PN FACULTAD DE TESIS
s CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA

- P
&"‘. AGRARIAS COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS
A BASE DE KEFIR

I:\‘I: — ; UNIVERSIDAD
¥ NACIONAL DE cUYO

§e

. 3 4
Nodulosde kefindeagua
~ plenafermk i

. " )'
&

FORMULACION Y ANALISIS

.
M ]

'--

DE LA COMPOSICION DE
BEBIDA REALIZADA A BASE
DE KEFIR DE AGUA

LAURA SOLEDAD CIA

Tesis presentada para acceder al grado académico de

Licenciatura en Bromatologia.

Sede Lujan de Cuyo: Facultad de Ciencias Agrarias - UN
Cuyo

San Rafael, Mendoza 2024




PP FACULTAD DE TESIS
s CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA

- P
&': AGRARIAS COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS
A BASE DE KEFIR

UNCUYO

- UNIVERSIDAD
” NACIONAL DE CUYO

FORMULACION Y ANALISIS DE LA COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS A BASE
DE KEFIR DE AGUA

Autora: Brom. Laura Soledad Cia — laucia82@gmail.com
Directora: Lic. Brom. Stella Lourdes ALCANTU
Co directora: Dra. Ing. Qca. Emilia RAIMONDO

Asesora de Estadistica: Lic. en Bromatologia Maria Eugenia MARTINEZ

Esta Comision, de conformidad a lo establecido en la Ordenanza 626, sugiere la formacién del
siguiente Tribunal Evaluador:

Presidente: Dra Lic. Brom. Maria SANCE
Vocales: MSc. Lic. Brom. Maria Laura SANCHEZ

Dra. Lic. Brom. Cecilia FUSARI

Suplente: Bgca. Brom. Silvina FARRANDO



\‘ CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA p, UNIVERSIDAD
=\ AGRARIAS | COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS | S=# NACIONAL DE CUYO
A BASE DE KEFIR

PP FACULTAD DE TESIS &
g5 .

Resumen

El presente estudio se centr6 en la formulacion y analisis de una bebida artesanal
fermentada con granulos de kéfir en agua, con el objetivo de investigar como diferentes tipos de
endulzantes influyen en las caracteristicas quimicas, microbiolégicas y nutricionales de la
bebida. Durante la investigacion, se elaboraron tres variantes de bebidas de agua de kéfir
utilizando distintos endulzantes: miel, azdcar mascabo y azlcar blanca. En cuanto a las
propiedades quimicas, se encontraron diferencias en la concentracion de azucares finales,
siendo la bebida elaborada con mascabo la que mostr6 mayor consumo de azlcares a lo largo
del tiempo, por consiguiente, se vio reflejado en los resultados fisico-quimicos. En relacion a las
caracteristicas microbiologicas, se observaron variaciones en la presencia de bacterias acido
lacticas y levaduras segun el endulzante utilizado. En cuanto al perfil nutricional, en las tres
bebidas se observé disminucion en el valor de azlcares afiadidos y cabe destacar que la bebida
con mascabo presento trazas de minerales y vitaminas propias del jugo de cafa, lo cual favorecié

la multiplicacion de levaduras y bacterias.

Palabras clave: bebida de kéfir, endulzantes, propiedades quimicas, caracteristicas
microbioldgicas, perfil nutricional.
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SUMMARY

The present study focuses on the formulation and analysis of an artisanal drink fermented
with kefir granules in water, with the objective of investigating how different types of sweeteners
influence the chemical, microbiological and nutritional characteristics of the drink. During the
research, three variants of kefir water drinks were made using different sweeteners: honey,
mascabo sugar and conventional sugar. Regarding the chemical properties, differences were
found in the concentration of final sugars, with the drink made with mascabo being the one that
showed the highest sugar consumption over time; therefore, it was reflected in the results in
relation to physical-chemical. Microbiological characteristics, variations will be observed in the
presence of lactic acid bacteria and yeasts depending on the sweetener used. Regarding the
nutritional profile, in the three drinks the decrease in the value of added sugars increases and it
is worth noting that the drink with mascabo presents traces of minerals and vitamins typical of

cane juice, which favors the multiplication of yeasts and bacteria

Keywords: kefir drink, sweeteners, chemical properties, microbiological characteristics,
nutritional profile.
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CAPITULO I: MARCO CONCEPTUAL

1.1. INTRODUCCION
En los dltimos afios ha aumentado el interés por bebidas realizadas a base de Kéfir debido
que justifican, que su consumo brinda potenciales efectos benéficos para la salud, como por
ejemplo la prevencién de enfermedades intestinales y fortalecimiento del sistema inmunoldgico
(Garcia Torres, J., Hernandez de Bermudez, R., 2015). Es por esto que se considera relevante
elaborar esta bebida, a partir de materia primas conocidas empleando microorganismos que
produzcan fermentacion lactica y alcohdlica. Y una vez obtenida dilucidar las caracteristicas

fisicoquimicas, microbiol6gicas y nutricionales del producto.

En Argentina para poder considerar un alimento apto o no para el consumo, se deben regir
bajo el Codigo Alimentario Argentino en el cual se establecen los requisitos que deben tener los
alimentos para ser aptos para el consumidor final. En la reunién de la CONAL, que se llevé a
cabo el 8 de junio del 2022, evaluaron la inclusion del kéfir de agua al Codigo Alimentario
Argentino y el 14 de agosto del 2024 finalmente lo incorporaron en el capitulo Xlll: “Bebidas

Fermentadas” en el articulo 1084 tris. En el Anexo |, se especifica dicho articulo.

Las bebidas fermentadas son liquidos cuyo proceso involucra el crecimiento de
microorganismos (Garcia, 2004). Por lo general son elaboradas de forma casera, muchas veces
estas no cuentan con la asepsia necesaria, motivo por el cual pueden estar contaminadas, o en
su caso se dicen que contienen propiedades que benefician la salud, y no lo tienen, por tal razén
las personas estarian poniendo muchas veces en riesgo su salud. Por ende, no es regla general
gue su consumo sea beneficioso para la salud, por lo que antes de iniciar a tomarlas se deberia

hacer los analisis correspondientes. Por ello seria importante industrializarlas, siguiendo Buenas
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Practicas de Manufactura, asegurando las propiedades benéficas, asi como la inocuidad de estas

bebidas

1.2. Alimentos Funcionales

Los alimentos funcionales son beneficiosos para la salud, transcienden a las
caracteristicas nutricionales e involucran efectos fisiol6gicos. Estos incluyen: los probiéticos,
prebidticos y simbidticos, los cuales generan el balance en el microbiota intestinal. Se ha
incrementado en el mercado la demanda de alimentos que permiten al consumidor implementar
habitos alimenticios mas saludables esto acompafiado con el incremento de la intolerancia a la
lactosa, lo que ha incentivado a investigar, estudiar y desarrollar una generacion de productos de
origen vegetal, principalmente bebidas de fruta, con adicion de microorganismos probidticos.

(M.F. Juarez-Chairez, Y. T. Gallardo-Navarro, 2018)

El término alimento funcional (AF) surgié en Japon en la década de los 80's y a partir de entonces
ha sido aceptado internacionalmente, no existe una definicién universal; una de las mas utilizadas
es: “Un alimento funcional es un alimento convencional, que forma parte de una dieta estandar
en cantidades normales, ademas de aportar un valor nutritivo, ha demostrado tener un beneficio
en la salud mediante un efecto fisioldgico en la reduccion del riesgo de enfermedades cronicas”.
En la actualidad, la gama de alimentos funcionales incluye: alimentos para bebés, productos
horneados y cereales, productos lacteos, confiteria, comidas preparadas, aperitivos, productos
carnicos, pastas para untar y bebidas. Las bebidas tienen desafios tecnoldgicos, entre ellos la

viabilidad y el efecto sensorial. (Bernal Castro et al., 2017)
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1.3. Kéfir de Agua

El kéfir de agua es una bebida fermentada que contiene bacterias como lactobacilos y
levaduras, también conocido como “aquakefir’ o “sugary kéfir” con gas, ligeramente acida que se
produce fermentando una solucién de sacarosa, a la que se le han afiadido frutos deshidratados,

con granos de kéfir de agua llamado tibicos. (Laureys et al., 2019; Ferrari et al., 2020)

El origen de los granulos de kéfir de agua es aun incierto. Existen algunas descripciones
de granulos similares llamados “plantas de cerveza de jengibre” que soldados ingleses importaron
de la guerra de Crimea en 1855 (Florian W. Waldherr, Viktoria M. Doll, Daniel Mei3ner, Rudi F.
Vogel, 2010)Son varios los nombres con los que se les conoce a los tibicos, como: “abejas de
California”, “abejas africanas”, “nueces de cerveza”, “balm of gilead” y “semillas japonesas de

cerveza”. Finalmente fueron denominados “granos de kéfir azucarado” con el fin de distinguirlos

del kéfir de leche (waldherr et al, 2010)

Los tibicos son granulos similares a una coliflor, con un diametro promedio de 5 a 20 mm,
apariencia transparente y estructura elastica (waldherr et al, 2010) .Estos granos gelatinosos son
un cultivo simbiético de bacterias y levaduras incrustadas en una matriz de polisacaridos. La
microbiota de los tibicos estd compuesta por exopolisacaridos insoluble en agua que son
polimeros de carbohidratos exocelulares (glucosa con enlaces a 1-6) presentes en la superficie

de muchas bacterias, incluyendo bacterias del acido lactico (BAL) y bifidobacterias.

