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RESUMEN

El estudio busco desarrollar masatos comerciales de Manihot esculenta Crantz “yuca” con
incorporacion de 1 % (p/v) de bacterias acido lacticas (Pediococcus acidilactici y
Lactobacillus plantarum) nativas con potencial probiético, edulcoradas con panela
granulada orgénica. Se evaluaron pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos durante las
72 h de fermentacion. Luego, se determinaron s6lo pardmetros microbioldgicos en los 17
dias de almacenamiento en refrigeracion. Para evaluar la aceptacion sensorial de las
bebidas, al 50 % de estas se les adicion6 panela granulada organica a 14 °Bx. Durante la
fermentacion de los masatos, la temperatura aumenté de 18,4 a 27 °C, los s6lidos solubles
descendieron de 12,5 a 4,0 °Bx, el pH vario de 6,3 a 4,0, la acidez titulable aumenté de 0,1
a 0,5 g acido lactico/100 g de muestra y el grado alcoholico se incrementd de 0 a 2 % v/v.
La viabilidad BAL se mantuvo entre 7,1 y 7,6 Logl0 UFC/g. Después de 17 dias de
almacenamiento, los masatos alcanzaron una viabilidad BAL entre 7,3y 7,9 Log10 UFC/g.
Solo los masatos edulcorados con panela presentaron calificaciones sensoriales promedio
de 7,0 (me gusté moderadamente). Solo los masatos con adicion de BAL se mantuvieron

inocuos en todo el estudio.

Palabras clave: BAL, Lactobacillus plantarum, Masato, panela granulada, Pediococcus

acidilactici.
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ABSTRACT

The study sought to develop commercial Masates of Manihot esculenta Crantz “cassava”
with the incorporation of 1% (w/v) of native lactic acid bacteria (Pediococcus acidilactici
and Lactobacillus plantarum) with probiotic potential, sweetened with organic granulated
brown sugar. Physicochemical and microbiological parameters were evaluated during the 72
h of fermentation. Then, only microbiological parameters were determined in the 17 days of
refrigerated storage. To evaluate the sensory acceptance of the drinks, organic granulated
brown sugar was added to 50 % of them at 14 °Bx. During the fermentation of the masates,
the temperature increased from 18,4 to 27 °C, the soluble solids decreased from 12,5 to 4,0
°Bx, the pH varied from 6,3 to 4,0, the titratable acidity increased from 0,1 to 0,5 g lactic
acid/100 g sample and the alcoholic strength was increased from 0 to 2 % v/v. BAL viability
was maintained between 7,1 and 7,6 Log10 CFU/g. After 17 days of storage, the masates
reached a BAL viability between 7,3 and 7,9 Log10 CFU/g. Only the masatos sweetened
with panela presented average sensory ratings of 7.0 (I liked it moderately). All masatos with

the addition of BAL remained safe throughout the study.

Keywords: granulated panela, LAB, Lactobacillus plantarum, masato, Pediococcus

acidilactici.
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INTRODUCCION

La M. esculenta “yuca” es un arbusto perenne autéctono de Sudamérica que ha sido
diseminado a diferentes paises de areas subtropicales y tropicales de Asia, América y Africa
debido a su rusticidad y tolerancia a condiciones ambientales adversas. Es el cuarto alimento
basico méas importante a nivel global, solo superado por el “arroz”, el “trigo” y el “maiz”,
aun asi, se encuentra presente en la dieta basica de 800 a 1000 millones de personas en el
mundo (Sacsara et al., 2018). La produccién de M. esculenta “yuca” en el Per( en los afios
2010 — 2017 se ha mantenido en un nivel promedio de 1 196,4 miles de toneladas, con un
rendimiento medio de 12,01 tm/ha (Instituto Nacional de Estadistica e Informatica [INEI],
2018).

La M. esculenta “yuca” ha desempefiado un papel muy importante en la cultura y
alimentacion de los pueblos andino-amazonicos del Pert (Mezay Julca, 2015). De hecho, el
acervo mitoldgico de estos pueblos esta ligado al descubrimiento, cuidado y consumo de la
M. esculenta “yuca” (LeOn y Zapata, 2008). Las relaciones ancestrales entre los distintos
pueblos de la Amazonia con los pueblos andinos y la poblacion del norte del Pert han
permitido la incorporacion de la M. esculenta “yuca” en sus propias dietas alimentarias
(Daza, 2006), dando lugar a cientos de derivados y productos liquidos, semihimedos o
secos; elaborados de manera artesanal o industrial (Ledn y Zapata, 2008). Segun Daza
(2006) la M. esculenta “yuca” es el cultivo mas importante para la poblacion de la Amazonia
peruana. En una familia de la Amazonia central se consume aproximadamente 6,5 kg de
yuca/dia, requiriéndose 2 400 kg de yuca/afio; para estas familias la M. esculenta “yuca” es
indispensable para su autoconsumo destinandose menores cantidades para el mercado
(Collado, 2002 citado por Daza, 2006).

El masato de M. esculenta “yuca” es una bebida tradicional autdctona de los pueblos
amazonicos de Pert de consumo masivo y produccién artesanal, obtenida a partir de la M.
esculenta “yuca”. Para su elaboracion, éstas son cocidas y molidas para la obtencién de una
masa, la cual es expuesta a una fermentacion espontanea durante 72 — 96 h a temperatura

ambiente.



Tradicionalmente, el masato de M. esculenta “yuca” es preparado con la saliva de nifios y
mujeres mayores, siendo esta fuente de enzimas alfa amilasas necesarias para la
transformacion de los almidones de la M. esculenta “yuca” y su posterior fermentacion
(Daza, 2006). EI masato, debido a sus cualidades organolépticas, poco a poco ha ido ganando
el mercado y por ende al consumidor citadino. Actualmente, el masato se prepara en las
ciudades de la selva de forma comercial utilizando levaduras de pan, aztcar o jugo de cafa
para favorecer el inicio de la fermentacion de la M. esculenta “yuca”. Sin embargo, la
elaboracion tradicional del masato de M. esculenta “yuca” no ha tenido mejoras tecnoldgicas
y tampoco se han realizado estudios que conlleven a su produccion comercial e
industrializacion (Albornoz, 1998). En un proceso de fermentacion tradicional de la M.
esculenta “yuca” actuan las levaduras sobre los azucares reductores, sin embargo, existen
otros microorganismos a los que se denominan bacterias acido lacticas probioticas que
también son participes de este proceso los cuales potencian el sabor, mejoran la conservacion
del alimento y enriquecen principios nutritivos por la biosintesis de los aminoacidos
esenciales, las vitaminas y las proteinas, proporcionando mas micronutrientes y degradando

los factores antinutritivos de una bebida fermentada (Dominguez et al., 2005).

Segln Kazmierczak et al. (2022) en la actualidad existe un interés creciente por los
probidticos para contribuir en el equilibrio microbiano intestinal del ser humano, logrando
controlar la microbiota patégeno mediante la estimulacién del sistema inmune. La demanda
de bebidas probidticas ha tenido un crecimiento exponencial, debido en gran medida a los
efectos positivos comprobados que estos alimentos poseen, mejorando la calidad de vida de
los consumidores (Machado et al., 2023). Entre los microorganismos probioticos mas
estudiados y utilizados se encuentran las bacterias acido lacticas (BAL). EI empleo de estas
bacterias favorece la actividad del sistema inmune, permiten incrementar la resistencia
contra microorganismos patogenos, reducen los problemas generados por la intolerancia a
la lactosa, minimizan las enzimas fecales vinculadas al cancer de colon, previenen las
diarreas y logran reducir el colesterol sérico. Estos beneficios dependen de la cepa utilizada,
pero en general el aumento de la resistencia contra patdgenos es el beneficio mas importante

de estas bacterias.



Esta resistencia es propiciada por la accion de mecanismos que producen sustancias
antimicoticas, bacteriocinas, etc. (Gonzalez y Gomez, 2001 citado por Aguirre, 2016).
Actualmente, muchas investigaciones se vienen realizando para la busqueda y exploracion
de microorganismos benéficos para la salud producidos por fermentacion espontanea, los
cuales se encuentran presentes en alimentos y bebidas fermentadas de produccion artesanal,
como la chicha de jora y de siete semillas, el masato de M. esculenta “yuca”, el tocosh de

papa, entre otros.

Sedano (2006) para detectar cepas acido lacticas con propiedades antimicrobianas del
masato de M. esculenta “yuca”, procesaron 11 muestras de masato procedentes de Pucallpa—
Ucayali. De un total de 81 cepas de Lactobacillus aisladas, identificaron 33 (41 %) de L.
plantarum, 13 (16 %) de Lactobacillus alimentarius, 12 (15 %) de Lactobacillus
acidophilus, 9 (11 %) de Lactobacillus casei y en menores porcentajes Lactobacillus brevis,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus amylophilus y
Lactobacillus coryniformis. En todas las muestras de masato evaluadas, predomino L.
plantarum, seguido de L. acidophilus y L. alimentarius. Rebaza et al. (2023) aislaron 16
cepas diferentes de bacterias acido lacticas en dos bebidas fermentadas tradicionales de Perd.
En la chicha de siete semillas reconocieron siete cepas de Lactiplantibacillus plantarum
(anteriormente L. plantarum). En el masato de M. esculenta “yuca”, los investigadores
identificaron aparte de cinco cepas de Lactiplantibacillus plantarum (M01, M04, M21, M41
y M82), dos cepas de Limosilactobacillus fermentum (anteriormente L. fermentum) y una
cepa de P. acidilactici (M71) y una cepa de Weissella confusa. Estos resultados evidencian

la gran diversidad de bacterias acido lacticas existentes en el masato.

La presente investigacion se divide en seis capitulos: en el primero, se presentan los
antecedentes y fundamentos tedricos de la investigacion, el segundo capitulo corresponde al
proceso metodoldgico del estudio (materiales y métodos). En el tercer capitulo, se detallan
los resultados obtenidos de las variables estudiadas, en el cuarto capitulo se contrastan los
resultados con hallazgos de otros autores. Finalmente, se presentan las conclusiones y
recomendaciones con el fin de orientar a futuros investigadores que deseen realizar

investigaciones relacionadas con el masato de M. esculenta “yuca”.



OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar masatos comerciales de M. esculenta “yuca” con incorporacion de bacterias

acido lacticas nativas con potencial probidtico, edulcoradas con panela granulada organica.

Obijetivos especificos

o Evaluar el efecto de la adicidon de las cepas nativas de bacterias acido lacticas (L.
plantarum y P. acidilactici) en las caracteristicas fisicoquimicas de las distintas

formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”.

o Evaluar la viabilidad de las bacterias acido lacticas nativas durante el proceso de
elaboracion y almacenamiento en refrigeracion de las diferentes formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca”.

o Determinar el recuento de la levadura S. cerevisiae durante el proceso de fermentacion
y almacenamiento en refrigeracion de las diferentes formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”.

o Evaluar la calidad microbiolégica de las diversas formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”.

o Evaluar el efecto de la adicion de panela granulada organica en la aceptabilidad de los

masatos de M. esculenta “yuca” utilizando pruebas sensoriales con consumidores.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

1.1.1. Internacionales

Alemneh et al. (2021) evaluaron la viabilidad del Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG)
y Lactobacillus plantarum A6 (LAG6) para desarrollar una bebida probidtica a base del cereal
africano teff, Debrezeit, Etiopia. En el experimento aplicaron nueve tratamientos a partir de
la combinacién de dos factores: relacion teff/agua (4; 5,5y 7 % peso/volumen) y la viabilidad
inicial del indculo con sus niveles 5, 6 y 7 Log10 UFC/ml. Las cepas de ambas bacterias
fueron activadas en caldo MRS a 37 °C por 24 h luego, para ser inoculadas al 0,1 % en los
diferentes tratamientos, evaluandose cada tres horas la viabilidad de las bacterias, el pH, la
acidez, la concentracion de glucosa y etanol durante las 24 h de fermentacion. Los resultados
no evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos, el pH descendi6 de 6,2 a 4,
la viabilidad aument6 de 6 a 8,269 y 8,416 Logl0 UFC/ml para el LA6 y LGG,
respectivamente y la acidez aumenté de 0,4 a 1,5 g¢g/l. En cuanto al sustrato, los
microorganismos consumieron la totalidad de la glucosa para producir una bebida con 5 %
de etanol. De acuerdo a los resultados, concluyeron que los granos de teff podrian ser
empleados para desarrollar bebidas funcionales por su elevado contenido de

microorganismos probioticos.

Diaz y Heredia (2020) evaluaron parametros fisicoquimicos durante el almacenamiento de
tres tipos de bebidas fermentadas de “yuca” en Cotopaxi, Ecuador. Para ello, elaboraron a
partir de la “yuca” tres tipos de chicha (blanca, negra y wiwis) con ligeras diferencias en sus
procesos de elaboracion. En la chicha blanca, la yuca triturada fue inoculada con levadura al
0,15 % (p/p) y fermentada a temperatura ambiente por 72 h, mientras que, en la chicha negra

y wiwis, la yuca triturada fue expuesta a doble fermentacion: la primera, fue espontanea a



temperatura ambiente por cinco dias, en la segunda las chichas fueron inoculadas con 0,05
% (p/p) de levadura 'y 0,05 % (v/v) de kéfir e incubadas a 40 °C por 48 h. Finalmente, todas
las bebidas fueron almacenadas a 10 °C por 15 dias para la evaluacién fisicoquimica de
acidez, pH, solidos solubles y temperatura. Los resultados evidenciaron al final del
almacenamiento, la disminucion del pH de 5,3 a 4 en todas las bebidas fermentadas. En la
acidez, la chicha blanca, negra y wiwis iniciaron con un valor de 4, 3y 5 (g &cido lactico por
cada 100 g) y finalizaron con 15, 16 y 15 (g acido lactico/100 g), respectivamente. Las
bebidas fermentadas obtuvieron una temperatura final entre 7,1 a 8,4 °C. En los solidos
solubles, la chicha blanca inicié con 12,1 °Bx y finaliz con 5 °Bx, la chicha negra varié de
9,7 a5 °Bx y la chicha wiwis inici6 con 10,6 y finalizd con 5 °Bx. El estudio concluy6 que
todas las variables evaluadas alcanzaron niveles semejantes a los reportados por otros

investigadores.

Pilamala (2020) evalud la estabilizacion en cuatro chichas fermentadas con levadura S.
cerevisiae, Monilia sitophila “hongo rojizo de la yuca” y/o kéfir, Cotopaxi, Ecuador. A partir
de un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 4x3: tipo de chicha (blanca,
wiwis, chonta y negra) y tipo de estabilizante (goma xantana, albimina en polvo y sin
estabilizante), aplicaron 12 tratamientos con dos repeticiones cada uno. Para preparar la
chicha blanca, 83,69 % “yuca” y 16,31 % “camote”, fueron cocidos, triturados e inoculados
con la levadura S. cerevisiae a razon de 0,15 %, siendo la masa resultante fermentada a
temperatura ambiente por 72 h y diluida en proporcién 1:2 (chicha blanca: agua). La chicha
wiwis fue elaborada siguiendo el mismo proceso, pero realizando dos fermentaciones
consecutivas, en la primera, el agente fermentativo fue el hongo rojizo nativo de la “yuca”,
en la segunda, el kéfir al 0,5 %, ambos fermentos actuaron por 72 h a temperatura ambiente.
En la chicha negra, la yuca y el camote fueron quemados a 89 °C, triturados y fermentados
dos veces. En la preparacion de chicha chonta, 95,24 % chonta 'y 4,76 % de “camote” fueron
cocidos, triturados e inoculados con el consorcio (kéfir + levadura) al 0,15 %, para
fermentarlos a temperatura ambiente por 72 h y diluirlos a razén de 1:1 (chicha: agua), luego
tamizadas y envasadas. Un estabilizante al 0,1 % fue adicionado por separado a cada bebida
envasada y luego pasteurizadas a 90 °C por 15 min. Variables fisicoquimicas (pH, densidad,
solidos solubles y acidez), sensoriales (color, olor, textura y aceptabilidad) y el recuento de
aerobios mesofilos fueron evaluadas. Los resultados fueron analizados a través de ANOVA

(p<0,05) y la prueba post-hoc de Tukey (p<0,05), evidenciando diferencias significativas en
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el tipo de chicha y estabilizante en todas las variables fisicoquimicas. En 72 h de
fermentacion, la chicha chonta con goma xantana fue la formulacion con mejores
caracteristicas fisicoquimicas, con un pH de 4,3; 0,84 % de acidez; 2,55 °Bx y 1,05 g/ml de
densidad, obteniendo la mejor calificacion sensorial: color claro, olor intermedio, textura y
aceptabilidad intermedia. Todas las chichas evidenciaron crecimiento de aerobios mesoéfilos
cercanos a 102 UFC/ml. La investigacion concluyé que la goma xantana y la chicha chonta
presentaron niveles Optimos para desarrollar bebidas fermentadas con caracteristicas

estables.

Machado y Rizzato (2019) elaboraron y analizaron una bebida probiotica de jugo de
maracuyd, Sao Paulo, Brasil. Para tal fin, el jugo de maracuya fue diluido en agua en una
relacion 1:3 (v/v), a partir de la mezcla aplicaron dos tratamientos: el primero con pH original
(T1) y el segundo con pH ajustado a 6 (T2). Antes de iniciar la fermentacion de las bebidas,
activaron el inoculo L. casei en leche desnatada UHT Molico + 0,3 % de levadura a 35 °C
durante 48 h, después transfirieron 1 ml del cultivo a 100 ml de caldo MRS incubandose a
35 °C por 24 h, transcurrido este periodo los tratamientos fueron inoculados con 1,37x10°
UFC/ml de L. casei y fermentados a 30 °C por 20 h. Las variables como el pH, sélidos
solubles, acidez, la viabilidad del L. casei y la aceptacion sensorial de las bebidas fueron
monitoreadas. Los resultados de pH variaron entre 3,03 a 2,72 para el tratamiento T1y 6 a
4,4 para el tratamiento T2; en ambos casos los sélidos solubles disminuyeron de 3,5 a
2,5 °Bx, la acidez aumentd de 0,18 a 0,45 g/l enel T1y 0,18 a5 g/l para el T2. En relacion
con la viabilidad del L. casei durante la fermentacion, el T1 aumenté de 6,1 a 7,1 Log10
UFC/mlyel T2 de 6,6 a 8,4 Log10 UFC/mI. El recuento de células viables disminuyo a los
21 dias de almacenamiento en refrigeracion de 7,1 a 3,4 Logl0 UFC/ml para T1, mientras
que en T2 la viabilidad estuvo constante en 8,4 Log10 UFC/mI. En la evaluacién sensorial,
solo el tratamiento T1 fue evaluado por los catadores, donde el 42,3 % mostraron aceptacion,
el 5,8 % indiferencia y el 51,9 % rechazo. En conclusion, los investigadores concluyeron
que el jugo de “maracuya” es una buena alternativa de sustrato para su fermentacion por

probidticos.

Sarango y Yanchapanta (2019) estudiaron la cinética de crecimiento de bacterias acido

lacticas durante el proceso de fermentacion de tres bebidas ancestrales de “yuca” (chicha
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blanca, wiwis y negra) en Cotopaxi, Ecuador. Para ello, colectaron muestras cada seis horas
durante 42 h de fermentacion de la chicha blanca y 66 h de las chichas wiwis y negra,
elaboradas de forma tradicional. Los investigadores determinaron el pH, sélidos solubles,
acidez y temperatura de las muestras de chicha. Los resultados evidenciaron mayor
crecimiento BAL en la chicha negra con una viabilidad de 2,17x10” UFC/ml a las 54 h de
fermentacion y un periodo de duplicacion de 12,03 h, seguido de la chicha wiwis con una
viabilidad de 1,07x10” UFC/ml en 48 h de fermentacion y 13,37 h de duplicacion; y la chicha
blanca con una viabilidad de 3,4x10% UFC/ml en 42 horas de fermentacion con un tiempo de
duplicacion de 6,23 h. El pH de la chicha blanca varié de 4,7 a 3,96, los s6lidos solubles
disminuyeron de 23,41 a 16,2 °Bx, la acidez aument6 de 0,36 a 0,64 % y la temperatura vario
de 25,9 a 25,1 °C. El pH de la chicha wiwis decreci6 de 4,7 a 3,83, los solidos solubles
variaron de 25 a 15,2 °Bx, la acidez aumento de 0,36 a 0,64 % Yy la temperatura vario de 27
a 24 °C. Entretanto, el pH de la chicha negra disminuy6 de 5,85 a 4,11, los s6lidos solubles
variaron de 24,3 a 15,2 °Bx y la temperatura se mantuvo en torno a 25 °C. El estudio concluy6
que todas las bebidas fermentadas presentaron condiciones adecuadas de temperatura, pH y

solidos solubles para el crecimiento de las bacterias acido lacticas.

Sukmawati et al. (2019) identificaron las levaduras productoras de amilasa, aisladas de
bebidas fermentadas autdctonas de Bali, Indonesia. Para ello, aislaron 50 cepas de levaduras
de las bebidas fermentadas Tuak y Bream Lombok en medio YMB (1 % glucosa, 0,3 %
extracto de malta, 0,3 % extracto de levadura y 0,5 % peptona). Luego, los aislados fueron
sembrados en agar papa dextrosa (PDA) a 28 °C por 48 h para determinar las levaduras
productoras de amilasa. Con esta finalidad, vertieron la mezcla de yodo con extracto de
levadura, peptona, agar de almidon sobre el PDA, la aparicion de una zona clara alrededor
de la colonia revelaba su accion amilolitica. De los 50 aislados, 16 fueron capaces de formar
una zona clara despues de 24 h de incubacién, aunque el mayor indice amilolitico lo obtuvo
la levadura IL86 con 1,019 mm. La formacion de la zona clara es una prueba de que la
levadura puede transformar el almidon en azlcares fermentables mediante las enzimas

amilasas que posee.

Barco (2017) estudid el efecto de la inoculacion de bacterias probioticas (L. plantarum

BG112, L. casei BGP93 y una bacteria nativa) en la fermentacion de una bebida a base de
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extracto de soya y quinua con la finalidad de determinar sus caracteristicas fisicoquimicas
(pH, acidez, humedad, cenizas, proteinas y lipidos), microbiol6gicas (viabilidad) y
sensoriales (color, sabor, aroma, consistencia y aceptacion) en Zamorano, Honduras. Los
extractos de quinua y soya fueron mezclados en proporciones de 66 % (v/v) y 34 % (v/v),
respectivamente. Esta mezcla fue dividida en tres tratamientos y un control, donde en dos
tratamientos los inocularon probidticos comerciales, incubados a 37 °C por 20 h, mientras
que, el tercer tratamiento fue inoculado con la bacteria nativa, incubado a 25 °C por 24 h.
Las bebidas fueron almacenadas a 4 °C por 28 dias. El experimento fue realizado en dos
fases: la primera inicié aproximadamente a las 24 h de fermentacion, utilizando un disefio
completamente al azar con tres tratamientos y un control (bebida sin fermentar), con tres
repeticiones por tratamiento. En la segunda etapa de refrigeracion, utilizaron un disefio en
bloques completamente al azar para las tres bebidas fermentadas y sus tres repeticiones. El
mejor tratamiento fue la bebida fermentada con L. casei BGP93, obteniendo 3,23 % de
proteina; 0,99 % de lipidos; 87,77 % de humedad; 0,97 % de cenizas; 5,25 de pH y 0,20 %
de acidez. Asimismo, esta bebida cumplidé con los estandares de una bebida probidtica,
recibiendo en la prueba sensorial una valoracion de 6,43 (me gusta mucho) en la escala

heddnica de nueve puntos.

Ponomarova et al. (2017) evaluaron la simbiosis entre bacterias acido lacticas (Lactococcus
lactis y Lactobacillus plantarum) y la levadura S. cerevisiae en Michigan, Estados Unidos.
Las bacterias acido lacticas fueron aisladas de la bebida fermentada kéfir y la levadura del
vino de “uva”, luego estos fueron agrupados en monocultivos (Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum y S. cerevisiae) y cocultivos (Lactococcus lactis x S. cerevisiae,
Lactobacillus plantarum x S. cerevisiae y Lactococcus lactis x Lactobacillus plantarum x S.
cerevisiae). Los cultivos fueron sembrados en agar mixto CDM35 (YPD + MRS + M17 +
rapimicina + lactosa + mosto de uva), fermentandolos a temperatura ambiente por 24 h. Los
investigadores evaluaron la interaccion y la alimentacidn cruzada entre ambas especies. Los
resultados evidenciaron que las bacterias acido lacticas requieren de muchos nutrientes para
su crecimiento como aminoacidos y vitaminas. Un medio apto para el mutualismo entre
levaduras y bacterias acido lacticas debe ser lo suficientemente rico para sustentar el
crecimiento de ambas especies, caso contrario solo supliria los requerimientos nutricionales
de las levaduras. Los investigadores observaron la liberacién de aminoacidos por la levadura,

glutamina y treonina para Lactococcus lactis y glutamina, treonina, fenilalanina, triptéfano
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y serina para Lactobacillus plantarum. Asimismo, identificaron la importancia del nitrogeno
en la interaccion levadura-BAL, ya que el nitrégeno disponible ajustaria el metabolismo de
la levadura, secretando aminoacidos para la supervivencia de las bacterias acido lacticas. El
estudio concluy6 que la dependencia de las BAL a la levadura es unidireccional por su

requerimiento de aminoacidos.

Torres (2017) evaluo la interaccion entre bacterias acido lacticas y levaduras con el objetivo
de medir su efecto sobre la fermentacion del medio MRS y el jugo de “agave” en Jalisco,
Mexico. Para ello, propuso nueve cocultivos (levadura x bacteria acido lactica): S. cerevisiae
X Weissella cibaria, Pichia kluyveri x W. cibaria, S. cerevisiae x Lactobacillus plantarum,
S. cerevisiae x Leuconostoc sp. (referido a Leuconostoc fermentum, Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides), Kluyveromyces marxianus x W.
cibaria, K. marxianus x Lactobacillus plantarum, K. marxianus x Leuconostoc sp. (referido
a  Leuconostoc  fermentum,  Leuconostoc  mesenteroides y  Leuconostoc
pseudomesenteroides), P. kluyveri x Lactobacillus plantarum y P. kluyveri x Leuconostoc
sp. (referido a Leuconostoc fermentum, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc
pseudomesenteroides) cultivadas en medio MRS y jugo de agave a razon de 108 cel/ml por
cada co-cultivo. Los cocultivos actuaron en los medios a 30 °C por 96 h, evaluando la
interaccion de ambos cultivos, la concentracién de glucosa y etanol. En el medio MRS, los
resultados evidenciaron interaccion neutra sin efectos de inhibicion entre los cocultivos S.
cerevisiae x W. cibariay P. kluyveri x W. cibaria, mientras que, S. cerevisiae x Lactobacillus
plantarum, S. cerevisiae x Leuconostoc sp. (referido a Leuconostoc fermentum, Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides), K. marxianus x W. cibaria, K.
marxianus X Lactobacillus plantarum, K. marxianus x Leuconostoc sp. (referido a
Leuconostoc fermentum, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides),
P. kluyveri x Lactobacillus plantarum y P. kluyveri x Leuconostoc sp. (referido a
Leuconostoc fermentum, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides)
mostraron interacciones de competencia. En el jugo de agave el autor evidencié una
interaccion neutra entre S. cerevisiae x Leuconostoc sp. (referido a Leuconostoc fermentum,
Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides) e interaccion positiva
entre los K. marxianus x Leuconostoc sp. (referido a Leuconostoc fermentum, Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides) y P. kluyveri x W. cibaria. Al final de

la fermentacion, la cantidad de glucosa aumento de 0,02 a 0,10 g/L y el etanol alcanzo
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concentraciones entre 40 a 70 g/L para todos los cocultivos. El estudio concluyd que los
productos fermentados podrian inocularse con cultivos mixtos BAL x levadura, pero

dependeria de su interaccion intra-especie para obtener mejores resultados.

