negra
Figura 16

Pelado y deshidratado de yac6n a 65°C por 24 horas
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Figura 17

Hojuelas de yacon deshidratado
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Figura 18

Deshidratado de mashua negra 65°C por 24 horas

Figura 19

Harina de yacén, mashua negra y espirulina

HARINA DE |
MASHUA NEGRA
’OPaeolum tuberosum

:.‘i jm

HARINA DE YACON |

Smallanthus sonchifolius
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Figura 20

Medicion de humedad de harina de mashua negra y yacon
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ANEXO 2 Proceso de elaboracién del kéfir de agua con mashua negra, yacon y

espirulina
Figura 21

Fermentacion del cultivo patrén por 72 horas

Figura 22

Preparacion y dilucién con sacarosa (azucar comercial)
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Figura 23

Pesado de sustratos

Figura 24

Pesado e inoculacion de los granos de kéfir

73



Figura 25

Fermentado del kéfir de agua con sustratos
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ANEXO 3 Determinacién de acidez titulable, pH y °Brix del kéfir de agua con

sustratos

Figura 26

Determinacion de acidez por titulacion

Figura 27

Medicién de pH y °Brix del kéfir de agua
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ANEXO 4 Recuento de bacterias 4cido lacticas en placas Petri
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ANEXO 5 Degustacion de los tratamientos del kéfir de agua con sustratos
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ANEXO 6 Datos de la evaluacion sensorial para olor, color y sabor del kéfir de

agua

Ficha de evaluacioén de las caracteristicas organolépticas para determinar el grado de
aceptabilidad del kéfir de agua con sustratos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUUAMANGA

FACULTAD DE INGENIERIA QUINMICA ¥ METALURGIA %
% ;

ESCUELA DE FOPMACION PEOFESIONAL DE INGENIERTA
AGEROINDUSTRIAL

“TEST DE EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS PARA
DETERMINAR EL GRADO DE ACEPTABILIDAD DEL PRODUCTO™

FICHA PARA EVALUADORES
Mombre del evaluadar........ ... Bdad.. ...
Fecha: ... ../2024
Prueba: Aceptabilidad

Muestra: Bebida fermentada a base de mashua negra, yacon y espirulina con cultivo
de kefir de agua

Se le presenta ante usted § muestras para que deguste cuidadosamente el producto y
por favor indique se grado de aceptabilidad en cuanto a apariencia, color, sabaor, olor e

impresion general en base a la siguiente escala.

Excelente
Muy bueno -
Bueno
Regular
Malo

= P L b LR

Caracteristicas a Muestras
evaluar 1 2 3 4 5 & T ]
Olor

Caolor

Sabor

LT T S
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Tabla 24

Resultados numéricos de la evaluacion sensorial para olor del kéfir de agua con

sustratos harina de mashua negra, yacén y espirulina

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Degustador

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30

Promedio

3,8

4,6

2,8

3,0

3,9

4,6

3,2

3,3

79



Tabla 25

Resultados numéricos de la evaluacion sensorial para color del kéfir de agua con

sustratos harina de mashua negra, yacén y espirulina

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Degustador

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27

28

29

30
Promedio

4,1

4,7

3,4

3,2

4,3

4,7

3,0

3,8

80



Tabla 26

Resultados numéricos de la evaluacion sensorial para sabor del kéfir de agua con

sustratos harina de mashua negra, yacén y espirulina

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Degustador

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30
Promedio

4,0

4,5

24

2,7

4,1

4,8

3,2

3,6
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ANEXO 7 Analisis de varianza y prueba de Tukey de produccién de acido lactico

%, pH, °Brix de tiempo inicial y a las 72 horas

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a =0,05

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (F1) 5 1292,62 258,525 2331,21 0,000
Error 42 4,66 0,111

Total 47 1297,28

Desv. Est. agrupada=0,33301

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado(pred)
0.333013  99.64% 99.60% 99.53%

Comparaciones en pruebas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95 %

Factor N Media Agrupacion
°Brix 0 8 15,2500 A

°Brix 72 8 9,250 B

pH O 8 5,1638 C

pH 72 8 4,0187 D

% Ac. lact. 72 8 0,6962 E
% Ac. lact.0 8 0,2546 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Figura 28

Gréficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresion de % Ac. LActico,

°Brix y pH
Grafica de probabilidad normal Vs, ajustes
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¢ Normalidad de los residuos: Cumplido, aunque se observen ligeras desviaciones en los
extremos.