El crecimiento de bacterias produce una acidificacibn del medio, permitiendo el
crecimiento de levaduras. A su vez, la produccién de factores de crecimiento (vitaminas) y
compuestos nitrogenados solubles, proveniente de las levaduras, permite el desarrollo de las
bacterias complementandose asi ambos microorganismos (Magalhaes KT, de M. Pereira

GV,Dias DR, Schwan RF, 2010)

10
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Dentro de los microorganismos presentes en el kéfir de agua, las principales bacterias en
orden decreciente son Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
harbinensis, Lactobacillus nagelii, Acetobacter lovaniensis/fabarum, y Lactobacillus hordei/mali
(Laureys D,De Vuyst L, 2014). Con respecto a las levaduras, la mas predominante es la

Saccharomyces cerevisiae (Laureys D, De Vuyst, 2017)

La bacteria Lactobacillus hilgardii ha sido identificada como la principal productora del
exopolisacarido (Leroi ,Pidoux M, 1993).Las bacterias acido lacticas (LAB) producen &cido lactico
a partir de hexosas, en su mayoria son aerotolerantes y crecen dentro de un rango de pH de 4 a
4.5 (Pidoux M, 1989). Dentro de las levaduras encontramos, Hanseniaspora, Pichia y Lachancea,
las cuales son dominantes en las primeras etapas de fermentacion y luego, la Saccharomyces
cerevisiae, es la mas predominante (Morrissev WF, Davenport B, Querol A, Dobson ADW, 2004).
La sacarosa estimula su crecimiento, a partir de este sustrato la S. Cerevisiae da como resultado

glucosa y fructosa (lkram-ul-hag, Ali S, 2020)

Sin embargo, diferentes autores sugieren qué las especies que predominan dentro de la
microbiota de los granos de kéfir depende del origen geogréfico de estos, del sustrato y de las
condiciones de fermentacion. Estos factores afectan en dltima instancia a las caracteristicas de
la bebida producida en términos de aroma, sabor y acidez. (Horisberger M, 1969) (Rubio MT,

Lappe P,Wacher C,Ulloa M, 1993)

La elaboracion de kéfir de agua se ha producido tradicionalmente a pequefia escala y el
uso de cultivos iniciadores definidos no se practica comunmente. Sin embargo, a medida que el
kéfir de agua se hace mas popular, aumenta la necesidad de una comprensién profunda de la
biologia y la dinamica del mismo, para lograr una produccion industrial en la cual se requieren
procesos de elaboraciéon definidos y controlados, para lograr una bebida cuyas caracteristicas

sean homogéneas e inocuas en todos los lotes (Lynch KM, WiKinson S, Daenen L, 2021)

11
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Nace también como una alternativa para aquellas personas que no consumen leche, como

veganos, intolerantes a la lactosa o alérgicos a proteinas lacteas

1.4. Historia de los Probioticos

El término probidtico significa “a favor de la vida” y actualmente se utiliza para designar
las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y los animales. De hecho,
el nombre kéfir deriva de la palabra eslava “keif” que significa “bienestar” o “vivir bien”. La
observacion original de la funcién positiva desempefada por algunas bacterias se atribuye a Eli
Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el Instituto Pasteur a
comienzos del siglo pasado, que afirmé que "la dependencia de los microbios intestinales con
respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora de nuestro

organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios Utiles" (Metchnikoff, 1907)

Las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron propuestas
cientificas con respecto a la utilizacion probiética de bacterias, aun cuando la palabra "probiético"”
no se acuiid hasta 1960, para designar las sustancias producidas por microorganismos que
promovian el crecimiento de otros microorganismos, con objeto de recalcar el caracter microbiano
de los probiéticos, definié de nuevo el término como "un suplemento dietético a base de microbios
vivos que afecta beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal”.(1992)
propusieron una definicion muy similar: "un monocultivo o cultivo mixto viable de bacterias que,
cuando se aplica a animales o seres humanos, afecta beneficiosamente al huésped mejorando
las propiedades de la flora autéctona”. Una definicibn mas reciente, es la siguiente:
"microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades apropiadas, confieren al

huésped efectos saludables " (Guarner, Schaafsma, 1998)

12



)

P FACULTAD DE TESIS =
'ﬁl\‘ CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA ) Ul-NJ,\IkIRS,:Dlg!,YO
S\\= AGRARIAS | COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS | ¥ NACIONAL OF cuvo

A BASE DE KEFIR

En Argentina en diciembre de 2011, se ha reglamentado el uso de probiéticos como
componente de los alimentos en el Cédigo Alimentario Argentino art.1389(Anexo Il) (Resolucion
Conjunta 261/2011 y 22/2011, 2011). Esta reglamentacion se propuso a razon de las tendencias
mundiales y del aumento del nimero y tipo de alimentos y bebidas con agregado de probioticos

disponibles para los consumidores

1.5. Efectos benéficos de los probidticos

Los probioticos son bacterias acido lacticas, que al ser ingeridas son capaces de soportar
la digestion y llegar al intestino para colonizarlo, poseen numerosas caracteristicas metabdlicas,
como su accioén acidificante, proteolitica, sintesis de bacteriocinas, resistencia al ataque de virus
y la produccion de exopolisacarido. Todas estas actividades contribuyen con el sabor, textura y
frecuentemente con los atributos nutricionales de los productos. La actividad de inhibicion de otras
bacterias puede ser el resultado de la produccion de diferentes acidos y metabolitos como &cido
lactico y acidos organicos similares, peréxido de hidrégeno, bacteriocinas, asi como diacetilo y

CO; (Adams y Moss, 1997)

Levaduras: Saccharomyces. - Son levaduras ascospordégenas que se multiplican por
geminacién multilateral y producen esporas redondas dentro de ascas. Son diploides y no
fermentan lactosa (Jay, 1994). La calidad organoléptica presente en el kéfir se debe a la presencia
de S. cerevisiae. Este género permite que la bebida tenga un fuerte y tipico aroma a levadura,
asi como un sabor refrescante y pungente. Ademas, reduce la concentracion de &cido lactico,
remueve el peréxido de hidrégeno, produce compuestos que estimulan el crecimiento de otras

bacterias benéficas, y estimula la produccién de exopolisacaridos (Texeira et al, 2010)

La simbiosis entre levaduras y bacterias en los “tibicos” se lleva a cabo debido a que el

crecimiento de las levaduras se produce por la acidificacion del medio creado por las bacterias;
13
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mientras que el crecimiento de las bacterias es estimulado por la produccién de factores de
crecimiento (vitaminas) y compuestos nitrogenados solubles por parte de las levaduras (Texeira

et al, 2010)

1.6. Procedimiento de la elaboracién de Kéfir de Agua

Para la realizacion de kéfir de agua se inocula agua segura con granulos (1,53% m/v), con
la adicion de endulzante (4,3% m/v), fruta deshidratada pasas de uva (1 g en un litro) y limon en
rodajas (100 g en un litro). Estos ultimos, son utilizados para acidificar el medio y saborizar. Esto
debe ser lentamente agitado para homogenizar la mezcla. La fermentacién se realiza a una
temperatura entre 25 y 30°C, en un recipiente de vidrio tapado con tela de gasa para permitir el
paso de oxigeno. Esto es necesario sobre todo en las primeras horas de fermentacion para la

proliferacion de las bacterias acido lacticas (Laureys D, Aerts M, Vandame P, De vuyst L, 2018)

A continuacion, una breve descripcion del proceso de extraccion e informacion nutricional

de cada endulzante elegido en la investigacion

14
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1.7. Proceso de Extraccion, caracteristicas fisicoquimicas e informacion

nutricional de los endulzantes:

1.7.1. Azucar Blanca

El proceso de extracciéon de la azucar blanca implica varios pasos de refinacion. Primero,
la cafia de azUcar o remolacha azucarera es cosechada y triturada para extraer el jugo. Este jugo
se trata con cal y otros agentes clarificantes para eliminar impurezas, luego se evapora para
concentrar el contenido de azucar. El jarabe concentrado se cristaliza mediante enfriamiento
controlado, y los cristales de azlcar se separan del jarabe restante (melaza) mediante
centrifugacion. Finalmente, los cristales de azlcar se lavan, disuelven y vuelven a cristalizar

varias veces para obtener el aztcar blanco puro (van der Poel, shiweck & shwart, 1998)

Caracteristicas Fisicoquimicas

Composicién quimica: Principalmente sacarosa (99.9%).

Color: Blanco debido al proceso de refinacién que elimina las melazas.
Granulometria: Cristales uniformes.

Solubilidad: solubilidad en agua.

pH: Neutro a ligeramente acido (entre 6.5y 7).

Caracteristicas Nutricionales

Calorias: Aproximadamente 387 calorias por 100 gramos.

Carbohidratos: 99.98 gramos por 100 gramos, principalmente en forma de sacarosa.
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Vitaminas y Minerales: Practicamente no contiene vitaminas ni minerales significativos

debido a su alto grado de refinamiento.
CAA Articulo N°761: Define y regula el azucar refinado o blanco.

CAA Articulo 762: Especifica los requisitos de calidad y pureza del aztcar refinado.