Grivanesa (2016) comparé bromatoldgica y microbioldgicamente chichas elaboradas con
dos variedades de yuca, Pastaza, Ecuador. A partir de un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 2x3: tipo de “yuca” (amarilla y blanca) y tiempo de fermentacion (uno, tres
y cinco dias), fueron aplicados seis tratamientos con tres repeticiones cada uno. Las chichas
fueron preparadas de forma tradicional sin inoculacién de ningdn microorganismo
fermentador. En la investigacion evaluaron variables fisicoquimicas (temperatura, pH,
solidos solubles, grado alcohdlico y humedad) y la calidad microbiolégica con el recuento
de aerobios mesofilos, hongos y coliformes. Para el andlisis de los resultados, el investigador
aplico ANOVA (p<0,05) y la prueba post-hoc de Tukey para determinar diferencias
significativas entre las formulaciones. Los resultados evidenciaron diferencias significativas
solo para los sélidos solubles en relacion con el tipo de “yuca”, aunque el tiempo de
fermentacion influyé significativamente en todos los pardmetros fisicoquimicos de las
bebidas. En los cinco dias de fermentacion, la chicha de “yuca” amarilla mantuvo una
temperatura constante de 23 °C; el pH descendio de 4,74 a 4,06; los solidos solubles
disminuyeron de 26,17 a 19,17 °Bx; el grado alcoholico varié de 0 a 5 % y la humedad
aumentd de 67,67 a 79 %. Para la chicha de “yuca” blanca durante los cinco dias de
fermentacion, la temperatura aumenté de 23 a 23,33 °C; el pH descendio de 4,71 a 4,20; los
solidos solubles disminuyeron de 25,17 a 15 °Bx; el grado alcoholico aumentd de 0 a5 %y
la humedad vari6 de 58,67 a 82 %. En cuanto a la calidad microbiolégica, ambas chichas
evidenciaron crecimiento de aerobios mesdfilos y hongos cercanos a 10 UFC/ml, incluso
bacterias coliformes del género Citrobacter. El estudio concluyd que las caracteristicas
bromatologicas y microbioldgicas de las chichas dependen del tipo de yuca (amarilla y

blanca) y el tiempo de fermentacién (uno, tres y cinco dias).

Rios et al. (2016) desarrollaron una bebida fermentada a base de arroz con adicion de
bacterias probidticas utilizando diferentes concentraciones de azucar (10, 15, 20 %)
resultando tres formulaciones de bebidas, Santander, Colombia. Cada formulacion fue

dividida en dos tratamientos (una pasteurizada y una sin pasteurizar), inoculando con L.
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acidophilus (probidtico) en una concentracién de 2,025 mg/l solo a los tratamientos
pasteurizados, luego todas estas bebidas fueron incubadas a 37 + 1 °C. Los investigadores
evaluaron variables fisicoquimicas (pH, sélidos solubles, acidez y grado de alcohol),
variables sensoriales (aceptabilidad) y microbioldgicas (mohos y levaduras, aerobios
mesdfilos y L. acidophilus), siendo las primeras evaluadas antes de la pasteurizacion y las
dos ultimas después de la pasteurizacion. Los resultados fueron analizados a través de
ANOVA (p<0,05) y la prueba post-hoc de diferencia minima significativa (LSD) entre todas
las formulaciones. Los resultados de pH evidenciaron que, en las tres formulaciones, los
niveles alcanzados fueron de 3,68 a 3,78. En la acidez, la formulacion tres alcanzo el valor
mas alto de 0,15 %, mientras que, en el grado alcoholico, las formulaciones dos y tres
alcanzaron un nivel del 1,5 %. En todas las formulaciones el promedio de aerobios meséfilos
fue <100 UFC/cm® y para mohos y levaduras fueron <20 UFC/cm®. En cuanto a la
aceptabilidad, la formulacién que tuvo mayor puntaje fue la formulacién tres. Finalmente,
el estudio demostro la viabilidad del L. acidophilus, que alcanz6 cantidades mayores a

1x10°% UFC / ml en todos los tratamientos.

Miguel et al. (2015) describieron las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas del
caxiri, una bebida fermentada de “yuca” y “maiz”, con el objeto de identificar los
microorganismos involucrados en la fermentacion de esta bebida en el Estado de Minas
Gerais, Brasil. Para ello, fermentaron por dos dias la “yuca” sumergida en agua para remover
al &cido cianhidrico presente. Luego, la “yuca” fue pelada, cortada, prensada y cocida por
dos horas, adicionando a continuacion, agua, “maiz” y “camote” en cantidades
proporcionales para fermentar la mezcla a temperatura ambiente durante 120 h. En intervalos
de 24 h, realizaron recuentos y la identificacion de bacterias acido lacticas, levaduras y
bacterias acéticas involucradas en la fermentacion. Asimismo, los investigadores
determinaron el pH, sélidos solubles, la concentracion de &cido lactico y etanol en la bebida.
Los resultados evidenciaron que la levadura S. cerevisiae y las bacterias acido lacticas L.
fermentum y Lactobacillus helveticus fueron las especies predominantes en la fermentacién
del caxiri, y en menor cantidad Bacillus subtilis. En relacion con las caracteristicas
fisicoquimicas, el pH disminuy6 de 6,5 a 3,0, los solidos solubles descendieron de 9 a
5,5 °Bx y las concentraciones de etanol y acido lactico aumentaron de 0,16 a 88,15 g/l y 5,85
a 14,25 g/l, respectivamente. En conclusién, el estudio determind que la levadura S.

cerevisiae fue la responsable de la alta concentracion de etanol, mientras que, las bacterias

12



acido lacticas L. fermentum y L. helveticus, responsables de la produccién del &cido lactico.
Oyedeji et al. (2013) estudiaron la predominancia de bacterias &cido lacticas implicadas en
la fermentacion del Fufu, Ibadan, Nigeria. Para tal fin, la “yuca” pelada fue fermentada
espontaneamente a temperatura ambiente por 72 h, luego triturada, tamizada y prensada
hasta obtener el almidon de “yuca” humedo (fufu). Los investigadores evaluaron el pH, la
temperatura, la acidez titulable a las 0, 24, 48 y 72 h de fermentacion y la diversidad de las
bacterias &cido lacticas. Los resultados evidenciaron a las 72 h de fermentacion una
disminucion del pH de 5,6 a 3,7, variacion de la temperatura de 26 a 30 °C y aumento en la
acidez de 0,07 a 0,21 % (expresado en &cido lactico). Los resultados mostraron que el fufu
presentaba bacterias &cido lacticas predominantemente heterofermentativas: 18 cepas de
Lactobacillus plantarum (57 %), seis cepas de Leuconostoc mesenteroides (19 %), dos cepas
de Lactococcus lactis (6 %), dos cepas de Lactobacillus coprophilous (6 %), dos cepas de
L. acidophilus (6 %) y dos cepas de Lactobacillus brevis. Los autores concluyeron que las
bacterias &cido lacticas heterofermentativas estan involucradas en la fermentacion de la

GGyuca”-

Chaparro et al. (2012) elaboraron una bebida vegetal a base de harina de arroz con la adicion
de L. delbrueckii (probiotico) con el objetivo de obtener una bebida funcional, Bogota,
Colombia. La harina de “arroz” fue hidrolizada en dos etapas: en la primera, usaron a-
amilasa BAN 800 MG la cual actu6 durante 30 minutos a 70 °C, en la segunda dejaron actuar
la glucoamilasa AMC 800 BG durante 60 minutos a 60 °C, obteniéndose azlcares reductores
(0,78 £ 0,08 g/g) para el proceso de fermentacion. Esta masa hidrolizada fue inoculada y
fermentada con L. delbrueckii NRRL B-763 a un nivel de 107 UFC/ml durante 72 h a 37 °C.
Este Gltimo proceso fue desarrollado en dos ensayos, con fermentacion bajo condiciones de
anaerobiosis y aerobiosis, en el que evaluaron en ambos ensayos, la concentracion de
probidtico. Aungue el pH y los azucares reductores disminuyeron para ambos ensayos, no
lograron obtener una bebida funcional debido a que la concentracion de probidtico
disminuy6 a un nivel poco aceptable (6,4x10° a 7,23 x10* UFC/ml), por lo que los
investigadores sugirieron afiadir una concentracion mas alta de probiotico que la aplicada,
recomendando dejar la etapa de incubacion y pasar directamente al almacenamiento bajo

condiciones de refrigeracion.
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Proafio (2012) obtuvo lacto-jugo a partir de la fermentaciédn lactica del “camote” para evaluar
el efecto del uso de probidticos (L. plantarum y L. casei) en el proceso de fermentacion,
Ambato, Ecuador. Para ello, el autor hidrolizo el almidon presente en el camote con las
enzimas amilasas (Fungamyl y pectinasas) fermentandolo luego a 28 + 2 °C durante 48 h
mediante la inoculacion de los probioticos. El investigador aplicé un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3: concentracion de jugo de camote con
niveles de 1:5y 1:10, tipo de edulcorante (fructosa y Stevia) y especies de microorganismos
probidticos (L. plantarum, L. casei y L. plantarum + L. casei); obteniéndose 12 tratamientos
con tres réplicas cada uno y un testigo. El investigador evalu6 variables fisicoquimicas (pH,
acidez titulable y solidos solubles) y sensoriales (color, olor, sabor y aceptabilidad). Los
resultados evidenciaron el efecto significativo causado por los probiéticos sobre el camote
hidrolizado. Los valores de pH variaron de 3,3 a 4, la acidez de 0,9-1,5 (g &cido lactico/100
g) y los solidos solubles disminuyeron de 6 a 3 °Bx. En cuanto a las variables sensoriales, el
tratamiento con 1:5 de jugo de camote, edulcorado con Stevia e inoculado con L. plantarum
obtuvo el mejor puntaje con una media en torno a dos de una escala hedoénica de cinco
puntos. Esta investigacion proporcioné informacion relevante para la elaboracion de lacto-
jugos a base de camote, ya que al inocularlos con bacterias probioticas en especial el L.

plantarum, lograron mejorar también sus caracteristicas sensoriales.

Serna (2012) evalu0 in vitro el potencial probiotico de cuatro bacterias acido lacticas (dos L.
plantarum y dos L. fermentum) aisladas de diferentes alimentos con el objetivo de utilizarlas
como aditivo en la elaboracion de jugos de fruta en Cundinamarca, Colombia. Todas las
bacterias &cido lacticas aisladas fueron identificadas mediante secuenciacion parcial del gen
ARNr 16S, evaluando su potencial probiotico a través de la medicion de la resistencia frente
a sales biliares, pH acido y antibioticos, ademas de su actividad antimicrobiana, su capacidad
de adherencia a células de la mucosa intestinal humana y su viabilidad en jugos de fruta.
Adicionalmente, fue evaluada la viabilidad de la cepa que presentdé mayor potencial
probidtico en los jugos de fruta de fresa, mango y lulo, estableciéndose tres tratamientos con
tres repeticiones y un control negativo. Los resultados evidenciaron que de las cuatro
bacterias acido lacticas, las cepas de mayor potencial probiotico fueron los L. plantarum
aisladas de la coliflor y harina de maiz, presentando un potencial probiotico de 100 y
87,5 %, respectivamente. Ademas, el investigador observé que en los tres jugos inoculados

con estas cepas disminuyeron su concentracién celular en dos ciclos logaritmicos: de
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10'° UFC/ml a 108 UFC/m. Las propiedades de acidez y pH entre los jugos inoculados y los
de control presentaron diferencias significativas (p<0,05), mientras que, en solidos solubles
no evidenciaron diferencias significativas. El estudio concluyé que la inoculacion de
bacterias acido lacticas de la especie L. plantarum permite obtener jugos con porcentajes

muy altos de aceptabilidad, semejantes a los jugos no inoculados.

Pereira et al. (2011) elaboraron una bebida probidtica de jugo de marafion (Anacardium
occidentale) fermentada con L. casei para optimizar las condiciones de fermentacién (pH,
temperatura, cantidad de inoculo y tiempo de fermentacién) en Pacajus, Brasil. Los
investigadores aplicaron un disefio experimental central compuesto rotable, variando el pH
de 4,29 a 7,11 y la temperatura de fermentacion de 10,44 a 41,44 °C. El estudio fue dividido
en dos etapas: en la primera inocularon 7 Log10 UFC/ml de L. casei en 100 ml de jugo de
marafion, fermentandolo durante 24 h a temperatura y pH propuestos en el disefio para
determinar la viabilidad de la bacteria. En la segunda, L. casei fue inoculado en 100 ml de
jugo de marafién para evaluar el pH, viabilidad y color durante 24 h bajo condiciones dptimas
a diferentes concentraciones de inoculacion (7, 7,30 y 7,48 Log10 UFC/ml). Finalmente, el
jugo de marafion fue expuesto a refrigeracién por 42 dias con el fin de evaluar la viabilidad
del L. casei. Los resultados de la primera etapa evidenciaron condiciones 6ptimas con 30 °C
y pH 6,4 para obtener una viabilidad méxima de 8 Log10 UFC/ml cuando la inoculacion
inicial de L. casei fue 7,48 Log10 UFC/ml. En la segunda, los resultados reflejaron que la
inoculacién de 7,48 Logl0 UFC/mI de L. casei en el jugo de marafién, fermentado a 30 °C
y 6,4 de pH obtuvo 4,6 de pH, color amarillo intenso y una viabilidad en torno a
8,49 Logl0 UFC/ml. En 42 dias de almacenamiento en refrigeracion, la viabilidad del L.
casei disminuy0 de 8,41 a 8,13 Log10 UFC/ml, en los primeros 21 dias la viabilidad aumentd
de 8,41 a 8,72 Log10 UFC/ml, manteniéndose asi hasta el dia 35, periodo donde la viabilidad
comenzo a descender hasta el final del almacenamiento. El estudio concluyé que, el jugo de
marafidén es ideal para la inoculacion de L. casei bajo condiciones de 30 °C/16 h de
fermentacion, 6,4 de pH y 7,48 Log10 UFC/mI de viabilidad inicial. Ademas, el L. casei es
capaz de tolerar temperaturas de refrigeracion (4 °C) manteniendo una viabilidad cercana a
8 Log10 UFC/ml.
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Hernandez et al. (2008) caracterizaron fisicoquimicamente los almidones de tubérculos
cultivados en Yucatan, México. El almidédn de los tubérculos “makal”, “camote”, “yuca” y
“sagu” fue obtenido por separado. Los tubérculos fueron pelados, trozados, molidos y
expuestos a una solucion de bisulfito de sodio con una concentracién de 1500 ppm y en
relacion de 1:3 (p/v). Luego, la masa resultante fue filtrada, sedimentada, secada a
55 °‘C/24 h, tamizada y almacenada para su posterior evaluacion. Los investigadores
evaluaron la cantidad de amilosa y amilopectina con la temperatura de gelatinizacion. Los
resultados fueron analizados por analisis de varianza de una via, considerando como Unico
factor el tipo de tubérculo. Ademas, realizaron la comparacion de medias para establecer
diferencias significativas entre los tubérculos en las caracteristicas evaluadas (p<0,05). Los
resultados evidenciaron menor contenido de amilosa en la yuca con 17 %, mientras que, su
contenido de amilopectina fue mayor (83 %), a diferencia de los demas tubérculos. La
temperatura de gelatinizacion fue mayor para el “makal” y el sagt con un valor promedio de
78,4y 74,9 °C, respectivamente, seguido de la yuca con 65,2 °C. La investigacion concluyd
que, los almidones de “makal”, “camote”, “yuca” y “sagu” poseen valores funcionales del
contenido de amilosa, amilopectina y temperatura de gelatinizacion, dtiles para la
elaboracion de productos alimenticios como jarabes glucosados, productos enlatados y otros
derivados.

Kostinek et al. (2007) caracterizaron y evaluaron las propiedades bioquimicas de las
bacterias acido lacticas predominantes en la “yuca” fermentada para su seleccién como
cultivos iniciadores en Benin, Kenya. Para tal fin, 10 g de yuca fermentada fue preparada en
diluciones sucesivas (10°, 10y 107) para ser sembradas en agar MRS e incubadas a 30 °C
por 48 h bajo condiciones aerdbicas. Después, de una a cinco colonias fueron elegidas al
azar para cultivarlas nuevamente en agar MRS con el propésito de verificar su pureza. Los
investigadores evaluaron el genotipo, fenotipo, actividad enzimatica, actividad
antimicrobiana y pH para seleccionar a las mejores bacterias como cultivos iniciadores. Los
resultados fenotipicos y genotipicos evidenciaron 375 cepas de bacterias acido lacticas
divididas en cinco grupos: 57,9 % cepas de bacilos facultativamente heterofermentativos
(solo Lactobacillus), 14,1 % bacilos heterofermentativos obligados (Lactobacillus y
Weissella), 13,9 % cocos heterofermentativos (Leuconostoc y Weissella), 13,3 % cocos
homofermentativos (Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus) y 0,8 % bacilos

homofermentativos obligados (Lactobacillus y Weissella). Las bacterias acido lacticas
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mostraron actividad enzimatica leve de la enzima tanasa (hidrolizador de taninos) y a-
amilasa (catalizador de polisacaridos). Los resultados evidenciaron actividad
bacteriocinogénica en casi todos los grupos de BAL debido a la presencia de halos de
inhibicidn, excepto en las cepas del grupo bacilos homofermentativos obligados. De 50 a
55 % de las cepas facultativamente heterofermentativas fueron capaces de disminuir el pH
en torno de 4. Los investigadores identificaron 32 cepas con una 0 méas propiedades
bioquimicas deseables para cultivos iniciadores, correspondiendo 18 a Lactobacillus
plantarum, 4 a Lactobacillus pentosus, 2 Leuconostoc fallax, 2 Weissella
paramesenteroides, 2 Lactobacillus fermentum, 3 Leuconostoc mesenteroides y 1 Weisssella
cibaria. El estudio concluyé que la yuca fermentada presenta cultivos potencialmente

iniciadores.

Cheirsilp et al. (2003) estudiaron las interacciones entre Lactobacillus kefiranofaciens y S.
cerevisiae para la produccion de Kefiran. Para ello, aplicaron dos tratamientos: T1 (L.
kefiranofaciens) y T2 (L. kefiranofaciens + S. cerevisiae) donde evaluaron la concentracion
de &cido lactico y la produccion de Kefiran bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Para
el cultivo puro, 1 ml de L. kefiranofaciens (T1) fue inoculado con una poblacion de
107 UFC/ml en 100 ml de caldo MRS, dejandolo fermentar a 30 °C por dos dias. En el cultivo
mixto (T2) 200 ml de caldo MRS maodificado fueron preparados para ser inoculados con 1
ml de L. kefiranofaciens a 10" UFC/ml'y 1 ml S. cerevisiae a 10 UFC/ml, fermentandolo a
30 °C por dos dias. Los resultados evidenciaron mayor consumo del acido lactico por la
levadura S. cerevisiae en condiciones aerobicas. En la produccion de Kefiran no existieron
diferencias significativas entre el cultivo puro (solo L. kefiranofaciens) y el consorcio (L.
kefiranofaciens + S. cerevisiae), aunque el intercambio de metabolitos entre L.
kefiranofaciens y S. cerevisiae es importante para mejorar la produccion de kefiran. Los
investigadores concluyeron que la adicion de S. cerevisiae en cultivos mixtos no perjudica
la accion del L. kefiranofaciens, ya que secreta nutrientes necesarios para la bacteria y

consume el 4cido lactico.

Delfini et al. (2002) estudiaron la capacidad de produccion y/o degradacion de DL-4cido
lactico por levaduras enoldgicas durante la fermentacion alcohdlica en Asti, Italia. Para ello,

48 cepas de Saccharomyces (44 cerevisiae, 3 bayanus y 1 uvarum) y 47 no Saccharomyces

17



(2 Brettanomyces, 2 Candida, 1 Cryptococcus, 6 Hanseniaspora, 3 Hansenula, 1 Kloeckera,
1 Metschnikowia, 6 Pichia, 1 Saccharomycodes, 8 Schizosaccharomyces, 8 Torulaspora y
8 Zygosaccharomyces) fueron aisladas de mostos y vinos. Los investigadores emplearon tres
medios de cultivo: NSM (medio sintético de nutrientes), ChMcl (Mosto de uva Chardonnay
clarificado sin hollejos) y ChMsk (Mosto de uva Chardonnay con hollejos) con o sin la
adicion de 2 g/l de DL-acido l4ctico. Los medios fueron inoculados a razén de 5 ml de
cepa/100 ml de medio y fermentados a 25 °C por 20 dias. Luego, la produccién y consumo
de los dos isdbmeros de &cido lactico fueron cuantificados. Los resultados evidenciaron mayor
degradacion de acido lactico en el medio NSM suplementado con DL-lactico, el 100 % de
las cepas de Saccharomyces mostraron capacidad para degradar los isémeros del &cido
lactico, hasta el -26 % del L (+)-lactico y -15 % del &cido D (-) lactico. Asimismo, en este
medio encontraron cepas productoras de acido lactico, 24 cepas de Saccharomyces
incrementaron la cantidad de D (-) lactico (hasta + 15 %). En cuanto a las levaduras no
Saccharomyces incrementaron la cantidad de los dos isémeros de acido lactico alrededor del
+ 50 % para D (-) lactico y + 40 % para L (+)-lactico. Por otro lado, en el mosto de uva
Chardonnay clarificado sin hollejos mas del 80 % de S. cerevisiae aumentaron la cantidad
de ambos isdmeros en + 34 %. Los resultados evidenciaron que la produccién y/o consumo
de DL- &cido lactico dependeria de la riqueza nutricional del medio, si la cantidad de DL-
lactico es abundante y los carbohidratos son escasos, o mas probable es que las levaduras

tiendan a consumir los dos isdmeros del acido lactico.

1.1.2. Nacionales

Cubas y Quispe (2019) estudiaron la concentracion de panela y tiempo de fermentacién en
una bebida probi6tica de “mango ciruelo” con la incorporacién de tibicos, Jaén, Cajamarca.
El zumo de mango ciruelo fue fermentado entre 25 a 30 °C durante dos, cuatro y seis dias
con la inoculacion de tibicos. Los investigadores aplicaron un disefio completamente
aleatorizado (DCA), con arreglo factorial de dos factores: concentracién de panela (4, 6 y
8 %) y tiempo de fermentacion (dos, cuatro y seis dias); obteniendo nueve tratamientos con
tres réplicas cada uno. En la investigacion evaluaron variables fisicoquimicas (grados Brix,
grado alcohdlico, acidez y pH) y sensoriales (color, aromay sabor). EI mejor tratamiento fue
la bebida con 6 % de panela y cuatro dias de fermentacion con una acidez de 0,12 %
(expresado en &cido lactico), 5 °Bx; 3,3 de pH y 0,28 mg/l de alcohol. En la prueba sensorial,

este tratamiento obtuvo un puntaje promedio de 3,97 para el color, 3,6 para el olor y 3,9 para
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el sabor en la escala hedonica de cinco puntos. El estudio concluy6 que el empleo de panela
en la bebida probiodtica de mango ciruelo con la incorporacion de tibicos, mejora sus

cualidades organolépticas.

Castillo (2014) evalué la viabilidad de probidticos en yogurt batido durante su
almacenamiento en refrigeracion en Lima, PerQ. Para ello, aplico un disefio completamente
aleatorizado (DCA), con arreglo factorial de dos factores: tipo de indculo (Yo-Fast 88, ABT-
4y ABY-3) y dias de almacenamiento en refrigeracion (1, 7, 14, 21y 28 dias), estableciendo
tres tratamientos con tres réplicas cada uno. Para el experimento, la leche fue inoculada con
4 ml de cultivo activado por cada litro de yogurt con una viabilidad de 108 a 10° UFC/qg,
dejandola fermentar a 43 °C por 12 h, luego el yogurt fue enfriado a 20 °C para finalizar la
fermentacion, seleccionando posteriormente el yogurt con el cultivo cuya viabilidad superd
los 10’ UFC/g. En el yogurt seleccionado, evaluaron variables fisicoquimicas (pH, acidez
titulable, viscosidad y sinéresis), calidad microbiologica (recuento de coliformes,
Staphylococcus aureus, mohos y levaduras), viabilidad de los cultivos probioticos y la
aceptabilidad sensorial durante los 28 dias de almacenamiento en refrigeracion. Los
resultados indicaron que el yogurt inoculado con ABY-3 obtuvo una viabilidad mayor a
107 UFC/g, que expuesto a 28 dias de almacenamiento en refrigeracion redujo su pH de 4,42
a 4,27, incrementando su acidez de 0,76 a 0,80 %, mientras que la sinéresis vario de 47,62 a
40,75, la viscosidad disminuy6 de 2925,33 a 2190,00 cP, la viabilidad de las bacterias
disminuy6 de 7,50 a 7,24 Logl10 UFC/g y los recuentos de coliformes totales, S. aureus,
Escherichia coli, mohos y levaduras fueron nulos. La aceptabilidad sensorial de este yogurt
obtuvo una puntuacion en torno a cuatro (“ni me gusta ni me disgusta”) de una escala
hedonica de siete puntos. El estudio concluyé que el yogurt inoculado ABY-3 mantuvo la

viabilidad de las bacterias probidticas durante el almacenamiento en refrigeracion.

Huapaya (2014) elaboré una bebida probi6tica a partir de la fermentacién lactica de la harina
de quinua hidrolizada con la enzima a-amilasa del Bacillus licheniformis a un pH de 7,8 en
Lima, Perd. La enzima actué durante 40 minutos a 100 °C, luego por 60 minutos mas a
90 °C. La hidrolisis permitié aumentar los sélidos solubles de 2 a 9,5 °Bx. El investigador
aplico un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x3: concentracion de

probidticos (1, 5y 10 %) y tiempo de fermentacion (8, 10 y 12 h), obteniéendose nueve
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tratamientos con tres repeticiones cada uno y tres controles. La harina de quinua hidrolizada
fue fermentada a 42 + 1 °C, en condiciones microaerdfilas y en los tiempos establecidos. Los
resultados fueron analizados a través de un analisis de varianza (p<0,05) y la prueba post-
hoc de Tukey (p<0,05). El mejor tratamiento fue la bebida inoculada con 10 % de probioticos
y 10 h de fermentacién, cuya acidez fue la més alta (0,22 %). Este tratamiento fue formulado
en tres diferentes presentaciones: natural (sin saborizantes), sabor a mango y sabor a naranja.
Estas formulaciones fueron sometidas a una prueba de preferencia con consumidores. La
bebida con el primer puesto calificada como la “més agradable” fue sometida a analisis
proximal (calorias totales, carbohidratos, grasa, proteina, cenizas y fibra cruda) y
microbioldgico (aerobios mesofilos totales, mohos y levaduras, coliformes totales y
Lactobacillus spp. referido a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus
acidophilus). Los resultados evidenciaron que la bebida con sabor a mango fue la “mas
agradable” con el 39,5 % de preferencia, obteniendo 84,6 kcal de energia, 19,3 % de
carbohidratos, 0,2 % de grasa, 78,8 % de humedad, 0,3 % de cenizas, 1,4 % de proteina y
0,1 % de fibra cruda, ademas de cumplir con los estandares microbiologicos de calidad.
Asimismo, las colonias probioticas aumentaron de 2,53 x 108 UFC/ml a 1,15x 108 UFC/ml
demostrando que a partir de la harina de quinua es posible elaborar una bebida probiotica
agradable a los consumidores.

1.2.  Bases teoricas especializadas

1.2.1. Descripcion de la “yuca”

La M. esculenta “yuca” es autoctona del area tropical de Ameérica, su distribucion se extiende
desde Arizona (Estados Unidos) hasta la cuenca del Rio de la Plata (Argentina). La planta
de M. esculenta “yuca” crece hasta una altura de 1,5 — 4 m, sus raices son fibrosas, algunas
de ellas son usadas como medios de transporte de nutrientes por la planta y otras son las
responsables de almacenar almidén. Estas son las raices comestibles, con un tamafio
aproximado de 1 m de largo, un diametro de 10 cm y un peso de 1 a 8 kg cada una (Aguilar
et al., 2017). Una vez que la planta alcanza el afio de edad es desarraigada entera con el fin
de extraer las raices comestibles; las cuales son cilindricas y oblongas. La pulpa comestible
de las raices es firme, atravesada por fibras longitudinales aun mas rigidas, pero muy ricas

en azUcares (Sebastian, 2008 citado por Encinas et al., 2017).
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Las caracteristicas productivas, organolépticas y adaptativas varian segun la variedad de M.
esculenta “yuca”, siendo la blanca y amarilla las de mayor preferencia comercial por su
rusticidad, coccion rapida, composicion harinosa y rendimiento (Meza, 2014). Segun

Tropicos (2020), la clasificacion taxondmica de la M. esculenta “yuca‘“es la siguiente:

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Manihot
Especie: Manihot esculenta Crantz

Composicion quimica de la M. esculenta “yuca”

EnlaTabla 1 se observa la composicion quimica proximal de la M. esculenta “yuca” amarilla

y blanca sin cascara.