¢ Homocedasticidad: Cumplido en términos generales, con una menor dispersion en
algunos rangos

¢ Independencia de los errores: Cumplido, puesto que no se observa un patron claro en los

residuos vs. Ajustes.
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ANEXO 8 Analisis de varianza en la produccion de acido lactico % evaluadas en
1,7,14y 21 dias.

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a=0,05

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.116468 12.64% 3.28% 0.00%

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (F2) 3 0,05493 0,01831 1,35 0,278
Error 28 0,37981 0,01356

Total 31 0,43475

Desv.Est. agrupada = 0,116468; No hay diferencias significativas
Figura 29

Graficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresion de % Ac. Lactico

evaluadas en 1,7,14 y 21 didiasas

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de los errores parecen
cumplirse razonablemente bien, Sin embargo, la debilidad del modelo (reflejada en el bajo R?)

implica que la relacion entre las variables no es completamente lineal.
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ANEXO 9 Andlisis de varianza y prueba de Tukey de produccién de sélidos

solubles °Brix evaluadas en 1,7,14 y 21 dias

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (F2) 3 5,695 1,8983 3,30 0,035
Error 28 16,100 0,5750

Total 31 21,795

Desv.Est. agrupada = 0.75829

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrad (pred)
0.758288 26.13% 18.22% 3.52%

Comparaciones en pruebas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
°Brix 1 8 9,250 A

°Brix 7 8 8,750 A B
°Brix 14 8 8,450 A B
°Brix 21 8 8,100

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 30

Graficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresién para °Brix evaluadas
en 1,7,14y 21 dias

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Normalidad, Homocedasticidad e independencia de los errores tienden a cumplirse
razonablemente bien, aunque con algunas ligeras desviaciones en los extremos que pueden
afectar de forma significativa la validez del modelo.
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ANEXO 10 Analisis de varianza y prueba de Tukey de produccion de sélidos

solubles pH evaluadas en 1,7,14 y 21 dias

Método

Hipotesis nula
Hipotesis alterna

Todas las medias son iguales
No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a =0,05
Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (F2) 3 1,786 0,5954 4,45 0,011
Error 28 3,748 0,1338

Total 31 5,534

Desv.Est. agrupada = 0,36585

Resumen del modelo

R-cuadrado (pred)
11.55%

R-cuadrado(ajustado)
25.02%

R-cuadrado
32.28%

S
0.365848

Comparaciones en pruebas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
pH1 8 4,0187 A

pH 7 8 3,830 A B
pH 14 8 3,564 A B
pH 21 8 3,406 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Figura 31

Gréficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresion para pH evaluadas
en1,7,14y 21 dias

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Frecuencia

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de los errores tienden
a cumplirse segun el gréfico, pero existen desviaciones en los extremos segun la gréafica

de normalidad.
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ANEXO 11 Analisis de varianza y prueba de Tukey de la evaluacidon sensorial

para olor
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (olor) 7 97,38 13,9119 20,99 0,000
Error 232 153,80 0,6629
Total 239 251,18

Desv.Est. agrupada = 0,814206

Resumen del modelo
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.814206 38.77% 36.92% 34.47%

Comparaciones en pruebas de Tukey confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T70 30 4567 A
T30 30 4567 A
T4 0 30 3.867 B
T80 30 3.833 B
T10 30 3.300 B C
T20 30 3.233 B C
T50 30 2.967 C
T6 O 30 2.800 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 32

Gréficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresion para olor

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de los errores se cumplen

adecuadamente. Los residuos estan normalmente distribuidos y sin correlacién evidente.
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ANEXO 12 Analisis de varianza y prueba de Tukey de la evaluacidon sensorial

para color
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (color) 7 92,07 13,1524 20,58 0,000
Error 232 148,27 0,6391
Total 239 240,33

Desv.Est. agrupada = 0,799425

Resumen del modelo
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.799425 38.31% 36.45% 33.98%

Comparaciones en pruebas de Tukey confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T3C 30 4.7333 A
T7C 30 47000 A B
T4C 30 4333 A B C
T8 C 30 4.100 B C
T1C 30 3.833 C D
T6 C 30 3.400 D E
T5C 30 3.233 D E
T2C 30 3.000 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 33

Gréficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresion para color

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Los supuestos del modelo de regresion de normalidad, homocedasticidad e
independencia de los errores se cumplen adecuadamente. Los residuos siguen una

distribuciéon normal.
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ANEXO 13 Analisis de varianza y prueba de Tukey de la evaluacidon sensorial

para sabor
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor (sabor) 7 147.3 21.0357 27.93 0.000
Error 232 174.7 0.7532
Total 239 322.0

Desv.Est. agrupada = 0,867848

Resumen del modelo
S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.867848 45.73% 44.09% 41.93%

Comparaciones en pruebas de Tukey confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
T3S 30 4.7667 A

T7S 30 4533A B

T4 S 30 4.067 B C

T8S 30 3.967 B C

T1S 30 3.600 C D

T2S 30 3.200 D E
T5S 30 2.733 E F
T6 S 30 2.400 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 34

Graficas de Residuos para la Validacion del Modelo de Regresidn para sabor

Griafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Los supuestos del modelo de regresion de normalidad, homocedasticidad e independencia de
los errores se cumplen adecuadamente mostrando una distribucién normal en residuos.
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ANEXO 14 Coeficientes del disefio de optimizacion de mashua negra, yacén y
espirulina
Ecuacioén de regresién en unidades no codificadas

% Ac. Lac. 72= 0.785 - 0.0002 H-mn (%) - 0.0762 H-y (%) + 1.67 H-e (%) - 0.0013 H-mn (%) X
H-mn (%) + 0.0051 H-y (%) X H-y (%) - 44.2 H-e (%) x H-e (%) + 0.0044 H-
mn (%) *H-y (%) + 0.280 H-mn (%) X H-e (%) + 0.720 H-y (%) X H-e (%).

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.161271 65.93% 0.00% 0.00%

Ecuacion de regresiéon en unidades no codificadas

%Ac. LacO= 0.3144 - 0.0071 H-mn (%) - 0.0237 H-y (%) + 0.29 H-e (%) - 0.00045 H-mn (%) X
H-mn (%) + 0.00542 H-y (%) X H-y (%) - 15.7 H-e (%) x H-e (%) - 0.00103 H-
mn (%) x H-y (%) + 0.129 H-mn (%) x H-e (%) + 0.056 H-y (%) x H-€ (%).

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.0633043 58.19% 0.00% 0.00%
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ANEXO 15 Resultados de analisis microbiolégico del laboratorio

Biotecnologia-UNSCH del kéfir de agua con sustratos.

de

i
\"nl: * A

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL D,E HUAMANGA ¥y ( %,
Laboratorio de BIOTECNOLOGIA i"f = U

A, Independencia =/n Huamanga. Cuidad Universitaria i f)"”_r

&

L L]

Mimero de informe: 042024] BPGGA
Mimero de ensayo: 113
Fecha e elaboracion dal informe: 16/0872024

INFORME DE ENSAYO

DATOS GENERALES DEL CLIENTE
Empresa: Lisbeth Anabel CUBA S0O5A
Contactor Tesista - UMSCH

MUESTRA 01 Codigo TO
Descripcion: Bebida fermentada solo con agua azucarada sin influencia de sustratos.
Procedimiento de muesireo: Intencional

Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Fecha y hora de muestrec: B de agosto del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion

Coliformes <100 MMP/mL <3 NPMmL Conforme

E coli ==10 NMPig <3 NMPmL Conforme

Bacterias probicticas 10PLFGImL 10 LFCImL Conforme
MUESTRA 02 Codigo T1

Firmrcada digadmenta por:

Descripeién: Bebida fermentada con harina de yacn al 5% PRI BONn iR
Procedimiznto de muesireo: Intencional Fctiva: S el autor dal
Muestreado por; Lisbeth Anabel Cuba Sosa dvaumenta

Fecha y hora de muestrec: § de agosio del 2024 a las 3 pm Fecha: DVI0024 21 23:30-0300

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Colifiormes <100 NMPimL <3 NPMmL Conforme
E coli <=10 NMPig <23 NMPmiL Conforme
Baclerias probiciicas I UFGImL 10'URC/mL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

paula.garciagodosi@unschoedu.pe BEAC0E014
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MUESTRA 03 Cadigo T2

