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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar diferentes dosis de
lactosuero dulce y pulpa liofilizada de guayaba (psidium guajava) en una bebida
lactea fermentada funcional. Los factores en estudio fueron: dosis de lactosuero
dulce y dosis de pulpa liofilizada de guayaba, el primer factor con niveles de 50%
y 60% vy el otro factor con niveles de 1%, 1,25% y 1,5%. Se aplicé un arreglo
bifactorial AXB en DCA, con seis tratamientos y tres réplicas por cada uno. Se
utiliz6 como unidad experimental 2kg de mezcla base, conformada por
lactosuero dulce, leche semidescremada, pulpa liofilizada, azlcar, estabilizante
y cultivo iniciador. Las variables evaluadas mediante analisis estadistico fueron:
polifenoles totales, capacidad antioxidante, viscosidad y acidez. El mayor
contenido polifendlico y la mayor capacidad antioxidante frente al radical ABTS
correspondieron al tratamiento T3 (50% lactosuero y 1,5% pulpa liofilizada de
guayaba). Dentro de las variables fisicoquimicas el tratamiento T3, también
predomindé con los mejores valores presentados en la viscosidad y acidez de la
bebida lactea fermentada. Se concluye que el contenido polifendlico y la
capacidad antioxidante, si se vieron influenciados positivamente por los factores
en estudio (lactosuero dulce y pulpa liofilizada de guayaba), sin embargo, por los
valores obtenidos relativamente bajos, no se puede catalogar a la bebida lactea
fermentada como un alimento funcional.

PALABRAS CLAVES

Capacidad antioxidante, polifenoles totales, liofilizacién.
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ABSTRACT

The present investigation aimed to evaluate different doses of sweet whey and
lyophilized guava pulp (psidium guajava) in a functional fermented milk drink. The
factors under study were: dose of sweet whey and dose of lyophilized guava pulp,
the first factor with levels of 50% and 60% and the other factor with levels of 1%,
1.25% and 1.5%. A DCA was applied in a bifactorial AxB arrangement, with six
treatments and three replications for each one. 2kg of base mixture was used as
an experimental unit, consisting of sweet whey, semi-skimmed milk, lyophilized
pulp, sugar, stabilizer and starter culture. The variables evaluated by statistical
analysis were: total polyphenols, antioxidant capacity, viscosity and acidity. The
highest polyphenolic content and the highest antioxidant capacity against the
ABTS radical corresponded to the T3 treatment (50% whey and 1.5% lyophilized
guava pulp). Within the physicochemical variables, treatment T3 also
predominated with the best values presented in the viscosity and acidity of the
fermented milk drink. It is concluded that the polyphenolic content and antioxidant
capacity were positively influenced by the factors under study (sweet whey and
lyophilized guava pulp), however, due to the relatively low values obtained, the
fermented milk drink cannot be classified as a functional food.

KEY WORDS

Antioxidant capacity, total polyphenols, lyophilization.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El lactosuero no constituye un sustituto integral de la leche de vaca por ser una
fraccion de la misma, pero contiene nutrientes y compuestos con beneficios
nutricionales. Los diferentes compuestos proteinicos del suero tienen ademas
propiedades antimicrobianas y bioactivas benéficas sobre el sistema
cardiovascular, inmune, muscular, 6seo y neurolégico (Coronado, Camargo , &
Guerrero, 2019).

La distribucion de la produccién de lactosuero en el mundo es de; Europa 53%,
América del Norte y central 28%, Asia 6%, Africa 5%, Oceania 4%, América del
Sur 4%, anualmente estos porcentajes representan 110-115 millones de ton
métricas de lactosuero que son producidas a nivel mundial a través de la

elaboracion de queso (Cerpa, 2017).

En Ecuador el suero de leche no es aprovechado, por lo que se debe dar un uso
eficiente para elevar la rentabilidad de la operacién de las queserias; contiene
aproximadamente 973 toneladas de lactosa potencialmente transformable y 175
toneladas de proteina recuperable. A pesar de los mdultiples usos, 47% es
desechado en drenajes y cuerpos de agua (Pintado, Sarabia, Matute, & Sarabia,
2018). Debido a lo anterior, el lactosuero pasa a formar parte de las aguas
residuales, incrementando significativamente la carga contaminante de toda la
industria, debido principalmente a la elevada carga organica que el suero lacteo
aporta (40-80g O2/L) (Alvarado P., 2018).

Con el fin de reducir la contaminacién que produce el desperdicio del lactosuero,
una de las alternativas para su aprovechamiento en la elaboracion de bebidas
refrescantes, bebidas fermentadas y alcohodlicas por sus bajos costos de
produccion y alto valor nutricional (Mieles, Yépez, & Ramirez, 2018).
Actualmente existen estudios del uso de lactosuero y frutas en la elaboracion y
mejora de la calidad nutricional de bebidas (Ruiz, Cabrera, Pérez, & Rodriguez,
2018).



Una fruta rica en antioxidantes es la guayaba roja o rosada, porque posee
polifenoles, vitaminas Ay C, la mayor concentracion de polifenoles esta en la piel
y pulpa de la misma (Suéarez, 2018). Aungue los compuestos fendlicos pueden
ser consumidos en forma natural al ingerir los alimentos que los contienen y
extraerlos de fuentes naturales deshidratandolos para usarlos como aditivos en
el fortalecimiento de un alimento procesado, entre ellos las bebidas lacteas
(Mieles, Yépez, & Ramirez, 2018).

El proceso de liofilizacion es el procedimiento de deshidratacién méas confiable
en la conservacion de las caracteristicas sensoriales y nutricionales de un
producto alimenticio, gracias al uso de bajas temperaturas y condiciones
especiales de vacio, siendo las pulpas liofilizadas una alternativa viable para su
combinacion con lactosuero en bebidas lacteas (Surco, Tipiana, Torres, & Valle,
2017).

En base a lo anteriormente mencionado aparece la necesidad de buscar
alternativas viables que permitan aprovechar los nutrientes de lactosuero y frutas
ricas en compuestos antioxidantes aplicando liofilizacién para conservar las
propiedades funcionales. Con estos antecedentes se plantea la siguiente

interrogante.

¢, Qué dosis de lactosuero y pulpa liofilizada de guayaba lograra conservar las

caracteristicas funcionales en la bebida lactea?

1.2. JUSTIFICACION

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto del lactosuero
dulce y la pulpa liofilizada de guayaba en una bebida lactea fermentada
funcional, como alternativa de aprovechamiento de esta fruta en la industria
alimentaria; debido a sus mdultiples propiedades nutricionales entre ellas la
capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales, dinamizando asi el

campo de la industria lactea en conjunto con la rama de frutas y hortalizas.

Dentro del marco legal, el presente trabajo se ajustara a lo establecido por la
NTE INEN 2608 (2013) estipulada para la elaboracion de bebidas de leche
fermentada, asegurando que el producto final esté procesado bajo normas de

calidad, teniendo la expectativa de lograr un producto innovador y funcional que



genere un impacto cientifico y que aporte a la economia tanto del productor como

consumidor y la sociedad.

Por otro lado, se espera desarrollar una técnica de procesamiento del lactosuero
gue potencialmente podria implementarse en fabricas procesadoras de lacteos
ayudando a disminuir el impacto ambiental que causa el desperdicio del
subproducto del queso, aprovechando el mismo en la industria alimentaria,
reduciendo la DBO (Demanda Béntica de Oxigeno) y DQO (Demanda Quimica

de Oxigeno), de los residuos liquidos de estas empresas.

Finalmente, la investigacion cooperara fundamentalmente para el proyecto
institucional: Aprovechamiento del lactosuero dulce en el desarrollo de bebidas
lacteas fermentadas con potencial agroindustrial; generando conocimiento que
servira para posteriores publicaciones cientificas en el campo de procesamiento

de frutas y productos lacteos.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las diferentes dosis de lactosuero dulce y la pulpa liofilizada de guayaba

para la elaboracion de una bebida lactea fermentada con caracteristica funcional.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar de manera fisica y quimica el lactosuero dulce y las
propiedades funcionales de la pulpa liofiizada de guayaba para su
aplicacion en una bebida lactea.

e Evaluar el efecto de diferentes dosis de lactosuero y pulpa liofilizada de
guayaba, en las caracteristicas funcionales (polifenoles totales y
capacidad antioxidante).

e Evaluar el efecto de diferentes dosis de lactosuero y pulpa liofilizada de

guayaba, en las caracteristicas fisico-quimicas.