Tabla 1

Tabla de composicion comparativa de la M. esculenta “yuca’ amarilla'y blanca sin

cascara
Para 100 g Yuca amarilla sin cdscara  Yuca blanca sin cascara
Agua (9) 59 65,8
Proteina () 0,6 0,7
Grasa total (g) 0,2 0,5
Carbohidratos disponibles (g) 37,3 28,3
Fibra (g) 1,8 35
Cenizas (g) 1,1 1,3
Energia (kJ) 613 480

Nota. Elaboracién propia a partir de Collazos et al. (2017). Tablas peruanas de composicion de alimentos.
https://goo.su/0qfzE

La raiz adulta de la M. esculenta “yuca” cortada transversalmente revela dos partes bien
definidas que son el nucleo y la corteza donde el nicleo es menos fibroso que la corteza,
pero muy rico en almidon, con granulos de mayor tamafio que los del almidon presente en
la corteza (Pinto, 1980 citado por Encinas et al., 2017).
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La M. esculenta “yuca” posee dos glucosidos cianogénicos la lotaustralina y linamarina, que
se hidrolizan en presencia de linamaraza para producir acido cianhidrico (HCN) que pueden
llegar a ser mortales cuando la “yuca” esta cruda (Torres et al., 2022). La ingesta de HCN
puede provocar diarreas, vomitos, dolor de estobmago e inclusive la muerte (Carpio y
Portugal, 2014). Las variedades de “yuca” que se recomienda consumir frescas son las
“yucas dulces” porque presentan contenidos de HCN menores que 180 ppm. Las “yucas
amargas” presentan contenidos mayores de 300 ppm de HCN y no deben ser consumidas
frescas, Torres et al. (2022) recomienda cocinarlas con el fin de reducir el contenido de HCN
y asi el riesgo de intoxicacion. Las “yucas amargas” presentan mejor calidad de almidon y

mayor rendimiento que la “yuca” dulce (Cumari, 2019).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO]
(2013) el &cido cianhidrico es un liquido incoloro, téxico para las personas y animales, y es
altamente volatil a 28 °C, con débil olor amargo similar al de las almendras. EI consumo de
yuca amarga y sus derivados, procesados inadecuadamente podrian tener un efecto toxico
por el &cido cianhidrico presente, causando un envenenamiento drastico, dafios al sistema
nervioso central y bocio, incluso enfermedades asociadas a la ingesta casi exclusiva de M.
esculenta “yuca” mal procesada, como la neuropatia ataxica tropical (TAN) y el konzo
(Rivadeneyra et al., 2017).

1.2.2. Bebidas fermentadas

La elaboracion de bebidas fermentadas involucra el crecimiento y la actividad microbiana.
Existen un gran nimero de bebidas fermentadas en el mundo, los cuales forman parte
importante de la dieta de muchos grupos étnicos desde tiempos inmemoriales. El estudio de
bebidas fermentadas ha llevado al desarrollo de nuevos productos, la seleccion de
microorganismos con caracteristicas especiales, la produccién industrial de enzimas, entre

otros resultados (Ferrari et al., 2020).

Las bebidas fermentadas son agrupadas por el tipo de microorganismo involucrado en el
proceso de fermentacion. Los mohos de los géneros Rhizopus, Mucor, Amylomyces,

Aspergillus, Monascus y Neurospora son empleados para la produccion de bebidas
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orientales como el tempe y el oncom. Las bacterias lacticas como Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus brevis, P. acidilactici y Lactobacillus plantarum son utilizadas
para fermentar maiz, arroz, yuca, frutas y cereales. En otras bebidas como el kéfir, el koumiss
y el tepache, la microbiota estd conformada por cultivos mixtos de levaduras y bacterias

lacticas (Ferrari et al., 2020).

Parametros microbioldgicos para bebidas fermentadas

El masato de M. esculenta “yuca” como bebida de consumo humano debe cumplir con
ciertos parametros de calidad microbioldgica para garantizar su inocuidad. La Resolucién
Ministerial N° 591-2008/MINSA (2008) no establece las Condiciones Microbiologicas de
Calidad Sanitaria e Inocuidad para bebidas fermentadas, solo cuenta con parametros
microbioldgicos para bebidas carbonatadas y no carbonatadas. EI masato de M. esculenta
“yuca” al ser una bebida no carbonatada (sin contenido de &cido carbonico), con el fin de
valorar su calidad microbioldgica, se podria tomar como referencia los requisitos
microbiologicos requeridos para bebidas jarabeadas y no jarabeadas no carbonatas

especificadas en la Tabla 2.

En esta tabla se eluden los limites minimos y maximos para aerobios mesofilos y levaduras
como indicadores de calidad del masato de M. esculenta “yuca”, debido a que, durante su
elaboracion, el masato fue inoculado con levaduras y bacterias &cido l4cticas, cuyas

caracteristicas fisicas las ubican dentro del grupo de aerobios mesofilos.

Tabla 2

Criterios microbioldgicos para bebidas jarabeadas y no jarabeadas no carbonatadas

Agente microbiano Unidad — Limite porml, .
Minimo Maximo
Coliformes UFC/ml <22
Mohos UFC/ml 1 10

Nota. Adaptacion a partir de Resolucidn Ministerial N° 591-2008-MINSA (2008). Norma sanitaria que estable
los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano.
https://www.gob.pe/institucion/minsa/normas-legales/247682-591-2008-minsa.
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El masato de M. esculenta “yuca”

Es una bebida originaria de la selva peruana obtenida de la fermentacion de la M. esculenta
“yuca” cocida, las tribus amazonicas prepararan diferentes tipos de masatos a partir de 30
variedades de M. esculenta “yuca”, siendo las mas empleadas la amarilla y blanca. Esta
bebida forma parte de su dieta, es consumida en las faenas agricolas, la caza, pesca, las
ceremonias religiosas y como un medio de acercamiento en sus fiestas tradicionales, y es lo
primero que ofrecen a los visitantes locales, nacionales o extranjeros (Rebaza et al., 2023).
La Real Academia Espafiola [RAE] (2010) define al masato como una bebida fermentada
preparada a partir de “arroz”, “yuca”, “pifia” 0 “maiz” con “canela”, azlcar, agua y “clavos
de olor”. Ademas, Sedano (2006) sefiala al masato como substrato de diferentes
microorganismos como las bacterias acido lacticas que son participes de su fermentacion

malolactica y lactica.

La presencia de acido lactico, principal producto de la fermentacion lactica del masato y
otros &cidos organicos, reducen el nivel de pH de esta bebida (Prakash et al., 2015). Esta
disminucion del pH inhibe el desarrollo y crecimiento de microorganismos no involucrados
en la fermentacion alcoholica y lactica del masato (Rivera, 2019). En la Tabla 3 se observa
la composicion quimica proximal del masato en relacion con otras bebidas fermentadas por
cada 100 g.

Tabla 3
Composicion quimica del masato, la chicha de jora y chicha de mani

Componente Masato Chicha de Jora Chicha de mani
Energia (Kcal) 37 28 34
Agua (g) 90,4 93,2 92,1
Proteina () 0,2 0,4 0,5
Ceniza (g) 0,4 0,3 0,3
Carbohidratos totales (g) 8,9 5,8 6,3
Grasa total (g) 0,1 0,3 0,8
Fésforo (mg) 14 18 6
Calcio (mg) 11 22 12
Ac. Ascorbico (mg) 4,2 2,4 0
Niacina (mg) 0,19 0,2 0,4
Hierro (mg) 0,6 18 1

Nota. Adaptacion a partir de Collazos et al. (2017). Tablas peruanas de composicion de alimentos.
https://repositorio.ins.gob.pe/xmlui/bitstream/sequence=3&isAllowed=y
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Una de las mayores virtudes del masato es su poder energizante, esto debido a su alto
contenido de humedad con un valor del 90,4 %, podria considerarse una bebida rehidratante.
En ambientes con temperaturas que alcanzan los 32 grados donde se desarrollen trabajos
fisicos exigentes, es comprensible que la regulacion del equilibrio hidrico en el cuerpo lo

Ileve a cabo el masato (Encinas et al., 2017).

Paralelamente, la M. esculenta “yuca” y sus derivados contienen en su composicion sodio y
potasio, lo que permite al masato ser una bebida muy adecuada para combatir la
deshidratacion. Justamente los entrenadores de los deportistas de élite sugieren adicionar a
las bebidas rehidratantes una cierta cantidad de carbohidratos, ya que este nutriente mejora
el sabor y facilita el transporte del sodio en el organismo, lo que significa que al poseer el
masato en su composicion carbohidratos podria considerarse al mismo como una bebida
energizante con poder rehidratante de primera calidad similar a las bebidas isotonicas del
tipo Ciclon, Red Bull, Vortex, etc. (Encinas et al., 2017).

Descripcion del proceso de elaboracion del masato de M. esculenta “yuca”

Recepcion de la materia prima: la M. esculenta “yuca” es recibida en la cantidad necesaria

y en la calidad adecuada, sin ninguna presencia de dafios fisicos (Arévalo, 2011).

Pesado: se realiza con el fin de medir la cantidad de entrada y salida de materia prima y asi
establecer el balance de materia, para el analisis futuro de costos. Esta operacion se realiza

como método de monitoreo después de cada proceso.

Seleccién: en esta operacién se eliminan aquellas raices de M. esculenta “yuca” que
presentan deterioro fisico, ya sea por infestaciones, golpes, y otros. Ademas, se seleccionan
aquellas raices que poseen un didmetro de cinco a ocho centimetros y un largo de 20-30 cm
(Albornoz, 1998).

Lavado: la materia prima es lavada con agua clorada a 100 ppm con el objetivo de eliminar

impurezas, residuos de tierra, reduciendo asi la carga microbiana, entre otros (Arévalo,
2011).
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Pelado: esta operacion es realizada mediante cuchillos de acero inoxidable con el fin de
eliminar la corteza y las puntas de las raices. El corte se realiza en los dos extremos de la M.
esculenta “yuca” para luego realizarle un corte longitudinal superficial retirando la cascara
(Daza, 2006).

Lavado: las raices ya peladas y cortadas son lavadas con agua potable para eliminar aquellas
impurezas o residuos de tierra adheridas a las raices por efecto de las operaciones anteriores
(Albornoz, 1998).

Coccion: las raices de M. esculenta “yuca” sumergidas en agua son sometidas a ebullicion
durante 30 minutos (Diaz y Heredia, 2020).

Machacado: las raices de M. esculenta “yuca” son escurridas, y el agua de la coccién
almacenada para su posterior uso. Las raices son machacadas como un puré aun estando

calientes, ya que asi facilita su trituracion (Ndfiez et al., 2018).

Acondicionamiento: se afiade un poco de agua de la coccion y azucar al puré de M.
esculenta “yuca” con el fin de favorecer su posterior fermentacién (Daza, 2006; Nufiez et
al., 2018).

Activacion de la levadura: para activar la levadura en concentracion de 1 % (masa de
levadura/l de masa yuca) esta es disuelta en 150 ml de agua a 35 °C con 5 g de azlcar y se

deja en espera durante 10 minutos (Arévalo, 2011).

Inoculacion de la levadura: una vez activada la levadura se vierte al puré de M. esculenta
“yuca” en un recipiente con trampa de aire, luego se agita ligeramente en forma circular para

una distribucion homogeénea del indculo en todo el fluido (Arévalo, 2011).

Fermentacion: el periodo de fermentacion del masato de M. esculenta “yuca” varia mucho,
siendo generalmente de dos a cuatro dias; a mas dias de fermentacion la concentracion de
alcohol ser4 mayor. ElI masato con 24-72 h de fermentacion se le considera suave (bebida
alimenticia), y con mas de cinco dias bebida fuerte (NUfiez et al., 2018). La fermentacion se

realiza entre 26-35 °C y a un pH de 4-5,2 (Parapouli, 2020). Durante esta operacién, los
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azucares contenidos en el puré de la M. esculenta “yuca” son transformados a alcohol etilico

por las levaduras.

Estandarizado: luego de la fermentacion el fluido obtenido es diluido en agua, en una

relacion 1:2 (peso/volumen) siendo el pH regulado a 3,8 y 14 °Bx (Albornoz, 1998).

Pasteurizado: se realiza a 75 °C por 15 minutos (Albornoz, 1998).

Envasado: el masato de M. esculenta “yuca”es envasado en botellas de vidrio transparente
de 250, 500 o0 1000 ml.

Almacenado: las botellas son almacenadas a temperatura ambiente.

En la Figura 1 se muestra el diagrama de flujo de la elaboracion de masato de M. esculenta
“yuca”, en la cual se detalla la secuencia de las operaciones necesarias para su elaboracion.
El proceso inicia con la seleccion, lavado y pelado de la M. esculenta “yuca”, seguido de un
periodo de coccion y fermentacion. Luego las caracteristicas fisicoquimicas (pH y °Bx) del
masato son modificadas con el estandarizado. Finalmente, el masato es pasteurizado para
mejorar su calidad microbioldgica a fin de ser envasado y almacenado a temperatura

ambiente.
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Figural

Flujograma de la elaboracion del masato de M. esculenta “yuca”

Agua
Recepcion de la materia L. | _____  , Cascara
P - > Seleccién - Lavado > Pelado
prima
Agua
Acondicionamiento |« Machacado - Coccién - Lavado
Agua
y
.| Activacién de la | Inoculacién de la | . —» Didxido de
> > > Fermentacion
levadura levadura carbono
Almacenado - Envasado - Estandarizado

Nota. Adaptado de Elaboracion del masato de M. esculenta “yuca”, por Albornoz (1998). http://repositorio.unas.edu.pe/handle/UNAS/342 y Diagrama de flujo de la
elaboracion de chicha blanca por Diaz y Heredia (2020). http://repositorio.utc.edu.ec/handle/27000/7000.
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1.2.3. Panela granulada

La panela granulada es un endulzante natural, el cual se obtiene mediante la evaporacion del
jugo de Saccharum officinarum L. “cafia de azUcar” alcanzando una humedad cercana al
3 %, luego del batido y deshidratacion de las mieles (Marlo y Granda, 2015). Este tipo de
edulcorante presenta forma de cristales con un didmetro de grano de 1-2,5 mm, desempefia
las mismas funciones que el azlcar, pero a diferencia de ésta no posee ningun tipo de
procesamiento quimico (centrifugado, refinamiento o blanqueado) por lo que logra mantener
la mayoria de los compuestos de la cafia de azucar (vitaminas, minerales, amino&cidos,
proteinas y antioxidantes) (Davila, 2018). La panela granulada por su alto grado nutritivo y
antioxidante en relacion con el azlcar (rubia o refinada) puede ser utilizada como insumo

para la elaboracion de bebidas, por ejemplo, el masato de M. esculenta “yuca”.

En la Tabla 4 se muestra el valor nutricional del aztcar cruda, refinada y panela. Segun esta
tabla, la panela granulada posee menores cantidades de sacarosa en comparacion al aztcar
cruda y refinada, pero mayores concentraciones de fructuosa y glucosa, aztcares reductores
de mayor valor bioldgico para el organismo que la sacarosa. Ademas, sobresalen sus
cantidades notables de minerales y vitaminas a diferencia de los demés edulcorantes donde

sus niveles son insignificantes o inexistentes.

Tabla 4

Valor nutricional de la azlcar cruda, refinada y panela

Para 100 g Azlcar cruda Azucar refinada Panela
Carbohidratos (g)
Sacarosa 96-99 99,6 72-78
Fructuosa 0-1 - 1,5-7
Glucosa 0-1 - 1,5-7
Minerales (mg)

Calcio 70-90 0,5-5 40-100
Potasio 1,7-4 0,5-1 10-13
Magnesio 3-6 - 70-90
Sodio 0,7-1 0,6-0,9 19-30
Fésforo 3-5 - 20-90
Hierro 1,9-4 0,5-1 10-13
Cobre 0,1-0,3 - 0,1-0,9
Manganeso 0,1-3 - 0,2-0,5
Vitaminas (mg)
Vitamina A 0,32 0,32 3,8
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Valor nutricional de la azlcar cruda, refinada y panela (Continuacién)

Provitamina A 0,34 0,34 2
Vitamina B1 Trazas Trazas 0,01
Vitamina B5 Trazas Trazas 0,01
Vitamina B2 Trazas Trazas 0,06
Vitamina C Trazas Trazas 7
Vitamina B6 Trazas Trazas 0,01
Vitamina D2 Trazas Trazas 6,5
Vitamina E 40 40 1113
Proteinas (mg) 100 100 280
Agua (g) 0,05-0,98 0,01 15-7
Energia (kcal) 382 384 312
Nota. Silva  (2013). Analisis comparativo del azlOcar refinado, crudo y panela.

https://pirhua.udep.edu.pe/handle/11042/1741

Ademas de los componentes nutritivos ya mencionados, la panela previene las lesiones
pulmonares ocasionadas por el humo del cigarro, debido a sus propiedades anticancerigenas
y antitoxigénicas (Kouhestani y Honarvar, 2021). Segun Jaffé (2012) la panela es utilizada
para combatir la anemia en paises con altos indices de esta enfermedad.

Ramirez (2018) menciona otras propiedades de la panela como la proteccion del sistema
nervioso, participa en la asimilacion de azlcares, previene los calambres musculares,

refuerza el sistema inmunoldgico y es antialérgico.

Harish-Nayaka et al. (2009) reportaron que los componentes de la panela brindan un efecto
citroprotector, protegiendo las células de agentes nocivos siendo benéficos en el tratamiento

de infecciones del sistema respiratorio.

1.2.4. Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohodlica es un proceso anaerdbico propio de algunos microorganismos
(hongos y bacterias) que degradan los hidratos de carbono, principalmente glucosa y
fructuosa en alcohol, aldehidos, acidos grasos y otros compuestos que otorgan en las
cantidades adecuadas caracteristicas deseables a las bebidas fermentadas. Ademas, producto
de este proceso los microorganismos obtienen unidades de ATP para su propio metabolismo
(Malakar et al., 2020; Pari, 2013).
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El etanol resultante de la fermentacion se presenta a concentraciones variables en las
diferentes bebidas alcohdlicas fermentadas como el masato, vino, cerveza, sidra, etc., y se
determina, ya sea por su grado o volumen de alcohol que contenga (Cardenas y Melendez,
2017).

1.2.5. Fermentacion acido lactica

La fermentacion &cido lactica es un método de conservacion de alimentos comdnmente
usado para preservar vegetales, carnes y productos lacteos por extensos periodos de tiempo
(Malo y Urquhart, 2016). Este es un proceso celular anaerobio realizado por las bacterias
acido lacticas (BAL), algunos protozoos y hongos. El piruvato oxidado en NADH™ durante
el ciclo del &cido citrico es reoxidado a NAD™ bajo ausencia de oxigeno, liberando acido
lactico o una mezcla de didxido de carbono, acido lactico, acido acético y/o etanol, ademas,
otros metabolitos podrian ser producidos en el proceso, como el acetaldehido, diacetilo y
peroxido de hidrdgeno. Todos estos productos contribuyen a la textura y sabor de los
alimentos fermentados (Abdel-Rahman et al., 2013). El poder acidificante del acido lactico
elimina y/o retarda la proliferacion de microorganismos indeseables creando las condiciones
favorables para la asociatividad entre las levaduras y los microorganismos productores de
acido lactico (Malo y Urquhart, 2016).

1.2.6. Las bacterias acido lacticas (BAL)

Son bacterias grampositivas, presentan forma de bacilos y/o de cocos, son catalasas
negativas (-), son anaerdbios, microaerofilicos o aerotolerantes, segtn el tipo de catabolismo
de la glucosa que posean, las bacterias &cido lacticas se clasifican en homofermentativas y
heterofermentativas. Las homofermentativas producen 2 moles de acido lactico y 2 moles
de ATP a partir de la fermentacion de un mol de glucosa mediante la via Embden —
Meyerhoff — Parnas. La fructosa 1,6 - difosfato aldolasa es la enzima clave de este proceso
(Holzapfel y Wood, 2014).

Las BAL heterofermentativas son incapaces de realizar la glucdlisis debido a que carecen de
la enzima aldolasa y usan la via de la fosfocetolasa (6 — fosfogluconato) para convertir un
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mol de glucosa en 1 mol de &cido lactico, 1 mol de etanol/acetato, 1 mol de diéxido de
carbono y una molécula de ATP (Holzapfel y Wood, 2014).

Dentro de las BAL que son homofermentativas se encuentran los generos Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus, etc. y entre las heterofermentativas estan presentes los géneros

Leuconostoc y Lactobacillus grupo 111 (Olivera, 2011).

En un ambiente con presencia de pentosas, algunas BAL metabolizan a la arabinosa, ribosa
y xilosa por la via de la fosfocetolasa. Este grupo de bacterias acido lacticas dependiendo la
especie fermentan pentosas y hexosas, ya sea por la via de la fosfocetolasa o por separado,
las hexosas por el glicélisis y las pentosas por la ruta de la fosfocetolasa (Holzapfel y Wood,
2014; Madigan et al., 2014).

Unden y Zaunmiller (2009) sefialaron que las bacterias &cido lacticas heterofermentativas
metabolizan azlcares y 4&cidos orgénicos en mostos de uva. Las bacterias
heterofermentativas acido lacticas (BALH) son comunes en el mosto de uvay el vino, donde
predominan cepas de Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, L. brevis, L plantarum y L.
pentosus adaptadas a la acidez y al alto grado alcohdlico. El crecimiento de las BALH
depende de los azUcares y acidos presentes en el mosto de uva. Estas bacterias degradan
hexosas (glucosa, fructosa, galactosa, manosa) inclusive pentosas (arabinosa, xilosa, ribosa,
ramnosa) a lactato, etanol y CO.. Algunas BAL heterofermentativas son capaces de
metabolizar &cidos organicos del mosto de uva como malato, tartarico, glucdnico,
galacturénico y fumarato. En la fermentacion malolactica, el malato es catabolizado a lactato
y dioxido de carbono por la enzima malolactica de las BALH.

La fermentacion del fumarato transcurre con la degradacion de este acido a lactato y CO»
provocada también por la enzima malolactica de las BALH. En el caso del &cido tartarico,
es degradado por la deshidratasa de las BALH a oxacetato seguido de su reduccidn a acetato

y didxido de carbono. En casos particulares, donde las BALH requieran electrones los
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tomaran de los acidos gluconico y galacturdnico reduciéndolos en sus formas simples
(Unden y Zaunmuller, 2009).

Las BAL requieren para su metabolismo de complejos que contengan aminoacidos (L-
glutdmico, la L-isoleucina, la L-leucina, L-valina, L-metionina, L-tirosina y L-tript6fano),
vitaminas (el pantotenato y el niacina) y minerales (magnesio, manganeso, hierro, calcio,
potasio, sodio, zinc, etc.) (Mora y Garcia, 2007). Los requerimientos de estos metabolitos

dependen de cada especie.

Saeed y Salam (2013) sefialaron que las bacterias &cido lacticas juegan un rol importante en
la industria alimentaria y agricola por su rapido crecimiento y actividad metabdlica, sin
embargo, son exigentes en cuanto a sus requisitos nutricionales (azucares, aminoacidos,
minerales y vitaminas). La exigencia en los requisitos nutricionales depende de cada especie
y cepa, esta exigencia podria tener efectos negativos en la formacion de medios de cultivo,
la optimizacion y el control de sus actividades metabolicas, la disminucién de su viabilidad

y su funcionalidad durante el almacenamiento.

Las cepas BAL muestran preferencias por los diferentes azlcares, ya sea glucosa, maltosa,
salicina, rafinosa, maltosa, almidon y melibiosa variando su capacidad para fermentarlos. En
cuanto a los aminodcidos, las BAL no poseen la cualidad para producirlos, por tanto, la
prolina, histamina, metionina, cisteina, leucina, valina, asparagina, alanina, isoleucina,
glicina, serina y treonina deben ser afiadidos a los medios de cultivo. Por otro lado, el &cido
pantoténico, la riboflavina, el &cido nicotinico, la tiamina, la biotina y el acido ascorbico son
vitaminas esenciales para la mayoria de las cepas BAL. Asimismo, la falta de minerales
esenciales como hierro, magnesio, manganeso y calcio podrian afectar el crecimiento y

desarrollo de las bacterias acido lacticas (Saeed y Salam, 2013).

Gobmez (1996) sefial6 que las bacterias acido lacticas podrian consumir citrato o proteinas
como sustratos alternativos ante la deficiencia de azlcares. Los microorganismos

Lactococcus lactis y especies del género Leuconostoc fermentan el citrato por la enzima
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permeasa a diacetilo y acetoina. Sin embargo, el Lactococcus lactis produce mayor cantidad
de acetoina que diacetilo, mientras que, la produccion de especies del género Leuconostoc
es equivalente para ambos elementos. Ademas, algunas bacterias acido lacticas tienen la
capacidad de degradar proteinas, géneros como Lactococcus y Lactobacillus poseen enzimas
proteoliticas. Las proteinasas del Lactococcus son serina-proteinasas, su actividad depende
del pH, la concentracién de calcio, la temperatura, el tipo de cepa y su accidn ocurre sobre
los enlaces glutamico, glutamina y serina. Las proteinasas del Lactobacillus son serina
proteinasas degradan las caseinas alfa y beta bajo 1 pH de 7,5 a 8. En conclusion, especies
de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y Lactobacillus tendrian la capacidad de degradar
el citrato y las proteinas presentes en el sustrato.

Lindgren et al. (1990) estudiaron la degradacion del L-lactato por la bacteria acido lactica
L. plantarum bajo condiciones anaerdbicas. Para tal fin, cinco cepas de L. plantarum fueron
inoculadas por separado en medio CSM (10 ml de glucosa, 10 ml de citrato y 10 pl de acido
lactico), dejandolo fermentar a temperatura ambiente, bajo anaerobiosis por 60 dias. Los
investigadores evaluaron la degradacion del L-lactato (forma ionizada del &cido lactico) cada
cuatro semanas. Los resultados evidenciaron un periodo de adaptacion de las cinco cepas de
L. plantarum para degradar el 50 % de lactato en acetato y formato por efecto de la enzima
lactato deshidrogenada, la concentracién de citrato aument6 en el medio y la glucosa fue

metabolizada a lactato y acetato.

Las BAL son consideradas microorganismos seguros para salud o GRAS (“Generally
Recognized As Safe”) por la autoridad americana de la alimentacion FDA permitiendo su
utilizacion a nivel mundial en numerosas aplicaciones alimentarias, como cultivos
iniciadores en productos lacteos, probioticos y en la produccion de enzimas, macromoléeculas

y metabolitos (Klaenhammer et al., 2005).

En productos fermentados como derivados de la M. esculenta “mandioca”, se han
identificado diferentes especies de BAL, entre las que destacan L. plantarum, L.
alimentarius, L. acidophilus y L. casei, L. fermentum y L. pentosus (Oguntoyinbo y Narbad,

2012). Estos tipos de microorganismos forman simbiosis con las levaduras quienes les
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proporcionan los nutrientes requeridos mientras ellas les facilitan un habitat seguro libre de

competencia (Malo y Urquhart, 2016).

Furukawa et al. (2013) mencionaron la coexistencia simbiotica entre levaduras, bacterias
acido lacticas y mohos koji, en bebidas fermentadas. En la bebida fermentada de “arroz”
(sake), los mohos koji son agentes de sacarificacion y las levaduras proporcionan a las
bacterias acido lacticas el acido nicotinico y la tiamina necesarios para su crecimiento. En la
bebida fermentada de “arroz”, “trigo” o “batata” (shochu), los hongos koji producen enzimas
para la degradacién de polisacéaridos de las materias primas y &cido citrico para evitar la
proliferacion de microbiota foranea. Por otra parte, en el fermentado salado a base de soya
y trigo, los investigadores evidenciaron la simbiosis entre mohos koji, levaduras y bacterias

acido lacticas tolerantes a la sal.

Estos microorganismos cooperan entre si, los mohos koji degradan el almidén a glucosa,
sustrato empleado tanto por las levaduras haléfilas (Zygosaccharomyces rouxii, Candida
etchellsii, Candida versatilis y Candida etchellsii) como la bacteria acido lactica haléfila
Tetragenococcus halophilus. Por su parte, esta bacteria haléfila aumenta la cantidad de acido
lactico en la bebida para evitar la proliferacion de microorganismos degradantes, mientras
que, las levaduras aportan nutrientes a la bacteria acido lactica. Las bacterias acido lacticas
requieren nutrientes como aminodacidos, acidos grasos y/o vitaminas para su crecimiento,
por tanto, las levaduras son responsables de estas necesidades y la proteccion de las BAL al
estrés oxidativo. Asimismo, las levaduras consumen &cido lactico en condiciones aerobicas

para evitar la muerte progresiva de las BAL (Furukawa et al., 2013).