1.7.2. AzlGcar Mascabo

El azdcar mascabo se produce mediante un proceso menos refinado que conserva mas
componentes naturales, como la melaza. La cafia de azlcar es cosechada y triturada para extraer
el jugo, el cual se filtra para eliminar sélidos y algunas impurezas, pero sin el uso extensivo de
productos quimicos. Luego, el jugo clarificado se evapora parcialmente para concentrar el azlcar,
y el jarabe concentrado se cocina hasta obtener una masa de cristales y melaza. Finalmente, la

masa se seca y el azicar mascabo se empaqueta sin mas refinacion (Rodriguez, 2010)

Caracteristicas Fisicoquimicas

Composicidon guimica: Contiene sacarosa (85-90%), glucosa y fructosa.
Color: Marrén debido a la presencia de melaza.

Granulometria: Cristales irregulares y pegajosos.

Solubilidad: es moderadamente soluble en agua, y con residuos de melaza.
pH: Neutro a ligeramente acido (entre 5.5y 6.5).

Caracteristicas Nutricionales

Calorias: Aproximadamente 380 calorias por 100 gramos.

16



)

P FACULTAD DE TESIS =
'ﬁl\‘ CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA ) Ul-NJ,\IkIRS,:Dlg!,YO
S\\= AGRARIAS | COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS | ¥ NACIONAL OF cuvo

A BASE DE KEFIR

Carbohidratos: 98 gramos por 100 gramos, con una mezcla de sacarosa, glucosa y

fructosa.

Vitaminas y Minerales: Contiene pequefas cantidades de minerales como calcio, hierro,

magnesio y potasio, asi como algunas vitaminas del complejo B.

CAA. Articulo 763: Define y regula el azicar moreno o mascabo, especificando sus

caracteristicas de composicion y pureza.

1.7.3. Miel

La miel se extrae principalmente a través de la recoleccion, desoperculado, centrifugado
y filtrado, sin necesidad de procesos de refinamiento adicionales. Las abejas recolectan néctar
de las flores y lo convierten en miel dentro de los panales. Los apicultores retiran la capa de cera
gue sella las celdas del panal (desoperculado) y luego colocan los panales en una centrifugadora
para extraer la miel. Finalmente, la miel se filtra para eliminar particulas de cera y otros residuos,

y se envasa directamente (Crane, 1990)

Caracteristicas Fisicoquimicas
Composicion quimica: Principalmente glucosa (30-40%) y fructosa (30-40%), agua

(aproximadamente 17-20%), con pequefias cantidades de sacarosa y otros azlcares.
Color: Varia desde casi incoloro hasta ambar oscuro, dependiendo de la fuente floral.

Viscosidad: la viscosidad de la miel se encuentra tipicamente entre los valores de 10 a
2000 centipoises (cP), ya que depende de varios factores como la temperatura, la fuente floral y
la humedad. La miel tiene una actividad acuosa generalmente en el rango de 0.5 a 0.6, lo que

significa que tiene una concentracion alta de azlicares y otros solutos que hacen que el agua esté
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fuertemente ligada y no esté disponible para la mayoria de los microorganismos, lo que contribuye

a su larga vida util y propiedades antimicrobianas.

pH: Ligeramente acido (entre 3.2 y 4.5).

Caracteristicas Nutricionales

Calorias: Aproximadamente 304 calorias por 100 gramos.

Carbohidratos: 82.4 gramos por 100 gramos, principalmente en forma de glucosa y

fructosa.

Vitaminas y Minerales: Contiene pequefias cantidades de vitaminas (B6, tiamina,
niacina, riboflavina, acido pantoténico) y minerales (calcio, hierro, magnesio, fésforo, potasio,

sodio, zinc).

CAA. Articulo 783: Define y regula la miel, estableciendo los estdndares de calidad y las

caracteristicas que debe cumplir.

De los tres endulzantes, el azlicar mascabo contiene la mayor cantidad de minerales,
seguido por la miel, mientras que la azlUcar blanca tiene el menor contenido mineral debido a su

alto grado de refinamiento ( (Penninton 2002, National Honey Board, 2012).

1.8. Metabolismo Microbiano en la Elaboracion de Agua de Kéfir

La fermentacion del agua de kéfir involucra una compleja interaccién entre bacterias
acido-lacticas (BAL) y levaduras presentes en los granulos de kéfir. Cada grupo microbiano

contribuye de manera especifica al proceso de fermentacion, resultando en una bebida con
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caracteristicas particulares. A continuacion, se describe el metabolismo de cada grupo microbiano

y los productos que se pueden esperar en la bebida de agua de kéfir.

1.8.1. Metabolismo: Bacterias Acido-Lacticas (BAL)
Las BAL fermentan los azlUcares presentes (principalmente glucosa y fructosa) a través de dos

vias principales: homolactica y heterolactica.
Via homolactica: La glucosa se metaboliza en dos moléculas de acido lactico.
Via heterolactica: La glucosa se metaboliza en acido lactico, acido acético y etanol.

Productos esperados (Axelsson L, 2004)

Acido lactico: Aporta acidez a la bebida.

Acido acético: Proporciona un sabor ligeramente acido.

Etanol: Presente en pequefias cantidades, contribuye al perfil de sabor.
CO.: Genera efervescencia natural en la bebida.

1.8.2. Metabolismo Levaduras
Las levaduras fermentan los azlcares (principalmente glucosa y fructosa) a través de la

fermentacion alcohdlica.
Fermentacion alcohdlica: La glucosa se metaboliza en etanol y diéxido de carbono (CO5).

Productos esperados (Farnworth, 2005)

Etanol: Contribuye al sabor y preservacion de las bebidas
CO2: Responsable de la carbonatacion natural.

Glicerol y acidos organicos menores: Afiaden complejidad al sabor.
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1.8.3. Metabolismo General y Productos en el Agua de Kéfir

Durante la elaboracion del agua de kéfir, los granulos de kéfir (una comunidad simbiética
de bacterias acido-lacticas y levaduras) se afladen a una solucién de agua con azlcar v,
opcionalmente, frutas deshidratadas. El azlcar es la principal fuente de energia para los

microorganismos.

Fermentacion Lactica:

Las BAL fermentan los azUcares a acido lactico, lo que reduce el pH de la solucion,
creando un ambiente acido que inhibe muchos patégenos y microorganismos no deseables en

proceso fermentativo.

Se producen también 4cido acético y CO.,

Fermentacion Alcoholica:

Las levaduras fermentan los azucares a etanol y CO3, contribuyendo a la efervescencia y

al contenido alcoholico (generalmente menos del 1%).

Interaccion Microbiana:

Las BAL y las levaduras trabajan en simbiosis: las BAL producen acidos que pueden inhibir
algunas bacterias indeseadas, mientras que las levaduras pueden metabolizar compuestos que

las BAL no pueden, y viceversa.
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Productos esperados en el agua de kéfir:

Acido lactico y acido acético: Proporcionan acidez.
Etanol: el contenido suele estar entre 0,2 y 1%.
CO.: Genera efervescencia.

Péptidos y polisacaridos: Derivados de los granulos de kéfir, los mismo estan inmersos en
una matriz polimérica llamada kefiram que contiene una comunidad simbidtica de bacterias y
levaduras. Durante el proceso de fermentacién, estos microorganismos transforman los
nutrientes presentes en el medio, como los azlcares, en una variedad de compuestos, entre ellos

péptidos y polisacaridos.

Vitaminas del grupo B y compuestos bioactivos: Producidos por la actividad microbiana.

(Axelsson, 2004; Farnworth 2005)
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CAPITULO Il: MARCO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo la presente inventigacion, se formularon los siguientes objetivos:

2.1. Objetivo generales y particulares:

Objetivo general:

Formular,elaborar y analizar la composicién de la bebida artesanal disefiada, fermentada
con granulos de Kéfir en agua, variando el tipo de edulzante(miel,azicar mascabo y azulcar

blanca)

Objetivos particulares

- Caracterizar las propiedades quimicas a las bebidas antes mencionadas.
- Determinar presencia de bacterias acido lactico, hongos y levaduras
- Analizar el comportamiento nutricional de las bebidas

2.2. Hipotesis del trabajo
Las caracteristicas quimicas, microbiol6gicas y nutricionales estan influenciadas por los

diferentes endulzantes.

2.3. Materiales y métodos

El desarrollo de la bebida fue elaborada en forma artesanal, en domicilio particular.

Los analisis microbiolégicos se realizaron en el laboratorio de microbiologia perteneciente

a la Facultad de Ciencias Aplicadas a la Industria, Universidad Nacional de Cuyo.
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El seguimiento de las caractericas quimicas y los &nalisis nutricionales se llevaron a cabo
en un laboratorio de tercero en el departamento de San Rafael, provincia de Mendoza durante el

mes de diciembre de 2019.

Las materias primas con la cual se llevo a cabo la elaboracion de las bebidas fueron las

siguientes:

Tibis fueron adquiridos de elaboraciones previas realizadas por consumidores sin poder

especificar procedencia

e Azlcar blanca comun tipo

e Azlcar Mascabo

e Miel

e Limones

e Pasas de uvas

La formulacién de cada una de las bebidas elaboradas tiene la siguiente composicién

Formulacion de las bebidas elaboradas
Ingredientes Cantidad
Agua 1000 mi
Limoén 100 g
Endulzante 50 g
Tibicos 18 ¢

Pasas de uvas 1lg
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2.4. Proceso de Elaboracién de la bebida de Kéfir de agua
1)- Preparacion y pesaje de los granos de tibis, pasas de uva, endulzantes, y limon.

2)- En un frasco de vidrio limpio, de capacidad de un litro, primero agregar los granos de

tibis, seguido por el endulzante, pasas de uva y limén.