1.4. HIPOTESIS

Al menos una de las dosis de lactosuero dulce y pulpa liofilizada de guayaba

proporciona una bebida lactea fermentada con caracteristica funcional.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PRODUCTO LACTEO FERMENTADO

Es el alimento que contiene microorganismos viables, activos y en cantidades de
un minimo de 108 UFC/g en punto de venta, la mayoria pertenecen a los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus y/u otras bacterias
acido lacticas que por su actividad contribuyen a la obtencién de las
caracteristicas del producto final. Estos productos pueden ser elaborados a partir
de sodlidos lacteos ya sea caseina, suero, grasa butirica o lactosa, pueden
contener aditivos alimentarios y otros ingredientes como fruta, cereales,

azucares, edulcorantes, miel, entre otros (Gavifio, 2019).

2.2. LECHES FERMENTADAS

Es aquel producto lacteo obtenido por medio de la fermentacion de la leche y por
la adicién de bacterias que la acidifican, mismas que son responsables de las
transformaciones metabdlicas en los carbohidratos, las proteinas y los lipidos,
gue conducen al desarrollo de su sabor y textura caracteristicos (Montesdeoca
et al., 2017).

Las leches fermentadas, también pueden ser definidas como producto lacteo
preparado con leche previamente pasteurizada, a la que se le inoculan bacterias
lacticas (Gavifio, 2019)

Segun el CODEX STAN 243 (2010), la leche fermentada es un producto lacteo
obtenido por medio de la fermentaciéon de la leche, que puede haber sido
elaborado a partir de productos obtenidos de la leche con o sin modificaciones
en la composicion, por medio de la acciobn de microorganismos adecuados y
teniendo como resultado la reduccién del pH con o sin coagulacion (precipitacion

isoeléctrica).



2.3. BEBIDAS LACTEAS

Abarca una serie de productos elaborados con leche y suero. La bebida lactea
es el producto lacteo resultante de la mezcla de leche (fresca, pasteurizada,
esterilizada, UHT, reconstituida, concentrada, en polvo, entera, semidesnatada
o parcialmente desnatada y desnatada) y suero (liquido, concentrado o en polvo)
agregado ya sea 0 no productos alimenticios o sustancias alimenticias, grasas
vegetales, leche (s) fermentada (s), levaduras lacteas seleccionadas y otros

productos lacteos.

La base lactea representa al menos el 51% (cincuenta y uno por ciento) de masa/
masa (m / m) de los ingredientes totales del producto, fermentado a través de la
accion del cultivo de microorganismos especificos y / o agregado con leche (s)
fermentada (S) y que no puede someterse a tratamiento térmico después de la
fermentacion. Puede contener en su formulacion, ademas del suero, la leche y
los cultivos, ya que las bacterias, acidulantes, aromatizantes, reguladores de la
acidez, estabilizadores, espesantes, emulsionantes, colorantes, conservantes,
trozos, pulpa o jugos de frutas tradicionales de acido lactico (Gianetti & Barretto,
2016).

2.3.1. BEBIDAS LACTEAS CON LACTOSUERO

Es el producto obtenido a partir de leche, leche reconstituida y/o derivados de
leche, reconstituidos o no, con adicion de ingredientes no lacteos y suero de
leche; se permite el uso de aromatizantes (NTE INEN 2564, 2011).

2.3.2. BEBIDA DE LACTOSUERO FERMENTADA

Presentan buenas caracteristicas sensoriales y una vida de almacenamiento
mas larga que las bebidas refrescantes de suero aromatizado, ademas de
combinar el alto valor nutricional y terapéutico. En la elaboracién de bebidas
fermentadas a partir de lactosuero dulce reportaron las principales
caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriales, nutricionales, entre ellas una
acidez titulable de 0,70% de &cido lactico a las 24h de inoculacion, con buena

calidad microbioldgica (Rodriguez, Rodriguez, & Hernandez, 2019).



2.4. LACTOSUERO

Se define como el resultante de la coagulacion de la leche en la fabricaciéon del
gueso luego de separacion de la caseina y la grasa. El suero es un liquido de
color amarillo verdoso cuyo contenido de vitaminas B5, B2 y C es elevado
(Romero & Fajardo, 2016). Se lo puede definir también, como el producto lacteo
liguido obtenido durante la elaboracién del queso, la caseina o productos
similares, mediante la separacion de la cuajada, después de la coagulacion de
la leche pasteurizada y/o los productos derivados de la leche pasteurizada. La
coagulacion se obtiene mediante la accion de, principalmente, enzimas del tipo
del cuajo (NTE INEN 2564, 2011).

Existen dos clases de lactosuero, el lactosuero acido (pH de 4,5) y el lactosuero
dulce (pH 6,0-6,5) (Gbmez & Sanchez, 2018).

El lactosuero dulce se obtiene por la coagulacion de la caseina utilizando cuajo
(mezcla de la enzima quimosina u otras enzimas coagulantes de caseina) a un
pH de 6,5, aproximadamente. El lactosuero acido se obtiene por fermentacion o
adicion de acidos organicos o minerales para coagular la caseina. La
coagulacion acida genera un lactosuero con una acidez sustancialmente baja
(pH 4,5, aproximadamente), necesaria para la precipitacion de la caseina en la
leche (Gomez & Sanchez, 2018).

Cuadro 2. 1. Caracteristicas fisico-quimicas del lactosuero ESPAM MFL

COMPONENTE RESULTADOS
Lactosa % (m/m) 48
Proteina lactea, % (m/m) 0,8
Grasa lactea, % (m/m) 0,35
Ceniza, % (m/m) 0,65
Acidez titulable, % (calculada como &cido lactico) 0,16
pH 6,6

Fuente: (Montesdeoca et al., 2017)

2.5. CULTIVOS INICIADORES

Se definen como preparaciones que contienen microorganismos vivos aplicados
con el objeto de hacer uso de su metabolismo microbiano. Estos cultivos estan
constituidos por bacterias acido lacticas (BAL) y principalmente pertenecientes a

los géneros Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc. La primera y principal



funcion de éstos es la formacién de acidos organicos, principalmente acido

lactico (Alvarado, Chacén, Otoniel, Guerrero, & Lépez, 2017).

Las bacterias lacticas también tienen la capacidad de producir sustancias con
actividad antimicrobiana. El espectro de actividad de estos antimicrobianos es
muy amplio, incluyendo a varias especies pertenecientes al grupo de las BAL,
por ello, es muy importante determinar la compatibilidad entre cepas que formen

parte de un cultivo iniciador (Alvarado, Chacén, Otoniel, Gerrero, & Lopez, 2017).

2.6. GUAYABA (Psidium guajava L.)

Pertenece a la familia Myrtaceae y al género Psidium, es una fruta tropical que
Se caracteriza por su alta capacidad de propagacion. De alli que en la actualidad
exista una gran cantidad de variaciones y especies dentro de las cuales se
encuentra la guayaba pera o Pisidium guajava L.

La guayaba Psidium guajava L., es una especie de amplia distribucién y
demanda en América Latina, el consumo interno se da principalmente en fresco,
como materia prima para la elaboracion de jugos, néctares y bocadillo.
Comercialmente, las guayabas se agrupan en blancas y rojas (Garcia, Cury, &
Dusséan, 2015). El fruto es ovalado, carnoso con semillas en la pulpa, didmetro
de 4 a 8cm con un peso que depende de la variedad, oscila entre 50 y 500
gramos, y un pH con un rango de 4,1-5,4, con una densidad promedio de
1,88g/cm3, es un fruto amarillo y la pulpa de color blanco, crema o rosa, y cuyo
tiempo de produccion desde la floracion hasta la cosecha va de 100-150 dias
(Cerpa, 2017).

Cuadro 2. 2. Clasificacion taxonomica de la guayaba

Reino: Vegetal
Division: Spermatophyta
Subdivision: | Angiospermas
Clase: Dicotiledénea
Orden: Mirtales
Suborden: Myrtaceae
Familia; Myrtaceae
Género: Psidum
Espécie: guajava L.

Fuente: (Bolafios & Calero, 2015)



Es una fruta con un rico valor nutricional, con un alto contenido de antioxidantes
(2,62 - 7,79%), entre estas tenemos la vitamina C, vitamina E, fenoles y
carotenoides, sustancias encargadas de erradicar a los radicales libres y
prevenir el estrés oxidativo y los desérdenes metabdlicos; ademas posee un alto
porcentaje de fibra dietaria (5,76%) (Vargas, 2018).