Es importante sefialar que algunas especies BAL son resistentes a los antibidticos, Mora y
Garcia (2007) analizaron in vitro la resistencia de cepas BAL frente a diferentes antibioticos.
Para tal fin, 20 cepas BAL (6 Lactobacillus plantarum, 1 Lactobacillus pentosus, 1
Lacticaseibacillus  rhamnosus, 5 Leuconostoc mesenteroides, 2 Leuconostoc
pseudomesenteroides, 3 Lactococcus lactis y 2 Lactococcus raffinolactis) aisladas de quesos
artesanales fueron sembradas en agar MRS a 30 °C por 24 h para alcanzar una poblacion de

10" UFC/ml por cada cepa. Luego, los investigadores tomaron una colonia de cada cepa,
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para sembrarlas en caldo MRS e incubarlas a 30 °C por 18 h, después colocaron los 11
antibidticos (amoxicilina de 500 mg, metronidazol de 500 mg, ampicilina de 500 mg,
fosfomicina de 500 mg, clindamicina de 500 mg, cloranfenicol de 500 mg, clortetraciclina
de 500 mg, eritromicina de 250 mg, estreptomicina de 500 mg, tetraciclina de 250 mg y
penicilina de 800 000 U) en forma circular de 5 mm sobre el agar e incubaron las placas a
30 °C/24 h. Finalmente, midieron los halos de inhibicion (mm) por cada antibiético. En la
amoxicilina, Lactococcus lactis tuvo un halo de inhibicion de 11,33 mm, en la ampicilina,
Lactobacillus plantarum con 16,67 mm, en la penicilina, Leuconostoc mesenteroides con 25
mm; en la fosfomicina, Lactobacillus plantarum con 20 mm; en el metronidazol,
Lacticaseibacillus rhamnosus con 13 mm, en la clindamicina, Lactococcus. lactis con 7 mm;
en el cloranfenicol, Lactobacillus plantarum con 8,33 mm; en la eritromicina, Leuconostoc
mesenteroides con 11,33 mm; en la estreptomicina, Lactobacillus plantarum con 8 mm; en
la clortetraciclina, Lactococcus raffinolactis con 19,67 mmy en la tetraciclina, Lactobacillus

plantarum con 9,67 mm.

Importancia de las bacterias acido lacticas

Extension de la vida util de los alimentos: Las bacterias acido lacticas poseen la capacidad
de prolongar la vida atil de determinados alimentos, al inhibir el desarrollo de los
microorganismos alterantes (Agriopoulou et al., 2020) al descender el pH, liberan
bacteriocinas y otros productos de actividad antimicrobiana como el peroxido de hidrogeno
en el medio segln sea el género y especie a la que pertenecen (Olivera, 2011). Los procesos
fermentativos de estas bacterias involucran la oxidacion de hidratos de carbono en alcohol,
CO., diacetilo, acetaldehidos, vitaminas, antioxidantes, péptidos bioactivos (bacteriocinas)
y acidos organicos como el &cido lactico. Este acido con las bacteriocinas ejerce efecto
antimicrobiano en los alimentos por su interferencia en el mantenimiento del potencial de
membrana, la inhibicion del transporte activo y reduccion del pH intracelular de
microorganismos indeseables (Gorbefia y Saenz, 2008). Asimismo, estas bacterias, mejoran
la textura, el sabor, el aroma y el valor alimenticio de los productos fermentados (Waters et
al., 2015).
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Produccidn de aditivos alimentarios: Con el cultivo de bacterias acido l&cticas se obtienen
espesantes (exopolisacaridos), saborizantes, acido lactico y bacteriocinas (bioconservantes),
pero su produccion depende de la cepa que la produce (Olivera, 2011). Las bacteriocinas son
proteinas antimicrobianas producidas por bacterias, son empleadas en la extension de la vida
atil, la biopreservacion, la accion antimicrobiana y el control de fermentaciones en los
alimentos. Entre las bacteriocinas de mayor relevancia para la industria alimentaria destacan
la nisina, pediocina, plantaricina, divergicina y helveticina, todas ellas secretadas por

bacterias acido lacticas (Londofio et al., 2015).

La nisina es sintetizada por el Lactococcus lactis subsp. lactis., actta sobre el Bacillus
cereus, S. aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp., Escherichia coli, entre otros,
formando poros sobre sus membranas citoplasmaticas, causando la fuerza motriz de protones
y el equilibro de pH, la hidrdlisis del ATP y en efecto, la muerte celular. La pediocina es
producida por el P. acidilactici, Pediococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus,
Pediococcus damnosus y una cepa del Lactobacillus plantarum. Esta bacteriocina destruye
la membrana plasmatica de las bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus, Brochotrix,
Listeria y Staphylococcus. Su mecanismo de accion es similar a la nisina, sin embargo,
requiere la union a un receptor quiral en las membranas celulares para despolarizar la célula
objetivo. La plantiricina es sintetizada por el Lactobacillus plantarum, actta perforando la
membrana citoplasmatica de las bacterias grampositivas estrechamente relacionadas con el
Lactobacillus. La divergicina es producida por Caernobacterium divergens, inhibe el
crecimiento de la Listeria interfiriendo en la formacion del septo durante su divisién celular.
(Londofio et al., 2015).

Efectos benéficos al hospedero: Impiden la instalacion de microorganismos exdgenos a la
flora microbiana del hospedero gracias a sus sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) y a
su influencia del peristaltismo en el intestino de su hospedero (Olivera, 2011). Las
propiedades beneficiosas para la salud son especificas de la cepa. Hay cada vez mas pruebas
de los efectos beneficiosos atribuidos a los probidticos, incluida la mejora de la salud
intestinal, mejora de la respuesta inmune, reduccién del colesterol sérico y prevencion del

cancer (Kechagia et al., 2013).
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Géneros de bacterias acido lacticas

Lactobacillus spp. Pertenecientes a la familia Lactobacillaceae son anaerobios estrictos,
tiene forma de baston generalmente, pero se les suele encontrar en formas de corniformes y
cocobacilos, su tamafio varia entre 0,5-1,2 um por 1-10 um (Olivera, 2011). Pueden ser
mesofilos o termofilos con capacidad de crecer a 10 °C y 45 °C en un pH 6ptimo de 4,5-6,2
(Olivera, 2011).

Pediococcus spp. Forman parte de la familia Lactobacillaceae son cocos esféricos,
inmoviles, con diametros de 0,5-0,8 um, son organismos mesofilos logrando crecer a 10 °C,
35°C y 45°C en un pH de 5 (Olivera, 2011).

Streptococcus spp. Son bacterias Gram positivas, de forma ovoide, con tamafio de 0,8 a 1,2
pum, son inmoviles, catalasas negativas, anaerobias, crecen a 37 °C con concentraciones de
NaCl al 4 % (Garcia, 2007).

Enterococcus spp. Son Gram positivas, esféricas, dispuestas individualmente en pares o en
cadenas cortas, catalasas negativas, no esporuladas, sus condiciones éptimas de crecimiento
son 10 a 45 °C con concentraciones de NaCl del 6,5 % (Garcia, 2007).

Lactococcus spp. Poseen forma de cocos dispuestos en pares, no presentan esporas, son

Gram positivas, crecen a 30 °C y 9,6 de pH (Garcia, 2007).

Leuconostoc spp. Son bacterias Gram positivas, con forma de cocobacilos, anaerobias
facultativas, catalasa negativa, su temperatura éptima de crecimiento oscila entre 20 a 30 °C
(Garcia, 2007).
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1.2.7. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son alimentos naturales o procesados, que poseen compuestos
bioldgicamente activos, y que, en cantidades determinadas, contribuyen a la prevencién o al
tratamiento de enfermedades crénicas, clinicamente probados y documentados (Martirosyan
y Singh, 2015).

El aumento de las reacciones desfavorables a los alimentos (mala absorcion, intolerancia
alimentaria y alergias), alta morbilidad de enfermedades cardiovasculares y nuevos estilos
de vida del consumidor, han permitido la creciente demanda de alimentos funcionales
(Zannini et al., 2011). Las bebidas fermentadas a base de vegetales, cereales, tubérculos y
raices (especialmente la M. esculenta “yuca™) y lacteos poseen un gran potencial como
alternativas de consumo (Yépez, 2018). Asimismo, existen varios ejemplos de este tipo de
derivados que facilitan el suministro de compuestos funcionales como fibras dietéticas,

antioxidantes, minerales, vitaminas y microorganismos probidticos (Waters et al., 2015).

1.2.8. Microorganismos probioticos

Los probidticos son microbios vivientes que al ser aplicados en cantidades adecuadas
otorgan beneficios para la salud del huésped mejorando el balance microbiano del intestino
(De Montijo, 2017).

Segln De Montijo (2017) para que un microorganismo sea probiético debe cumplir los

siguientes criterios:

e Capacidad para adherirse a las superficies mucosas y a las células epiteliales del tracto

gastrointestinal limitando la colonizacion epitelial a otras bacterias.

e Ser tolerantes al duro e inhospito ambiente del tracto gastrointestinal. En bebidas
fermentadas tradicionales, Rebaza et al. (2023) evidenciaron que L. plantarum Ch13, es
una cepa robusta capaz de enfrentar mejor las condiciones desafiantes del tracto
gastrointestinal y que muestra una mayor capacidad de adhesion al epitelio intestinal en

comparacion con la cepa probi6tica comercial 299v.
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e No deben poseer antecedentes de patogenicidad ni estar ligados a desordenes

gastrointestinales.

e No deben tener resistencia transferible para miembros microbianos menos inocuos frente

a antibioticos de interés clinico.

e Capacidad de ser usados a gran escala, cualidades sensoriales, estabilidad genética y

mantenimiento de su viabilidad.

Los probidticos son microorganismos vivos administrados en cantidades adecuadas para
conferir beneficios a la salud del huésped, la mayoria de estos microorganismos son bacterias
acido lacticas las cuales degradan los azucares en acidos organicos principalmente lactico.
Estos 4acidos inhiben el crecimiento de otras bacterias responsables de trastornos
gastrointestinales, respiratorios y alérgicos. Asimismo, muchas bacterias del acido lactico
producen péptidos antibacterianos (bacteriocinas) como la lactacina B por Lactobacillus
acidophilus, plantaricina por Lactobacillus plantarum y nisina por Lactococcus lactis, estas
bacteriocinas tienen un espectro de actividad estrecho que actua sobre bacterias relacionadas
(Wohlgemuth et al., 2010).

Otro efecto probiotico de las bacterias acido lacticas es la exclusion competitiva de bacterias
patdégenas donde compiten con ellas por la colonizacion intestinal del huésped. Este
mecanismo permite al probi6tico contribuir al refuerzo de la barrera mucosa intestinal y su
reparacion posterior a la destruccién del entomopatdgeno E. coli. Ademas, los probidticos
trabajan en la modulacién inmunitaria donde regulan la produccién de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias mediante interacciones directas con las células
inmunitarias (Wohlgemuth et al., 2010). La mayoria de los microorganismos mas usados
como probidticos son bacterias acido lacticas de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus y ciertas cepas de levaduras y
bacilos (De Montijo, 2017).

A nivel comercial, los probidticos son activados a partir de cepas individuales o asociadas

presentes como cultivos liofilizados o en granulos congelados siendo incorporados en
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unidades de 108-10° UFC/ml a la matriz alimentaria a la cual le otorgarian la caracteristica
de alimento probidtico (Castillo, 2014; Grajek et al., 2005). En el etiquetado de alimentos
probidticos se debera presentar la identidad y el nimero viable al final de la vida atil de la
cepa inoculada, la dosis recomendada de ingestion, condiciones de almacenamiento,

declaracion de propiedades saludables y la direccion de contacto (FAO, 2006).

Grajek et al. (2005) indicaron que los microorganismos probidticos deben cumplir criterios
relacionados con la seguridad, efectos funcionales y propiedades tecnoldgicas para ser
empleados en los alimentos. En la seguridad alimentaria, los probi6ticos no deben ser
patdgenos, transferir genes de resistencia a antibioticos o mantener estabilidad genética. Los
probidticos como componentes funcionales deben ser estables a los acidos y la bilis, ser
resistentes a las enzimas digestivas, adherirse a la superficie del intestino y mostrar actividad
antagonica contra microorganismos patdgenos. En cuanto a las propiedades tecnologicas,
deben presentar actividad fermentativa, tolerar temperaturas de secado o congelacion, ser
viables en los productos alimenticios y resistir a los fagos. A nivel comercial, cantidades

superiores a 10° UFC/ml en los alimentos son considerados como probidticos.

1.2.9. Las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos de sintesis ribosomal, con actividad antimicrobiana,
segregadas por bacterias acido lacticas. Estos compuestos son de interés en la industria por
su estatus de “Presuncion Cualificada de Seguridad o QPS” considerandolas como
metabolitos seguros para la salud, siendo consumidas en productos fermentados por
generaciones sin presentar efectos adversos en la poblacion. Entre las bacteriocinas méas
representativas estd la nisina cuyo productor es el Lactococcus lactis subs. lactis. Esta
bacteriocina es empleada como aditivo en productos lacteos para evitar la descomposicion
ocasionada por bacterias grampositivas como Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y
Lysteria. La Pediocina es una bacteriocina segregada por el P. acidilactici, es utilizada como
conservador en productos vegetales carnicos por su actividad antimicrobiana contra especies
de Listeria. Las Plantaricinas mas representativas son E/F y J/K producidas todas ellas por

el Lactobacillus plantarum (Monroy et al., 2009).
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En general, el modo de accion de las bacteriocinas ocurre con la union inicial por atraccion
electrostéatica ente los lipidos cargados negativamente de la membrana bacteriana y la carga
positiva de la bacteriocina. Luego, la bacteriocina ingresa a la bicapa lipidica bacteriana
causando la permeabilizacion de la membrana celular lo que provoca la pérdida de iones y
metabolitos esenciales. Las bacteriocinas también podrian inhibir la biosintesis del ADN
conllevando la muerte bacteriana como mecanismo secundario (Monroy et al., 2009).

Bacterias acido lacticas con potencial probiotico

Lactobacillus plantarum: Son heterofermentativos facultativos, aplicados como cultivos
iniciadores en carnes y vegetales, difieren al resto de especies de su género en el tamafio de
su genoma, pueden fermentar lactosa, glucosa, sacarosa y fructosa; requieren de una mayor
fuente de manganeso y poseen una alta tolerancia al pH &cido (Cermefio, 2012). Se
encuentran en un amplio rango de ambientes, como productos cérnicos y lacteos
fermentados, en el tracto gastrointestinal humano, pero su habitat mas frecuente son los

alimentos vegetales fermentados (Kleerebezem et al., 2003).

Las cepas del L. plantarum podrian aliviar sintomas inflamatorios intestinales, reducir la
recurrencia de Clostridium difficile, estimular el sistema inmune, minimizar la concentracion
de fibrin6geno en la sangre, pero estos beneficios son especificos de cada cepa (Cermefio,
2012).

Pediococcus spp: son homofermentativas, fermentan monosacaridos, disacaridos,
trisacéridos y polisacaridos. En este grupo se encuentran el P. acidilactici y P. pentosaceus
como las especies de mayor uso industrial en la elaboracion de suplementos probidticos,
produccién de bacteriocinas (pediocina) y como cultivos iniciadores en procesos

fermentativos (Porto et al., 2017).

1.2.10. Las levaduras

Las levaduras son consideradas hongos unicelulares de diferentes formas (esféricas,

cilindricas o elipticas) y tamafios (4-5 um de diametro), producen etanol por la fermentacion
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de carbohidratos (Suérez et al., 2016). Son esenciales en la produccion de bebidas y
alimentos, tales como la cerveza, el vino, la sidra y el pan (Uribe, 2007). Las levaduras
poseen una actividad y crecimiento favorable a una temperatura éptima de 30 °C en un pH
de 4-5,2 (Parapouli, 2020).

Dentro del grupo de levaduras més utilizadas y estudiadas en el mundo se tiene a la S.
cerevisiae cuyas cepas son consideradas aptas para el consumo humano. A estas levaduras
naturalmente se las encuentra en diversos habitats, como el suelo, el agua, asi como en

diversas especies de plantas (Suérez et al., 2016).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

El enfoque de este estudio fue cuantitativo con alcance exploratorio debido a que hasta la
fecha no se ha dilucidado concretamente la actividad metabolica de las bacterias acido
lacticas en la fermentacion y almacenamiento del masato de M. esculenta “yuca”, por otro
lado, tuvo un alcance explicativo, debido a que se explico los efectos de la incorporacion de
bacterias acido lacticas nativas con potencial probidtico en la calidad microbiolégica,

fisicoquimica y organoléptica del masato de M. esculenta “yuca” (Hernandez et al., 2014).

Ademas, este estudio fue experimental, se evaluo los efectos de la adicion de bacterias acido
lacticas nativas en las caracteristicas fisicoquimicas y el efecto de la adicion de panela
organica granulada en las caracteristicas sensoriales de las distintas formulaciones de

masatos de M. esculenta “yuca”.

2.2. Lugary fecha

La investigacion se ejecutdé en dos lugares: la primera parte, en el laboratorio de
Biotecnologia y Microbiologia de la sede central de la Universidad Catdlica Sedes
Sapientiae (UCSS) ubicada en el distrito de Los Olivos, Lima, donde se realizaron los

analisis fisicoquimicos y microbioldgicos.

El segundo, en las aulas de la UCSS Filial Morropon — Chulucanas, Piura donde se
desarrollaron las pruebas sensoriales de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”.
La ejecucion de la parte experimental de la investigacion se inicié el dia 16 de abril y finalizo6
el dia 15 de julio del 2021.
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2.3. Descripcion del experimento

El desarrollo de la presente investigacion se inicié con la activacion de las cepas M71 (P.
acidilactici) y M82 (L. plantarum) para ser inoculadas en las diferentes formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca”. El proceso de fermentacién de las bebidas se llevé a cabo a
30 °C durante 72 h, periodo en el cual los pardmetros fisicoquimicos (pH, sélidos solubles,
grado alcoholico, acidez titulable, densidad y temperatura) y microbiologicos (viabilidad de
las BAL y recuento de S. cerevisiae) fueron monitoreados a las 0, 24, 48 y 72 h, finalizado
este proceso se determind la calidad microbioldgica de los masatos de M. esculenta “yuca”.
Luego, estos fueron envasados y almacenados en refrigeracion durante 17 dias, donde se
evalud la viabilidad de las BAL vy el recuento de S. cerevisiae a las 8, 11, 14 y 17 dias de
almacenamiento; a fin de evaluar la inocuidad de los masatos de M. esculenta “yuca” se
determind su calidad microbiol6gica al término del almacenamiento en refrigeracion.
Finalmente, se evaluaron la aceptacion del color, aroma, apariencia general, sabor, textura y

calidad global de los masatos de M. esculenta “yuca”, asi como su intencion de compra.

Activacion de las bacterias acido lacticas (BAL) M71y M82

Para activar las cepas M71 (P. acidilactici) y M82 (L. plantarum) se disolvieron por
separado 0,05 g de cada cultivo liofilizado en 0,5 ml de agua peptonada al 0,1 %. Se
sembraron 100 pl de ambas disoluciones en placas con agar MRS (Man Rogosa y Sharpe) y
se incubaron durante 48-72 h a 32 °C (Serna, 2012). Luego, se tomaron una colonia de cada
cepa y se inocularon por separado en 10 ml de caldo MRS, incubandolas por 24 h a 32 °C.
Transcurridas las 24 h los pre in6culos fueron homogenizados y se transfirieron 100 ul de
los mismos a nuevos tubos con 10 ml de caldo MRS que se incubaron a 32 °C por 18 + 2 h
(Lee etal., 2021). Concluido el tiempo de incubacion de los indculos, ambas cepas quedaron
aptas para su inoculacién en el masato de M. esculenta “yuca” alcanzando una viabilidad de

1x10° UFC/g para el caso del L. plantarum y 2,3x10° UFC/g para el P. acidilactici.

En la Figura 2 se muestra la activacion de las bacterias acido lacticas. En la seccion A se
observan colonias BAL en Agar MRS, a partir de estas se extrajo una colonia para prepararla

como preinoculo e indculo en caldo MRS (seccion By C).
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Figura 2
Activacion de las bacterias acido lacticas

Nota. A: Colonias BAL en Agar MRS. B: Siembra del pre in6culo en caldo MRS. C: Incubacidn de los in6culos
de bacterias acido lacticas.

Preparacion de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Se prepararon dos lotes de masatos de M. esculenta “yuca”, uno para el anélisis
fisicoquimico y microbioldgico y el otro para el andlisis sensorial. En el primer lote se
empled 5 kg de M. esculenta “yuca” para evaluar los tratamientos sin adicion de panela
granulada mientras en el segundo lote se emplearon 10 kg de M. esculenta “yuca” para
evaluar los tratamientos con y sin adicién de panela granulada. Para la elaboracién del
masato se utilizd6 M. esculenta “yuca” amarilla con una longitud entre 20 a 30 cm y un
diametro de 5 a 8 cm, sin presencia de dafio fisico (Albornoz, 1998). Inicialmente, se
determind mediante un refractometro marca ATAGO 0 a 80 °Bx los sélidos solubles de la
M. esculenta “yuca”. Para ello, se tomaron 10 g de muestra molida y diluida en 50 ml de
agua destilada, a partir de la solucion se colocaron dos gotas de muestra en el prisma del
refractometro y luego se procedio a dar lectura obteniendo el valor de 2 °Bx para la muestra
(Figueiredo et al., 2016).

Luego de la determinacion de solidos solubles, la M. esculenta “yuca” fue lavada en una
solucidn de hipoclorito de sodio (3 gotas de cloro por cada litro de agua) para posteriormente
enjuagarla en agua limpia (Direccion General de Salud Ambiental [DIGESA], 2010). A
continuacién, la M. esculenta “yuca” pelada fue cocida en relacion de 1:2 (kg de yuca/l de
agua) durante 30 min contados a partir de la ebullicion del agua. Al finalizar la coccién y
antes de que la M. esculenta “yuca” se enfrie y se endurezca, fue machacada hasta lograr la

textura de un puré (Amagua y Chancusig, 2020), en seguida, se determind su peso.
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En un recipiente se vertio agua de la coccion y el puré de M. esculenta “yuca” a razén de
1:1,6 (p/p) (Nufez et al., 2018). A fin de favorecer la fermentacion se adicioné a la mezcla
azucar blanca al 30 % (p/p), la masa resultante fue homogenizada y dividida en porciones
iguales de 700 g c/u, una para cada formulacion (Nufiez et al., 2018). Segun la formulacion,
se adicionaron a cada una de las porciones, la levadura S. cerevisiae al 0,34 % (p/v) y las
bacterias acido lacticas (P. acidilactici y L. plantarum) en una concentracion del 1 % (p/v)
(Brandao et al., 2011; Shufia, 2019). Para ello, las bacterias acido lacticas activadas fueron
resuspendidas en 10 ml de agua estéril, de la misma manera, la levadura fue disuelta en agua
esterilizada en proporcion de 1 g de levadura/10 ml de agua (De la Cruz y Terén, 2013).
Todas las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” inoculadas fueron fermentadas a
30 °C durante 72 h (Ndfez et al., 2018).

Al término de la fermentacion, los masatos de M. esculenta “yuca” fueron tamizados
obteniéndose alrededor de 520 g de cada formulacion para ser envasados y almacenados en
refrigeracion durante 17 dias donde se les evalu6 microbiolégicamente (Daza, 2006).
Concluido este periodo, se prepar6 un nuevo lote con seis formulaciones de masato
siguiendo los procedimientos descritos en la Figura 3. Después del tamizado, tres
tratamientos de masato fueron edulcorados con panela granulada organica a 14 °Bx de
acuerdo a la Tabla 5, ademaés, el color de todas las bebidas fue modificado con la adicion del

colorante natural Bixin 50 pp en una concentracion de 350 mg/g de masato.

Figura 3

Diagrama de flujo para la elaboracion de masato de M. esculenta “yuca”
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En la Figura 4 se muestra la elaboracion del masato de M. esculenta “yuca”. En la seccion
A se observa la coccion de la misma, seguido del machacado en un batan de madera (seccion
B), para continuar con la inoculacion de las bacterias acido lacticas en el masato (seccion C)
y su posterior fermentacion (seccion D). Finalmente, las formulaciones de masato fueron
estandarizadas de acuerdo con el color y la adicion de panela granulada organica (seccion E
y F). Para mayor detalle se desarroll6 el balance de materia para 1000 g de masato en el
Apendice 13.

Figura 4
Elaboracion del masato de M. esculenta “yuca”
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Nota. A: Coccion de la M. esculenta “yuca”. B: Machacado de la M. esculenta “yuca”: Inoculacion del masato.
D: Fermentacién del masato. E: Estandarizado del color del masato. F: Formulaciones de masato con adicién
de panela.
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2.4. Tratamientos

La Tabla 5 muestra los tratamientos experimentales de la investigacion.

Tabla 5
Tratamientos experimentales aplicados en las formulaciones de masatos comerciales de
M. esculenta “yuca” con incorporacion de bacterias acido lacticas nativas (BAL) de

potencial probidtico

Tratamientos Descripcion
T1* Sin panela, S. cerevisiae + L. plantarum
T2* Sin panela, S. cerevisiae + P. acidilactici
T3* Sin panela, S. cerevisiae + consorcio de BAL
T4 Con panela, S. cerevisiae + L. plantarum
T5 Con panela, S. cerevisiae + P. acidilactici
T6 Con panela, S. cerevisiae + consorcio de BAL

Nota. *Tratamientos para analisis fisicoquimicos. Tratamientos para evaluacién sensorial: T1 al T6.

2.5. Unidades experimentales

Para el andlisis fisicoquimico y microbioldgico, las unidades experimentales fueron envases

de polietileno de 1 | de capacidad conteniendo 700 ml de cada formulacién de masato de M.

esculenta “yuca”. Por cada tratamiento se considero tres repeticiones y solo el control tuvo

dos réplicas, con un total de 11 unidades experimentales.

Para la evaluacion sensorial, participaron 36 consumidores (36 repeticiones), quienes

degustaron 35 ml de muestra de masato de M. esculenta “yuca” siguiendo el orden de

presentacion de las formulaciones establecidas en el disefio experimental (Apéndice 4).

2.6. ldentificacion de variables y su mensuracion

En la Tabla 6 se indican las variables fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales

evaluadas, sus unidades de medida y el método/equipo de medicion empleado.
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Tabla 6

Variables, unidades de medida y métodos de medicion

Tipo Variable Unidad Método de medicién
pH Potenciometro
Sélidos solubles ‘Bx NTE INEN ISO 2173
Fisico-quimica Gra_do alqohélico g/l Método_de dgstilacién
Acidez titulable a/g Titulacion
Densidad g/ml Picnometro
Temperatura Celsius Termometro de mercurio
Viabilidad BAL
Microbiolbgica Recuento de S. cerevisiae UFC/g Meétodo de recuento en Placas

Coliformes totales
Hongos y mohos

Sensorial

Aceptacion del color
Aceptacion del aroma
Aceptacion de la
apariencia general
Aceptacion del sabor
Aceptacion de la textura
Aceptacion de la calidad
global
Intencién de compra

Calificaciones

Pruebas de aceptacién con
escala hedonica de nueve
puntos.

Escala de cinco puntos

Analisis fisicoquimicos

Potencial de hidrdgeno (pH). Para efectuar la medicion del pH se introdujo el electrodo del

pH-metro digital HI 98103 previamente calibrado en un vaso precipitado de 50 ml que

contenia 20 ml de muestra y se anotd el valor de pH cuando la lectura fue estable (Grivanesa,

2016), conforme se muestra en la Figura 5.

Figura 5

Medicion del pH de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”
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Sélidos solubles. La cuantificacion de los solidos solubles se realizd6 mediante el
refractometro manual ATAGO 0-80 °Bx previamente calibrado (Figura 6). Se colocaron dos
gotas de la muestra sobre el prisma del refractometro, se oriento el refractdmetro hacia una
fuente de luz y se procedio a dar lectura directa a través del ocular de °Bx (NTE INEN ISO
2173, 2013).