3)- Se completa con agua de mesa hasta el litro, se deja libre el espacio de cabeza para

la fermentacion.

4)- Fermentacion primaria: se cubre el frasco con una gasa 6 una tapa de tela para
permitir la entrada de aire y evitar acumulacion de presion. El frasco se coloca en un lugar con

poca luz a temperatura ambiente durante 72 h.

5)- Filtrado y separacion de los tibis: pasado el tiempo de fermentacion, se retiran los
granos de tibis del liquido utilizando un colador plastico. Los granos se reservan en la heladera

para utilizar en futuras bebidas.

6)-Refrigeracion y almacenamiento: finalizadas las 72 h. se refrigera la bebida. El

almacenamiento de la misma es de cinco dias por la cantidad elaborada.

El seguimiento de la fermentacién y la composicion nutricional se realizé durante las 24,

48y 72 h. luego de inoculada.
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2.5. Diagrama del proceso de elaboracion
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Controles:

1) Pesaje:Control de peso de los ingredientes

2) Fermentacién: Control de tiempo y temperatura

3) Muestra:cada 24 horas se toma muestra y se realiza control de grados Brix, pH ,acidez,
recuento de bacterias lacticas, recuentos de hongos y levaduras y composiscion
nutricional.

4) Almacenado: Control de temperatura de refrisgeracion

Control de reloj:

1) Fermetacion: 72 h.

Descripcion gréafica del proceso de elaboracién artesanal
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Se llevaron a cabo los siguientes analisis a la bebida kefir de agua

2.6. Andlisis quimicos
Se determinaron las caracteristicas requeridas para la bebida, siendo: Acidez, Brix y pH.
Las técnicas se realizaron segun: C.A.A: Articulo 1414 — (Resolucion Conjunta SPRyRS N° 13/05

y SAGPyA N° 85/05) “« A.O.A.C.: Official Methods of Analysis of the Association of Official

Analytical Chemists (Gltima Edicion).

2.7.Determinacion de Sdlidos solubles (°Brix)
Se realizé usando un refractometro ATAGO modelo SMART 1 y se basa en obtener el

indice de refraccidn de soluciones que contengan principalmente sacarosa.Se tomd 1 ml por cada

determinacion.

2.8. Determinacién de pH
Se realiz6 directamente del fermentado con un potenciémetro (Orién thermo, modelo:

420A+, Electrodo: Orion part code: HI 1332B, Cot. Nr: 15324).

2.9. Determinacion de acidez titulable

Se tomaron 5 ml de kéfir en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se adicionaron 10 ml de
agua destilada con 2 gotas de fenolftaleina. La titulacion se realiz6 con NaOH 1 N hasta pH de
8,3 y se registro el volumen utilizado de NaOH por muestra. La acidez titulable se expresé como

g de acido lactico/100 ml utilizando la siguiente ecuacion 1.
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%p/v acido lactico= ml NaOH x NNaOH x meqg.ac x 100

Alicuota®™ 000

Donde: ml NaOH es el gasto de NaOH; N NaOH es la normalidad del NaOH; meq.acido

es el peso en miliequivalente de acido lactico (0,09 g/meq) y la alicuota utilizada fue de 5 ml.

2.10. Anélisis Microbiolégicos

Preparacion de las Muestras:

Se pesaron 20 g de la muestra y se diluyé en 180 ml de citrato de sodio al 2%. Luego se
preparard una serie de diluciones decimales adicionales, para lo cual se tom6 1 ml de la primera
dilucion y se transfirié a un tubo de ensayo que contenia 9 ml de solucion de citrato de sodio al
2%, obteniendo de esta manera la dilucién de 1072, éste procedimiento se repetira hasta obtener

a una dilucién de 107

Recuento de Bacterias acido lacticas (BAL)

Se sembré en superficie 0,1 ml de cada dilucion en los medios MRS (Man. Rogosa y Sharpe)
gue es un agar selectivo para Lactobacillus sp. y medio M17 que promueve el crecimiento de
cocos Gram positivos (Pediococcus, Lactococcus y Leuconostoc) y se incubd en una atmosfera

micro-aerofilica (5% de CO; ) a 37 °C por 24,48 y 72 h
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Recuento de levaduras
Se realizo una siembra con la tecnica extension en superficie 0,1 ml de cada dilucion en
el medio Saboraud con 4% de glucosa. La incubacion se realizé en condiciones aerébicas a 28°C

de temperatura. El recuento de colonias se realiz6 a las 24,48 y 72h. de incubado.

2.11. Andlisis fisico quimicos. Determinacion de la composicion centesimal
Para determinar la composiciéon centesimal de la bebida se siguié el esquema Weende,

gue es el esquema autorizado por el Codigo Alimentario Argentino, en su Capitulo V.
Determinando:

* Humedad. Método de la A.O.A.C 950.46 B Método indirecto por desecacion en estufa a

100-105°C, hasta peso constante.

* Grasa total. Método Directo por extraccion con éter etilico (grasa bruta) (A.O.A.C. 960.39,

1990). Por extraccion con éter etilico, mediante el método gravimétrico de Soxhlet..
* Fibras. Método ataque &cido alcalino

* Proteina bruta. (A.O.A.C. 928.08, 1990): Método de Kjeldahl, determinando Nitrogeno,

utilizando 6,25 como factor de conversion en proteinas.

*» Cenizas. Método Directo (A.O.A.C. 923.03, 1990) Por incineracién en mufla (a 50010

°C), hasta peso constante de las cenizas.
 Hidratos de carbono: Por diferencia
Sodio: Fotometria: sobre dilucion de cenizas

Para el analisis de resultados quimicos y microbiolégicos se aplicd el analisis de la

varianza (ADEVA), atraves del software InfoStat
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El siguiente apartado destaca los logros alcanzados a través de un minucioso andlisis de

los datos recopilados durante el desarrollo de esta investigacion.

3.1. Andlisis Fisicoquimicos

En el cuadro N° 1 se describen las medidas de las caracteristicas fisicoquimicas

evaluadas durante la elaboracion de agua de Kéfir con tres tipos de endulzantes (azlcar blanca,

azucar mascabo y miel)

Horas 24 48 72
Miel 6,108+ 0,0075 6,052+ 0,0021 5,96+ 0,0894
Azucar
Brix Blanca 7,4+0,2 6,19 + 0,0089 5,92 +0,1049
AzUcar
Mascabo 6,298+ 0,0078 4,998+ 0,20155 | 3,312+ 0,0194
Miel 3,186+ 0,012 3,02+ 0,019 2,818+ 0,024
AzUcar
pH Blanca 3,148+ 0,0075 2,826+ 0,0137 |/2,758+ 0,0075
AzUcar
Mascabo 4,43+ 0,02191 3,3+ 0,0063 2,688+ 0,0075
Miel 0,604+ 0,0049 0,696 + 0,0206 | 0,81+ 0,0126
AzUcar
Acidez | Blanca 0,726+ 0,0102 0,806+ 0,0049 | 0,858 + 0,0098
AzUcar
Mascabo 0,722 £0,0117 0,936 £ 0,0166 | 1,218 +£0,0149

30



y UNCUYO

: UNIVERSIDAD
= NACIONAL DE CUYO

PN FACULTAD DE TESIS
s CIENCIAS FORMULACION Y ANALISIS DE LA

A .
&‘: AGRARIAS COMPOSICION DE BEBIDAS REALIZADAS
A BASE DE KEFIR

A continuacion, se denotan cada una de las variables del Cuadro N° 1

7,69

6,56

5,42+

Brix

4,29

3,15

. ;
24 48 72

Tiempo

‘ —@—Azicar —@®—Mascabo —O—Miel

Figura N° 1

Cambio de Sélidos Solubles (Brix) a lo largo del tiempo(horas).

Segun lo analizado en el cuadro N°1 los distintos endulzantes producen un efecto
significativo sobre Brix promedio del kéfir (prueba de hipétesis secuencial, p-valor <0.0001), y son
significativamente diferentes entre si. Por lo tanto, a igual cantidad de endulzante se logran
diferentes concentraciones de brix, siendo la miel la que menos genera. De esta manera el orden
de °Brix de menor a mayor es Miel<Mascabo<Azucar (5,05°Brix<5,24°Brix<6,54°Brix) por lo que
las estimaciones dieron significativas para el modelo mixto (anexo Ill). La razén por la que
disminuyen los grados Brix en el tiempo depende de las caracteristicas y propiedades de cada
tipo de endulzantes, (L6pez, 2016) menciona que él % de solidos solubles en la formulacién del
kéfir de agua en algunos productos de fermentacion con tibicos establece que dichos valores
corresponden a 5,03 destacando que el sustrato influye directamente a este factor. Monroy et al,