Tiene un alto contenido de polifenoles y su consumo frecuente permite mantener
un adecuado equilibrio oxidativo (Estrada, Restrepo, & Iglesias, 2018). A su vez,
la guayaba también es considerada como una buena fuente de fibra dietaria, rica

en carotenos, pectina, minerales y otras sustancias de beneficio para la salud”

El alto contenido de humedad del 84% hace de ésta una fruta altamente
perecedera, debido a que sufre una reduccion de su vida util por efecto del
acelerado proceso de maduracién, reduciendo su calidad, por esto se hace
necesario someterla a procesos de conservacion como la liofilizacién (Serpa,

Castrillon, Vasquez, & Hincapié, 2015).

2.7. LIOFILIZACION

Se considera uno de los mejores métodos de secado que conserva en gran parte
las propiedades organolépticas y nutricionales de los productos biolégicos. Los
alimentos liofilizados se caracterizan por su baja actividad de agua, alta
porosidad y estado vitreo. El proceso consiste principalmente en la congelacion
del alimento y la posterior deshidratacién por sublimacion. Debido a la ausencia
de agua liquida y las bajas temperaturas requeridas para la liofilizacién, la mayor
parte del deterioro y las reacciones microbiol6gicas se retardan dando como

resultado un producto final de alta calidad (Mosquera, Ayala , & Serena, 2019).

El principio fundamental en la liofilizacién es la sublimacion, y este cambio de
fase de sodlido a gas, debe realizarse en condicién de presion y temperatura
menor a las del punto triple (punto en el que conviven los tres estados de la
materia) y por debajo de este no existe la fase liquida, se representa la presion
de vapor del agua en funcién de su temperatura. Por lo general el punto triple del
agua se sitta a la presion de 610 Pascal (4.58 Torr = 4.58 mm de Hg) para una
temperatura de 0.01°C, de esta manera el porcentaje de humedad disminuye a

3% del valor original. Puesto que el alimento permanece congelado y rigido



durante la liofilizacién, la estructura resultante es esponjosa y seca (Mahn,
Roman , & Reyes, 2016).

En un liofilizador, generalmente la temperatura del condensador es fijada a -48°C

y la presion interna de la camara es de 60 Pa (Mahn, Roman , & Reyes, 2016).

El procesamiento tecnolégico de la guayaba (liofilizacion) tiene opciones de
conservacion de la fruta fresca para expandir su vida uatil. Las frutas tienen
polifenoles los cuales son metabolitos secundarios de las plantas con actividad

antioxidante beneficiosa para la salud del ser humano (Vargas, 2018).

2.8. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales se pueden definir como aquellos que proporcionan
beneficios para la salud mas alla de la nutricidbn basica e incluyen alimentos
enteros, fortificados, enriqguecidos o mejorados que tienen un efecto
potencialmente beneficioso para la salud cuando se consumen como parte de
una dieta variada de forma regular a niveles efectivos (Plasek, Lakner, Kasza, &
Temesi, 2020).

Los componentes funcionales, se encuentran naturalmente en los alimentos o
se les agregan como ingredientes, estos incluyen carotenoides, fibra dietética,
acidos grasos, flavonoides, isotiocianatos, &cidos fendlicos, estanoles y
esteroles vegetales, polioles, prebidticos y probiédticos, fitoestrogenos, soja

proteinas, vitaminas y minerales (Plasek, Lakner, Kasza, & Temesi, 2020).

En la actualidad, los profesionales reconocen que algunos elementos
funcionales de los alimentos tienen un papel importante en la mejora de la salud.
De hecho, la gran importancia de estos "bioactivos" presentes en muchos
alimentos, ya sea de forma natural o afiadida, ha llevado a muchos cientificos de
diferentes campos a realizar estudios destinados a establecer la base cientifica
gue respalda y valida los beneficios de un alimento para la salud humana. Parece
gue las personas deben esforzarse por consumir una amplia variedad de
alimentos para asegurar la ingestion de compuestos como carotenoides, fibra,
flavonoides, acidos grasos especificos, minerales, prebidticos y probidticos,

fitoestrogenos, proteinas de soja y vitaminas, entre otros, en para reducir el
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riesgo de desarrollar algunas enfermedades, o incluso para ayudar a curar otras

(Ferreira, Lima, & Barroca, 2019).

2.9. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es wuna sustancia, que retrasa, previene o0 anula
significativamente la oxidacion de otra sustancia por la accién de los radicales
libres, aunque se presente en bajas concentraciones. Debido a que neutralizan
los radicales libres, los antioxidantes evitan el deterioro de otras sustancias
indispensables para el correcto funcionamiento bioquimico del organismo.
Dentro de estas sustancias antioxidantes tenemos a los compuestos fendlicos
(Abarca & Vera, 2018).

El contenido antioxidante de las frutas y verduras puede contribuir a la proteccion
gue ofrecen contra las enfermedades. Debido a que los alimentos vegetales
contienen muchas clases y tipos diferentes de antioxidantes, el conocimiento de
su capacidad antioxidante total (TAC), que es la capacidad acumulativa de los
componentes de los alimentos para eliminar los radicales libres (Pellegrini, y
otros, 2003).

2.10. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste
en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromégenas de
naturaleza radical. La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo
por la suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes;
también depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios (Helmut, 2017).

2.11. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son moléculas que contienen uno o varios anillos
aromaticos o bencénicos, en los cuales se encuentran unidos uno o varios

grupos hidroxilos. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, sobre todo
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en las plantas como los cereales, frutas y verduras, ya sea en los tallos, raices,
flores, frutos y semillas. Por lo tanto, juegan una serie de diferentes funciones
como: la metabdlica, de crecimiento, de reproduccién y de proteccion frente a
organismos patodgenos virus, bacterias, hongos, protozoarios y nematodos,
depredadores-insectos y herbivoros, y de condiciones ambientales estrés y

radiacion ultravioleta (Abarca & Vera, 2018).

Muchos de estos compuestos son los responsables del color de las plantas y de
algunos de los efectos benéficos en la salud. Asimismo, tienen potencial en la
industria alimentaria y farmacéutica, al contener moléculas con diversas
actividades biol6gicas como antioxidantes, antidiabéticos, anticancerigenos,
antiinflamatorios, analgésicos, vasodilatador, antidepresivo, antihipertensivo,
antitrombdtica, anticoagulante, antimicrobiano, antienvejecimiento, antialérgico y

contra la osteoporosis (Abarca & Vera, 2018).

2.12. VISCOSIDAD

Es laresistencia de un liquido a fluir. Es importante considerar la relacion definida
gue existe entre la viscosidad y la temperatura, razén por la cual ésta debe
mantenerse constante al hacer las mediciones para obtener resultados
comparables, la viscosidad se mide por medio de viscosimetros (Zambrano &
Romero, 2016).

La viscosidad en bebidas lacteas se debe a diversos factores como el
enriquecimiento en extracto seco de la leche, la intensidad y la duracion del
precalentamiento, la adicibn de espesantes, la velocidad y el grado de
acidificacion y las condiciones de refrigeracion, entre otros (Zambrano & Romero
, 2016).
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2.13. ACIDEZ

En alimentos el grado de acidez indica el contenido en acidos libres. Se
determina mediante una valoracion (volumetria) con un reactivo basico. El
resultado se expresa como el % del acido predominante en el material. Esta
medicidn se realiza mediante una titulacion, la cual implica siempre tres agentes

0 medios: el titulante, el titulado y el colorante (Miranda et al., 2014).

En bebidas lacteas es de suma importancia la determinacion de acidez, debido
a que mediante este andlisis se conoce la cantidad de acido lactico producido
durante la fermentacion de la leche por accion de las bacterias acido lacticas
(Miranda et al., 2014).



CAPITULO lll. DISENO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

Las primeras etapas de la investigacion se realizo en el taller de lacteos de la
carrera de Agroindustria en la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi "Manuel Félix Lopez” en el sitio El Limén a 2Km de la ciudad de Calceta,
Cantdn Bolivar, Provincia de Manabi, que geograficamente se encuentra situada
entre las siguientes coordenadas: 0°49°27” Latitud sur, 80°10°47.2” Longitud
oeste y una Altitud de 15msnm (Vera & Manzaba, 2019).

Los andlisis funcionales fueron ejecutados en el laboratorio de investigacion de
alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy
Alfaro de Manabi, ubicada en la ciudad de Manta, con latitud sur 0°57°10"" y
longitud oeste 80°44°43"" con una altitud promedio de 20 msnm (Lucas, 2014)

3.2. METODOS

3.2.1. METODO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se aplico el método experimental con el fin de reunir la
informacion pertinente al desarrollo de una bebida lactea con adicién de pulpa
liofilizada de guayaba con caracter funcional. Teniendo la secuencia de pasos
(comprobacién, observacion y analisis), los datos obtenidos permitieron un
analisis que condujo a las deducciones légicas y validas respecto a la hipotesis

planteada (Hernandez, 2015).