Figura 6

Medicién de los solidos solubles de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”
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Grado alcohdlico volumétrico o % (v/v) de etanol por destilacion. La determinacion del
grado alcohdlico se realizd por el método de destilacién simple. Para ello, en un matraz
aforado de 250 ml de capacidad se colaron 100 ml de la muestra y fragmentos de vidrio
poroso con el fin de regular la ebullicién. A continuacién, se destilé el etanol de la muestra
mediante arrastre de vapor de agua y se colecté en un matraz Erlenmeyer (Benavides, 2012).
Para la determinacion aerométrica, el destilado se colectd en una probeta, se enrasé con agua
destilada al volumen inicial de 100 ml y se prosiguio a dar lectura al grado alcohdlico con
un alcoholimetro corrigiendo si la temperatura del destilado era diferente a 20 °C (Benavides,
2012). Las lecturas del grado alcoholico se hicieron por triplicado. La muestra fue calentada
en un destilador simple hasta colectar el etanol en una probeta, donde se sumergio el

alcoholimetro para medir el grado alcoholico del masato de M. esculenta “yuca” (Figura 7).
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Figura7
Determinacion del grado alcoholico del masato de M. esculenta “yuca” por el método de
destilacion simple
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Acidez titulable. La medicion de la acidez titulable expresado en &cido lactico se realizd
siguiendo los protocolos establecidos por Nieto (2022), la titulacion se efectud con hidréxido
de sodio al 0,15 N y se empled tres gotas de fenolftaleina al 2 % como indicador (Figura 8).

La acidez titulable se calculd mediante la siguiente ecuacion:

G*N*f*100

Acidez titulable (g acido lactico/100 g de muestra) = -

Donde:

G: Gasto de hidroxido de sodio (ml)

N: Normalidad de hidréxido de sodio (eg/ml)
m: Masa de la muestra (g)

f: factor de conversion (0,09 g/eq)
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Figura 8
Medicion de la acidez titulable de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”
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Densidad. Para determinar la densidad de la muestra de masato de M. esculenta “yuca” se
empled un picnémetro de 50 ml de capacidad (Figura 9). Primero, se calculé la masa del
agua a 20 °C, para esto se peso el picnémetro vacio, luego se llend con agua destilada a
20 °C, seguidamente se coloco la tapa y se pesé nuevamente, siendo la masa resultante la
diferencia entre el peso del picnémetro con agua y el peso del picnémetro vacio. Siguiendo
este mismo procedimiento, se calcul6 también la masa de la muestra de masato de M.
esculenta “yuca” (Salazar, 2020). Finalmente, la densidad de la muestra se calculd6 mediante

la siguiente férmula:

_masa (b)

P(b)—m *p(a)
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p(b) = densidad de la muestra de masato de M. esculenta “yuca”
m (a) = masa del agua a 20 °C
m (b) = masa de la muestra de masato de M. esculenta “yuca”

p(a) = densidad del agua a 20 °C =1 g/ml

Figura 9
Medicion de la densidad de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Temperatura. La medicion de la temperatura se realiz6 de manera directa utilizando el
termometro digital marca AZ Instruments, modelo TP101 durante la elaboracion de los
masatos de M. esculenta “yuca” y un termometro de mercurio para el analisis fisicoquimico
de los mismos (Figura 10) (Sarango y Yanchapanta, 2019).
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Figura 10

Medicion de la temperatura de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Anélisis microbioldgicos

Para el analisis microbiologico, se empled el método de recuentro en placa, para lo cual se
realizaron diluciones sucesivas y se sembraron en los medios de cultivo respectivos. Para el
recuento de colonias de L. plantarum y P. acidilactici se us6 Agar MRS complementado con
Cicloheximida a 50 mg/l para inhibir el crecimiento de levaduras y mohos (Tanguler y Erten,
2012) (ver Apéndice 5). Todas las muestras se incubaron a 32 °C por un periodo de 48-72 h,

para finalmente evaluar la viabilidad de las bacterias &cido lacticas.

La cuantificacion de S. cerevisiae se realizd mediante recuentos microbianos en medio de
cultivo Agar YPD, suplementado con el antibiético Cloranfenicol (50 mg/l) (Suhr et al.,
2017) (ver Apéndice 5); las placas inoculadas fueron incubadas a temperatura ambiente de

tres a cinco dias.

Para el andlisis de la calidad microbioldgica de los masatos de M. esculenta “yuca” se
siguieron los protocolos establecidos en el Manual de Analisis Microbiologico de Alimentos
de la DIGESA (2001). En el recuento de coliformes totales se emplearon placas petrifilm de
la marca 3M, incubadas a 35-37 °C por 24 h. En tanto que, la numeracion de hongos y mohos
se realizo en medio Agar Patata Dextrosa incubando las muestras entre 22-24 °C durante 3-
5 dias (Direccion General de Salud Ambiental [DIGESA], 2001).
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La Figura 11 muestra el andlisis microbioldgico de las formulaciones de masato de M.
esculenta “yuca”. En la seccion A se observa la extraccion de la muestra con el fin de
preparar las diluciones seriadas (Seccion B y C). Luego se sembraron alicuotas de las
diluciones seriadas en Agar MRS para el recuento de bacterias &cido lacticas, Agar YPD
para levaduras, Agar PDA para hongos y mohos; y placas petrifilm 3M para el recuento de
coliformes (Seccion D-H).

Figura 11

Anélisis microbioldgicos de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Nota. A: Extraccion de muestra de masato. B-C: Diluciones seriadas de los masatos. D: Siembra de la muestra
de masato en medio sélido. E: Recuento de bacterias &cido lacticas en Agar MRS. F: Recuento de levaduras
en Agar YPD. G: Recuento de mohos y hongos en agar Patata Dextrosa. H: Recuento de coliformes en placas
petrifilm 3M.
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Evaluacién sensorial

La evaluacion sensorial de los masatos de M. esculenta “yuca” inicio con el reclutamiento
de 36 consumidores habituales o potenciales de masato mediante la ficha de reclutamiento
de consumidores de bebidas fermentadas (ver Apéndice 1) (Espinoza, 2007). De los 36
consumidores, 19 eran varones y 17 mujeres, con edades entre 18 y 41 afios. Los
consumidores, antes de iniciar su evaluacion fueron instruidos sobre el uso de la escala, la

naturaleza de los productos y el tipo de evaluacion a ser realizada.

La evaluacion de las seis muestras de masato de M. esculenta “yuca” fue realizada de forma
monadica, es decir, una muestra por vez (Espinoza, 2007). Aproximadamente 35 ml de cada
muestra fueron servidas a una temperatura entre 10 y 15 °C, codificadas con nimeros
aleatorios de tres digitos (ver Apéndice 3). Los participantes evaluaron la aceptacion de la
apariencia general, el color, el aroma, el sabor, la textura y la calidad global de las muestras,
indicando cuanto les gustd o disgustd cada muestra de acuerdo con la escala hedonica de
nueve puntos (9= me gustd extremamente, 5= no me gustd ni me disgustd, 1= me disgusto
extremamente) (Wichchukit y Mahony, 2015). Luego de la degustacion de cada muestra, los
consumidores indicaron su intencion de compra utilizando una escala de cinco puntos (1=
seguramente no compraria, 3= tal vez compraria / tal vez no compraria, 5= seguramente

compraria) (Cantos, 2018).

En la Figura 12 se observa la evaluacion sensorial de las formulaciones de masato de M.
esculenta “yuca”. Se inicio con la presentacion de las muestras codificadas en el orden
previamente establecido por el disefio experimental (ver Apéndice 4), donde el consumidor
evallo la aceptacion de las caracteristicas sensoriales del masato (Seccion A), siendo los

resultados anotados en una ficha de evaluacion sensorial (Seccién B, ver Apéndice 2).
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Figura 12

Evaluacidn sensorial de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Nota. A: Evaluacidn sensorial de los masatos de M. esculenta “yuca”. C: Llenado de la ficha de evaluacién

sensorial del masato.

2.7.  Disefio estadistico del experimento

Para la determinacion de los datos fisicoquimicos (temperatura, solidos solubles, pH, acidez
titulable, grado alcohdlico y densidad) y microbioldgicos (viabilidad de las BAL y recuento
de la levadura S. cerevisiae) durante el proceso de elaboracion de los masatos de M.
esculenta “yuca”, se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) con arreglo
factorial 4x4, teniendo como factores el tipo de inoculo (S. cerevisiae, L. plantarum, P.
acidilactici y el consorcio de L. plantarum + P. acidilactici) y el tiempo de fermentacion (0,
24, 48, 72 h). En tanto que, la determinacion de la viabilidad de las BAL y el recuento de la
levadura S. cerevisiae en la etapa del almacenamiento en refrigeracion, se realizé a los 8, 11,
14y 17 dias.

Para la generacion de datos sensoriales se usé el disefio en cuadrado latino (DCL) para
control del efecto del orden de presentacion de las muestras de masato de M. esculenta

“yuca” y del efecto de los consumidores (Apéndice 4).

2.8.  Andlisis estadistico de datos

Los resultados fisicoquimicos y microbioldgicos obtenidos durante el proceso de
elaboracion de los masatos de M. esculenta “yuca” fueron analizados mediante un analisis

de varianza (ANOVA) (p<0,05), considerando como fuentes de variacion el tipo de indculo,
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el tiempo de fermentacion (0, 24, 48, 72 h) y la interaccion del tipo de indculo x tiempo de
fermentacion. En tanto que los resultados del recuento de Saccharomyces cerevisiae y
viabilidad de las BAL durante el almacenamiento en refrigeracion de los masatos de M.
esculenta “yuca” fueron analizados a través de ANOVA (p<0,05), considerando como
fuentes de variacion el tipo de indculo, el tiempo de almacenamiento (8, 11, 14 y 17 dias) y

la interaccion tipo de indculo x tiempo de almacenamiento.

Los resultados sensoriales fueron analizados mediante ANOVA (p<0,05) acorde al disefio
estadistico utilizado, considerando como fuentes de variacion: consumidor, orden de
presentacion, adicion de panela, tipo de indculo y la interaccion de adicion de panela x tipo
de inoculo. Adicionalmente, se realizaron pruebas post hoc de Tukey (p<0,05) para
comparacion pareada de las medias de aceptacion de los atributos evaluados. Todos los
andlisis fueron complementados con tablas estadisticas de medias y desviaciones estandar y

gréficos de interaccion. El analisis estadistico se realizé en STATISTICA, Version 10.

2.9. Materiales y equipos

En las Tablas 7 al 11 se describen: la materia prima, insumos, materiales, equipos,

instrumentos, medios de cultivos y reactivos empleados en el ensayo.

Tabla 7

Materia prima e insumos utilizados en el experimento

Denominacién Definicion
Variedad blanca, con una longitud de 20-30 cm y un
didmetro de 5-8 cm. Sin presencia de dafio fisico.
Agua de mesa Sin gas y de marca reconocida comercialmente.
Azucar blanca 100 % de la cafia de azucar y de excelente calidad.
Cepas puras de M71 (P. acidilactici) y M82 (L.
plantarum) en formato polvo.

M. esculenta “yuca”
y

Bacterias 4cido lacticas

Levadura S. cerevisiae tipo 2, marca comercial SIGMA.
- Certificada internacionalmente en CAAE, marca
Panela granulada orgénica :
Norandino.

Colorante natural Bixin 50 pp, marca BIOCONCOLORS.

Usada para el lavado de materiales y la M. esculenta
Agua potable “yuca”

Usada en la limpieza de los materiales e instrumentos. Se

Agua destilada esterilizo con el fin de emplearla en la suspension del

indculo, los airlocks y como solvente del colorante.
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Tabla 8

Materiales empleados en la investigacion

Nombre Descripcion
Olla De aluminio, con 10 kg de capacidad.
Envases Capacidad de 250 ml y 1 I.
Airlock De polipropileno, formado por 3 piezas.
De color blanco, utilizado como tamizador en la elaboracién del

Tela Horganza . ”

masato de M. esculenta “yuca”.
Pipetas Volumende 1,5y 10 ml.
Probetas Capacidad de 50, 100 y 250 ml.

Vaso precipitado
Tips

Tubos de centrifuga
Matraz Erlenmeyer
Frascos de tapa azul

Guantes quirargicos,
Toca, Tapaboca

50, 250 y 500 ml de capacidad.
De capacidad de 100 ply 1000 pl.
Capacidad de 10 y 15 ml.
500 y 1 000 ml de capacidad.
Capacidad de 500 ml.

Materiales usados como parte de la indumentaria para evitar la
contaminacion antes, durante y después de la elaboracion del

masato de M. esculenta “yuca”.

Tabla 9

Equipos usados en la realizacién de la investigacion

Nombre

Descripcion

Cocina industrial

Vortex Mixer Kyntel

Cabina de flujo laminar Kyntel

Balanza digital dp
Centrifuga Labnet

Autoclave Andina

Bafio Maria KertLab

Equipo de destilacion simple
Balanza analitica de precision dp

Con sistema de gas, de 2 hornillas.
Equipo empleado para la homogenizacion de
muestras diluidas.

Modelo SWCJLF, con sistema de luz UV.
Modelo SFE-200, con precision de 0,01 g.
Modelo spectrafuge 6C, usado para separar la fase
liquida (medio de cultivo) de la fase sélida (biomasa)
en la preparacion del indculo.

Modelo XFS-280 M13, con capacidad de 24 1.
Modelo CDK-S22, 6 | de capacidad y control de
temperatura (10-100 °C).

De 250 ml de capacidad.

Modelo ESJ200-4, con precision de 0,1 mg.
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Tabla 10

Instrumentos empleados en la investigacion

Nombre

Definicion

pHmetro Hanna
Refractometro

Picndmetro

Termdmetro digital

Alcoholimetro

Bureta graduada

Modelo HI 98103, con precision de 0,01.
Con una escala de medicion de 0-80 °Bx
De 25 ml de capacidad, calibrado a una temperatura de trabajo
de 20 °C.
De véstago, modelo TP101 y rango de temperatura: -50 °C a
150 °C
Con una escala de medicion de 0-100 %, calibrado a 20 °C.
Con 25 ml de capacidad, usado para determinar la acidez

titulable en las muestras.

Tabla 11

Medios de cultivo y reactivos usados en la investigacion

Denominacion

Definicion

Fenolftaleina

Hidréxido de
sodio
Buffer

Agua destilada
Caldo MRS

Agar Agar Type
I
Peptona

Agar plate count
Acido tartérico

Placas petrifilm
3M
Cloranfenicol
Cicloheximida

Al 2 % de concentracion. Reactivo utilizado en la determinacion de
la acidez titulable de las muestras
Solucién al 0,15 N empleada en la medicion de la acidez titulable de
las muestras.
Solucion buffer 4 y 7 para calibrar el electrodo del potenciémetro en
rangos acidos y basicos.
Empleado como solvente en los analisis microbiol6gicos y
fisicoquimicos.
Preparacion de las bacterias acido lacticas antes de ser inoculadas al
masato de M. esculenta “yuca”.

Usado como agente gelificante en los medios de cultivo.

Solucioén de peptona al 0,1 %, usada para suspender las muestras en
los andlisis microbiolégicos.
Numeracion de aerobios mesofilos.
Solucién al 10 %, usado como regulador de pH en la preparacion del
Agar PDA.

Recuento de coliformes.

Antibacteriano administrado en el Agar YPD.
Antimicotico administrado en el Agar MRS.
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CAPITULO IlI: RESULTADOS

3.1. Efecto de la adicion de las cepas nativas de bacterias acido lacticas en las
caracteristicas fisicoquimicas de las distintas formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

3.1.1. Andlisis de la temperatura

Los resultados del anélisis de varianza evidenciaron que el tipo de indculo no tuvo efecto
significativo sobre la temperatura (°C) de las formulaciones de masatos de M. esculenta
“yuca” (p>0,05), mientras que, el tiempo de fermentacion y la interaccion del tipo de indculo
X tiempo de fermentacion presentaron efecto significativo (p<0,05) (Tabla 12). El analisis de
los resultados de las tablas ANOVA se restringe a los efectos significativos de las fuentes de

variacién consideradas.

Tabla 12
Analisis de varianza de la temperatura (°C) de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de in6culo 0,033 3 0,00 1,568 0,219
Tiempo de fermentacion 725,02 3 241,67 34407,88 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de fermentacion 0,183 9 0,00 2,895 0,015
Error 0,197 28 0,00

La Tabla 13 muestra las medias y desviaciones estandar de la temperatura (°C) en las
formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” segun el tipo de inéculo y tiempo de
fermentacion, en la que se observa un aumento progresivo de la temperatura durante la
fermentacién con un comportamiento similar para el control (s6lo levadura) y los
tratamientos con adicion de BAL, habiendo iniciado todos ellos con un valor de 18,4 °C y
finalizado a las 72 h con una temperatura media de 27 °C.
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En la Tabla 13 y Figura 13, se observa que, para todos los tratamientos, el mayor incremento
de temperatura se dio en las primeras 24 h de fermentacién, produciéndose un incremento
de 8 °C en este periodo, luego en las siguientes 24 h, la temperatura se incremento en 3,3 °C,
registrandose, entre las 48 y 72 h de fermentacion un descenso aproximado de 2,4 °C en los

cuatro tipos de inoculos.

Tabla 13
Valores promedio y desviaciones estandar de la temperatura (°C) segun el tipo de in6culo

y tiempo de fermentacion de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Desviacion
Tiempo de Promedio de la
estandar de la
Trat. Tipo de indculo fermentacion temperatura
n temperatura
(horas) (°C)

(°C)
S. cerevisiae 0 2 18,4 0,00
c S. cerevisiae 24 2 26,4 0,07
S. cerevisiae 48 2 29,3 0,07
S. cerevisiae 72 2 27,1 0,14
L. plantarum 0 3 18,4 0,00
1 L. plantarum 24 3 26,2 0,14
L. plantarum 48 3 29,4 0,07
L. plantarum 72 3 27,1 0,07
P. acidilactici 0 3 18,4 0,00
- P. acidilactici 24 3 26,1 0,07
P. acidilactici 48 3 29,5 0,14
P. acidilactici 72 3 27,1 0,07
L. plantarum + P. acidilactici 0 3 18,4 0,00
T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 3 26,1 0,07
L. plantarum + P. acidilactici 48 3 29,5 0,07
L. plantarum + P. acidilactici 72 3 26,9 0,00
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Figura 13

Valores promedio de la temperatura (°C) de las formulaciones de masato de M. esculenta

“yuca” segun el tipo de indculo y el tiempo de fermentacion
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3.1.2. Analisis de los solidos solubles

En la Tabla 14, se presenta el andlisis de varianza (ANOVA) respecto a los solidos solubles
(°Bx) de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” considerando al tiempo de
fermentacion (horas) y el tipo de indculo como fuentes de variacion. Se observa gue el tipo
de indculo, el tiempo de fermentacion y la interaccién de ambos factores ejercieron efecto
significativo sobre los resultados de los solidos solubles de los masatos de M. esculenta
“yuca” (p<0,05).

Tabla 14
Analisis de varianza de los solidos solubles (°Bx) de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de inoculo 52,344 3 17,448 259,63 0,000
Tiempo de fermentacion 319,87 3 106,62 1586,61 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de fermentacion 26,947 9 2,994 44554 0,000
Error 1,882 28 0,067
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En la Tabla 15, se muestran las medias y desviaciones estandar de los sélidos solubles segin
el tipo de inoculo y el tiempo de fermentacion de las formulaciones de masato de M.
esculenta “yuca”, donde se observa que, para los cuatro tipos de indculo se produjo una
reduccion gradual de los solidos solubles durante el tiempo de fermentacion, siendo esta

reduccion mas baja en el masato control (solo con levadura).

EnlaTabla 15y Figura 14, se observa que en los masatos de M. esculenta “yuca” con adicion
de L. plantarum, P. acidilactici y el consorcio, se produjo un padrén de reduccion muy
similar de sélidos solubles durante el tiempo de fermentacion, iniciando con 12,5 °Bx y
finalizando en 72 h de fermentacidn, con promedios entre de 4,0 y 4,2 °BXx; entretanto en el
masato con levadura, en 72 h de fermentacion registré un promedio de 9,2 °Bx. Ademas, se
observa que en las formulaciones con cepas BAL, se produjo una reduccion aproximada de
2,5 °Bx en las primeras 24 h de fermentacidn, mientras que, entre 24 y 48 h, se produjo una

reduccion en torno a 4,0 °Bx y de 48 a 72 h, una reduccion de 2 °BxX.

Tabla 15
Valores promedio y desviaciones estandar de los solidos solubles (°Bx) segun el tipo de

indculo y tiempo de fermentacion de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Promedio Desviacion

Tiempo de de sélidos estandar de
Trat. Tipo de indculo fermentacion n .
(h) so!)ubles solidos
(°Bx) solubles (°Bx)

S. cerevisiae 0 2 12,5 0,00

S. cerevisiae 24 2 11,9 0,21

C S. cerevisiae 48 2 10,8 0,35
S. cerevisiae 72 2 9,2 0,21

L. plantarum 0 3 12,5 0,00

L. plantarum 24 3 10,0 0,00

Tl L. plantarum 48 3 6,3 0,58
L. plantarum 72 3 4,0 0,00

P. acidilactici 0 3 12,5 0,00

P. acidilactici 24 3 10,0 0,00

T2 P. acidilactici 48 3 6,5 0,50
P. acidilactici 72 3 4,2 0,29

L. plantarum + P. acidilactici 0 3 12,5 0,00

T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 3 10,0 0,00
L. plantarum + P. acidilactici 48 3 6,2 0,29

L. plantarum + P. acidilactici 72 3 4,2 0,29

65



Figura 14
Valores promedio de los solidos solubles (°Bx) de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca’ segun el tipo de indculo y el tiempo de fermentacion
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3.1.3.  Andlisis del pH

Los resultados del ANOVA (Tabla 16) de los valores del pH de las formulaciones de masato
de M. esculenta “yuca” evidenciaron que el tipo de indculo, el tiempo de fermentacion y la
interaccion de ambos factores tuvieron un efecto significativo (p<0,05), indicando que cada

una de estas fuentes de variacion influyeron en los valores de pH obtenidos.

Tabla 16

Analisis de varianza del pH de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”
Fuente de variacién SS GL MS F p

Tipo de inoculo 0,842 3 0,281 27,970 0,000

Tiempo de fermentacion 75531 3 25,177 2507,98 0,000

Tipo de in6culo*Tiempo de fermentacion 0,378 9 0,042 4,184 0,002

Error 0,281 28 0,010
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En la Tabla 17, se muestran las medias y desviaciones estandar del pH segun el tipo de
inéculo y el tiempo de fermentacién de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”,
en la que se evidencia un comportamiento similar en todos los tratamientos durante el tiempo
de fermentacion. Asimismo, se observa que el mayor descenso en los valores de pH se dio
en las primeras 24 h, disminuyendo en este periodo entre 2,8 y 3,2 unidades de pH, luego
entre las 24 y 48 h de fermentacion se observo una reduccién menor, presentando un
promedio de 0,5 unidades de pH, para volver a incrementarse en todos los tratamientos en
las dltimas 24 h de fermentacion, dandose el mayor incremento en los masatos inoculados
con P. acidilactici y el consorcio con un valor de 1,1 unidades de pH, mientras que en los
masatos control (solo levadura) y L. plantarum se registraron un incremento en torno a 0,7

y 0,8 unidades de pH, respectivamente.

Tabla 17
Valores promedio y desviaciones estandar del pH segun el tipo de in6culo y tiempo de

fermentacion de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

. Desviacion
Tiempo de estandar
Trat. Tipo de indculo fermentacion _ Promedio
(horas) " Gel pH del
pH
S. cerevisiae 0 2 6,3 0,00
c S. cerevisiae 24 2 3,1 0,09
S. cerevisiae 48 2 2,6 0,08
S. cerevisiae 72 2 34 0,30
L. plantarum 0 3 6,3 0,00
T1 L. plantarum 24 3 3,2 0,01
L. plantarum 48 3 2,9 0,01
L. plantarum 72 3 3,6 0,12
P. acidilactici 0 3 6,3 0,00
T2 P. acidilactici 24 3 3,4 0,26
P. acidilactici 48 3 2,9 0,06
P. acidilactici 72 3 4,0 0,05
L. plantarum + P. acidilactici 0 3 6,3 0,00
T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 3 3,5 0,04
L. plantarum + P. acidilactici 48 3 2,9 0,02
L. plantarum + P. acidilactici 72 3 4,0 0,04
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Figura 15
Valores promedio del pH de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” segun el

tipo de indculo y el tiempo de fermentacién
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3.1.4. Analisis de la acidez titulable

Los resultados del andlisis de varianza de los valores de la acidez titulable de las
formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” (Tabla 18) evidenciaron que todas las
fuentes de variacién (tipo de inoculo, tiempo de fermentacion e interaccion de ambos
factores) tuvieron efecto significativo (p<0,05). La interaccion entre el tipo de inoculo y el
tiempo de fermentacion evidenciaron que estos factores no actuaron de forma independiente

y que los valores de acidez titulable variaron en el tiempo segun el tipo de indculo.

Tabla 18
Analisis de varianza de la acidez titulable (g acido lactico/100 g de muestra) de las

formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Fuente de variacién SS GL MS F p
Tipo de in6culo 0,008 3 0,003 3,126 0,042
Tiempo de fermentacion 2210 3 0,737 898,46 0,000
Tipo de inoculo*Tiempo de fermentacion 0,187 9 0,021 25,329 0,000
Error 0,023 28 0,001
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La Tabla 19 y Figura 16 evidencian el aumento progresivo de la acidez titulable para los
cuatro tipos de indculo, iniciando con 0,1 g acido lactico/100 g de muestra y finalizando con
un valor cercano a 0,7 g &cido lactico/100 g de muestra en las primeras 48 h de fermentacion.
Luego de este periodo el masato de M. esculenta “yuca” control (solo levadura) continud
aumentando su acidez titulable a 0,8 g acido lactico/100 g de muestra, mientras que, los
masatos de M. esculenta “yuca” con adicién de L. plantarum, P. acidilactici y el consorcio
descendieron su valor a 0,5 g acido lactico/100 g de muestra. Asimismo, se observo en las
formulaciones con cepas BAL, un aumento promedio de 0,4 g acido lactico/100 g de muestra
en la acidez titulable durante las primeras 24 h de fermentacion, en tanto que de 24 a 48 h
de fermentacion se registré en promedio, apenas un aumento de 0,1 g &cido lactico/100 g de
muestra y de 48 a 72 h de fermentacidn, una reduccion de casi 0,2 g &cido lactico/100 g de

muestra en la acidez titulable de los masatos de M. esculenta “yuca”.

Tabla 19
Valores promedio y desviaciones estandar de la acidez titulable (g acido lactico/100 g de
muestra) seguln el tipo de indculo y tiempo de fermentacion de las formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca”

Promedio Desviacion
Tiempo de de_la acidez es_téndqr de la
Trat. Tipo de indculo fermentacion t'tu,la.b le aC|dez,t|t_uIabIe
p
(horas) n . (9 acido , _(g acido
lactico/100 g  lactico/100 g de
de muestra muestra)

S. cerevisiae 0 2 0,1 0,00
c S. cerevisiae 24 2 0,4 0,05
S. cerevisiae 48 2 0,7 0,05
S. cerevisiae 72 2 0,8 0,01
L. plantarum 0 3 0,1 0,00
T1 L. plantarum 24 3 0,5 0,01
L. plantarum 48 3 0,7 0,04
L. plantarum 72 3 0,5 0,04
P. acidilactici 0 3 0,1 0,00
T P. acidilactici 24 3 0,6 0,03
P. acidilactici 48 3 0,6 0,02
P. acidilactici 72 3 0,5 0,04
L. plantarum + P. acidilactici 0 3 0,1 0,00
T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 3 0,5 0,02
L. plantarum + P. acidilactici 48 3 0,7 0,02
L. plantarum + P. acidilactici 72 3 0,5 0,01
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Figura 16
Valores promedio de la acidez titulable (g &cido lactico/100 g de muestra) de las
formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” segun el tipo de inéculo y el tiempo de

fermentacion
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3.1.5.  Andlisis del grado alcohdlico

La Tabla 20 muestra el andlisis de varianza de los resultados del grado alcohdlico de los
masatos de M. esculenta “yuca”, donde se indica que hubo efectos significativos para el tipo
de indculo, tiempo de fermentacién y la interaccién entre el tipo de in6culo y el tiempo de
fermentacion (p<0,05), significando que cada una de estas fuentes de variacion influyeron

en los valores de esta variable.