(2016) menciona que en la utilizacién de granulos de kéfir en melaza establece una media de
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6,68 ° Brix, lo que nos indica una mayor cantidad el azlcar para la produccion de alcohol.
Finalmente (Monar et al , 2014) indica la caracterizacion quimica y microbiolégica del kéfir de
agua artesanal de origen ecuatoriano donde establece en un lapso de 48 horas la media de
grados brix es de 6,17% que evidencia la variabilidad con respecto al tiempo. Con respeto a los
sélidos solubles los autores establecen que este factor depende del fruto utilizado ya que los
microrganismos degradan los azucares y por efecto del pH estos incrementan las cargas que en
la mayoria de casos son probidticas; cabe recalcar que en el estudio la azGcar mascabo demostré
menores valores con respecto a los grados °Brix; por lo que se puede destacar que los granulos
del cultivo utilizado en la experiencia provenian de ser conservados en una solucion que tenia
azucar de mascabo, es decir, ya tenian su metabolismo adaptado a este medio y de esa forma
no se generé etapa de latencia en la curva de crecimiento de los microrganismos. El mascabo,
es un tipo de azucar integral que se obtiene al procesar el jugo de cafa de azucar sin refinar. A
diferencia del azucar blanco refinado, el mascabo conserva una cantidad significativa de melaza
y minerales en su composicidén lo que pueden ser beneficiosos para la fermentacion (Almeida,
Mamede, & Magalhdes-Guedes, 2023)y con respecto a la miel los antibiéticos naturales que
pueden estar presentes (Argenbio,2010), podrian inhibir el crecimiento y la actividad de las
bacterias lacticas durante la fermentacion, lo que podria resultar en un menor descenso de
azlcares en comparacion con las otras bebidas fermentadas. (Huybrechts, F., Mestdagh, E., &

De Vuyst, L., 2020)
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Figura N° 2

Cambio de pH a lo larao del tiempo(horas)

En el gréfico se puede visualizar la bebida elaborada con azUcar mascabo, inicia con un
pH mas alto (pH:4,43) en comparacion con las otras dos variantes (miel: pH:3,18 - azlcar blanca:
pH:3,14), sin embargo, a las 48 h. de fermentacion, se observa un descenso de casi un punto,
pero a las 72 h. se estabiliza el pH en las tres bebidas indicando que finalizan en una escala
acida. En cuanto a la cinética de las bebidas analizadas coinciden tal como lo describié (David
Laureys et al, 2014) en su proyecto: “Diversidad de especies microbianas, dinamica comunitaria
y cinética de metabolitos de la fermentacion de kéfir’ durante el proceso de fermentacion, la
sacarosa se consumié completamente después de las primeras 24 h. Esto coincidié con la
produccion del exopolisacarido del granulo de kéfir de agua. El consumo de sacarosa dio lugar al
aumento de las concentraciones de fructosa. Esto contrastdé con la de glucosa que disminuyé

continuamente durante la misma. En las primeras 72 h. de la fermentacion, el pH disminuyd.
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Figura N° 3

Cambio de acidez a lo largo del tiempo (horas)

En figura N° 3, se registran los niveles de acidez de las bebidas endulzadas con miel,
azucar blanca y aztcar mascabo en un periodo de 72 horas. Se puedo observar que los valores
de acidez varian en funcion del tipo de endulzante utilizado y del tiempo de fermentacion. A las
24 horas, se aprecia que las bebidas endulzadas con azucar mascabo y azucar blanca inician
casi en mismo punto de partida (nivel de acidez promedio:0,72%). A las 48 h. Se observé un
aumento generalizado de acidez en las tres bebidas elaboradas con diferentes endulzantes. Sin
embargo a las 72 h. la bebida elaborada con mascabo alcanza el nivel mas alto de
acidez(1,2%),por ende coincide con la disminucion de pH en esta bebida, que ademas por
deduccibn propia y sin bibliografia que lo fundamente, esto puede deberse a lo anteriormente
explicado, a que los granulos del cultivo ya provenian de ser conservados en azlcar de mascabo,
es decir, ya se encontraban adaptados al medio y no requirieron de tiempo para ello, aumentando
asi su biomasa dia a dia, lo que con lleva alin mayor consumo de azlcares y por ende un aumento
en la acidez. Los resultados coinciden con lo demostrado por (Liu et al, 2019), el cual expuso que
la acidez titulable del agua de kéfir fermentada puede variar segin las condiciones de

fermentacion y el tiempo de maduracién del producto. Valores tipicos de acidez titulable suelen
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estar en el rango de 0,5 a 1,2%, lo que refleja la presencia de acido lactico producido durante la

fermentacion

Para explicar el comportamiento de los sélidos solubles (brix), el pH y la acidez durante la
fermentacioén, se analizaron modelos lineales mixtos (ver anexo lll) debido a que las mediciones
realizadas son durante el transcurso de la fermentaciéon. Estas mediciones se conocen como
mediciones longitudinales y tienen la particularidad que no son independientes, por lo tanto, su
tratamiento es especifico a los modelos mixtos. La homocedasticidad se ve comprometida por el
tiempo ya que esta es una variable influyente en todo proceso biolégico y puede plantearse como

un efecto aleatorio. (west,Welch y Galecki, 2015)

3.2.  Analisis Microbilégico

Tabla 2. Recuento de Levadura ufc/ml

Tiempo

(Horas) AzUcar Mascabo Miel
24 1.5x 10% ufc/ml 1.5x 10® ufc/ml 2.2 x 10° ufc/ml
48 1.54 x 10° ufc/ml 1.5 x 10° ufc/ml 1.6 x 10° ufc/ml
72 2.06 x 10" ufc/ml 3.2 x 10% ufc/ml 2.5 x 107 ufc/ml

En esta tabla se muestran los recuentos de levaduras en unidades formadoras de colonias
(ufc) durante un periodo de 72 horas de incubacion de las bebidas de kéfir elaboradas con

diferentes endulzantes (azlcar, mascabo y miel).

A las 24 horas, se observo que el recuento de levaduras es mayor en la bebida elaborada
con miel, en comparacion a las bebidas elaboradas con azlcar blanca y azicar mascabo. A las
48 horas, se registré un aumento significativo en los recuentos de levaduras en las tres muestras.

Pero a las 72 h. la bebida con aztGicar mascabo dio el recuento mas alto de ufc/ml de levaduras.
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En comparacion con el articulo Caracterizacion quimica y microbiologica del kéfir de agua
artesanal de origen ecuatoriano Monar(2014) donde explica que” Al utilizar miel como sustrato la
concentracion de bacterias acido lacticas presentes en el kéfir de agua ecuatoriano fue de 4x10°
ufc/ml, y el recuento de levaduras fue de 3x 107ufc/ml. Por lo tanto, la bebida podria ser
considerada probiético debido a que excede la cantidad minima de bacterias &cido lacticas

requeridas que corresponde a (10° ufc/ml).

Tabla 3.Recuento de bacterias acido lacticas ufc/ml

HORAS AzUcar Miel Mascabo

24 9.28 x 10%ufc/ml 1.2 103 ufc/ml 2.4 x103 ufc/ml
48 2.56 x 10° ufc/ml  1.85 10° ufc/ml 3.5 x10° ufc/ml
72 2.59 x 107 ufc/ml  5.89 107 ufc/ml 6 x 107 ufc/ml

En esta tabla se presentan los recuentos de bacterias acido lacticas en unidades
formadoras de colonias (ufc) durante un periodo de 72 horas de incubacion de las bebidas de

kéfir elaboradas con diferentes endulzantes (azlcar, miel y mascabo).

A las 24 horas, se observd que el recuento de bacterias acido lacticas es mayor en la
bebida elaborada con azicar mascabo.A las 48 horas, se registra un aumento significativo en el
recuento de bacterias acido lacticas en las tres variantes. A las 72 horas, se evidencia que en la
bebida elaborada con azlcar mascabo presenta el recuento mas alto. El mascabo, es un tipo
de azlcar integral que se obtiene al procesar el jugo de cafia de azucar sin refinar. A diferencia
del azucar blanco refinado, el azicar mascabo conserva una cantidad significativa de melaza y
minerales en su composicion que pueden ser beneficiosos para la fermentacion, estudios como
el de Fiorda, F. A. de Melo Pereira, G. V., Thomaz-Soccol, V., et al.(2016 )indican que los
minerales presentes en azlUcares menos refinados, como el mascabo, pueden influir
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positivamente en la actividad fermentativa y en las propiedades probidticas del kéfir. Ademas,
otro estudio realizado por Magalhaes, K. T., Pereira, G. V. de M., Campos, C. R., Dragone, G., &
Schwan, R. F.(2010)demuestra que diferentes tipos de azlcares pueden afectar la composicion
microbiana y las propiedades quimicas del kéfir, sugiriendo que azlcares mas ricos en minerales
pueden mejorar el perfil nutricional y probiético de la bebidas;y con respecto a la miel los
antibiéticos naturales que pueden estar presentes, podrian inhibir el crecimiento y la actividad de
las bacterias lacticas durante la fermentacion, lo que podria resultar en un menor descenso de

azucares en comparacion con las otras bebidas fermentadas.

El estudio de Lépez et al. (2017) destaca la influencia de la composicién del medio de
cultivo en la seleccién de microorganismos en productos fermentados. En una solucién elaborada
con pifia, la alta acidez y los azucares especificos favorecieron el crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides sobre Lactobacillus. Esto subraya la importancia de la matriz del sustrato en la
configuracion del perfil microbiano. Este hallazgo es coherente con el papel beneficioso de las
bacterias acido lacticas (BAL), reconocidas por sus efectos positivos en el tracto gastrointestinal
debido a su actividad probidtica (Parra, 2010).Por su parte Tirado y Zambrano (2021) encontraron
gue el kéfir con biocompuestos de hierba luisa (Cymbopogon citratus) y chaya (Cnidoscolus
chayamansa) tenia una alta densidad de microorganismos probiéticos, con 1.7 x 10° UFC/mL.
Esta alta carga microbiana indica un gran potencial probidtico del kéfir, mejorado por los

biocompuestos afiadidos.