3.3. TECNICAS

3.3.1. POLIFENOLES TOTALES

PREPARACION DEL EXTRACTO DE POLIFENOLES DE LA MUESTRA
BEBIDA LACTEA CON PULPA LIOFILIZADA DE GUAYABA

Se realiz6 la extraccion de los compuestos fendélicos de la muestra siguiendo la

metodologia citada por Pincay (2019) :
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En un tubo se tomo la cantidad adecuada de muestra y afladié metanol
en relacion 1:2.

Adicionando fluoruro de sodio (NaF) 2 mM (Milimol) se inactivé la enzima
polifenol oxidasa, previniendo la degradacion de los polifenoles durante el
ensayo.

Homogeneizando el contenido de los tubos en el vortex IKA GENIUS 3y
centrifugando a 10000 rpm durante 15 minutos a 10°C y se recupero el

sobrenadante.

DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES (mg de acido galico Eq/100
g (mg EAG/100 g))

Garcia et al. (2015) detalla lo siguiente:

De la muestra de los compuestos polifendlicos se tom6 3 mL y coloco en
matraces aforados de 25 mL.

Se afiadi6 15 mL de agua destilada y 1,25 mL de reactivo de
FolinCiocalteu.

Homogeneizado el contenido de los matraces se dejé reposar dentro de
un lugar (anaquel de laboratorio) donde la luz solar no entraba
directamente, por un tiempo de 8 minutos.

Transcurrido este tiempo, se adicion6 a cada matraz 3,75 mL de la
disolucién de carbonato sddico al 7,5% y llevé a un volumen de 25 mL con
agua destilada.

Se homogeneizaron los matraces y se mantuvieron dentro del desecador,
en oscuridad (lugar del laboratorio libre de luz solar y eléctrica) a
temperatura ambiente (25°C) durante 2 horas y midio la absorbancia en
un espectrofotémetro UV/VIS Genesis10, USA a 765 nm.

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido gélico

3.3.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINAR
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
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Se preparo una solucion patrén, disolviendo 2 mg de Trolox en 10 mL de metanol
al 80%, de la que se obtuvieron diluciones de 5, 20 y 35 mg de Trolox acorde al

método descrito por Pincay (2019).

DETERMINACION DE RADICALES LIBRES ABTS (2 &cido 2,2 -azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico)

e En una cubeta de poliestireno se adicion6 10uL de la solucion
concentrada de polifenoles de la bebida lactea y 990uL del radical ABTS.

e Se mantiene en ambiente oscuro (lugar del laboratorio libre de luz solar y
eléctrica) y luego se registro su absorbancia a 734 nm (Espectrofotémetro
UV/VIS Genesys10, USA).

e Se registra la capacidad antioxidante después de 8 minutos en la que se
observo el valor de absorbancia constante.

e El porcentaje de inhibicion del radical se calcul6 con la ecuacion 3.1:

o (Ac — Am)
%Inhibicion ABTS = — 100 [3.1]

Donde:

e Ac: Absorbancia de control (absorbancia del reactivo ABTS)
e Am: Absorbancia de muestra (8 min)

e Los resultados se expresaron en umol equivalentes de Trolox/g (mg ET/100
g) de base seca, o también conocido como TEAC. El uso de este ensayo,
proporcion6 una manera facil y rapida de evaluar los antioxidantes por

espectrofotometria

3.3.3. DETERMINACION DE ACIDEZ

Se expres6 en porcentaje de &cido lactico de acuerdo con la NTE INEN 013
(1983), para ello en 9 mL de bebida lactea (muestra), se adicionaron 5 gotas de
solucién indicador de fenolftaleina, posteriormente se titul6 con solucion de
hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N.

3.3.4. DETERMINACION DE VISCOSIDAD

Se realizd con un viscosimetro marca Biobase BDV-5S con el principio de

rotacion de un cilindro o husillo N°2 sumergido en el fluido que es la muestra (250
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mL de bebida lactea). Este cilindro o husillo que gira se acoplé al eje de un motor
con una velocidad de rotacion de 60 rpm y midio la fuerza de torsidon necesaria
para producir el movimiento, bajo condiciones de temperatura de 25,0 + 0,1°C.

La viscosidad de la bebida lactea se expresé en m.Pa.s

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Factor A: Porcentaje de lactosuero.
Factor B: Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba.
3.4.1. NIVELES

Para el factor porcentaje de lactosuero se utilizaron los siguientes niveles:

e a;=50%
o a=60%
Para el factor porcentaje de extracto liofilizado de pulpa de guayaba, se tuvo los

siguientes niveles:

o bi1=1%
e bo=1,25%
e b3=15%

3.5. TRATAMIENTOS

Al realizar la combinacién de los diferentes niveles de cada factor se obtuvo

como resultado los siguientes tratamientos (cuadro 3.1).

Cuadro 3. 1.Detalle de los tratamientos

TRATAMIENTOS ~ CODIGOS DESCRIPCION
Porcentaje de lactosuero  Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba
T1 a1b1 50% 1.00%
T2 a1b2 50% 1.25%
T3 al1b3 50% 1.50%
T4 a2 b1 60% 1,00%
T5 a2 b2 60% 125%
16 a2 b3 60% 1.50%

3.6. DISENO EXPERIMENTAL
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La presente investigacion fue de tipo experimental y se aplicO un arreglo
bifactorial AXB en Disefio Completamente al Azar (DCA) (cuadro 3.2), a cada

tratamiento se le asigno tres réplicas.

Cuadro 3. 2. Esquema del ANOVA bifactorial AxB

FUENTES DE VARIACION Gl
Total 17
Porcentaje de lactosuero (A)

Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba (B) 2
Interaccion (AxB)

Error 12

En caso de existir diferencia significativa entre los factores, se realiza un analisis

de los tratamientos, el mismo que se detalla a continuacion:

Cuadro 3. 3. Esquema de ANOVA para interaccion de los tratamientos

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 17
Tratamientos 5
Error 12

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para este trabajo se empled 2Kg de mezcla base por cada unidad experimental,
conformada por leche semidescremada marca La Lechera (1.8% materia grasa),
lactosuero, pulpa liofilizada de guayaba, azlcar, estabilizante y cultivo iniciador,
se realizaron tres réplicas por cada tratamiento, obteniendo un total de 18
unidades experimentales.

3.7.1. FORMULACION DE LA BEBIDA LACTEA FERMENTADA

Cuadro 3. 4. Formulacion de la bebida lactea fermentada

™ T2 T3 T4 T5 T6
INGREDIENTES Peso Peso Peso Peso Peso Peso
% % % % % %
() ) ) M) () ()
Leche
semidescremada 40,72 814,40 40,47 809,40 40,22 80440 30,72 61440 30,47 609,40 30,22 604,40

Lactosuero 50,00 1000,00 50,00 1000,00 50,00 1000,00 60,00 1200,00 60,00 1200,00 60,00 1200,00
Azicar 800 160,00 800 160,00 800 160,00 800 160,00 8,00 160,00 8,00 160,00
Estabilizante 0,25 500 025 500 0,25 500 025 500 0,25 500 0,25 5,00
Pulpa liofilizada 1,00 2000 125 2500 150 30,00 1,00 2000 125 2500 150 30,00
Cultivo Iniciador 0,03 0,60 0,03 0,60 0,03 0,60 0,03 0,60 0,03 0,60 0,03 0,60

TOTAL 100 2000 100 2000 100 2000 100 2000 100 2000 100 2000




3.8.