Tabla 20
Analisis de varianza del grado alcoholico (%v/v) de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de in6culo 0,326 3 0,109 124,77 0,000
Tiempo de fermentacion 20,124 3 6,708 7693,81 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de fermentacion 0,313 9 0,035 39,844 0,000
Error 0,014 16 0,001

En la Tabla 21 y Figura 17, se presentan las medias y desviaciones estandar del grado
alcohdlico (%v/v) de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” segun el tipo de

indculo y el tiempo de fermentacion. La Tabla 21 muestra el aumento gradual del grado
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alcohdlico con un comportamiento similar para todos los tratamientos, iniciando con un
valor de 0 %v/v y finalizando con 2,0 %v/v en las 72 h de fermentacion. Aunque el valor
obtenido del grado alcoholico para todos los masatos de M. esculenta “yuca” al final de la
fermentacion fue el mismo, se presentaron diferencias en sus incrementos. Entre las 24 y 48
h el masato control (solo levadura) present6 un incremento del 0,7 %v/v, pero el incorporado
con BAL 1,1 %vl/v, esta diferencia cambio en las Gltimas 24 h de fermentacion donde el
masato control aumento su grado alcohdlico en 1,0 %v/v, mientras que, los tratamientos con
BAL 0,5 %v/v.

Tabla 21
Valores promedio y desviaciones estandar del grado alcohdlico (%v/v) segun el tipo de

indculo y tiempo de fermentacion de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Desviacion
Tiempo de Promedio estandar del
Trat. Tipo de inéculo fermentacion del grado grado
(horas) alcohdlico alcohdlico
(%Viv) (%VIv)
S. cerevisiae 0 2 0,0 0,00
C S. cerevisiae 24 2 0,2 0,03
S. cerevisiae 48 2 0,9 0,02
S. cerevisiae 72 2 1,9 0,04
L. plantarum 0 2 0,0 0,00
T1 L. plantarum 24 2 0,4 0,01
L. plantarum 48 2 15 0,01
L. plantarum 72 2 2,0 0,03
P. acidilactici 0 2 0,0 0,00
T P. acidilactici 24 2 0,3 0,04
P. acidilactici 48 2 1,5 0,03
P. acidilactici 72 2 2,0 0,01
L. plantarum + P. acidilactici 0 2 0,0 0,00
T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 2 0,5 0,01
L. plantarum + P. acidilactici 48 2 1,6 0,03
L. plantarum + P. acidilactici 72 2 2,1 0,08
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Figura 17
Valores promedio del grado alcohdlico (%v/v) de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca’ segun el tipo de indculo y el tiempo de fermentacion
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3.1.6. Andlisis de la densidad

Por lo que se refiere a la densidad de los masatos de M. esculenta “yuca”, medido al final
de la fermentacion, el tipo de indculo no tuvo efecto significativo sobre esta variable
(p>0,05) (Tabla 22). Las medias de las diferentes formulaciones de masato variaron en un
rango de 1,006 + 0,002 a 1,009 + 0,001 g/ml (Tabla 23).

Tabla 22

Analisis de varianza de la densidad (g/ml) de las formulaciones de masato de M. esculenta

“yuca”
Fuente de variacién SS GL MS F p
Tipo de in6culo 0,00002 3 0,00 3 0,096
Error 0,00001 7 0,00
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Tabla 23
Valores promedio y desviaciones estandar de la densidad (g/ml) segun el tipo de indculo

de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Tratamiento Tipo de in6culo n Densidad (g/ml)
Control S. cerevisiae 2 1,006 + 0,002
T1 L. plantarum 3 1,009 + 0,002
T2 P. acidilactici 3 1,007 + 0,001
T3 L. plantarum + P. acidilactici 3 1,009 + 0,001
3.2. Analisis de la viabilidad de las bacterias acido lacticas nativas durante el

proceso de elaboracion de los masatos de M. esculenta “yuca” y durante el

almacenamiento en refrigeracion

3.2.1. Durante el proceso de elaboracion

La Tabla 24 muestra el analisis de varianza respecto a la viabilidad BAL (Log10 UFC/g) de
los masatos de M. esculenta “yuca”, en la que se observa que todas las fuentes de variacién
(tipo de indculo, tiempo de fermentacion y su interaccion) ejercieron un efecto significativo
(p<0,05), por tanto, en la poblacion de bacterias &cido lacticas influyeron la cepa inoculada,

el tiempo de fermentacion y la interaccion entre el tipo de cepa y el tiempo de fermentacion.

Tabla 24
Analisis de varianza de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) de las formulaciones de masato

de M. esculenta “yuca”

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de in6culo 22,049 3 7,350 120,972 0,000
Tiempo de fermentacion 14572 3 4,857 79,953 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de fermentacion 108,03 9 12,003 197,56 0,000
Error 1,701 28 0,061

En relacion a la Tabla 25, los masatos de M. esculenta “yuca” incorporados con bacterias
acido lacticas tendieron a disminuir su viabilidad durante las primeras 24 h de fermentacion,
en contraste, el masato control lo incremento, pese a que no habia sido inoculado con ningun

tipo de bacteria acido lactica.
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Agregando a lo anterior, en la Tabla 25 y Figura 18 se muestra que el masato control (solo
levadura) incremento su viabilidad BAL de 0,0 a 8,0 Log10 UFC/g en 72 h de fermentacion,
entretanto, el tratamiento T1 (L. plantarum) disminuyo su viabilidad en 0,9 Log10 UFC/g
en 72 h de fermentacidn, mientras que el tratamiento T2 (P. acidilactici) disminuy6 en un
valor de 1,6 Log10 UFC/g y el tratamiento T3 (consorcio), en 2,0 Log10 UFC/g, siendo este

ultimo el que presentd una mayor disminucion de su viabilidad en 72 h de fermentacion.

Tabla 25
Valores promedio y desviaciones estandar de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) segun el
tipo e indculo y tiempo de fermentacién de las formulaciones de masato de M. esculenta

“yuca”
Tiemno de Promedio de la Desviacion estandar
Trat. Tipo de inéculo fermenriacién n Viabilidad . _d_el
' (horas) BAL (Logl0 la Viabilidad BAL
UFC/g) (Logl10 UFC/g)
S. cerevisiae 0 2 0,0 0,00
C S. cerevisiae 24 2 8,2 0,18
S. cerevisiae 48 2 8,3 0,05
S. cerevisiae 72 2 8,0 0,04
L. plantarum 0 3 8,5 0,16
L. plantarum 24 3 7,6 0,14
T1 L. plantarum 48 3 7,5 0,06
L. plantarum 72 3 7,6 0,00
P. acidilactici 0 3 8,7 0,38
P. acidilactici 24 3 7.7 0,26
T2 e
P. acidilactici 48 3 8,5 0,60
P. acidilactici 72 3 7.1 0,22
L. plantarum + P. acidilactici 0 3 9,1 0,07
L. plantarum + P. acidilactici 24 3 8,0 0,03
T3 L. plantarum + P. acidilactici 48 3 7.6 0,12
L. plantarum + P. acidilactici 72 3 7.1 0,12
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Figura 18

Valores promedio de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) de las formulaciones de masato de

M. esculenta “yuca” segun el tipo de inoculo y tiempo de fermentacion
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3.2.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

La Tabla 26 muestra el analisis de varianza respecto a la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) de

los masatos de M. esculenta “yuca” considerando al tipo de in6culo y el tiempo de

almacenamiento como fuentes de variabilidad. De acuerdo a esta tabla, el tipo de inéculo,

tiempo de almacenamiento y su interaccion evidenciaron un efecto significativo en la

viabilidad BAL de los masatos (p<0,05).

Tabla 26

Analisis de varianza de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/qg) de las formulaciones de masato

de M. esculenta “yuca”

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de inoculo 2,878 3 0,959 35,959 0,000
Tiempo de almacenamiento 6,091 3 2,030 76,106 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de almacenamiento 4939 9 0,549 20,568 0,000
Error 0,747 28 0,027
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En la Tabla 27 y Figura 19, se muestran la Viabilidad BAL (Logl0 UFC/g) de las
formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” respecto al tipo de in6culo y el tiempo de
almacenamiento, evidenciando que la viabilidad de las bacterias acido lacticas (L.
plantarum, P. acidilactici y el consorcio) durante el almacenamiento en refrigeracion de los
masatos alcanzaron valores entre 7,3y 7,9 Log10 UFC/g a los 17 dias de almacenamiento.
Entre los dias 8 y 11, los tratamientos T2 (P. acidilactici) y T3 (consorcio) mostraron el
mayor incremento de su viabilidad, con un valor cercano a 1,5 Log10 UFC/g. Entretanto, el
masato inoculado con L. plantarum presento el menor incremento con 0,1 Log10 UFC/g.
Entre los 11 y 14 dias todos los masatos presentaron una disminucién de la viabilidad BAL,
siendo esta reduccion mayor en el masato con P. acidilactici que present6 1,2 Log10 UFC/g.
En los ultimos tres dias de almacenamiento pese a que el tratamiento T1 y T2 no
evidenciaron una reduccion considerable de su viabilidad BAL, el masato incorporado con

el consorcio tuvo una reduccion del nimero de bacterias 4cido lacticas de 1,4 Log10 UFC/g.

Tabla 27
Valores promedio y desviaciones estandar de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) segun el
tipo de indculo y tiempo de almacenamiento de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Desviacion
Tiempo de Promedio de la  estandar de
Trat. Tipo de inoculo almacenamiento n  Viabilidad la Viabilidad
(dias) BAL (Logl0 BAL (Logl0
UFC/g) UFC/g)
S. cerevisiae 8 2 8,5 0,23
C S. cerevisiae 11 2 8,8 0,13
S. cerevisiae 14 2 8,3 0,19
S. cerevisiae 17 2 8,4 0,18
L. plantarum 8 3 8,2 0,15
T1 L. plantarum 11 3 8,3 0,13
L. plantarum 14 3 79 0,15
L. plantarum 17 3 7,9 0,13
P. acidilactici 8 3 7,4 0,10
T2 P. acidilactici 11 3 8,7 0,04
P. acidilactici 14 3 7,5 0,21
P. acidilactici 17 3 7,3 0,24
L. plantarum + P. acidilactici 8 3 7,4 0,10
T3 L. plantarum + P. acidilactici 11 3 9,0 0,02
L. plantarum + P. acidilactici 14 3 8,8 0,05
L. plantarum + P. acidilactici 17 3 7,4 0,32
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Figura 19
Valores promedio de la Viabilidad BAL (Log10 UFC/g) de las formulaciones de masato de

M. esculenta “yuca” segun el tipo de inoculo y el tiempo de almacenamiento
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3.3.  Analisis del recuento de la levadura S. cerevisiae durante el proceso de
fermentacion de los masatos de M. esculenta “yuca” y durante el

almacenamiento en refrigeracion

3.3.1. Durante el proceso de elaboracion

Los resultados del analisis de varianza evidenciaron que todas las fuentes de variacion (tipo
de indculo, tiempo de fermentacion y su interaccion) tuvieron efecto significativo sobre el
recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) de las formulaciones de masato de M. esculenta
“yuca” (p<0,05) (Tabla 28) durante el proceso de fermentacion, significando que cada una

de estas fuentes influyeron en los valores de recuento de S. cerevisiae.

Tabla 28
Analisis de varianza del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) de las formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca” durante el proceso de fermentacion

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de in6culo 1,819 3 0,606 14,551 0,000
Tiempo de fermentacion 3,084 3 1,028 24,672 0,000
Tipo de inoculo*Tiempo de fermentacion 2,783 9 0,309 7,423 0,000
Error 1,167 28 0,042
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En la Tabla 29, se muestran las medias y desviaciones estandar del recuento de la levadura
S. cerevisiae (Log10 UFC/g) en los masatos de M. esculenta “yuca” segun el tipo de indculo
y el tiempo de fermentacion, donde se observa que para el masato control se mantuvo estable
durante la fermentacion, iniciando con 6,2 Log10 UFC/g y finalizando con 6,5 Log10 UFC/g
a las 72 h de fermentacién, mientras que, para los masatos con BAL el recuento descendid
de 7,1 Log10 UFC/g a 6,6 Log10 UFC/g para el L. plantarum, de 7,5 Log10 UFC/g a un
valor de 6,3 Log10 UFC/g para el P. acidilactici y de 7,3 Log10 UFC/g a 6,5 Log10 UFC/g

para el consorcio.

La Tabla 29 y la Figura 20 muestran que en las primeras 24 h de fermentacién la cantidad
de levadura disminuy6 en un rango de 0,3 a 1,0 Log10 UFC/g para los cuatro tipos de
inéculo, obteniéndose una mayor reduccion en el masato de M. esculenta “yuca”
incorporado con P. acidilactici, cuya disminucion fue de 1 Logl0 UFC/g. Entre las 24 y
48 h, solo el masato control y el inoculado con L. plantarum presentaron un incremento de
0,8 Logl10 UFC/g y 0,7 Logl0 UFC/g, respectivamente. En tanto, los tratamientos T2 (P.
acidilactici) y T3 (consorcio) mantuvieron practicamente constantes el recuento de S.
cerevisiae. En las ultimas 24 h, el tratamiento con L. plantarum obtuvo la mayor reduccion
de levaduras con un decremento de 0,7 Log10 UFC/g, mientras que los demas tratamientos

presentaron una reduccién en torno 0,2 Log10 UFC/g.

Tabla 29
Valores promedio y desviaciones estandar del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/qg)
segun el tipo de in6culo y tiempo de fermentacion de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

. Promedio del De§V|aC|on
Tiempo de recuento de S estandar del
Trat. Tipo de in6culo ferrg;}entac;ién n cerevisiae ' recuento _de S.
oras cerevisiae
(Log10 UFC/g) (Log10 UFC/g)
S. cerevisiae 0 2 6,2 0,06
C S. cerevisiae 24 2 59 0,07
S. cerevisiae 48 2 6,7 0,21
S. cerevisiae 72 2 6,5 0,10
L. plantarum 0 3 7,1 0,16
T1 L. plantarum 24 3 6,6 0,04
L. plantarum 48 3 7,3 0,08
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Valores promedio y desviaciones estandar del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/qg)
segun el tipo de indculo y tiempo de fermentacién de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca” (“Continuacion”)

. Promedio del De§V|aC|on
Tiempo de recuento de S estandar del
Trat. Tipo de indculo fermentacién n cerevisiae ' recuento de S.
(horas) (Log10 UFC/g) cerevisiae
g 9 (Logl0 UFCIg)
T1 L. plantarum 72 3 6,6 0,16
P. acidilactici 0 3 75 0,54
T P. acidilactici 24 3 6,5 0,07
P. acidilactici 48 3 6,5 0,28
P. acidilactici 72 3 6,3 0,28
L. plantarum + P. acidilactici 0 3 7,3 0,32
T3 L. plantarum + P. acidilactici 24 3 6,6 0,01
L. plantarum + P. acidilactici 48 3 6,7 0,22
L. plantarum + P. acidilactici 72 3 6,5 0,00
Figura 20

Valores promedio del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) de las formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca” segun el tipo de inoculo y el tiempo de fermentacion
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3.3.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

Los resultados del analisis de varianza para el recuento de S. cerevisiae (Logl0 UFC/g)
(Tabla 30) evidenciaron efectos significativos en el tipo de indculo (p<0,05), el tiempo de

almacenamiento (p<0,05) y la interaccion entre el tipo de indculo y el tiempo de
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almacenamiento (p<0,05), significando que cada una de estas fuentes de variacion influyeron
en los recuentos obtenidos.

Tabla 30
Analisis de varianza del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) en las formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca” durante el almacenamiento en refrigeracion

Fuente de variacion SS GL MS F p
Tipo de indculo 2,376 3 0,792 58,108 0,000
Tiempo de almacenamiento 12,645 3 4,215 309,24 0,000
Tipo de in6culo*Tiempo de almacenamiento 1,228 9 0,136 10,015 0,000
Error 0,382 28 0,014

En la Tabla 31 y Figura 21 se muestran las medias y desviaciones estandar del recuento de
la levadura S. cerevisiae (Log10 UFC/g) en las formulaciones de masato de M. esculenta
“yuca” respecto al tipo de inoculo y el tiempo de almacenamiento. En esta tabla, se evidencio
la viabilidad de la levadura en el periodo de refrigeracion de los masatos cuyos valores
variaron entre 6,8 y 7,1 Log10 UFC/g a los 14 dias de almacenamiento. Entre los 8 y 11
dias de refrigeracion, los masatos con adicion de L. plantarum, P. acidilactici y el consorcio
obtuvieron el mayor incremento de S. cerevisiae con un aproximado de 1,2 a
1,5 Log10 UFC/qg frente a los 0,7 Log10 UFC/g del masato control (sélo levadura). Por otro
lado, durante los 11 y 14 dias de almacenamiento se produjo una reduccién en el recuento
de S. cerevisiae para los cuatro tipos de indculos, siendo 0,7 Log10 UFC/g para los masatos
incorporados con BAL y 1,1 Log10 UFC/g para el masato control. Finalmente, en los tres
ultimos dias de refrigeracion, la poblacion de S. cerevisiae siguidé disminuyendo, pero en
este periodo los masatos incorporados con BAL presentaron la mayor reduccion con un valor
en torno a 0,9 Logl0 UFC/g, mientras que, el masato control mostrdé un decremento de
0,1 Log10 UFC/g.
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Tabla 31
Valores promedio y desviaciones estandar del recuento de S. cerevisiae (Logl0 UFC/g)
segun el tipo de indculo y el tiempo de almacenamiento en refrigeracion de las

formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Tiempo de Promedio del Desviacién estandar
. L - recuento de S. del recuento de S.
Trat. Tipo de in6culo almacer]amlento n cerevisiae cerevisiae
(dias) (Log10 UFC/g) (Log10 UFC/g)
S. cerevisiae 8 2 7,1 0,16
S. cerevisiae 11 2 7.8 0,25
C S. cerevisiae 14 2 6,7 0,26
S. cerevisiae 17 2 6,6 0,07
L. plantarum 8 3 7,1 0,16
L. plantarum 11 3 8,4 0,04
T L. plantarum 14 3 7,7 0,08
L. plantarum 17 3 6,8 0,10
P. acidilactici 8 3 7,2 0,10
T2 P. acidilactici 11 3 8,4 0,04
P. acidilactici 14 3 7,7 0,03
P. acidilactici 17 3 6,9 0,16
L. plantarum + P. acidilactici 8 3 7.1 0,15
L. plantarum + P. acidilactici 11 3 8,6 0,03
T3 L. plantarum + P. acidilactici 14 3 8,0 0,05
L. plantarum + P. acidilactici 17 3 7.1 0,04
Figura 21

Valores promedio del recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) de las formulaciones de

masato de M. esculenta “yuca” segun el tipo de inoculo y el tiempo de almacenamiento en
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3.4. Calidad microbioldgica de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

durante el proceso de fermentacion y durante el almacenamiento en refrigeracion

3.4.1. Durante el proceso de elaboracion

Por lo que se refiere a la calidad microbioldgica de los masatos de M. esculenta “yuca” a las
72 h de fermentacion, la Tabla 32 muestra recuentos nulos de coliformes, mohos y hongos
para todos los tipos de inoculo, evidenciando inocuidad en todas las formulaciones de

masato.

Tabla 32
Calidad microbiologica de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” a las 72

horas de fermentacion

Tratamiento  Tipo de in6culo n Coliformes (I\I/I_(C))hgg Hongos
P (Log10 UFC/g) g (Log10 UFC/g)
UFC/g)
Control S. cerevisiae 2 0 0 0
Tl L. plantarum 3 0 0 0
T2 P. acidilactici 3 0 0 0
T3 L. plantarum +P. 0 0 0
acidilactici

3.4.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

La Tabla 33 presenta la calidad microbiol6gica de los masatos de M. esculenta “yuca” a los
17 dias de almacenamiento en refrigeracion, evidenciandose recuentos nulos de coliformes,
mohos y hongos para los masatos incorporados con L. plantarum, P. acidilactici y el
consorcio, sin embargo, se produjo crecimiento de hongos en el control (S. cerevisiae),

alcanzando un recuento de 9,5 Log10 UFC/g.
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Tabla 33
Calidad microbiolégica de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” alos 17

dias de almacenamiento

Coliformes Mohos Hongos
Tratamiento Tipo de indculo Réplicas (Logl0 (Logl0 (Logl0
UFC/g) UFC/g) UFC/g)

Control  S. cerevisiae 2 0 0 9,5

Tl L. plantarum 3 0 0 0

T2 P. acidilactici 3 0 0 0

T3 L. plantarum 3 0 0 0

+P. acidilactici

3.5. Evaluacion sensorial a través de pruebas de aceptacion con consumidores

Los resultados del andlisis de varianza de los datos de aceptacion de la apariencia general,
color, aroma, sabor, textura, calidad global y los datos de intencion de compra (ver Apéndice
6 al 12) revelaron que la adicion de panela granulada organica influyd significativamente
(p<0,05) en la aceptacion de estos atributos, excepto en el color, en tanto que, el tipo de
indculo no presentd efecto significativo (p>0,05). Asimismo, no se observaron efectos de
interaccion (p>0,05). En la Tabla 34, se presentan las medias y desviaciones estandar de las
puntuaciones de aceptacion de la apariencia general, color, aroma, sabor, textura y calidad
global de cada una de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”, asi como las

puntuaciones promedio y desviaciones estandar de la intencién de compra.

En esta Tabla se observa que la aceptacion promedio de la apariencia general vari6 de 6,4 a
7,0 en la escala hedonica de nueve puntos, correspondiendo menores calificaciones a los
tratamientos sin adicion de panela, que presentaron un promedio de aceptacion en torno a
6,5, mientras que, las formulaciones con mayor aceptacion de este atributo correspondieron
a los tratamientos con adicion de panela, que presentaron una calificacion promedio en torno
de 7,0 (me gusto moderadamente). La Figura 22a muestra que las formulaciones con adicion
de panela fueron ligeramente mejor calificadas en su apariencia que las formulaciones sin

panela.
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La aceptacion del color no mostré diferencias significativas entre las formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca” (Tabla 34), las mismas presentaron una calificacion
promedio en torno de 7,0 (me gusté moderadamente) en la escala heddnica de nueve puntos,

independientemente de la adicidn de panela.

En la aceptacion del aroma la adicion de panela influyo significativamente, correspondiendo
los menores puntajes de aceptacion a las formulaciones sin adicion de panela (T1, T2y T3),
cuya aceptacion promedio fue cercano a 6,0 (me gusto ligeramente), mientras que, las
formulaciones con panela tuvieron una aceptacion promedio de 7,0 (me gusto
moderadamente) (Tabla 34 y Figura 22b).

En lo referente a la aceptacion del sabor, la adicion de panela tuvo un efecto altamente
significativo (p<0,05). En la Tabla 34 y Figura 22c, se observa que las formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca” sin adicion de panela (T1, T2 y T3) presentaron calificaciones
bastante menores que las formulaciones con adicion de panela. En este atributo se observo
la mayor diferencia de aceptacion entre las formulaciones con y sin panela, obteniendo en el
caso de los masatos sin adicion de panela, una aceptacion promedio en torno de 4,6 (no me
gusto ni disgustd) en la escala hedodnica, mientras que, las formulaciones con adicion de
panela presentaron una aceptacion promedio de 7,0 (me gusté moderadamente) (Tabla 34 y
Figura 22c).

En la aceptacion de la textura la adicién de panela también influyé significativamente
(p<0,05), correspondiendo los menores puntajes de aceptacién a las formulaciones sin
adicion de panela (T1, T2 y T3), que presentaron una aceptacion promedio en torno de 6,0
(me gusto ligeramente), mientras que, las formulaciones con panela tuvieron una aceptacion

promedio de 7,0 (me gusté moderadamente) (Tabla 34 y Figura 22d).

Finalmente, en la aceptacion de la calidad global la adicion de panela influyé
significativamente (p<0,05), correspondiendo los menores puntajes de aceptacion a las

formulaciones sin adicion de panela (T1, T2 y T3), cuya aceptacion promedio fue en torno
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de 6,0 (me gustd ligeramente), mientras que, en las formulaciones con panela se obtuvo una

aceptacion promedio de 7,0 (me gusté moderadamente) (Tabla 34 y Figura 22¢).

Las medias y desviaciones estandar de la intencion de compra, segln la adicion de panela 'y
tipo de indculo, se presentan en la Tabla 34. Se observa que las puntuaciones promedio de
la intencidn de compra de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” con adicion
de panela fueron significativamente mayores que las formulaciones sin adicion de panela,
obteniendo en el caso de las formulaciones con panela, promedios en torno de 4,0
(probablemente lo compraria), mientras que, las formulaciones sin adicion de panela
presentaron promedios en torno de 3,0 (tal vez compraria/ tal vez no compraria) (Tabla 34 y
Figura 22f). Los resultados evidenciaron que la adicion de panela en las formulaciones de
masato tuvo un efecto significativo positivo, aumentando considerablemente su aceptacion

e intencion de compra por parte de los consumidores.
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Tabla 34

Medias y desviaciones estandar de la aceptacion de la apariencia general, el color, aroma,

sabor, textura, calidad global e intencion de compra de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Apariencia Calidad Intencién de
Color Aroma Sabor Textura
Trat. general global compra
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
T1 6,4® 091 71* 115 59 140 45* 204 6,1* 160 56 154 24* 0,87
T2 65® 100 70*° 121 58 162 46* 190 6,0* 138 55 138 29 113
T3 65%® 108 7,1° 126 57* 143 47° 19 59 156 57 177 2,8 0,96
T4 6,8 118 69 115 68> 147 74> 09 69° 139 73 093 41° 0,83
T5 70> 118 70 141 69 145 74> 140 68> 148 75" 088 4,1° 0,89
T6 6,80 116 69 124 70°> 139 72> 127 72° 095 72® 130 40° 0,86
Promedio
7,0 6,3 6,0 6,5 6,5 34
general

Nota. T1: Sin adicion de panela + L. plantarum, T2: Sin adicion de panela + P. acidilactici, T2: Sin adicion de
panela + L. plantarum + P. acidilactici, T4: Con adicion de panela + L. plantarum, T5: Con adicién de panela
+ P. acidilactici, T6: Con adicion de panela + L. plantarum + P. acidilactici.
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Figura 22

Medias de aceptacion de la apariencia general, color, aroma, sabor, textura y calidad

global de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca” e intencidn de compra,

segun tipo de indculo y adicion de panela organica

Current effect: F(2, 210)=.10902, p=.89676
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
8.0

7.5
7.0
%,,,%77
6.0

5.5

5.0

Aceptacion de la apariencia general

45

4.0

3.5

L. Plantarum P. acidilactici Consorcio
=$— Con panela

Tipo de indculo S sin panela

a) Promedios de aceptacion de la apariencia general

segun tipo de in6culo y adicion de panela.

Current effect: F(2, 170)=.32639, p=.72198
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
8.0

i

Aceptacion del aroma

L. plantarum P. acidilactici Consorcio
P &= Con panela

Tipo de indculo =& sin panela

b) Promedios de la aceptacion del aroma segun tipo

de indculo y adicion de panela.

Current effect: F(2, 170)=.37810, p=.68574
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1. Efecto de la adicion de las cepas nativas de bacterias acido lacticas en las
caracteristicas fisicoquimicas de las distintas formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

4.1.1. Temperatura

De acuerdo con el andlisis estadistico de los valores de temperatura de las formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca”, el tiempo de fermentacion y la interaccién del tipo de indculo
x tiempo de fermentacion mostraron efecto significativo sobre esta variable. En las primeras
48 h de fermentacion la temperatura aumenté de 18,4 a 29,5 °C y en las siguientes 24 h
descendié a 27 °C para los cuatro tipos de indculos de los masatos. Grivanesa (2016)
determin6 una minima diferencia de temperatura en las 120 h de fermentacion de una chicha
de M. esculenta “yuca” amarilla, donde la temperatura de esta bebida se incrementd de 22 a
23,33°C en las 72 h de fermentacion, pero después mantuvo una temperatura de 23 °C hasta
el final de la fermentacion. Sarango y Yanchapanta (2019) reportaron un descenso de
temperatura de 25,9 a 25,1 °C en 42 h de fermentacion de una chicha de M. esculenta “yuca”
blanca. En las primeras 12 h, la temperatura disminuyd de 25,9 a 24,3 °C, luego aumenté de
24,3 a 25,1 °C en las 30 h siguientes. En ambos estudios, la fermentacion se dio a
temperatura ambiente y de forma espontanea (sin la inoculacién de algiin microorganismo
fermentador). Aunque los autores referidos evidenciaron una temperatura casi constante
durante la fermentacion de la M. esculenta “yuca”, para el presente estudio la temperatura
vario segun el tipo de in6culo empleado (S. cerevisiae, L. plantarum, P. acidalactici y

consorcio BAL) y el tiempo de fermentacién (0, 24, 48y 72 h).