Como los autores mencionan en sus investigaciones la presencia de bacterias acido
lacticas en una bebida utilizando kéfir de agua o leche son beneficiosos, cabe destacar que la
carga es generalizada y para determinar especificamente la cepa se debe realiza un estudio

preciso de la bacteria que se desea busca
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A pesar de estas diferencias que se observan de manera descriptivas, en andlisis

estadistico no es significativo(pvalor>0,05). Se cumple la homocedasticidad con pvalor=0,055

pero no se cumple la normalidad, supuestos del analisis utilizado.

A continuacion, se muestran imagenes de los resultados de microbiologia

figura 4

Nota: Fotografia del campo microscdépico donde se pueden observar las levaduras en plena gemacion en la

bebida elaborada con miel. Observacién 100. (2) observacion de las placas a simple vista del Crecimiento de

las bacterias lacticas en medio MRS. (3) Imagen microscopio tincion de gram 1000

azucar
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figura 1

Nota: Fotografia del campo microscépico donde se pueden observar las levaduras en plena gemacion en la
bebida elaborada con azlcar blanca. Observacién 100. (2) observacién de las placas a simple vista del

Crecimiento de las bacterias lacticas en medio MRS. (3) Imagen microscopio tinciéon de gram 1000

figura 2

Nota Fotografia del campo microscépico donde se pueden observar las levaduras en plena gemacion en la bebida
elaborada con mascabo. Observacion 100. (2) observacion de las placas a simple vista del Crecimiento de las

bacterias lacticas en medio MRS. (3) Imagen microscopio tincién de gram 1000.

3.3. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LAS BEBIDAS FERMENTADAS

Las siguientes tablas presentan un analisis nutricional detallado de las bebidas
fermentadas, cada una enriguecida con diferentes tipos de endulzantes: azlcar blanca,
miel y azGcar mascabo. Este analisis permite comparar como cada endulzante influye en

la composicién nutricional y las propiedades de las bebidas fermentadas
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Mutrientes cada 100 ml de bebida Porcion 200 ml | VD (*)
DIA 1 Dia 2 Dia 3 Dia 3 consumo
Carbohidratos (g) 7,60 6,18 5,82 12 4
Azicares totales (g) 6,80 5,53 5,21 10
Azucares afiadidos(g) 6,72 5,46 5,14 10
Proteinas (g) 0,63 0,51 0,48 1,0 1
Grasas totales (g) 0,01 0,01 0,01 0,0
Grasas saturadas [g) 0,00 0,00 0,00 0,0
Grasas trans (g) 0,00 0,00 0,00 0,0
Cenizas (g) 0,03 0,02 0,02
Humedad (g) 91,31 92,94 93,35
Fibra alimentaria (g) 0,42 0,34 0,32 0,6
Sodio (mg) 39 39 39 78
Valor energético kcal 33 27 25 51
Valor energético ki 139 113 106 212
Tabla 2
Andlisis Nutricional de la bebida con el agregado de miel
Mutrientes cada 100 ml de bebida Porcidn 200ml | VD (*)
DIA L Dia 2 Dia 3 Dia 3 consumo
Carbohidratos (g) 6,12 6,08 5,96 12 4
Azucares totales (g) 5,06 5,03 4,93 9,9
Azdcares afiadidos(g) 4,98 4,95 4,85 9,7
Proteinas (g) 0,61 0,61 0,60 1,2 0
Grasas totales (g) 0,01 0,01 0,01 0,0
Grasas saturadas (g) 0,00 0,00 0,00 0,0
Grasas trans (g) 0,00 0,00 0,00 0,0
Cenizas (g) 0,03 0,03 0,03
Humedad (g) 92,83 92,87 93,01
Fibra alimentaria (g) 0,40 0,40 0,39 0.8 3
Sodio (mg) 40 40 40,00 a0 3
Valor energético kcal 27 27 26 53
Valor energético ki 113 113 11 221
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Tabla 3
Analisis Nutricional de la bebida con el agregado de mascabo

Nutrientes cada 100 ml de bebida Porcion 200ml | VD (*)
DIA 1 Dia 2 Dia 3 Dia 3 consumo

Carbohidratos (g) 6,30 4,80 3,30 b,6 2
Azicares totales (g) 5,64 4,29 2,95 59
Azucares afiadidos(g) 5,57 4,24 2,92 58
Proteinas (g) 0,52 0,40 0,27 0,5 1
Grasas totales (g) 0,01 0,00 0,00 0,0

Grasas saturadas (g) 0,00 0,00 0,00 0,0

Grasas trans (g) 0,00 0,00 0,00 0,0

Cenizas (g) 0,02 0,02 0,01

Humedad (g) 92,80 94,51 96,23

Fibra alimentaria (g) 0,35 0,27 0,18 0,4 1
Sodio (mg) 19 39 39 78 3
Valor energético kcal 27 21 14 29

Valor energético k) 115 87 60 120

Haciendo un andlisis de cada uno de los nutrientes y el valor energético, que se informan en las

tablas 7, 8 y 9 podemos determinar lo siguiente:

El aporte energético es extremadamente bajo en el caso de la bebida realizada con azucar
Mascabo y el doble en las de azicar comin y miel. Pero de todas maneras en los tres casos es
practicamente despreciable, lo cual se comprueba con el porcentaje de requerimiento diario que
cubren. El aporte de sodio es el mismo en los tres casos porque corresponde al que aporta el

agua con las que fueron preparadas.

La fibra es aportada por las pasas de uva presente en la formulacién de las bebidas, la misma
disminuye en el tiempo porque se fermenta la parte de fibra soluble (fermentable) de las pasas,
siendo mayor esta disminucion en el caso del azicar Mascabo, (porque justamente tiene fibras
propias del mascabo). En todos los casos la humedad se incrementa levemente en la medida que
los azucares son fermentados.
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El aporte de cenizas es despreciable en todos los casos. No aporta ningun tipo de grasas. Las
proteinas son aportadas por los mismos microorganismos, por las pasas y por la miel, lo mismo
el aporte es muy bajo, en todos los casos, manteniéndose en la que esta elaborada con miel,

porgue es la que la que aporta en mayor proporcion.

Los azUcares totales estan formados por los azlcares propios del producto (en este caso pasas
de uva) més los azUcares afiadidos: azucar blanca, miel o azicar Mascabo, l6gicamente siempre
los azlcares totales son mayores o iguales a los afadidos, en todos los alimentos que se

consumen.

A continuacion, se realiza un analisis de los carbohidratos totales: conformados por los azlcares

totales y los azucares propios de la estructura de las pasas de uvas.

8
7,5

= 7 \
g %o &=
&< 55
= 5
=0 4,5
S 1 —®&— azucar
v 3,5
o r -
E 3 —&— miel
= 2,5 —a&— Mascabo

2
[=]
2 1,5
S 1

0,5
O
24 a8 72
Horas

figura 3

Variacién de carbohidratos en g/100 ml vs horas

En la figura N° 7 se puede observar que, al comparar las tres lineas en el grafico, cambia el
contenido de carbohidratos en cada una de las bebidas fermentadas a medida que avanza la
fermentacién. Esto permitird visualizar y comparar la capacidad de los microorganismos en

fermentar los azlcares presentes (azucar mascabo, miel y azucar blanca) en la fermentacion.
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Los microorganismos presentes en los granos de kéfir metabolizan los azlcares presentes en la
bebida, lo que resulta en una disminucion del contenido de carbohidratos a lo largo del tiempo.
Por ultimo, se confirmé que el comportamiento nutricional de las bebidas se vio afectado por los
diferentes endulzantes utilizados. En el perfil nutricional de la bebida con el agregado de miel si
bien se produjo la fermentacion, practicamente no varia por lo que se puede deducir que tiene
inhibidores propios que hacen que sea un producto que dure mas en el tiempo, como lo explica
Mandal et,al, (2011); con respecto al perfil nutricional de la bebida con el agregado de mascabo
no deja de ser azlcar pero a diferencia de la azlUcar blanca lo que tiene son trazas de minerales
y vitaminas propio del jugo de la cafia que favorece multiplicacion de levaduras y bacterias, por
lo que esa carga microbiana se ve reflejada en el aporte de proteina, que al cabo de 72 horas se
puede observar que tanto proteina como fibras dan Og, ya que ambos resultados dan igual o

menor que 0,5 g.