VARIABLES A MEDIR

Polifenoles totales
Capacidad antioxidante (% de inhibicion del radical ABTS)
Acidez

Viscosidad

18
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3.9. MANEJO DE LA INVESTIGACION

3.9.1. DIAGRAMA DE PROCESO PARA LA OBTENCION DE PULPA
DE GUAYABA LIOFILIZADA

Guayaba emaaﬁ

)
A/

RECEPCION

Guayaba saneada y selecdonada
Guayaba con cascaras———p

PELADO

Guayaba con semilla, sin cascaras
Guayaba con semillas, SN e———p
cascaras

PULPEADO

Pulpa de guayaba

MOLDEADO

Pulpa de guayaba congelada yen
forma de cubos de hielo

cubos de hielo SEC ADO POR LIOFILIZACION
(-42°C/0,520 mBar/48 horas)

Pulpa de guayabaliofilizada

MOLIDO

Pulpa de guayaba liofilizada v
Pulpa de guayaba ——p pulvenizada
liofilizada y pulvenizada
LEYENDA TAMIZADO
Ingpeccion Pulpa de guayaba liofilizada,
Bolsas Zipl oc e—p pulverizada sin grumos
4 ] Combinada
N ENVASADO
0 - Pulpa de guayaba liofilizada,
O e sellada en bolsas Ziploc
D i RESERVA (-18°C)
v Almacenamiento

Figura 3. 1. Diagrama de proceso para la obtencion de pulpa de guayaba liofilizada
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3.9.2. DESCRIPCION DEL PROCESO PARA LA OBTENCION DE
PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA

Recepcion: Se adquirié la fruta en el supermercado AKI, escogiendo la de mejor
calidad y con un grado de madurez de 4 (ver anexo 13). La guayaba se

desinfectd mediante inmersién por cinco minutos con una solucién de hipoclorito
(50ppm).

Pelado: Con ayuda de un cuchillo y de forma manual, se separ6 la cascara del

fruto.

Pulpeado: La fruta se picé en trozos rectangulares pequefios de
aproximadamente 1.5*2.5 cm y se licué a 1500 rpm en una licuadora marca
HOMETECH durante un tiempo de cinco minutos, luego con ayuda de un cedazo

con un numero de malla de 3 milimetros se logro separar la pulpa de la semilla.

Moldeado: Se coloco la pulpa en moldes para cubos de hielos, y se congelaron

a -18 °C durante un tiempo de 24 horas.

Secado por liofilizacion: Los cubos de pulpa congelados, se colocaron en el
liofilizador marca LABCONCO, a una temperatura de congelacion de -42°C y una

presion de 0,520mBar. Este proceso dur6 48 horas.

Molienda: Se utilizé un molino analitico (marca BIOBASE modelo MD 120), para

lograr la trituracion de la pulpa liofilizada (calibre 100 micras).

Tamizado: Se pasoO a través de un tamiz de laboratorio marca FILTRA ® de

diametro de 0,125mm # 8, con el fin de obtener un producto uniformizado.
Envasado: La pulpa liofilizada y tamizada se envaso en bolsas ziploc.

Reserva: El producto liofilizado se lo almacend en congelacion -18°C, hasta su
posterior uso. Se hicieron analisis de las propiedades funcionales de la pulpa

liofilizada.
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3.9.3. DIAGRAMA DE PROCESO PARA LA ELABORACION DE
BEBIDA LACTEA CON ADICION DE PULPA LIOFILIZADA DE

GUAYABA

Lactosuero (50%-60%)

Leche Semidescremada
(45,22%-44,72%-32,72%)

LEYENDA

Inspeccion

RECEPCION

FILTRACION
Leche y suero filtrados

Azicar 8% ———p

PASTEURIZACION (85°C/15 min.)
Pasta base parala bebida

lactea pasteunizada
(0.03%)

INOCUL ACIONES (45°C)

INCUBACION (45°C/3 h)

REFRIGERACIONES (4°C/12 h)

Bebida lactea

Pulpa liofilizada ——p
de guayaba y
Bebidalactea ;
BATIDO (5 min)
Bebida lactea con pulpa
Envases esterilizados ———p liofilizada de guayaba

ENVASADO

Bebida lactea con pulpa
liofilizada de guayaba envasado

RESERVA (4°C)

Figura 3. 2. Diagrama de proceso para la elaboracion de bebida lactea con adicion de pulpa liofilizada de guayaba
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3.9.4. DESCRIPCION DEL PROCESO PARA LA BEBIDA LACTEA CON
ADICION DE PULPA LIOFILIZADA DE GUAYABA

Recepcidn: Se receptaron los ingredientes de la mezcla base: lactosuero dulce
proveniente de los talleres agroindustriales y leche semidescremada marca LA
LECHERA 50% con 1,8% de grasa.

Filtrado: Se procedio a filtrar el lactosuero, haciendo uso de un tamiz marca
STANDARD SIEVE SERIES de 0,063mm #14, para retirar cualquier tipo de

impureza que pudieran incidir en la elaboracién de la bebida lactea fermentada.

Pasteurizacion: Utilizando una pasteurizadora marca CARPIGIANI, fueron
sometidos a pasteurizacion (85°C por 15 minutos) el lactosuero dulce mezclado
con la leche semidescremada. Durante la pasteurizacion, a una temperatura
entre 50°C — 55°C, se agreg6 el 8% de azucar mezclado conjuntamente con la

carragenina para facilitar la disolucion de ésta.

Inoculacion: La base lactea obtenida en el proceso anterior se enfrio hasta 45°C
y se procedié a adicionar cultivo YF-L811 marca CHR HANSEN con cepas
especificas: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, a los 45 °C. Se tom6 una pequefia muestra (150 mL) de la base

lactea para disolver el cultivo, y posteriormente éste se afiadié a la mezcla total.

Incubacion: En una olla industrial de acero inoxidable, se mantuvo por un tiempo
de incubacion de 3 horas, a 42 °C. Para mantener la temperatura se utilizo la

técnica de bafio maria.

Refrigeracién: Una vez finalizada la etapa de incubacién, se procedi6 a enfriar
y mantener a la bebida fermentada a 4 °C en las cAmaras de refrigeracion por

un lapso de 12 horas.

Batido: En esta fase se afiadio la pulpa liofilizada de guayaba, posteriormente
se batié por cinco minutos para realizar la rotura del coagulo y obtener una

consistencia homogénea.

Envasado: Una vez realizado el batido se envasoé la bebida lactea fermentada

en botellas de polietileno de 250 mL en condiciones asépticas; posteriormente


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01yp6VCxXZgx9ssVFpX6D-3zY4w2w:1589990471384&q=lactobacillus+delbrueckii+subsp.+bulgaricus&sa=X&ved=2ahUKEwi8tfiJ6MLpAhWrl-AKHaYwAxsQ7xYoAHoECCEQKQ
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01yp6VCxXZgx9ssVFpX6D-3zY4w2w:1589990471384&q=lactobacillus+delbrueckii+subsp.+bulgaricus&sa=X&ved=2ahUKEwi8tfiJ6MLpAhWrl-AKHaYwAxsQ7xYoAHoECCEQKQ
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01yp6VCxXZgx9ssVFpX6D-3zY4w2w:1589990471384&q=lactobacillus+delbrueckii+subsp.+bulgaricus&sa=X&ved=2ahUKEwi8tfiJ6MLpAhWrl-AKHaYwAxsQ7xYoAHoECCEQKQ
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se procedié a evaluar las caracteristicas funcionales y microbiologicas, por

ultimo, se determind la aceptabilidad de la bebida.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de las variables en estudio se realiz6 las siguientes

pruebas:

a) Atodas las variables en estudio se les efectu6 las pruebas de normalidad
(Shapiro-Wilk) y homogeneidad (Levene).

b) Analisis de varianza (ANOVA): Se lo efectu6 con el proposito de
establecer la diferencia significativa estadistica tanto para los factores
AxB de todas las variables en estudio.

c) Coeficiente de variacion (CV): Se realiz6 para observar la variabilidad
entre los tratamientos.

d) Prueba de diferencias honestamente significativa de Tukey (HSD): Se
realizd para establecer la diferencia significativa entre tratamientos. Se
analizé al 5% de probabilidad del error, de acuerdo a los grados de libertad

(gl) del error experimental.

Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS version 21 (libre).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA EN EL
LACTOSUERO DULCE Y LAS PROPIEDADES
FUNCIONALES DE LA PULPA LIOFILIZADA DE GUAYABA

4.1.1. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA EN EL LACTOSUERO

En el cuadro 4.1. se muestran los datos obtenidos de los andlisis fisicos y
guimicos realizados al suero dulce proveniente de la elaboracion de queso fresco
de la ESPAM, los datos estan comparados con la NTE INEN 2594 (2011), los
mismos que se encuentran dentro de los rangos establecidos por la norma a
excepcion de la grasa, el cual se encuentra por encima debido a que el
lactosuero es especialmente rico en materia grasa, proteina, lactosa y sales

minerales (L6pez, Becerra, & Borras, 2018).

El contenido de sélidos totales fue de 7,66% valor que esta por encima de los
obtenidos por Alava, et al. (2014) los que se encuentran entre 6,0 y 7,3%, el
contenido de sélidos totales puede variar dependiendo del contenido de proteina,
lactosa, sales minerales que tenga el suero analizado y puede estar sujeto

también, al tipo de proceso utilizado en la elaboracion del queso.