Mora y Garcia (2007) refieren que las bacterias acido lacticas fermentan los azlcares

mediante dos rutas metabdlicas segun dispongan o no de la enzima aldolasa. Las bacterias
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homofermentativas degradan la glucosa mediante la enzima aldolasa en la via Embden-
Meyerhof-Parnas para producir 2 moles de &cido lactico y 2 moles de ATP, mientras que,
las heterofermentativas, al carecer de esta enzima utilizan la ruta de la fosfocetolasa para
convertir la glucosa en 1 mol de 4cido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de ATP. El empleo
de ATP en el desarrollo de las BAL genera 30,5 kJ/mol de energia en forma de calor (Sosa
et al., 2018). Entonces, el aumento de la temperatura durante la fermentacién del masato de
M. esculenta “yuca” dependeria del calor liberado en forma de ATP por la degradacion de
los azucares segun el tipo de cepa: el P. acidilactici al ser homofermentativa generaria el

doble de energia que el L. plantarum de naturaleza heterofermentativa.

4.1.2. Solidos solubles

El tipo de in6culo y el tiempo de fermentacion, asi como su interaccion influyeron
significativamente sobre los s6lidos solubles de los masatos de M. esculenta “yuca”. En los
cuatro tipos de indculo se present6 una reduccion gradual de los sélidos solubles durante la
fermentacion, siendo esta reduccion mas baja en el masato control (solo levadura). Rios et
al. (2016) fermentaron dos veces una bebida de “arroz”, siendo en la primera fermentacion
el agente fermentador la levadura S. cerevisiae al 0,5 % (p/v) el cual consumié los sélidos
solubles de 25,2 a 22,2 °Bx en 12 h de fermentacion, resultando en una tasa de consumo de
0,25 °Bx/hora para este parametro. La segunda fermentacion donde la misma bebida fue
previamente pasteurizada y luego inoculada con L. acidophilus al 0,002 % (p/v), los sélidos
solubles disminuyeron de 22,20 a 18,9 °Bx en 48 h de fermentacion con una tasa de consumo
0,07 °Bx/ hora. Esto aumentd la acidez titulable por la transformacion de los azucares en
acido lactico, representando a nivel sensorial, la acidificacion de la bebida hasta llegar al
sabor caracteristico del masato. En otro estudio con fermentacién espontanea de caxiri
(bebida fermentada de yuca y maiz), los solidos solubles se redujeron de 9 a 5,5 °Bx en
72 h, con una tasa consumo de 0,05 °Bx/hora (Miguel et al., 2015), siendo el microbiota
predominante durante la fermentacion del caxiri: la levadura S. cerevisiae, seguido de las

bacterias acido lacticas L. fermentum y L. helveticus.

En el presente estudio, el masato control (levadura) de M. esculenta “yuca” presenté una
disminucion de sélidos solubles de 12,5 a 9,5 °Bx en 72 h de fermentacidn con una tasa de

consumo de 0,04 °Bx/hora, mientras que, los sélidos solubles de los masatos inoculados con
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BAL descendieron de 12,5 a 4,1 °Bx en el mismo periodo con una tasa de consumo de
0,12 °Bx/hora. Ademas, para estos masatos, el mayor consumo de azlcares se produjo entre
las 24 y 48 h de fermentacion, con un consumo en torno a 4,0 °Bx. Por tanto, el mayor
descenso de solidos solubles se evidencio en los masatos incorporados con bacterias acido
lacticas, resultado que podria deberse a que las mismas fueron previamente activadas en
caldo MRS, un medio de cultivo que contiene factores de crecimiento como polisorbato,
acetato, magnesio y manganeso (Merck, 2021), que habrian permitido que las cepas BAL
activen su metabolismo y aumenten su numero de colonias ocasionando un mayor descenso
de sdlidos solubles. En el caso de la levadura no se siguié ningin procedimiento de
activacion, sino que fue disuelta directamente en agua esterilizada y adicionada al masato,
lo que podria haber dificultado su adaptacion al nuevo habitat. En relacion al mayor consumo
de azucares de los masatos entre las 24 y 48 h de fermentacion por parte de las bacterias
acido l4cticas, podria deberse a que éstas se encontraban en su fase exponencial, donde se
daria el mayor consumo del sustrato (Maier y Pepper, 2015).

4.1.3. pH

De acuerdo al analisis estadistico de los valores de pH de las formulaciones de masato de M.
esculenta “yuca”, el tipo de indculo, el tiempo de fermentacion y la interaccion del tipo de
indculo x tiempo de fermentacidn tuvieron un efecto significativo en el pH de los masatos.
En las primeras 24 h de fermentacion los valores de pH disminuyeron notablemente,
produciéndose un decrecimiento de 2,8 a 3,2 unidades de pH. Entretanto, de 24 a 48 h, el
ritmo de disminucion fue apenas de 0,5 unidades de pH; transcurrido este periodo, el pH
aumento en todos los tratamientos, siendo este incremento mayor en los masatos inoculados
con P. acidilactici y el consorcio de 2,9 a 4,0 unidades de pH mientras que el control se
incremento de 2,6 a 3,4 unidades de pH. Huapaya (2014) determind que el pH de una bebida
fermentada de “quinua” inoculada con una disolucion de cultivo mixto (Lactobacillus
delbrueckii  subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, L. acidophilus vy
Bifidobacterium spp. referido a Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis y
Bifidobacterium longum) dependio de la dosis del inéculo (5 y 10 %) y el tiempo de
fermentacion (8, 10 y 12 h), asimismo indico que el mayor descenso de pH (2,95 unidades)
la obtuvo la bebida fermentada con 5y 10 % de indculo en un periodo de 10 h de
fermentacidn. Segun este autor, la disminucién del pH podria indicar la transformacion de

los azUcares en acidos durante la fermentacion, al ser la mayoria bacterias homolacticas el
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principal acido producido seria el lactico. Chaparro et al. (2012) evidencié el mayor
descenso de pH con 1,4 unidades de pH durante las primeras 24 h de fermentacion en una
bebida fermentada de harina de arroz inoculada con L. delbrueckii, luego de este periodo el
pH se mantuvo constante en 4 unidades hasta las 72 h de fermentacion. Miguel et al. (2015)
también observé la reduccion del pH en el caxiri durante las 120 h de la fermentacion
espontanea de la M. esculenta “yuca”, donde el pH se redujo de 6,5 a 3,0 en las primeras

48 h manteniéndose constante hasta el final de la fermentacion.

El descenso de pH en las bebidas fermentadas podria deberse a la transformacién de los
azucares en productos acidificantes durante la fermentacion alcohdlica, ocasionada por la
levadura y la fermentacion lactica, llevada a cabo por las BAL. En la fermentacion
alcoholica, se obtienen aparte del etanol, acidos organicos como el acido acético, butirico,
fumérico, succinico y propidnico (Hidalgo et al., 2016). Ademas, en la fermentacion lactica
se tienen como productos el acido lactico y el acético, siendo este ultimo producido solo por

especies heterofermentativas (Gorbefia y Saenz, 2008).

El aumento del pH de los masatos de M. esculenta “yuca” entre las 48 y 72 h podria significar
el consumo de los &cidos producidos en la fermentacion por parte de los microorganismos
fermentadores (levadura y/o bacterias acido lacticas) como recurso alternativo frente a la
limitada disponibilidad de los azlcares en este mismo periodo. Delfini et al. (2002)
reportaron que el 100 % de las cepas de S. cerevisiae tuvieron la capacidad de degradar las
dos formas de acido lactico (D y L) en mostos de uvas con altas concentraciones de este
acido y escasa disponibilidad de carbohidratos. Asimismo, Lindgren et al. (1990)
evidenciaron la degradacion del &cido lactico en un medio liquido con 10 ml de glucosa,
10 ml de citrato y 10 pl de &cido lactico. Asimismo, otros estudios han revelado que algunas
bacterias acido lacticas heterofermentativas degradan &cidos organicos como el malico,
tartarico, glucénico, galacturénico y fumarato en mostos de uva (Unden y Zaunmiiller,
2009).
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4.1.4. Acidez titulable

El andlisis de varianza de los valores de la acidez titulable revel6 que todas las fuentes de
variacion (tipo de indculo, tiempo de fermentacion e interaccion de ambos factores)
ejercieron efecto significativo sobre esta variable. En todas las formulaciones de masato de
M. esculenta “yuca”, la acidez titulable aumentd gradualmente hasta las 48 h de
fermentacion, posteriormente se produjo una ligera disminucién solo en los masatos de M.
esculenta “yuca” inoculados con BAL. Huapaya (2014) manifiesta que las mayores
variaciones de &cido lactico se presentaron en las formulaciones de bebidas de quinua con
10y 12 h de fermentacion, alcanzando una acidez titulable entre 0,23 a 0,30 %. Segun Rios
et al. (2016), la bebida de arroz inoculada solo con la levadura S. cerevisiae alcanz6 una
acidez titulable de 0,15 % en 12 h de fermentacion; luego al pasteurizar e inocular la bebida
con L. acidophilus la acidez titulable aument6 a 0,17 % en 48 h de fermentacion. Miguel et
al. (2015) en su estudio con caxiri tradicional reporté un aumento de la acidez titulable de
0,85 a 1,51 % en 96 h de fermentacion; mientras que, en el masato de M. esculenta “yuca”,
la acidez titulable varié de 0,1 a 0,7 % en 48 h de fermentacion. El aumento de la acidez
titulable en las bebidas fermentadas podria deberse, al consumo de los azlcares por parte de
las bacterias BAL, las cuales metabolizaron el sustrato en &cido lactico, asimismo, una
acidez titulable mas alta indicaria que dichas bacterias aumentaron su poblacion
paulatinamente liberando mayor cantidad de acido lactico al medio (Abdel-Rahman et al.,
2013). Sin embargo, las levaduras también son capaces de producir &cido lactico, Delfini et
al. (2002) encontr6 que 24 cepas de Saccharomyces incrementaron la cantidad de D (-)
lactico (hasta + 15 %) en un medio sintético de nutrientes (NSM). Asimismo, Dequin et al.
(1999) demostraron que el nivel de &cido lactico L (+) producido y la acidificacion resultante
estaban influenciados por la cepa de Saccharomyces y, en mayor medida, por la composicion

del mosto de uva durante la fermentacion del vino.

Por otro lado, el consumo del acido lactico entre las 48 y 72 h seria causado por las bacterias
BAL o el efecto que ejercerian estas en la disponibilidad de los azlcares y/o la acidificacién
del medio limitando la accidn de las levaduras, las cuales optarian por utilizar el acido lactico
como sustrato alternativo (Cheirsilp et al., 2003; Furukawa et al., 2013). Ponomarova et al.
(2017) afirman que las bacterias acido lacticas requieren de muchos nutrientes como

aminoéacidos y vitaminas para su crecimiento y desarrollo. Un medio apto para el mutualismo

92



entre levaduras y bacterias acido lacticas debe ser lo suficientemente rico para sustentar el
crecimiento de ambas especies, caso contrario solo supliria los requerimientos nutricionales
de las levaduras. Segun estos autores, otra fuerza que podria establecer o deshacer el
mutualismo entre ambas especies es el nitrogeno, ya que un ambiente con nitrogeno
disponible ajustaria el metabolismo de la levadura, secretando aminodcidos para la
supervivencia de las bacterias acido lacticas. Segin Rebaza et al. (2023), la capacidad de
metabolizar aminoacidos (valina y leucina) de las BAL aisladas de la chicha siete semillas
y el masato de M. esculenta “yuca” esta asociado al consumo de los aztcares L-arabinosa,

Dsorbitol, D -manitol, metil-D-manopirandsido, D-rafinosa y arbutina.

En relacion a ello, se puede suponer que los masatos de M. esculenta “yuca” han sido capaces
de mantener el mutualismo entre la levadura S. cerevisiae y las cepas de bacterias acido
lacticas, las BAL producirian cido lactico como sustrato para la levadura, en tanto estas
suplirian las necesidades de aminoacidos de las BAL, estableciendo asi una relaciéon de

simbiosis entre ambos grupos (Malo y Urquhart, 2016).

4.1.5. Grado alcoholico

El analisis estadistico de los valores del grado alcohdlico de las formulaciones de masato de
M. esculenta “yuca” evidencio que el tipo de inoculo, tiempo de fermentacion y su
interaccidn afectaron significativamente sobre esta variable. El grado alcohdlico aument6
paulatinamente en los cuatro tipos de indculos, observandose un mayor incremento entre las
24y 48 h de fermentacion en los masatos con adicion BAL de 0,4 a 1,5 %v/v, sin embargo,
entre las 48 y 72 h se produjo un aumento considerable en el masato control (solo levadura)
de 0,9 a 1,9 %v/v. Rios et al. (2016) durante 12 h de fermentacion de la bebida a base de
“arroz” incorporada con S. cerevisiae obtuvo un aumento de 0 a 1,5 % del grado alcohdlico,
mientras que con la adicion del L. acidophilus esta graduacion aument6 a 1,8 % en seis horas
de fermentacion. Miguel et al. (2015) reportaron un aumento en la graduacién alcohdlica del
caxiri de 0,016 a 9,22 % en 96 h de fermentacion espontanea. En ambos estudios el
incremento del grado alcohdlico estuvo directamente relacionado con el metabolismo de las
levaduras (comercial o nativas) que fermentaron los azlcares a etanol, pero también las
bacterias &cido lacticas heterofermentativas como el L. plantarum podrian haber actuado

sobre estos azUcares para producir alcohol, aunque en menor cantidad.
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En el presente estudio, el incremento del grado alcohdlico en las 24 y 48 h de fermentacion
podria deberse a las bacterias nativas de la M. esculenta “yuca” que toleraron los procesos
de desinfeccion y coccion de esta, siendo estas en su mayoria heterofermentativas. Segun
Oyedeji et al. (2013) la M. esculenta “yuca” fermentada por 72 h presentd crecimiento de
colonias de bacterias pertenecientes a las especies Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus. lactis, Lactobacillus coprophilous y Lactobacillus acidophilus,
todas ellas de naturaleza heterofermentativa. Por otro lado, el aumento diferenciado del
grado alcohdlico del masato control de M. esculenta “yuca” entre las 48 y 72 h podria
significar que las levaduras se han adaptado a sustratos alternativos como el acido lactico
(producido por las BAL) para suplir sus necesidades e incrementar la concentracion de etanol

[en los masatos] segun lo indica Delfini et al. (2002).

4.1.6. Densidad

El tipo de indculo no tuvo efecto significativo sobre esta variable, por lo que los valores
promedios de densidad estuvieron en torno a 1,007 g/ml para todas las formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca”. Pilamala (2020) en su estudio con tres tipos de chicha a base
de M. esculenta “yuca” (wiwis, blanca y negra) obtuvo densidades semejantes en torno a
1,03 g/ml en 72 h de fermentacion. Los resultados de este estudio indican que los masatos
han presentado valores de densidad semejantes a las encontradas por la literatura,
probablemente ocasionada por la degradacion del almidon de la M. esculenta “yuca”, que
tiende a gelatinizarse a temperaturas entre 50 y 70 °C (durante la coccion) por el
hinchamiento de sus granulos, tal efecto reduciria la densidad a valores menores de 1 g/ml
(Hernéndez et al., 2008). El desdoblamiento del almidon se podria atribuir a la accion
amilolitica de las levaduras (inoculadas en todos los masatos), especificamente a las enzimas
amilasas que poseen, ya que estas rompen las moléculas de almidén en azlcares
fermentables como la glucosa (Sukmawati et al., 2019), permitiendo obtener densidades

cercanas a 1 g/ml como las obtenidas en los masatos.

94



4.2.  Analisis de la viabilidad de las bacterias acido lacticas nativas durante el proceso
de elaboracion de los masatos de M. esculenta “yuca” y durante el

almacenamiento en refrigeracion

4.2.1. Durante el proceso de elaboracion

De acuerdo con los resultados el tipo de indculo, el tiempo de fermentacién y la interaccion
de ambas variables ejercieron efecto significativo en la viabilidad BAL (Logl0 UFC/g) de
los masatos de M. esculenta “yuca”; incrementandose en el masato control 8 unidades
logaritmicas en 72 h de fermentacion, mientras que, los tratamientos inoculados con las BAL
disminuyeron su viabilidad en casi dos unidades logaritmicas. En el estudio realizado por
Huapaya (2014) con una bebida de harina de quinua, se present6 un aumento de 1,6 unidades
logaritmicas en 10 h de fermentacion de la viabilidad de las BAL, inoculadas con
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus, L. acidophilus y
Bifidobacterium spp. (referido a Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum); asimismo Machado y Rizzato (2019) reportaron un incremento de
1,8 unidades logaritmicas de L. casei en 20 h de fermentacién de una bebida de jugo de
maracuya con pH ajustado a 6. En otro estudio con chicha de M. esculenta “yuca” con
fermentacion espontanea (sin inoculacion previa), Sarango y Yanchapanta (2019)
evidenciaron un incremento de dos unidades logaritmicas de la viabilidad de bacterias acido

lacticas sin identificacion de las colonias.

La diferencia en el aumento de la viabilidad BAL reportada en la literatura y el descenso de
este parametro en el masato de M. esculenta “yuca” podria deberse a que, en los estudios
revisados se inocularon BAL con una viabilidad inicial menor o igual a 6 unidades
logaritmicas a diferencia de las casi 9 unidades logaritmicas inoculadas en el masato, que
habrian generado un estado de competencia en la poblacion de bacterias acido lacticas por
el aprovechamiento de los nutrientes ocasionando la disminucion de su viabilidad durante la
fermentacion. En relacion a ello, Saeed y Salam (2013) sefialan que las bacterias acido
lacticas son el grupo mas exigente en cuanto a sus requisitos nutricionales que pueden variar

entre especies e incluso entre cepas afectando directamente en su crecimiento.
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Por otro lado, el mayor incremento de la viabilidad BAL del masato control de M. esculenta
“yuca” podria deberse a la activacion de las especies nativas en la fermentacién de la M.
esculenta “yuca” que hayan tolerado los procesos de desinfeccion y coccion. De acuerdo a
Kostinek et al. (2007) en la M. esculenta “yuca” fermentada se aislaron grupos de bacterias
acido lacticas siendo los géneros més predominantes: Lactobacillus (57,9 %), Weissella
(14,1 %), Leuconostoc (13,9 %) y el consorcio Enterococcus + Lactococcus + Streptococcus
(14,1 %). En tanto, Rebaza et al. (2023) aislaron siete cepas de Lactiplantibacillus plantarum
(anteriormente Lactobacillus plantarum) (Ch13, Ch17, Ch23, Ch33, Ch41, Ch43 y Ch51)
de la chicha de siete semillas y en el masato de M. esculenta “yuca”, identificaron cinco
cepas de Lactiplantibacillus plantarum (M01, M04, M21, M41 y M82), dos cepas de
Limosilactobacillus fermentum (anteriormente Lactobacillus fermentum) (M02 y M31), una
cepa de P. acidilactici (M71) y una cepa de Weissella confusa (M81). La mayor presencia
de Lactiplantibacillus plantarum en ambos fermentados da cuenta que esta especie es
“generalista” capaz de ocupar una amplia gama de nichos ecoldgicos por su versatilidad y
plasticidad gendémica, capaz de adquirir o perder diferentes caracteristicas genéticas ligadas

a los requerimientos ambientales.

Sin embargo, otro grupo de bacterias se hicieron evidentes en otros fermentados de M.
esculenta “yuca” como la especie B. subtilis, la cual podria fermentar la glucosa y celobiosa
en acido lactico mediante la enzima amilasa que posee (Hernandez y Martinez, 2001). Esto
permitiria inducir que entre las BAL del masato control de M. esculenta “yuca” se encuentren
cepas del B. subtilis, ya que el Agar MRS empleado para el recuento BAL no es un medio
selectivo, ni diferencial para bacterias acido lacticas, por tanto, el desarrollo de otros

microorganismos como los Bacillus es probable (Merck, 2021).

4.2.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

En el almacenamiento en refrigeracion de los masatos de M. esculenta “yuca” el tipo de
inoculo, tiempo de almacenamiento y su interaccion evidenciaron un efecto significativo en
la viabilidad BAL. A los ocho dias de almacenamiento se observd un aumento en el masato
control de 1 x 10%a 3,2 x 108 UFC/g y para los tratamientos inoculados con las BAL 1,3 x107
a 6,3 x10” UFC/g, estos Gltimos mantuvieron su viabilidad en 3,1 x 107 UFC/g en los 14 dias

de almacenamiento en refrigeracion. Huapaya (2014) investigando una bebida probidtica a
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partir de la fermentacion lactica de la harina de quinua hidrolizada almacenada en
refrigeracion durante 14 dias evidencié un decrecimiento en la viabilidad BAL de 1,5
unidades logaritmicas, siendo el recuento final de 3,9 x 10® UFC/g. Machado y Rizzato
(2019) reportaron un valor constante en la viabilidad de L. casei de 108 UFC/g a los 21 dias
de almacenamiento en refrigeracion del jugo de maracuya. Estos resultados indican que todas
las bebidas, incluyendo al masato, mantuvieron el nimero minimo de microorganismos para

ser consideradas bebidas probidticas (Castillo, 2014; Grajek et al., 2005).

Por otra parte, Serna (2012) indicd que, en bebidas fermentadas de frutas almacenadas en
refrigeracion, las bacterias acido lacticas potencialmente probioticas se mantuvieron viables
a temperaturas bajas, ya que metabolizaron gradualmente los azlicares del medio. Segun
Pereira et al. (2011) el empleo de frutas y vegetales como sustratos, podria conferir una
ventaja citroprotectora a los probidticos para tolerar temperaturas bajas por los antioxidantes,
fibra y vitaminas que poseen. En el masato de M. esculenta “yuca” se evidencio un mayor
aumento de la viabilidad BAL entre los dias 8 y 11 de almacenamiento en refrigeracion para
los masatos inoculados con L. plantarum y el consorcio, siendo el incremento de casi 1,5
unidades logaritmicas, aun cuando se presentaba escasez de sustrato (4 °Bx), ya que éste
habia sido consumido casi en su totalidad durante la fermentacion por los microorganismos
fermentativos. Por tanto, las bacterias acido lacticas no tendrian por qué haber aumentado su
viabilidad en este periodo, puesto que, no tendria azlicares para consumir, a menos que hayan
aprovechado otros sustratos alternativos como el citrato, el lactato o las proteinas del masato
para su desarrollo. Lindgren et al. (1990) y Unden y Zaunmuller (2009) indicaron que
algunas bacterias acido lacticas heterofermentativas como el L. plantarum son capaces de
degradar acidos organicos como el lactico, malico, tartarico, glucénico, galacturénico y
fumarato en mostos de uva. En tanto, Gomez (1996) sefialé que las bacterias &cido lacticas
podrian consumir citrato o proteinas como sustratos alternativos ante la deficiencia de

azucares.

97



4.3. Analisis del recuento de la levadura S. cerevisiae durante el proceso de
fermentacion de los masatos de M. esculenta “yuca” y durante el almacenamiento

en refrigeracion

4.3.1. Durante el proceso de elaboracion

El recuento de S. cerevisiae (Logl0 UFC/g) dependid del tipo de indculo, tiempo de
fermentacion y la interaccion de ambos factores. EI masato control de M. esculenta “yuca”
mantuvo su recuento entre 6 a 6,5 unidades logaritmicas en 72 h de fermentacion, mientras
que, los masatos inoculados con BAL presentaron una disminucion en casi una unidad
logaritmica, posiblemente debido a que la levadura S. cerevisiae no se adapto a los cambios
ocasionados por las bacterias acido lacticas en las caracteristicas fisicoquimicas del masato
0 que entre los microorganismos haya existido competencia por el sustrato, originando la
reduccion gradual del nimero de levaduras. Serna (2012) sefial6 que la disminucion del
numero de levaduras podria deberse al agotamiento de los nutrientes en el medio y por el
aumento en la acidez titulable generado por las bacterias BAL. Asimismo, Torres (2017)
manifiesta que las interacciones ente bacterias acido lacticas y levaduras durante la
fermentacidn podrian ser positivas como el mutualismo, donde ambas especies se benefician
o el comensalismo, donde una especie se beneficia sin afectar a la otra; en contraste también
se presentarian interacciones negativas como el amensalismo donde el producto metabolico
de una especie posee efecto negativo sobre la otra y el antibiosis, interaccion en la que una
especie es detrimental para la otra, ya que produce sustancias perjudiciales especificas para
el dafio celular; otra interaccidn negativa seria la competencia, donde los microorganismos
interactuantes competirian por consumir la mayor cantidad de sustrato para suplir sus

necesidades nutricionales.

4.3.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

En el almacenamiento en refrigeracion de los masatos de M. esculenta “yuca”, el tipo de
in6culo, tiempo de almacenamiento y la interaccion de ambos factores ejercieron efecto
significativo en el recuento de S. cerevisiae (Log10 UFC/g) de los masatos. En este periodo
de 17 dias, las levaduras mantuvieron recuentos cercanos a 6,9 Log10 UFC/g, asimismo, se
observo un aumento en el recuento de las levaduras durante los primeros ocho dias de

almacenamiento en refrigeracion. La explicacién seria que de la misma forma que lo
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sucedido con las bacterias acido lacticas, la levadura S. cerevisiae toler6 temperaturas de
refrigeracion debido a que continuaron metabolizando de forma paulatina el acido lactico,
principal desecho de las BAL.

4.4. Calidad microbioldgica de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

durante el proceso de fermentacién y durante el almacenamiento en refrigeracion

4.4.1. Durante el proceso de elaboracion

En la fermentacion los masatos de M. esculenta “yuca” incorporados con L. plantarum, P.
acidilactici y su consorcio, se mantuvieron inocuos, libres de coliformes, mohos y hongos.
Este hecho podria deberse, a que las BAL evitaron el crecimiento de otros microorganismos
competidores (coliformes, mohos y hongos) en el masato. Huapaya (2014) en su bebida
fermentada de quinua con un consorcio BAL (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
S. thermophilus, L. acidophilus y Bifidobacterium spp. referido a Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum) después de 10 dias de fermentacion
obtuvo recuentos de hongos, levaduras y coliformes totales menores a 3 UFC/ml. Los
recuentos nulos de coliformes, mohos y hongos encontrados en este estudio, podrian deberse

a dos razones: el descenso del pH y la produccion de bacteriocinas.

En el metabolismo de las BAL, la produccion de acido lactico y otros acidos organicos
disminuyen el pH del medio, el cual inhibe el crecimiento de otras bacterias (Wohlgemuth
et al., 2010). Parra (2010) sefiala que la formacion de &cido lactico por las BAL es
conveniente para mantener una fermentacion inocua, ya que este compuesto actla como
agente buffer o inhibidor del crecimiento bacteriano en una amplia variedad de alimentos y
bebidas. El acido lactico con las bacteriocinas ejerce un efecto antimicrobiano en los
alimentos debido a la interferencia en el mantenimiento del potencial de membrana, la
inhibicién del transporte activo y reduccion del pH intracelular de microorganismos

indeseables (Gorbefia y Saenz, 2008).
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4.4.2. Durante el almacenamiento en refrigeracion

En el almacenamiento en refrigeracion los masatos de M. esculenta “yuca” incorporados con
L. plantarum, P. acidilactici y su consorcio se mantuvieron inocuos, libres de coliformes,
mohos y hongos. En cambio, el masato control solo demostré inocuidad durante las 72 h de
fermentacion, pero después de los 14 dias de almacenamiento, presentd crecimiento de
hongos. Huapaya (2014) en su bebida fermentada de quinua con un consorcio BAL
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus, L. acidophilus y
Bifidobacterium spp. referido a Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum) después de 14 dias de almacenamiento en refrigeracion obtuvo
recuentos de hongos, levaduras y coliformes totales menores a 3 UFC/ml. Rios et al. (2016)
después de 12 dias de almacenamiento en refrigeracion de una bebida fermentada a base de
arroz, evidenciaron el crecimiento de aerobios mesofilos, mohos y levaduras en torno a

100 UFC/ml, valor que estuvo dentro de los limites permisibles seguin la normativa vigente.

Los bajos recuentos de coliformes, mohos y hongos encontrados en las bebidas fermentadas
con bacterias &cido l4cticas, podrian deberse al descenso del pH y la produccion de
bacteriocinas. Las BAL producen durante su metabolismo, acido lactico y otros acidos
organicos, lo que disminuyen el pH del medio e inhiben el crecimiento de otros
microorganismos (Wohlgemuth et al., 2010). En tanto, Jurado et al. (2009) indicaron que
las bacterias con alta produccion de acido lactico disminuyen el pH del medio favoreciendo

la inhibicion de microorganismos patdgenos.