A continuacion, se adjuntaron rétulos de agua de kéfir elaborados en forma industrial para llevar

a cabo una comparacion con los resultados de la investigacion.
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Informacién nutricional

Energia

Grasas

Grasas saturadas

Hidratos de carbono

Azucares

Fibra alimentaria

Proteinas

Sal

Como se vende
por 100 g / 100 ml

06 kj
(23 kecal)

06g
0.5g
25g

168

19g
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Informacién nutricional ;?mta{?agﬁn{:}aml
Energia ﬁg Lscal}
Grasas Og
Grasas saturadas Og
Hidratos de carbono 32
Azucares 32
Fibra alimentaria ?
Proteinas 0.3g
Sal 03g
Informacién nutricional Come se vende
por 100 g / 100 ml
Energia ?g’ klgal}
Grasas 05g
Grasas saturadas 05g
Hidratos de carbono 1,5g
Azldcares 1.5g
Fibra alimentaria 7
Proteinas 1g

Sal ?
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Por lo que se lleg6 a la conclusion que con respecto a los diferentes productos que hay en el

mercado, se puede observar que la informacion nutricional varia segun los ingredientes

utilizados y que las tres bebidas elaboradas se asemejan al producto marca Cantero de Leteur
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CAPITULO IV: CONCLUSION

En conclusion, este estudio ha demostrado de manera concluyente que la eleccion del endulzante
tiene un impacto significativo en las caracteristicas quimicas, microbiolégicas y nutricionales de
las bebidas fermentadas con granulos de kéfir en agua. Los resultados obtenidos ofrecen una
comprension méas profunda de cémo los endulzantes pueden influir en estas bebidas.
Considerando la carga probiotica obtenida al final de fermentacion la bebida con mayor presencia
de bacteria lacticas es la endulzada con azicar mascabo. Estos hallazgos son relevantes para
los consumidores, ya que si bien estas bebidas son consideradas beneficiosas por otro lado al
observar los perfiles nutricionales deberian llevar octégonos por exceso en azlcar y en sodio. La
informacién brindada es clave para el desarrollo de productos fermentados de calidad con perfiles

especificos que se ajusten a las preferencias del consumido
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Anexo N° |

VISTO el expediente EX-2021-18020713- -APN-DLEIAER#ANMAT; y CONSIDERANDO:
Que la Sra. Florencia Quifioy solicitd a la Comision Nacional de Alimentos (CONAL) la inclusion
del kéfir de Agua al Cédigo Alimentario Argentino (CAA). Que el kéfir de agua, también llamado
acquaKefir o sugary Kéfir, es una bebida fermentada de uso ancestral y que se consume a nivel
mundial en paises como Estados Unidos, México, Canada, Japoén, Tailandia, Malasia, Francia,
Grecia, Turquia, Brasil, entre otros. Que, como antecedente, el kéfir de leche se encuentra
contemplado en el Articulo 576 del CAA. Que la Comisién dio intervencién al Grupo de Trabajo
ad hoc “Criterios Microbioldgicos”, coordinado por el Instituto Nacional de Alimentos (INAL), para
su evaluacion y que dicho grupo convocdé a trabajar en conjunto al Centro de Investigacion y
Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos de la Universidad Nacional de La Plata (CIDCA -
UNLP), al Instituto de Lactologia Industrial del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (INLIN — CONICET) de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional
del Litoral, Santa Fe, al Laboratorio Nacional de Referencia del INAL y contd con el aporte de
elaboradores de Kéfir de agua nacionales. Que el mencionado Grupo realiz6 ensayos sobre
numerosas muestras de productos y elevé a la CONAL la propuesta de caracterizacion de
microorganismos especificos y de criterios microbiol6gicos del producto. Qué, asimismo, la
Comision acordd remitir el proyecto al Grupo de trabajo de Metodologia Analitica Oficial con el
objetivo de establecer parametros fisicoquimicos y dicho Grupo elevé el informe pertinente con
el cual la CONAL acordé. Que en el proyecto de resolucién tomé intervencién el Consejo Asesor
de la CONAL (CONASE) y se someti6 a consulta publica. Que la CONAL ha intervenido
expidiéndose favorablemente. Que los Servicios Juridicos Permanentes de los organismos

involucrados han tomado la intervencion de su competencia. Que se actla en virtud de las
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facultades conferidas por los Decretos Nros. 815 del 26 de julio de 1999; 7 del 10 de diciembre
de 2019 y 50 del 19 de diciembre de 2019, sus modificatorios y complementarios. Por ello, EL
SECRETARIO DE CALIDAD EN SALUD Y EL SECRETARIO DE AGRICULTURA, GANADERIA
y PESCA RESUELVEN: ARTICULO 1°.- Incorpérase el Articulo 1084 tris al Capitulo XIII: “Bebidas
Fermentadas”, del Cédigo Alimentario Argentino, el que quedo redactado e incorporado el
14/08/2024 de la siguiente manera: “Articulo 1084 tris: Se entiende como Kéfir de agua a la bebida
obtenida a partir de la fermentacién de granulos de kéfir en agua azucarada de la cual se han
retirado los nddulos (cultivo iniciador). La bebida podréa ser adicionada con jugos o pulpas de fruta,
extractos vegetales, especias, frutas secas, miel u otros ingredientes permitidos en el presente
Cadigo. De acuerdo al proceso de elaboracion, la bebida podra presentar turbidez en el producto
final. Los microorganismos especificos del kéfir utilizado como cultivo iniciador deben ser viables
y activos en el producto final durante su periodo de validez, dentro del siguiente rango de

recuento:

Recuento de Microorganismos especificos

Microorganismos Criterio de Aceptacion Metodologia de
referencia (1)

Recuento de bacterias acido Minimo 10% ISO 15214
lacticas (UFC/ml)

Recuento de levaduras (UFC/ml) Minimo 10° ISO 21527 -1

Su versiébn mas actualizada. Pueden emplearse otros métodos debidamente validados
(por ejemplo, basandose en la Norma ISO 16140) La bebida deberd cumplir los siguientes

Criterios Microbiolégicos:
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2C

Microorganismos Criterio de Aceptacién Caso Metodologia de
ICMSF | referencia (1)

Enterobacterias n=5, c=0, m=10 4 ISO 21528- 2
(UFC/ml)

Su version mas actualizada. Pueden emplearse otros métodos debidamente validados
(por ejemplo, basandose en la Norma ISO 16140) La bebida debera cumplir los siguientes

Parametros Analiticos:

Parametro Minimo Maximo

pH 3 4.5

Grado Alcohdlico (% vol. a 20°C) - 3

Todos los establecimientos que elaboren, industrialicen y/o fraccionen estos productos
deberan implementar un Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP)
de acuerdo con las directrices que se establecen en el Articulo 18 bis del presente Cddigo y contar
con un director técnico. La bebida se denominara “Bebida fermentada a base de kéfir de agua”;
cuando la bebida sea adicionada de otros ingredientes, se denominara “Bebida fermentada a
base de Kefir de agua con (...)", seguido del o de los ingredientes afiadidos después de la
fermentacioén: jugo, pulpa, especias, extracto vegetal, miel u otros. Cuando se utilicen ademas
aromatizantes/ saborizantes se denominara “Bebida fermentada a base de kéfir de agua
saborizada/aromatizada con (...)” completando con el nhombre del aromatizante / saborizante
utilizado. El producto debe ser conservado refrigerado hasta su consumo y debera indicar en el
rétulo la temperatura de conservacion de acuerdo con el presente cédigo. El producto debera
indicar claramente que no se recomienda su consumo para nifios menores de 6 afos.”

ARTICULO 2°. - La presente Resolucién entrara en vigencia al dia siguiente de su publicacién en
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el BOLETIN OFICIAL DE LA REPUBLICA ARGENTINA. ARTICULO 3°. - Comuniquese,

publiquese, dése a la DIRECCION NACIONAL DEL REGISTRO OFICIAL y archivese
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Anexo N° Il

Articulo 1389 - (Resolucién Conjunta SPRel N° 261/2011 y SAGyP N° 22/2011) Con la
denominacion de Probiéticos, se entiende los microorganismos vivos que, administrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del consumidor. Para que una cepa
pueda ser utilizada como ingrediente probiético para alimentos debera cumplir con el siguiente

protocolo de Evaluacion de un Probiético como ingrediente para Alimentos
Requisitos Minimos

1. La cepa debe ser identificada (Género/especie/subespecie) por laboratorios

reconocidos mediante tecnologias validadas.

2. Se debe realizar una caracterizacion “in vitro” e “in vivo” mediante ensayos de
resistencia gastrica, a bilis y a lisozima de modo tal que se asegure la resistencia de la cepa a las

barreras bioldgicas del organismo.

3. El(los) efecto(s) probidtico(s) adjudicado(s) a la cepa deben ser constatados mediante
ensayos “in vitro” e “in vivo”. Estos deben ser debidamente documentados y respaldados con

estudios efectuados por organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.

4. Se debe demostrar la seguridad de la cepa probiética (no debe ser riesgosa para la
salud y no debera presentar o promover la translocacion bacteriana) en las concentraciones en
gue se encuentra en el alimento. Especificamente, se debe constatar que la/s cepas no son
portadora de genes de resistencia a antibiéticos, no presentan factores de virulencia responsable

de actividad hemolitica y no producen
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Ademads, se realizaran las pruebas complementarias descriptas en el punto II.

Il. Pruebas Complementarias para Garantizar la Seguridad de la Cepa

* Resistencia a antibidticos: ensayo realizado como indicador de la presencia de cepas
portadoras de genes de resistencia. Visto que la diseminacién de antibiético-resistencia puede
reducir las posibilidades terapéuticas en enfermedades infecciosas, se debera determinar la
presencia de resistencia transferible en cepas que seran usadas para consumo humano. Las

cepas no deberan ser portadoras de genes de resistencia a antibioticos.

* Actividad hemolitica: ensayo realizado como indicador de la presencia del factor de
virulencia responsable de actividad hemolitica. Dicho factor es utilizado principalmente por ciertos
microorganismos como fuente de hierro, motivo por el cual causa anemia y edema. Debera estar

ausente en bacterias probidticas.