Cuadro 4. 1. Analisis Fisico-quimico del lactosuero dulce
NTE INEN 2594

ANALISIS RESULTADOS

MIN MAX
pH 6,66 6,40 6,80
Acidez (expresada en acido lactico) 0,15% - 0,16%
Grasa 1,00% - 0,30%
Proteina 0,97% 0,80%
Sélidos totales 7,66% -
Cenizas 0,45% - 0,70%

Con base a lo antes mencionado se puede decir que el lactosuero, se encuentra
apto para el uso en la elaboracion de la bebida lactea fermentada o en cualquier

otra utilidad.
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4.1.2. CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FUNCIONALES
DE LA PULPA LIOFILIZADA DE GUAYABA

En el cuadro 4.2. se muestran los datos obtenidos de las propiedades
funcionales de la pulpa liofilizada de guayaba, el contenido de polifenoles totales
se encuentra 0,08398 y 0,0847 mg GAE (Equivalente a Acido Galico), resultado
gque se encuentra por debajo a lo mencionado por Penagos (2016) el cual es de
0,10276 mg GAE, el mismo autor menciona que los polifenoles son antioxidantes
gue se encuentran presentes en productos de origen vegetal y su concentracion
puede verse influenciada por diferentes factores como el tiempo de cosecha y

grado de madurez, entre otros.

Por otra parte, la capacidad antioxidante de la pulpa de guayaba analizada en
esta investigacion, se encuentra entre 8,55y 9,1 TEAC(uM/g), resultado que se
encuentra similar a lo expuesto por Kuskoski, et al. (2005) con 9,1 TEAC(uM/g),
el mismo autor menciona que la capacidad antioxidante es dependiente de la

concentracion del extracto.

Cuadro 4. 2. Andlisis de las propiedades funcionales de la pulpa liofilizando de guayaba

ANALISIS RESULTADOS
Polifenoles totales (mg GAE/100g) 0084701  0,08398+04 00846601
Capacidad antioxidante TEAC (uM/g) 8,80+03 9,10+05 8,55+02

g/GAE = Gramos de acido galico

TEAC = Actividad antioxidante al trolox (umolTE/g peso muestra)

Dominguez, et al. (2019) mencionan que algunos de los compuestos fendlicos
totales presentes en los frutos de guayaba son el 4cido elégico y glicosilados de
miricetina y apigenina, los cuales contribuyen a la alta capacidad antioxidante
del fruto, ademas del licopeno, carotenoides, polifenoles y la vitamina C. La
cantidad de estos compuestos benéficos depende del grado de madurez,
variedad o cultivar, clima, composicibn del suelo y condiciones de

almacenamiento.
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4.2. EFECTO DEL LACTOSUERO Y PULPA LIOFILIZADA DE

GUAYABA, EN LAS CARACTERISTICAS FUNCIONALES
DE LA BEBIDA.

En el cuadro 4.3, se presentan los supuestos del ANOVA para las variables

correspondientes a las propiedades funcionales de la bebida lactea (polifenoles
totales y capacidad antioxidante).

Cuadro 4. 3. Prueba de normalidad para las variables funcionales

Shapiro-Wilk Levene
Variables Funcionales Estadisico g Sig. F Sig.
Polifenoles Totales 0,988 18 0,995 1,350 0,309
Capacidad Antioxidante 0,920 18 0127 1,782 0,191

Ambas variables cumplieron con el supuesto de normalidad (Shapiro-Wilk) y a
su vez con el supuesto de homogeneidad u homocedasticidad (Levene), por ello

se utilizaron pruebas paramétricas para el contraste de la hipotesis.

4.2.1. POLIFENOLES TOTALES

Los resultados del ANOVA obtenidos (cuadro 4.4), mostraron significancia
estadistica para los dos factores en estudio (p<0,05), mientras que para la

interaccion entre factores no mostraron significancia estadistica (p>0,05).

Cuadro 4. 4. ANOVA para los factores lactosuero dulce*pulpa liofilizada de guayaba de la variable polifenoles
totales

Suma de Media
Fuente de variacion gl F Sig.
cuadrados cuadratica

Total 17 337,421
Porcentaje de lactosuero dulce 1 41,072 41,072 11,548 0,005**
Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba 2 253,237 126,618 35,602 0,000
Porcentaje de lactosuero * porcentaje de pulpa 2 0,434 0,217 0,061 0,941Ns
liofilizada de guayaba
Error 12 42,678 3,557

**altamente significativo al 1%
*significativo al 0,05
NS: no significativo

Los resultados estadisticos obtenidos para el factor A se observan en el gréafico

4.1, mismo en el que se evidencido un mayor efecto para el nivel al (50% de
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lactosuero dulce), con una media de 20 mg GAE sobre el contenido de

polifenoles totales.

30,007
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[=]
1

Polifenoles _Totales

10,007

00 T T
A1 a2

Factor_A
Grafico 4. 1. Diagrama de cajas y bigotes para los niveles del factor porcentaje de lactosuero dulce de la variable
polifenoles totales

En la investigacion de Rincon (2019), se sustenta que, en el lactosuero, se
retienen moléculas tales como azucares y también polifenoles, por lo que puede
utilizarse en bebidas lacteas. A su vez, esto concuerda con lo citado por Mazorra
y Moreno (2007), quienes manifiestan que, la fraccion lipidica del lactosuero

posee propiedades funcionales atractivas (polifenoles totales).

En el cuadro 4.5, la prueba de Tukey asigno en tres subconjuntos homogéneos
a cada uno de los niveles correspondientes al factor B (porcentaje de pulpa
liofilizada de guayaba). El nivel b3 (1,5%) alcanz6 una media de valor mas alto

en relacién al contenido de polifenoles totales.

Cuadro 4. 5. Tukey para el factor porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba de la variable polifenoles totales

Porcentaje de Subconjunto
pulpa liofilizada N
de guayaba 1 2 3
B1 6 14,9550
B2 6 19,1550

B3 6 24,1317
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Sig. 1,000 1,000 1,000
Numeros diferentes en columnas difieren estadisticamente segun Tukey al 5%

En la investigacion de Mohammed et al. (2019) sobre una bebida de yogur
suplementado con zanahoria y pulpa de guayaba, el porcentaje mas alto de
pulpa de guayaba (20%) aumenté el contenido de polifenoles totales (87,60 mg
GAE/100 mL), sin embargo, difieren en que la pulpa de guayaba dentro del

contexto de esta investigacion fue previamente liofilizada.

Segun Blancas et al. (2020), la pulpa de guayaba posee una bioaccesibilidad de
67.69%, presentando una tasa de liberacion de compuestos fendlicos alta en
alimentos listos para el consumo (bebidas lacteas, mermeladas, bebidas

gasificadas).

Abdul et al. (2017) en su investigacion sobre propiedades fisicoquimicas,
actividad fendlica y antioxidante total del jugo mixto de frutas tropicales (granada,
guayaba y roselle) determinaron un contenido total de fenoles de polifenoles de
609 mg GAE/100 mL. A su vez, identificaron ocho compuestos de polifenoles
individuales seleccionados que oscilaron entre 0,13 y 633,73 mg GAE/100 mL,
destacando que el mayor contenido fendlico lo aporté la guayaba debido a su

bioaccesibilidad.

Al evaluar la bebida lactea fermentada con adiciébn de lactosuero y pulpa
liofilizada de guayaba, se obtuvieron valores de polifenoles totales desde 10,95
10,08 hasta 28,36+0,05 mg GAE/100 mL, estos valores se encuentran dentro del
rango citado por Mohammed et al., quienes en su investigacion comprobaron
gue la adicién de 20% de pulpa de guayaba aumenté el contenido polifendlico
total (TPC), obteniendo valores desde 1,53+0,01 hasta 50,51+0,03 mg GAE/100

mL.

En el grafico 4.2., se observa que el tratamiento T3 (50% lactosuero y 1,5% pulpa
liofilizada de guayaba), estadisticamente posee los valores de medias mas altos
(24,13 mg GAE/100 mL) para la variable polifenoles totales, lo que posiblemente
se debe a que los coproductos de frutas tropicales como la guayaba en
combinacion con lactosuero, contienen altos niveles de compuestos bioactivos,

destacando los polifenoles totales y vitaminas (Flores, 2019).
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Grafico 4. 2. Diagrama de cajas y bigotes para los tratamientos de la variable polifenoles totales

4.2.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se realiz6 el andlisis de varianza para determinar la influencia de los factores en
estudio sobre la variable capacidad antioxidante (cuadro 4.6). Tal como se
observa, el factor A: porcentaje de lactosuero, el factor B: pulpa liofilizada de
guayaba y la interaccion A*B, presentaron influencia significativa sobre la

capacidad antioxidante de la bebida lactea fermentada (p<0,05).