La liberacidon de bacteriocinas por las BAL tendria actividad antagonica frente al desarrollo
de otros microorganismos. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos, segregadas por
diversas bacterias para inhibir el crecimiento microbiano competidor (Monroy et al., 2009).
Por ejemplo, el L. plantarum produce plantaricina, una bacteriocina de amplio espectro de
inhibicidn a otros microbios, especialmente, las bacterias grampositivas. La actividad de este
péptido consiste en la adhesion electrostatica a la membrana bacteriana, insertandose luego
a la bicapa lipidica causando la formacion de poros y la consecuente permealizacion de la
membrana, por tanto, la bacteria afectada perdera iones y metabolitos esenciales

conllevandola a una muerte progresiva (Monroy et al., 2009). En el caso del P. acidilactici,
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se ha reportado que esta especie produce pediocina, una bacteriocina de amplio espectro
inhibitorio de bacterias grampositivas. Su mecanismo de accion consiste en la formacion de
poros en la membrana citoplasmatica de la célula bacteriana, en consecuencia, el
microorganismo objetivo perderd iones y sus moléculas de ATP seran hidrolizadas,

resultando en la muerte celular (Londofio et al., 2015).

4.5. Aceptabilidad de las formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”

Los resultados de las puntuaciones de la aceptacion de las caracteristicas sensoriales de los
masatos de M. esculenta “yuca” evidenciaron que las formulaciones con mayor aceptacion
de la apariencia general, color, aroma, sabor, textura y calidad global, correspondieron a las
formulaciones con adicion de panela, presentando calificaciones promedios en torno de 7,0
(me gustdé moderadamente) en la escala hedonica, las cuales fueron significativamente
mayores a las de las formulaciones sin adicion de panela que presentaron un promedio en
torno de 6,0 (me gustd ligeramente). Del mismo modo en la intencion de compra las
formulaciones de masato con adicion con panela presentaron una mayor intencion de
compra, con promedios cercanos a 4,0 (probablemente lo compraria) en comparacién con
las formulaciones sin panela que presentaron promedios de 3,0 (tal vez compraria / tal vez

no compraria).

Machado y Rizzato (2019) observaron que la adicion de edulcorantes como la Stevia y
sacarosa (azucar comercial) mejoraron la preferencia sensorial del jugo de maracuya
inoculado con L. casei. En los jugos edulcorados con estevia, el 36,5 % de los encuestados
les gustd mucho y el 21,2 % les gustd extremadamente; mientras que, los endulzados con
azUcar obtuvieron mejor aceptacion, el 28,8 % les gusto extremadamente y les gusté mucho,
respectivamente. A diferencia de los que no se endulzaron, los cuales fueron catalogados
como “me disgusta ligeramente” por la mayoria de los participantes correspondiendo al
21,2 %.

La predileccion por bebidas azucaradas podria deberse a que el azlcar libera dopamina
activando el sistema de recompensa en el cerebro y desensibiliza los receptores

dopaminérgicos, encargados de su control; en efecto, esto llevaria a una mayor ingesta o
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preferencia por bebidas edulcoradas para alcanzar el estado de satisfaccion por parte de los

consumidores (Del Toro et al., 2018).

A pesar de que en el masato de M. esculenta “yuca” no se encontrd efecto significativo del
tipo de indculo en las caracteristicas sensoriales de la bebida, la produccion de metabolitos
por parte de las bacterias acido lacticas habria aportado minimamente en la aceptacion del
sabor y aroma como lo encontrado por Serna (2012) en su estudio con bebidas de frutas con
adicion de L. plantarum, las cuales presentaron mejores calificaciones que aquellas sin

adicién de esta bacteria.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

. La adicidn de bacterias acido lacticas provocd un mayor consumo de sélidos solubles,
el incremento de pH, el descenso de la acidez titulable y el aumento del grado alcoholico

en las diferentes formulaciones de masato de M. esculenta “yuca”.

. Los masatos de M. esculenta “yuca” mantuvieron la viabilidad de las bacterias acido
lacticas (P. acidilactici y L. plantarum) en torno a 7 unidades logaritmicas tanto en las
72 h de fermentacién como en los 17 dias de almacenamiento en refrigeracion.

. Se evidencid una ligera disminucion en el recuento de la levadura S. cerevisiae durante
el periodo de fermentacion, en tanto que, en el almacenamiento en refrigeracion el

namero de colonias se mantuvo constante sin reducciones significativas.

. Los masatos de M. esculenta “yuca” inoculados con BAL presentaron recuentos nulos
en los indicadores de calidad: mohos, hongos y coliformes, cifiéndose a los estandares
de inocuidad establecidos en la Resolucién Ministerial N° 591-2008-MINSA (2008) y

manteniéndose inocuos durante la fermentacion y almacenamiento en refrigeracion.

. La adicion de panela granulada organica tuvo un efecto significativo positivo en la
aceptacion de los masatos de M. esculenta “yuca” en relacién con los masatos sin panela.
Las formulaciones de masato con adicion de panela mostraron mayor aceptabilidad
sensorial con calificaciones en torno a 7,0 (me gust6 moderadamente) para el aroma,
sabor, textura, calidad global y una intenciobn de compra promedio de 4,0
(probablemente lo compraria) valores significativamente diferentes a las calificaciones
de los masatos sin panela, los cuales presentaron promedios cercanos a 6,0 (me gusto
moderadamente) para el aroma, textura y calidad global, no obstante, para el sabor
obtuvo un puntaje en torno a 5 (no me gusté ni me disgustd), siendo su intencion de

compra promedio de 3,0 (tal vez compraria / tal vez no compraria).
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Evaluar la interaccion entre las bacterias acido lacticas y las levaduras comerciales a
diferentes niveles de inoculacién en bebidas fermentadas tipo masato, para determinar

su simbiosis 0 competencia y bajo qué condiciones se dan.

Identificar las bacterias &cido lacticas nativas presentes en la M. esculenta “yuca” y
emplear medios de cultivos mucho mas especificos como el agar M17 para el género
Pediococcus, ATP para el género Leuconostoc y Agar MRS para el genero
Lactobacillus con el fin de evaluar la viabilidad de las diferentes especies BAL nativas

o0 incorporadas.

Evaluar el pH, acidez titulable, solidos solubles y grado alcohédlico durante el

almacenamiento en refrigeracion de los masatos de M. esculenta “yuca”.

Determinar el efecto de la adicion de la panela granulada orgénica y tiempo de

fermentacion en las caracteristicas fisicoquimicas del masato de M. esculenta “yuca”.

Medir la actividad antimicrobiana del L. plantarum M82 y P. acidilactici M71 en

diferentes especies patdgenas de interés sanitario.
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TERMINOLOGIA

ATP: El ATP es la “moneda energética” de la célula que durante su hidrolisis libera 30,5
kJ/mol de energia en forma de calor. Esta elevada produccion de energia depende de factores
electronicos como fosfatos de alta energia, repulsion electrostatica, reactividad quimicay un

elevado volumen molecular de los grupos fosfato (Sosa et al., 2018).

Balance de materia. Cimentada en la Ley fundamental de la Conservacion de la Masa,
donde se establece que la materia ingresante a un sistema debe salir del sistema o acumularse

dentro del mismo, excluyendo las reacciones atomicas o nucleares (Cobaquil, 2014).

B. subtilis WB700CH2: Es un microorganismo que degrada la glucosa y celobiosa en L-
lactato 6pticamente puro mediante la enzima amilasa con rendimientos del 80 % y requiere
fuentes adicionales de vitaminas y aminoacidos para su crecimiento (Hernandez y Martinez,
2001).

Cepas. Microbiolégicamente, es una poblacién de microorganismos provenientes de una
Unica célula, la cual ha sido propagada clonalmente, debido al gran interés de la conservacion
de sus cualidades para sus diferentes usos al ser humano (Benavides y Hermida, 2008).

Control. Comprobacién y evaluacién de un proceso productivo (Macias y Jiménez, 2013).

Corte longitudinal. Corte realizado a lo largo o paralelo al eje de un cuerpo u objeto
(Universidad de Guanajuato, 2018).

Grados Brix (°Bx). Expresa la concentracion de solidos disueltos (%) en una solucién de
sacarosa pura, para medirlo se utiliza el equipo denominado refractémetro (Macias y

Jimeénez, 2013).

Edulcorante. Es una sustancia permitida para su utilizacion como aditivo en los productos

alimentarios. Esta sustancia es capaz de endulzar un alimento (Evangelista y Rivas, 2015).
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Potencial de hidrégeno (pH). Indica la concentracion de iones de hidrogeno presente en
una sustancia lo cual indica cuan &cido o alcalino es dicha sustancia (Macias y Jiménez,
2013).

Partes por millon (ppm). Es una medida que expresa la concentracion de una sustancia

disuelta en una solucién, su unidad equivalente es mg/l (Zamora, 2009).

Refinado. Proceso donde se reduce el tamafio particular de una sustancia donde sus
particulas miden varios milimetros y se reducen a micrones, todo ello con el fin de obtener

una sustancia de textura aceptable (Yi, 2017).
Stevia: Es una planta que pertenece a la familia Asteraceae y que por su composicion rica

en glucosidicos bajos en calorias tiene la capacidad de edulcorar 300 veces mas que el azlcar
(Salvador et al., 2014).
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APENDICES

Apéndice 1

Ficha para reclutamiento de consumidores de bebidas fermentadas

Nombre: Edad: Sexo: M UJ FU

Teléf. de contacto: E-mail:

1. ¢ A usted le gustan las bebidas tipicas fermentadas peruanas, como el clarito, la chicha de jora, chicha de 7

semillas o el masato de M. esculenta “yuca?
Si[ No [J

2. Indique en la escala abajo, cuanto le gusta o disgusta las bebidas tipicas fermentadas peruanas:

Me gusta extremamente 0
Me gusta mucho O
Me gusta moderadamente 0
Me gusta ligeramente O
No me gusta ni me disgusta 0
Me disgusta ligeramente O
Me disgusta moderadamente O
Me disgusta mucho 0
Me disgusta extremamente O

3. Indique en la escala abajo, con qué frecuencia, en promedio, usted consume bebidas fermentadas:

Casi siempre (casi todos los dias)
Mucho (1 a 2 veces/ semana)
Moderado (1 a 2 veces/ mes)
Poco (menos de 1 vez/ mes)

Casi nunca (menos de 1 vez/afio)

I Iy B |
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Apéndice 2

Ficha de evaluacion sensorial del masato de M. esculenta “yuca”

Nombre:

Fecha:

Edad: Sexo: Masculino () Femenino: ( )

1. Lugar de origen

2. ¢A usted le gustan las bebidas tipicas fermentadas peruanas, como el clarito, la chicha
de jora, chicha de 7 semillas o el masato de M. esculenta “yuca”?

Si O
No O

3. Indique que bebidas fermentadas tipicas acostumbra a consumir (puede marcar méas de
una opcion):

Clarito

Chicha de jora
Chicha de mani
Chicha de 7 semillas
Masato

Otros (especifique)

OO0Ooo0gogd

4. ¢Usted ha consumido alguna vez masato de M. esculenta “yuca”?

Si O
No [

5. Si la respuesta es positiva, mencione donde lo ha consumido:

(1 Preparado en casa
[0 En un restaurante de comidas tipicas
(1 En una feria gastronémica

[ En alguna festividad o fiesta patronal
[ En otro lugar(especifique)
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6. Por favor, evalle cuidadosamente, de izquierda a derecha, cada muestra codificada de
masato de M. esculenta “yuca” y utilizando la escala abajo, califique cuanto le gust6 o
disgusto el producto con relacion a los siguientes atributos:

9 - Me gusto extremamente

8 - Me gustdé mucho

7 - Me gustdé moderadamente

6 - Me gustd ligeramente

5 - No me gusté ni me disgusto
4 - Me disgustd ligeramente

3 - Me disgusté moderadamente
2 - Me disgusté mucho

1 - Me disgusto extremamente

MUESTRA N°:

Color

Aroma

Apariencia
general

Sabor

Textura

Calidad global

7. Utilizando la escala abajo, exprese su parecer en relacion a la intencion de compra de la
muestra evaluada de masato de M. esculenta “yuca”.

5 — Seguramente compraria

4 - Probablemente compraria

3 - Tal vez compraria / tal vez no compraria
2 - Probablemente no compraria

1 - Seguramente no compraria

MUESTRA N°

NOTA
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8. Situvieraalgin comentario con relacion a los atributos que mas le gustaron o disgustaron
de alguna muestra de masato de M. esculenta “yuca”, hagalas con sus propias palabras
en los renglones abajo, identificando a que muestra (o muestras) se refieren:

Muestra

NO:

iMuchas gracias por su participacion!

Apéndice 3

Codigos para el analisis sensorial de las formulaciones masato de M. esculenta “yuca”

Formulacion Composicion Cddigo
1 Lp,SP 367
2 Pa,SP 892
3 Consorcio, SP 453
4 Lp,CP 274
5 Pa,CP 798
6 Consorcio, CP 935

Nota. Lp: L. plantarum, SP: sin panela, Pa: P. acidilactici, CP: con panela.

Apéndice 4
Disefio estadistico para el orden de presentacion de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca’ a los consumidores

Orden de presentacion de muestras

Consumidor 1 2 3 4 5 6
1 274 892 453 798 367 935
2 798 367 935 274 892 453
3 453 798 892 935 274 367
4 892 935 798 367 453 274
5 367 453 274 892 935 798
6 935 274 367 453 798 892
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Orden de presentacion de muestras

Consumidor 1 2 3 4 5 6
7 892 274 453 935 367 798
8 453 367 892 798 274 935
9 935 453 798 367 892 274
10 274 935 367 453 798 892
11 367 798 274 892 935 453
12 798 892 935 274 453 367
Orden de presentacion de muestras
Consumidor 1 2 3 4 5 6
13 935 798 274 892 453 367
14 367 453 798 935 274 892
15 798 892 367 274 935 453
16 453 935 892 798 367 274
17 274 367 935 453 892 798
18 892 274 453 367 798 935
Orden de presentacion de muestras
Consumidor 1 2 3 4 5 6
19 367 274 935 892 453 798
20 935 892 798 367 274 453
21 892 453 367 274 798 935
22 453 935 274 798 367 892
23 274 798 892 453 935 367
24 798 367 453 935 892 274
Orden de presentacion de muestras
Consumidor 1 2 3 4 5 6
25 798 892 935 367 453 274
26 453 367 274 798 935 892
27 367 274 453 892 798 935
28 935 798 892 453 274 367
29 892 935 798 274 367 453
30 274 453 367 935 892 798
Orden de presentacion de muestras
Consumidor 1 2 3 4 5 6
31 367 274 935 892 798 453
32 798 935 892 274 453 367
33 453 892 274 935 367 798
34 274 367 798 453 935 892
35 935 798 453 367 892 274
36 892 453 367 798 274 935
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Apéndice 5

Crecimiento de los in6culos en cicloheximida y cloranfenicol

Nota. A: Crecimiento de L. plantarum en agar MRS con adicidn de cicloheximida. B: Crecimiento de levadura
en agar YPD con cloranfenicol.

Apéndice 6

Analisis de varianza de la aceptacion de la apariencia general de las formulaciones de
masato de M. esculenta “yuca”

Fuente de Variacién SC GL CM F p
Consumidor 110,458 35 3,156 3,95 0,000
Orden de presentacion 3,542 5 0,708 0,89 0,491
Adicién de panela 8,560 1 8,560 10,72 0,001
Tipo de in6culo 0,444 2 0,222 0,28 0,757
Adicion de panela*tipo de in6culo 0,259 2 0,130 0,16 0,850
Error 135,694 170 0,798

Apéndice 7

Analisis de varianza de la aceptacion del color de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 127,26 35 364 3,399 0,000
Orden de presentacion 13,48 5 2,70 2,520 0,031
Adicidn de panela 0,67 1 0,67 0623 0,431
Tipo de in6culo 0,12 2 0,06 0,056 0,945
Adicion de panela*tipo de in6culo 0,53 2 0,26 0,247 0,782
Error 181,87 170 1,07
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Apéndice 8
Andlisis de varianza de la aceptacion del aroma de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 186,315 35 5,323 3,475 0,000
Orden de presentacion 2,204 5 0,441 0,288 0,919
Adicidn de panela 66,667 1 66,667 43,518 0,000
Tipo de indculo 0,037 2 0,019 0,012 0,988
Adicion de panela*tipo de in6culo 1,000 2 0,500 0,326 0,722
Error 260,426 170 1,532
Apéndice 9

Analisis de varianza de la aceptacion del sabor de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 305,870 35 8,739 5,898 0,000
Orden de presentacion 5,426 5 1,085 0,732 0,600
Adicion de panela 411,130 1 411,130 277,492 0,000
Tipo de inoculo 0,120 2 0,060 0,041 0,960
Adicién de panela*tipo de inoculo 1,120 2 0,560 0,378 0,686
Error 251,870 170 1,482

Apéndice 10

Analisis de varianza de la aceptacion de la textura de las formulaciones de masato de M.
esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 176,718 35 5,049 3,708 0,000
Orden de presentacion 9,579 5 1,916 1,407 0,224
Adicidn de panela 53,005 1 53,006 38,922 0,000
Tipo de in6culo 0,843 2 0,421 0,309 0,734
Adicion de panela*tipo de in6culo 2,231 2 1,116 0,819 0,442
Error 231,509 170 1,362

Apéndice 11

Analisis de varianza de la aceptacién de la calidad global de las formulaciones de masato
de M. esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 167,926 35 4,798 4,150 0,000
Orden de presentacion 10,204 5 2,041 1,765 0,123
Adicion de panela 163,630 1 163,630 141,536 0,000
Tipo de inoculo 0,065 2 0,032 0,028 0,972
Adicién de panela*tipo de indculo 1,565 2 0,782 0,677 0,510
Error 196,537 170 1,156
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Apéndice 12
Analisis de varianza de la intencion de compra de las formulaciones de masato de M.

esculenta “yuca”

Fuente de Variacion SC GL CM F p
Consumidor 71,500 35 2,043 3,261 0,000
Orden de presentacion 2,278 5 0,456 0,727 0,604
Adicidn de panela 104,167 1 104,167 166,275 0,000
Tipo de in6culo 2,861 2 1,431 2,284 0,105
Adicidn de panela*tipo de indculo 2,528 2 1,264 2,017 0,136
Error 106,500 170 0,626

131



Apéndice 13

Balance de materia para 1000 g de masato de M. esculenta “yuca”

969 gdeyuca

Hipoclorito de sodio

(525%): 2,07 ml  —»

Agua: 1,06 |

Agua: 1070g —»

Agua: 446,88 g
AzUcar blanca

(26,61 %): 190,76 g

Levadura (0,34 %): 4,61 ml

Lactobacillus plantarum/Pedioccocus

(1 %): 13,55 ml

Recepcion
969 g
v
Seleccion L » Descarte (5 %): 48,45 ¢
920,55 g
A 4
Lavado —— Impurezas (3 %): 27,62 ¢
892,93 g
\4
Pelado —» Cascara (20 %): 178,59 ¢
714,34 g
v
Coccidn —» Agua evaporada (58 %): 620,60 g
1163,74 g
v
Escurrido |, Agua: 446,88 ¢
716,86 g
v
Machacado
716,86 g
\ 4
Acondicionamiento
1354,50 g
\ 4
Inoculacién
1372,66 g
v
Fermentacion — CO (11,60 %): 159,23 g
121343 g
v
Tamizado —» Sedimentos (20 %): 242,69 g
970,75 g

A 4

Panela: 29,12 g

Estandarizado

Colorante natural (0,02%): 0,19

L 132

Masato

1000 g
14 °Bx
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Certificacion orgénica de la panela (cafia de azlcar)

ORGANISMO DE CERTIFICACION DE PRODUCTOS

ACREDITADO POR EL ORGANISMO DE ACREDITACION — ae
INACAL - DA = e

CAAE CON REGISTRO N° OCP - 034 st

Regiatro N'OCP - (M

CERTIFICADO DE CONFORMIDAD

N° de documento: CE-022084-2023

CAAE AMERICA SAC .,

como entidad de certificacion de producto por el Reglamento Técnico para los Productos Orgéanicos en el Pert,
segun el Decreto Supremo N° 044-2006-AG, autorizada por el SENASA en Pert, como organismo Certificador de
productos orgéanicos de acuerdo al requerimiento establecido en la ley 29196, DS N° 002-2020-MINAGRI y
conforme al esquema de certificacion 6 de la norma NTP-ISO/IEC 17067, confirma y avala que los productos
indicados son producidos y comercializados bajo la responsabilidad de:

COOPERATIVA AGRARIA NORANDINO LTDA.

AV. LOS DIAMANTES MZA. X LOTE. 3Y4 Z.1. Il ETA (POR DEPOSITO
DE LA MUNICIPALIDAD)

20009-VEINTISEIS DE OCTUBRE (PIURA)
N° 41682

Periodo de validez desde 29/12/2023 hasta 29/12/2024 Fecha de control (2): 27/11/2023

Se emite el presente documento, que ha sido expedido en base a la ley 29196, DS N° 002-2020-MINAGRI. El
operador declarado ha sometido sus actividades a control y cumple los requisitos establecidos en el citado
Reglamento.

Limaa, Viernes, 29 de Diciembre de 2023

Mario Alberto Muﬁoleorreg’o
CAAE AMERICA
(Ver alcance del certificado en las paginas siguientes)

1) Autorizada como entidad de certificacion en Perti con el codigo de organismo de control PE-024-MINAGRI-SENASA

(2) Si ha transcurrido mas de un asio desde la fecha del tltimo control consulte en con CAAE AMERICA la validez del certificado

Este documento es propiedad de CAAE AMERICA, por lo que deberd devolverse con un simple requerimiento, su validez puede verificarse consultando con CAAE AMERICA. Este
documento sustituye y anula a cualguier otro emitido con anterioridad.

CAAE AMERICA puede emitir un certificado por cada operador y grupo de productos/actividad.

Los productos indicados como Conversion T1 tienen que comercializarse como No Organicos

RTPO-10-05 Rev,09 - 24/102023 Pig. 1 de3

CAAE AMERIA SAC certificacion@caae.pe
Calle Francisco Masias n® 370 , piso 7 San Isidro - Lima
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ORGANISMO DE CERTIFICACION DE PRODUCTOS’ INACAL

ACREDITADO POR EL ORGANISMO DE ACREDITACION Cr DA~ Pest
INACAL - DA c »

CAAE CON REGISTRO N° OCP - 034

ertficacién de Prod
Acreditado

Registro N'OCP - 034

CERTIFICADO DE CONFORMIDAD

N° de documento: CE-022084-2023

PRODUCTOS CATEGORIA
Vegetales y productos vegetales Conversion T2
Cacao
Café
Caiia de azicar
Vegetales y productos vegetales Conversion T3
Cacao
Café
Caiia de azicar
Vegetales y productos vegetales Produccion Organica
Cacao
Café

Caiia de azucar

Estos productos proceden de la explotacion/instalaciones indicada/s a continuacion

ACTIVIDAD COMO PRODUCTOR PARA GRUPOS:

FECHA VOLUMEN
ZONA D PRODUCTORES | HAS S CULTIVO an CATEGORIA
451 470,84 | 14/11/2023 CACAO 580,97 ORGANICO
7 8,64 14/11/2023 CACAO 10,66 CONVERSION T3
35 27,99 14/11/2023 CACAO 34,54 CONVERSION T3
20 20,31 14/11/2023 CACAO 25,06 CONVERSION T2
9 11,77 | 14/11/2023 CACAO 14,52 CONVERSION Tl
ZHO1 41682-01 1497 2157,04 | 14/11/2023 CAFE 2988,36 ORGANICO
25 18,49 14/11/2023 CAFE 25,62 CONVERSION T3
114 160,35 | 14/11/2023 CAFE 222,15 CONVERSION T3
15 17,82 14/11/2023 CAFE 24,69 CONVERSION T2
3 1,76 14/11/2023 CAFE 2,44 CONVERSION T1

(contintia en siguiente pagina)

1) Autorizada como entidad de certificacion en Perii con el codigo de organismo de control PE-024-MINAGRI-SENASA

(2) Si ha transcurrido mas de un aiio desde la fecha del tiltimo control consulte en con CAAE AMERICA la validez del certificado.

Este documento es propiedad de CAAE AMERICA, por lo que deberd devolverse con un simple requerimiento, su validez puede verificarse consultando con CAAE AMERICA. Este
documento sustituye y anula a cualquier otro emitido con anterioridad.

CAAE AMERICA puede emitir un certificado por cada operador y grupo de productos/actividad.

Los productos indicados como Conversion T1 tienen que comercializarse como No Organicos

RTPO-10-05 Rev.09 - 24/10/2023 Pag. 2de3

CAAE AMERIA SAC certificacion@caae.pe
Calle Francisco Masias n® 370 , piso 7 San Isidro - Lima
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ORGANISMO DE CERTIFICACION DE PRODUCTOS o

ACREDITADO POR EL ORGANISMO DE ACREDITACION Cr .
INACAL - DA Carticacion -

CAAE CON REGISTRO N° OCP - 034 :

Registro N'OCP - 034

CERTIFICADO DE CONFORMIDAD

N° de documento: CE-022084-2023

FECHA VOLUMEN
ZONA D PRODUCTORES | HAS NGO CULTIVO (TN) CATEGORIA
598 696,81 | 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 42020,57 ORGANICO
45 4826 | 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 291028 CONVERSION T3
ZHo1 41682-01 10 8,07 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 486,65 CONVERSION T2
1 0,20 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 12,06 CONVERSION T1
240 337,51 | 14/11/2023 CAFE 467,59 ORGANICO
5 5,45 14/11/2023 CAFE 7:55 CONVERSION T3
1 17,55 14/11/2023 CAFE 2431 CONVERSION T3
ZH02 41682-02 3 4,00 14/11/2023 CAFE 5,54 CONVERSION T2
52 | 99,42 | 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 5995,44 ORGANICO
1 2,00 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 120,61 CONVERSION T3
330 747,47 | 14/11/2023 CAFE 1035,54 ORGANICO
77 14225 | 14/11/2023 CAFE 197,07 CONVERSION T3
10 17,20 14/11/2023 CAFE 23,83 CONVERSION T3
ZHO03 41682-03 1 3,00 14/11/2023 CAFE 4,16 CONVERSION T2
4 8,56 14/11/2023 CAFE 11,86 CONVERSION T1
9 21,01 14/11/2023 | CANA DE AZUCAR 1266,99 ORGANICO
224 362,32 | 14/11/2023 CACAO 447,07 ORGANICO
58 101,26 | 14/11/2023 CACAO 124,94 CONVERSION T3
ZH04 41682-04 2 3,65 14/11/2023 CACAO 4,50 CONVERSION T3
3 3,83 14/11/2023 CACAO 473 CONVERSION T2
9 3,15 14/11/2023 CACAO 3,89 CONVERSION T1

Observaciones: Para consulta de la localizacion detallada de los productores véase el anexo al certificado de conformidad.

1) Autorizada como entidad de certificacion en Perii con el codigo de organismo de control PE-024-MINAGRI-SENASA

(2) Si ha transcurrido mas de un ario desde la fecha del tiltimo control consulte en con CAAE AMERICA la validez del certificado.

Este documento es propiedad de CAAE AMERICA, por lo que deberd devolverse con un simple requerimiento, su validez puede verificarse consultando con CAAE AMERICA. Este
e stituye y anula a cualquier otro emitido con anterioridad.

CAAE AMERICA puede emitir un certificado por cada operador y grupo de productos/actividad.

Los productos indicados como Conversion T1 tienen que comercializarse como No Organicos

RTPO-10-05 Rev.09 - 24/10/2023 Pag. 3de3

CAAE AMERIA SAC certificacion@caae.pe
Calle Francisco Masias n® 370 , piso 7 San Isidro - Lima
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