Descripcion: Bebida fermentada con harina de yacdon al 4,0%y espiruling al 0,1%.
Procedimiento de muestreo: Intencional

Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa

Fecha y hora de muestreo: B de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Caoliformes <100 MMP/mL <3 NPWmL Conforme
E coli ==10 NMP/g <3 NMP¥miL Conforme
Bacierias probidticas 10PUFGImL 10'URCImL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

MUESTRA 04 Codigo T3

Descripcian: Bebida fermentada con harina de mashua negra al 5%
Procedimiento de muesireo: Intencional

Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa

Fecha y hora de muestrec: B de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
<100 NMFImL | <3 NPRUmL Conforme
E coli ==10 NMP/g <3 NMP¥miL Conforme
Bactenas probicticas TFOFCImL TRl Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

Firraada iy lakmienta por:
GAACLA GODDE ALCATAR
Paula FAL 20143100734 sai
Faotiva: o el aubor dal
deeumenta

Facha: 04102024 11 29:07-0900

paula garciagodosi@unsch edu pe

DEE606014
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MUESTRA 05 Codigo T4

Descripoidn: Bebida fermentada con harina de rmashua negra al 4,2% y sspiruling a 0.1%
Procedimisnts de muestrea: Intencional

Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Fecha y hora de muestreo: 8 de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Coliformes <100 NMP/mL <3 NPMimL Conforme
E coli ==10 NMP/g <3 NMPimL Conforme
Bacterias probicticas IPUFCImL 10°UFCImL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

MUESTRA 06 Codigo TS

Descripcian: Bebida fermentada con harina de mashwa negra al 1,2%, harina de yacon al 3,7% ¥

espiniina al 0.03%

Procedimiento de muestrea: Intencional
Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Fecha y hora de muestreo: 8 de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Coliformes =100 MMPmL <3 NPMmL Conforme
E coli ==10 NMP/g <3 NMPmL Conforme
Bacterias probidticas I0PUFGImL 10'URCImL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

Fimmady dagi1aiman e por
GAACIA GRODE SLCAZAR
Fauls FAL 301 43660 754 waft
Whtiue: Suy ol adar del
[T

Fecha: 047102024 2139 06-0500

paula.garciagodosi@unsch_edu pe

266606014
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MUESTRA 07 Codigo T

Descripeicn: Bebida fermentada con harina de mashua negra al 1,2%, harina de yacon al
3, 7% y espirulina al 0,1%.

Procedimiento de muestrea: Intencional
Muestireado por. Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Fecha y hora de muestrec: B de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcidn Especificacion Resultado Conclusion
Caoliformes <100 MMP/mL <3 NPMimL Conforme
E coli ==10 NMPig <3 NMPmL Conforme
Bacterias probicticas 10PUFC/mL 10FUFCAmL Caonforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

MUESTRA 08 Codigo T7

Descripcian: Bebida fermentada con harina de mashua negra al 3,7%, harina de yacon al
1,2% y espirulina al 0.03%

Procedimiento de muestreo: Intencional

Muesireado por. Lisbeth Anabel Cuba Sosa

Fecha y hora de muestreo: 8 de agosto del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Caoliformes =100 NMPimL <3 NPMmL Conforme
E coli <=10 NMPig <3 NMPimiL Conforme
Bacierias probicticas 10FUFG/mL 0P UFCmL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano. A R—

GARCLA GOOOE ALCAZAR
Paula FAL Z01 22100704 saml
Felotiva: Goop el autor del
dpeumenta

Facka: 04100024 71 34200500

paula garciagodos@unschoedu pe BEA605014
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MUESTRA 09 Caodigo TR

Descripcion: Bebida fermentada de harina de mashua negra al 3,7%. harina de yacon al 1,2% v
espiruling al 0.1%

Procedimisnts de muestrea: Intencional

Muestreado por: Lisbeth Anabel Cuba Sosa

Fecha y hora de muestrea: 8 de agosio del 2024 a las 3 pm

RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

Descripcion Especificacion Resultado Conclusion
Coliformes <100 NMP/mL <3 NPMmL Conforme
E coli ==10 NMPig <3 MMPmiL Conforme
Blacterias probicticas 1PUFCImL 1PFUFCImL Conforme

Conforme: Es apto para el consumo humano.