Cuadro 4. 6. ANOVA para los factores lactosuero dulce*pulpa liofilizada de guayaba de la variable capacidad

antioxidante
Suma de Media
Fuente de variacion gl F Sig.
cuadrados cuadratica
Total 17 187,226
Porcentaje de lactosuero dulce 1 116,637 116,637 161,268 0,000*
Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba 2 12,960 6,480 8,960 0,004**
Porcentaje de lactosuero * Porcentaje de pulpa 2 48,950 24 475 33,840  0,000*
liofilizada de guayaba
Error 12 8,679 723

**altamente significativo al 1%
*significativo al 0,05
NS: no significativo
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El gréfico 4.3. muestra los valores maximos y minimos de capacidad antioxidante
para el factor A (porcentaje de lactosuero dulce). El nivel al (50% de lactosuero

dulce) tuvo el mayor valor de la media comparado con el nivel a2.

Corrochano et al. (2018) mencionan que las proteinas lacteas presentes en el
suero (B-LG y a-LA) han recibido considerable atencion por su bioactividad

antioxidante.

La bioactividad antioxidante en el suero lacteo, se observa con
diferentes productos comerciales de suero , debido a péptidos precursores que
pueden ser liberados principalmente por la fermentacion de la leche por cultivos
iniciadores (Vivas, Morales, & Otalvaro , 2017). Dentro de la presente
investigacion el nivel al (50% de lactosuero dulce) utiliza mayor cantidad de
leche semidescremada en relacién al nivel a2 (60% de lactosuero dulce), por lo
gue probablemente esto exhibe una mayor actividad antioxidante en la bebida

lactea elaborada con el nivel mas bajo de lactosuero dulce.
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Grafico 4. 3. Diagrama de cajas y bigotes para los niveles del factor porcentaje de lactosuero dulce de la variable
capacidad antioxidante


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey-products
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey-products
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En el cuadro 4.7, la prueba de Tukey asigné en dos subconjuntos homogéneos
a cada uno de los niveles correspondientes al factor B (porcentaje de pulpa
liofilizada de guayaba). El nivel b3 (1,5%) alcanz6 una media de valor mas alto

en relacion a la variable capacidad antioxidante.

Cuadro 4. 7. Tukey para el factor pulpa liofilizada de guayaba de la variable capacidad antioxidante

Porcentaje de Subconjunto
pulpa liofilizada de N 1 9
guayaba
B1 6 8,5083
B2 6 9,4417 9,4417
B3 6 10,5833
Sig. 0,181 0,090

NUmeros diferentes en columnas difieren estadisticamente segun Tukey al 5%

La pulpa de guayaba posee compuestos bioactivos que contribuyen
significativamente a la alta capacidad antioxidante de la fruta y al ser mezclada
con la leche muestra una correlacion entre el contenido estimado de fenol
extraible y la eliminacion de radicales libres logrando propiedades de actividad
antioxidante (Ismail, Hamad, & Elraghy, 2016).

Al comparar los diferentes tratamientos aplicados en la investigacion, la prueba
de Tukey (cuadro 4.8) mostré cuatro subconjuntos homogéneos en relacion a la

variable capacidad antioxidante.

El rango de valores obtenidos para la capacidad antioxidante de la bebida lactea
con lactosuero dulce y pulpa liofilizada de guayaba estuvieron entre 5.01+0.01 y
16.55+0.01 TEAC (actividad antioxidante equivalente al Trolox). Estos valores
difieren a los reportados por Moussa y Gendy (2019), quienes, en su
investigacion sobre las propiedades nutracéuticas de una mezcla de suero y
guayaba, presentaron valores de capacidad antioxidante desde 42.16 hasta
70.56 expresados en actividad antioxidante equivalente al Trolox, destacando
gue ellos en su investigacion fortificaron el suero y utilizaron niveles mas altos
de pulpa de guayaba (3%,6%,9%,12% y 15%).

El tratamiento que obtuvo una mayor capacidad antioxidante en la presente
investigacién fue el T3 (50% lactosuero y 1.5% pulpa liofilizada de guayaba) con
una media del5,32 TEAC.
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Cuadro 4. 8. Tukey para los tratamientos de la variable capacidad antioxidante

Subconjunto
Tratamientos N
1 2 3 4
T6 3 5,8467
T5 3 7,3000 7,3000
T4 3 7,7500 7,7500
T1 3 9,2667 9,2667
™ 3 11,5833
T3 3 15,3200
Sig. 0,137 0,119 0,052 1,000

La reaccion de polimerizacion que da como resultado compuestos con actividad
antioxidante, no depende de la cantidad de pulpa liofilizada agregada en bebidas
lacteas, sino mas bien de las reacciones invitro que ocurren con la vitamina E
presente en la leche y los compuestos fendlicos de la fruta. Se infiere que los
tratamientos T1, T2 y T3 presentan mayor capacidad antioxidante en relacion a
los tratamientos T6, T5 y T4, debido a que poseen mas contenido de leche

semidescremada en la formulacion.

Segun Coronado (2019), los productos lacteos ocupan un espacio significativo
en el mercado de alimentos funcionales y las bebidas funcionales a base de
lacteos son un segmento creciente de este sector. Para que una bebida lactea
sea considerada una bebida optimizada en el campo de alimentos funcionales
debe presentar 434.95 TEAC de capacidad antioxidante y 39.67 mg GAE/100
mL de polifenoles, y asi poder recomendar el consumo de esta bebida. Los
valores obtenidos en la presente investigacion se encuentran por debajo de lo
especificado por el autor citado anteriormente, por lo que no se puede colocar a
la bebida lactea fermentada con pulpa liofilizada de guayaba, como alimento

funcional.
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4.3. EFECTO DEL LACTOSUERO Y PULPA LIOFILIZADA DE
GUAYABA, EN LAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
DE LA BEBIDA.

Las dos variables fisico-quimicas examinadas (viscosidad y acidez) cumplieron
con los supuestos del ANOVA (cuadro 4.9), por ello para el contraste de la

hipétesis se realizaron pruebas paramétricas.

Cuadro 4. 9. Supuestos del ANOVA para las variables fisico-quimicas
Shapiro-Wilk Levene

Variables Fisico-Quimicas Estadistico gl Sig. F Sig.

Viscosidad 0,945 18 0,357 0,979 0,469
Acidez 0,954 18 0,495 2302 0,110

4.3.1. VISCOSIDAD

El analisis del ANOVA para la variable viscosidad (cuadro 4.10), mostr6 que tanto
el factor porcentaje de lactosuero (factor A), como el factor porcentaje de pulpa
liofilizada de guayaba (factor B) e interaccion de ambos (A*B), no influyen

estadisticamente en la viscosidad de la bebida lactea fermentada (p>0,05).

Cuadro 4. 10. ANOVA para los factores lactosuero dulce*pulpa liofilizada de guayaba de la variable viscosidad

Fuente de variacion Gl Suma de Med'|a. F Sig.
cuadrados  cuadratica
Total 17 60698,278
Porcentaje de lactosuero dulce 1 1369,389 1369,389 0,473 0,505NS
Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba 2 13205,444 6602,722 2,282 0,145NS
gﬁ;ﬁ?:le de lactosuero * porcentaje de pulpa liofilizada de 9 11396778 5698389 1969 0,182NS

Error 12 34726,667 2893,889
**altamente significativo al 1%

*significativo al 0,05

NS: no significativo

4.3.2. ACIDEZ

Para la variable acidez, se encontré diferencia significativa tanto en los factores

de estudio, como en la combinacion de ambos (p<0,05).
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Cuadro 4. 11. ANOVA para los factores lactosuero dulce*pulpa liofilizada de guayaba de la variable acidez
Sumade Media

Fuente de variacion gl cuadrados cuadratica F Sig.
Total 17 0,461
Porcentaje de lactosuero dulce 1 0,112 0,112 10,873 0,006*
Porcentaje de pulpa liofilizada de guayaba 2 0,104 0,052 5,051 0,026*
I?orgentaje de lactosuero porcentaje de pulpa 2 0.120 0,060 5824 0017*
liofilizada de guayaba
Error 12 0,124 0,010