* Produccion de toxinas: las cepas probiéticas no deberan producir toxinas. La toxicidad
de las cepas hacia la mucosa del tracto gastrointestinal es considerada un importante aspecto de
seguridad. La toxicidad aguda se determina cominmente en ratones, durante el ensayo en el
cual se suministra a los animales una determinada dosis de bacterias (equivalente a la dosis que
contendra el alimento) se observan diariamente posibles cambios en la actividad y
comportamiento de los mismos. Después del ensayo, los animales son sacrificados para detectar
existencia de cambios patoldgicos visibles en érganos (estdmago, porcion dista del ileum, cecum

y colon).

lll. Identificaciébn Comercial de la(s) Cepa(s) El producto se presentara comercialmente
en un envase bromatolégicamente apto cuyo rétulo indique la identificacion precisa de la(s)
cepa(s) que lo componga(n) y la concentracion de células viables de cada una de ellas (UFC/g)

Con la denominacién de Alimento con Probiéticos, se entiende aquel alimento con una carga de
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células viables que debera estar comprendida entre 10° y 10° UFC/g durante su periodo de
duraciéon minima. El producto se rotulara: “... con probidticos” llenando el espacio en blanco con

la denominacion de venta del alimento correspondiente. Los alimentos elaborados con probioticos

seran autorizados, previa evaluacion satisfactoria de los ensayos “in Vivo” con el alimento
tal cual se va a consumir, que demuestren la funcionalidad que se le atribuye a la(s) cepa(s)
probidtica(s) que contiene, de una Comision Evaluadora integrada por profesionales
especializados pertenecientes a la Autoridad Sanitaria 0 a los que ésta designe a ese efecto para
cada caso particular. La Comisién Evaluadora determinard si es necesario la repeticion de los
ensayos “in Vivo” para aquellos alimentos en los cuales se demuestre que una modificacién en
la composicién del alimento, sobre el cual se llevaron a cabo los ensayos “in Vivo”, no altera el o

los efectos probidticos que se intentan demostrar.
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Anexo Il

Diagndstico modelos mixtos Brix con funcion identidad

Normal @-Q Plot

Res.cond.estand Pearson
Res.cond.estand Pearson

Cuantiles muestrales

T T T
Aziicar Mascabo Wiel

Edulcorante

Valores predichos

Cuantiles tedricos
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Diagnodstico modelos mixtos pH

con funcién identidad

Normal Q-Q Plot

Cuantiles muestrales

g e
EREE
. : .
Aziicar Mascabo Miel

Edulcorante

Valores predichos

Cuantiles tedricos

Diagndstico modelos mixtos acidez con funcién identidad

Normal Q-Q Plot

Res.cond.estand Pearsan
0
1

Res.cond

Cuantiles muestrales

T T T
Aeticar Wascabo Wiel

Edulcorante

Valores predichos

Cuantiles tedricos
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Diagndstico modelos mixtos °Brix con funcidn fija

Normal @-Q Plot

0
Cuantiles muestrales

T T T T T T T T T T T T T T T
Agticar Wascabo Wiel 45 50 55 60 65 70 75 2 K] 0 1 2

Edulcorante Valores predichos Guantiles tedricos

Modelos lineale=s generales v mixtos

Especificacidn del modelo en R

mlm.modele. 000 Brix REML<-1Ime (Brix~l+Edulcorante
Jrandom=list (Tiempo=pdIdent{~1))

sJmethod=\ "REML "

soontrol=ImeControl (niterEM=1F0

JosMaxTEer=200)

,na.action=na.omit

sdatea=mlm.modeloR.datall

rfReep.data=FALSE)

Besultados para €l modelo: mlm.modelo.000 Brix REML
Variable dependicente: Brix

Medidas de ajoste del modelo

n AIC BEIC 1loglik Sigma R2 O R2 1

45 89,58 88,27 -39,78 0,52 0,43 0,80

AIC y BIC monores implics msjor

Prucebas de hipotesis =secuenciales

numnDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 40 148,32 <0,0001
Edulcorante 2 40 44,37 <0,0001

Prucebas de hipotesis marginales (Empty)
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Efectos fijos

Eatim E.E. gl T p-valor
(Intercept) 6,54 0,4% 40 13,3% <0,0001
EdulcoranteMa=scabo -1,73 0,19 40 -9,14 «<0,0001
EdulcoranteMiel -0,49 0,19 40 -2,58 0,0137

Parametros de los efectos aleatorios

b
4]

de covarianzas de los efectos aleatoriocs: pdldent

Modes1: c
o a: ~1 Tiempeo

Formin

[

Desvios estdndares v correlaclones

[ Intercept)
(Intercept) 1,57

Coeficientes (BLUP) de los efectos aleatorios (Tiempo)

[Intercept)
24 0,85
45 -0,11
72 -0,74

Especificacidon del modelo en R

mlm.modelo. 001 pH REML<-Ime (pH~1+Edulcorantes
srandom=list (Tiempo=pdIdent (~1))
smethod=\"REML\ "

roontrol=ImeControl (niterEM=150
JmsMaxrIter=200)

,na.action=na.omit

sdata=mim.modelcoR.datadl

rfEeep.data=FALSE)

Resultados para €l modelo: mlm.modelo.001 pH REML
Variable dependiente: pH

Medidas de ajunste del modelo

n AIC BEIC logLik Sigma B2 0 R2 1
45 36,52 45,61 -13,46 0,28 0,24 0,72

AIC y BIC mencrss implics msjor
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Pruebas de hipdtesis secuenciales

numDF denDF F-wvalue p-wvalue
(Intercept) 1 40 164,81 <0,0001
Edulcorante 2 40 17,20 «<0,0001

Pruebas de hipotesis marginales (Empty)

Efectos fijos

Eztim E.E. gl T p-valor
[Intercept) 2,91 0,25 40 11,61 <0,0001
EdulcoranteMascabo 0,56 0,10 40 5,47 <0,0001
EdulcoranteMiel 0,09 0,10 40 ©0,8% 0,3774

Parametros de lo=z efectoz aleatorios

dodelo de

o ovarianzas de los efectos aleatorios: pdldsnt
Formu

o
ar ~1 Tiempeo

[
I

=

Desvios estdandares v correlaclones

[Intercept])
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(Intercept) 1,49

Coeficientes (BLUP) de los efectos aleatorios (Tiempo)

[Intercept)
24 0,44
48 -0,08
72 -0,37

Especificacidn del modelo en R

mim.mcdelc.GCQ_A:idez_REHL<—1m
srandom=list (Tiempo=pdIdent (~
smethod=""REML\"

JmsMaxIter=200)
,na.action=na.comit
rsdata=mlim.modsloR.datadl
rfkeep.data=FALSE)

Resultades para el modelo: mlm.modelc.002 Acidez REML
Varisble dependiente: Acidez

Medidas de ajuste del modelo

1] RIC BIC logLlik Sigma B2 0 R2 1

45 -78,28 -69,59 44,14 0,07 0,40 0,85
AIC y BIC mencres implics msjor

Pruebaz de hipdotesiz secnenciales

numDF denDF F-wvalue p-value
(Intercept) 1 40 103,21 «<0,0001
Edulcorante 2 40 24,03 «<0,0001

Pruebas de hipotesis marginales (Empty)

Efectoz fijos

Eztim E.E. gl T p-valor
[Intercept) 0,80 0,08 40 9,74 «0,0001
EdulcoranteMa=scabo 0,16 0,03 40 6,37 <0,0001
EdulcoranteMiel -0,10 0,03 40 -3,83 0,0003

Parametros de los efectos aleatorios

odelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdldent
Formula: ~1 Tismpeo

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO
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Desvics estidndarses v correlacionses

[Intercept)
[Intercept) 1,58

Coeficientes (BLUP) de los efectos aleatorios (Tiempo)

[Intercept)
24 -0,13
47 -0,01
72 0,14

ANAVA RAS RECUENTO

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO

b:\Users\Cperadnr\C:EEIL?EKEncumentnskFacr;tadKTesisﬂLaara Cia“Datocs Laura

Cia Datos 2 : 16/2/2023 - 09:43:15 - [Versidm : 30/4/2020]
Analisis de la varianza

Variable N R* Rf Aj CV
RAES Recuento 18 0,32 0,23 91,51

Coadro de Analisis de la Varianza (35C tipo III)
F.V. 3C gl CH F p-valor

HModelo §14226062,57 2 407113031,238 3,54 0,0550
Edulcorante 814226062,57 2 407113031,28 3,54 00,0550
Error 17238%6216,04 15 114926414,40

Total 2538122278,60 17
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ANAVA RECUENTO RTF

Analisis de la varianza

Variable N Ef R Aj cv
Recuento 18 0,26 0,04 308,57

Cuadre de Analisis de la Varianza (SC tipe III)

Y SC gl cM E p=valor
Modelo 23B9305158,67 4 59732¢289,67 1,15 0,3750
Edulcorante 1091591084,33 2 545795542,17 1,05 00,3763
Tiempo 1297714074,33 2 wd4BBST7037,17 1,25 00,3177
Error £727498449,83 13 517499880, 76
Total 91168036048,50 17

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* piUnilateral O}
RE Becuento 18 0,00 1,03 0,82 0,0030

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO
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Andlisis de la varianza

RABS Brix

Variable N R? R? Aj CV
RABS Brix 45 0,34 0,31 61,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,27 2 0,63 10,69 0,0002
Edulcorante 1,27 2 0,63 10,69 0,0002
Error 2,49 42 0,006
Total 3,76 44
RABS pH

Variable N R? R? Aj CV
RABS pH 45 0,28 0,25 57,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,26 2 0,13 8,19 10,0010
Edulcorante 0,26 2 0,13 8,19 10,0010
Error 0,67 42 0,02
Total 0,93 44

RABS Acidez

Variable N R? R? Aj CV
RABS Acidez 45 0,28 0,24 63,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,02 2 0,01 8,10 0,0011
Edulcorante 0,02 2 0,01 8,10 0,0011
Error 0,05 42 1,2E-03
Total 0,07 44

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO
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