Atentamentz,

s morkard Bl warnal el Rar Prrslebal da Hoaerarges

[ — Firraada ciglabmenta goi:
GARCLE DO00% ALCAZAR

e cvrag i
@ CVH Q. Paula FAL 20133000794 s0n
o — . Yo e i patea: S ol ko
haitias s | sharaiarts
Fecha: D4/10R2024 21 34220900
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ACTA DE SUSTENTACION DE LA TESIS PRESENCIAL:
(Reglamento de grados y titulos, aprobado con RCU N* 314-2021-UNSCH-CU)

Evaluacién fisicoquimica y funcional del Kéfir de agua con mashua negra
(Tropaeolum tuberosum R.et P.), yacon (Smallanthus sonchifolius) y
espirulina (Spirulina)

Expositora: Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Bachiller en Ingenieria Agroindustrial

Expediente N® 2471429 Resoluclén Decanal N° 237-2024-UNSCH-FIQWD Fecha: 26-11-2024

En la Sala de Conferencias "Pedro VILLENA HIDALGO" de la Facultad de
Ingenieria Quimica y Metalurgia, ubicada en la Ciudad Universitaria de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga (H-121), siendo las nueve
de la mafiana con cinco minutos del dia jueves veintiocho de noviembre del afio
dos mil veinticuatro, se reunieron la Bachiller en Ingenieria Agroindustrial
Lisbeth Anabel Cuba Sosa, los Docentes Miembros del Jurado de Sustentacién
Ingenieros: Dr. Sadl Ricardo CHUQUI DIESTRA, Mg. Jack Edson HERNANDEZ
MAVILA y Mg. Percy Segundo HUAUYA PABLO, bajo la Presidencia del Dr.
Agustin Julian PORTUGUEZ MAURTUA (Decano de la FIQM), Mg. Percy
Fermin VELASQUEZ CCOSI (Docente Asesor de la Tesis), el Mg. Fredy Rober
PARIONA ESCALANTE (Secretario-Docente) y el publico asistente.

Acto seguido, el Presidente del Jurado de Sustentacion dispuso que el Secretario
Docente de lectura a los antecedentes tramitados para el presente Acto Pablico
de Sustentacion de la Tesis: Evaluacién fisicoquimica y funcional del Kefir
de agua con mashua negra (Tropaeolum tuberosum R.et P.), yacon

(Smallanthus sonchifolius) y espirulina (Spirulina), presentado por la
Bachiller Lisbeth Anabel Cuba Sosa. A continuacion, el Secretario-Docente
procedi6 a dar lectura a |la Resolucién Decanal N° 237-2024-UNSCH-FIQM/D.

Luego, el Presidente del Jurado invité a la Bachiller Lisbeth Anabel Cuba
Sosa, a pasar al estrado y exponer su trabajo de Tesis en un tiempo méximo de
cuarenta y cinco minutos.

Terminada la exposicion de la Bachiller, el Presidente invitd a los Sefiores
Miembros del Jurado de Sustentacién a que formulen sus preguntas y sefialen
sus observaciones, en el siguiente orden: Mg. Percy Segundo HUAUYA PABLO,
Mg. Jack Edson HERNANDEZ MAVILA y Dr. Saul Ricardo CHUQUI DIESTRA.
Luego el Presidente invité al Mg. Percy Fermin VELASQUEZ CCOSI para que,
en su condicion de Docente Asesor, se sirva levantar las observaciones del
Jurado y efectuar las aclaraciones que considere conveniente.

Concluyo con esta etapa el Dr. Agustin Julian PORTUGUEZ MAURTUA, en su
condicion de Presidente.

FACULIA DE INGEMIERIA
QURAICA ¥ METALURGIA
Av Indegendencia &'n
Civdad Universitaria

Tel (D56) 781368



@ UNSsCH [T

ACTA DE SUSTENTACION DE LA TESIS PRESENCIAL:
(Reglamento de grades y titulos, aprobado con RCU N* 314-2021-UNSCH-CU)

Evaluacién fisicoquimica y funcional del Kéfir de agua con mashua negra
(Tropaeolum tuberosum R.et P.), yacon (Smallanthus sonchifolius) y
espirulina (Spirulina)

Expositora: Lisbeth Anabel Cuba Sosa
Bachiller en Ingenieria Agroindustrial

Expediente N°® 2471429  Resolucién Decanal N° 237-2024-UNSCH-FIQM/D  Fecha: 26-11-2024

Culminada |a etapa de preguntas, el Presidente del Jurado invité a la
Sustentante y al publico para que se sirvan abandonar la Sala de Conferencias
con la finalidad de permitir al Jurado de Sustentacién deliberar sobre la
evaluacion a otorgar. Se alcanzé el siguiente resultado. APROBADA POR
UNANIMIDAD PROMEDIO QUINCE (15).