**altamente significativo al 1%
*significativo al 0,05
NS: no significativo

En el grafico 4.5. de diagrama de cajas, se puede constatar que existe diferencia
significativa entre las medias de los niveles del factor A (Porcentaje de
lactosuero). Segun Cajamarca (2017), en su investigacion sobre una bebida
fermentada baja en calorias a partir del suero dulce, la acidez inicial del
subproducto obtenido de la elaboracion de queso fresco, da como resultado un
porcentaje de acidez idéneo para bebidas lacteas de 0,5240% expresada en
acido lactico. La presente investigacién coloc6 como mejor nivel al a2 (60%

lactosuero).
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Gréfico 4. 4. Diagrama de cajas y bigotes para los niveles del factor lactosuero dulce de la variable acidez
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La media del nivel a2 para el porcentaje de acidez es de 0,80%, valor que se
encuentra muy cercano a lo reportado por Londofio et al. (2008), quienes, en su
investigacién referente a una bebida lactea fermentada con pulpa de maracuya
y lactosuero dulce, obtuvieron un porcentaje de acidez titulable de 0,81% a las
24 horas de culminado el proceso de fermentacion. Por otra parte Miranda, et
al. (2014) mencionan que el aumento del porcentaje de acidez en este tipo de
bebidas lacteas, se debe al cultivo iniciador utilizado, es asi como una bebida
lactea fermentada con Streptoccocus thermophilus reportan valores de acidez
alrededor de 0,69%, mientras que utilizando como fermento al Lactobacillus

acidphilus la acidez estara alrededor de 0,92%.

En el cuadro 4.12, se muestra la prueba de Tukey (HSD) para el factor B,
mediante la misma, se logré determinar que el nivel que mas influyé en la acidez

de la bebida lactea fue el nivel b1, correspondiente al 1% de pulpa de guayaba

liofilizada.
Cuadro 4. 12. Tukey para el factor lactosuero dulce de la variable acidez
Subconjunto
Porcentaje de pulpa N
liofilizada de guayaba 1 2
B3 6 0,76800
B2 6 0,87300 0,87300
B1 6 0,95400
Sig. 0,215 0,381

La HSD de Tukey (cuadro 4.13) identific6 dos subconjuntos homogéneos,
identificando que las medias difieren entre tratamientos. La normativa del codex
alimentario (2010), establece una acidez para yogurt y bebidas lacteas (leches
fermentadas) de 0,60% misma que tiende a aumentar con la adicion de frutas,

alcanzando valores entre 0,90% y 1,09%.

De igual forma, Miranda (2014), menciona que la utilizacién de frutas liofilizadas
en bebidas lacteas, causa acidez entre 1,09 a 1,13; valores que son

considerados aceptables, debido a la adicion de pulpa liofilizada de guayaba.



36

El tratamiento T1 presentd la media de acidez mas cercana a lo citado en los

parrafos anteriores, correspondiente a un valor de 1,08% de acidez expresada

en &cido lactico, considerandose como mejor tratamiento .

Cuadro 4. 13. Tukey para tratamientos de la variable acidez

Tratamientos N Subconjunto
1 2

5 3 0,72600

3 3 0,73200

T6 3 0,80400 0,80400
T4 3 0,82800 0,82800
) 3 1,02000
T 3 1,08000
Sig. 0,815 0,053




CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

CONCLUSIONES

El lactosuero dulce proveniente del taller de lacteos de la ESPAM MFL,
presento caracteristicas fisico-quimicas favorables para ser utilizado en la
formulacion de una bebida lactea fermentada.

La pulpa liofilizada de guayaba roja evidencié presencia de polifenoles
totales y también de capacidad antioxidante, por lo que fue considerado
potencial para su uso en la bebida lactea.

Se logré formular una bebida con leve contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante, con las proporciones de 50% de lactosuero dulce
y 1.5% de pulpa liofilizada de guayaba.

La bebida lactea fermentada con adicion de lactosuero y pulpa liofilizada
de guayaba presenté niveles favorables en cuanto a viscosidad y acidez

RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar dosis de 50% por ciento de lactosuero dulce, pero
probar con dosis mas altas a 1.5% de pulpa liofilizada de guayaba, con el
fin de optimizar el contenido polifendlico y la capacidad antioxidante.

Realizar una buena seleccién de fruta en cuanto a grado de madurez,

para garantizar un polvo liofilizada homogéneo.
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Anexo 1. Pulpeado de guayaba.

Anexo 2. Liofilizacién de pulpa de guayaba congelada.
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Anexo 3. Pulpa de guayaba liofilizada

Anexo 4. Recoleccion del suero lacteo
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Anexo 5. Pesado de fermento y leche semidescremada

Anexo 6. Incubacion de la bebida lactea fermentada
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Anexo 7. Refrigeracion de la bebida lactea fermentada

Anexo 8. Bebida lactea fermentada terminada
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Anexo 9. Andalisis de Acidez titulable a la bebida lactea fermentada.
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Anexo010. Resultados de los analisis de polifenoles totales y capacidad
antioxidante a la pulpa liofilizada de guayaba.
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Anexoll. Resultados de los andlisis de polifenoles totales y capacidad
antioxidante a los tratamientos de la bebida lactea fermentada de
guayaba.
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Resultados de los andlisis fisico-quimicos a los tratamientos de la

bebida lactea fermentada de guayaba

ESPAM!
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B MANUEL FELIX LOPEZ
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NOMERE DE ESTUDIANTES: Barretn Arteaga Andersoa Javier
DIRECCION: - CALCETA
FECHA DE RECEPCION DE MUESTRAS: 117122019
FECHA DE ELABORACION DE LAS 111272019 =

MUESTRAS:

L A 18

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA; BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON

ADICION DE PULFA DE GUAYABA LIOFILIZADA

PARAMETROS |
UNIDAD RESULTADOS
TIRI
Viscosidad mPas 1108
Acadez Tl “ 1,08

TIDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICION DE PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA
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ADICION DE PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA

PARAMETROS
— UNIDAD RESULTADOS
TIRI
Viscosidad mPas 1127
Acidez T 0,58

54



INENTIFICACHIN DE LA MUESTRA: BERIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICHIN DE FIILFA DE GUAYARA LIOFILIZADA

PARAMETES
U™ IA LR RESULTAINS
TIR2
Viscomdad m Pas 153
Acidez ) ™ (Y]
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA; BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON |
ADICION DE PULFA DE GUAYABA LIDFILIZADA
PARAMETROS -
UNIAD RESULTADOS
| TIR3
[ Viscosidad o T 1143
Acwder " 051 -
A

IHENTIFICACION DE LA MUESTRA: BERIDA LACTEA FERMENTADA DOM
ADBCHN DE PFULFA DE GUAY ABA LIOFILIZADA

FARAME B
I— - I D RESULTADIS
T4R1
Wiracnsidkad m.Fas 1 1136
Acider 5 T naz

IMENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICTON DE PULPA DE GUAYABRA LIDFILIZADA

) T PARAMETROS
ISNIDAD RESULTADDS
TART
Viscomidad m Pas 114%
Acider N ™) 50
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ADICION DE PULFA DE GUAYABA LNWFILIZADA

INENTIFICACHIN DE LA MUTESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON

PARAMETROS
| i UNIDAT RESULTADOS
| Wiscosidsd m.Pas 1168
L
Y 0.ks

IDENTIFICACHN DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTALW O0M
ADCHIN DE PULPA DE GUAYABA LIDFILIZADA

FARAMETROS
[INIDA D RESULTADES
TSR1
Viscosidad mPas TN
Acider % 0,68

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENT AL CON
ADICION DE PULPA IE GUAYABA LIOFILIZADA

PARAMETROS
INIMAD RESULTAINYS
TSI
Viscossdad mPas 1202
Acider k1] (nid

IMENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICION DE PULPA BE GUAYABA LIOFILIZATA

PARAMETRIS
TN IEALY RESULTADNES
TaRE
Viscomided m Pas n7:
Acider % a0
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TIDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICION DE PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA

 PARAMETROS
UNIDAD RESULTADOS
TeRI
Viscosidad m.Pas 1162
Acidez % 067

ADICION DE PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA

PARAMETROS
UNIDAD RESULTADOS
TeR2
Viscomdad mPas 1185
“Acider % 0,71

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: BEBIDA LACTEA FERMENTADA CON
ADICION DE PULPA DE GUAYABA LIOFILIZADA

PARAMETROS
UNIDAD RESULTADOS
TORS
Viscosidad mPas 1196
Acudez % 069
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Anexo0l13. Grado de madurez de la guayaba
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