Finalmente, el Presidente del Jurado dispuso que se invite a la
Sustentante y al publico asistente a que se sirvan ingresar a la Sala de
Conferencias, y anuncié que la Bachiller Lisbeth Anabel Cuba Sosa, ha
resultado APROBADA POR UNANIMIDAD, y por lo tanto a partir de la fecha la
Universidad y la Facultad cuenta con una flamante INGENIERA
AGROINDUSTRIAL y le augura éxitos en su desempefio profesional.

Siendo las diez de la mafiana con cincuenta minutos, se dio por concluido
el acto académico de Sustentacion de Tesis. En fe de lo cual firmamos:

Dr. Agustin 'iﬁf%uéueé MAURTUA  Dr-5adi Ricardo CHUQUI DIESTRA
Presidente Miembro

Mag. Jack Edson HERMANDEZ MAVILA
Miembro

(Secretario Docente)

FACULTA DE INGEMERA
QUIMICA ¥ METALURGIA
Ay Independentia &0
Cudad Unoversitara

Tel (056) 781368



FACULTAD DE
INGENIERIA'QUIMICA™] ESCUELA PROFESIONAL DE
Y METALURGIA INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

La Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Facultad de Ingenieria
Quimica y Metalurgia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
emite la siguiente:

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD

Que, el egresado de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial ha
remitido, con el aval y por intermedio de su asesor de la Tesis M.Sc. PERCY
FERMIN VELASQUEZ CCOSI, se procedié a la evaluaciéon de originalidad del
archivo adjunto con el TURNITIN - UNSCH, de acuerdo a los criterios
establecidos en el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacién de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo
Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU; cuyos resultados son:

Tesis Evaluacién fisicoquimica y funcional del kéfir de agua con mashua negra
(Tropaeolum tuberosum R.et P.), yacén (Smallanthus sonchifolius) y espirulina
(Spirulina).

Nombre y Apellido . Bach. LISBETH ANABEL CUBA SOSA
Identificador de entrega : 2600936423

Fecha . 27-feb-2025 10:27p.m. (UTC-0500)

Archivo TESIS_FINAL,_CUBA_SOSA_LISBETH_ANABEL pdf (2.54M)

Se expide la presente constancia de originalidad, con reporte del 17 % de
INDICE DE SIMILITUD realizado con Depésito de trabajos estandar, a fin de
proseguir con los tramites pertinentes; cabe sefalar que los documentos del
procedimiento se archivan en el repositorio documental de la Escuela.

Ayacucho, 3 de marzo del 2025

UNIVERRIDAD - [ S01 CRISTORAL
€ R INGELIERIA ACROINDUST: . AL

Q}*—u@( m-;;;
g m&'m Cooai
C.c

Const. N°001-2025

Archivo

ESCUELA PROFESIONAL DE
INGENIERA AGROINDUSTRIAL

Av. Independencla SIN - Ayacuche
Tell. DEE-303486

Correo:  ep.agroindustrialffunsch edupe



Evaluacion fisicoquimica 'y
funcional del kéfir de agua con
mashua negra (Tropaeolum
tuberosum R.et P.), yacon
(Smallanthus sonchifolius) y
espirulina (Spirulina)

por Lisbeth Anabel Cuba Sosa

Fecha de entrega: 27-feb-2025 10:27p.m. (UTC-0500)

Identificador de la entrega: 2600936423

Nombre del archivo: TESIS_FINAL,_CUBA_SOSA_LISBETH_ANABEL.pdf (2.54M)
Total de palabras: 25793

Total de caracteres: 135740



Evaluacion fisicoquimica y funcional del kéfir de agua con
mashua negra (Tropaeolum tuberosum R.et P.), yacon
(Smallanthus sonchifolius) y espirulina (Spirulina)

INFORME DE ORIGINALIDAD
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