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Resumen

Se evalug el efecto de un cultivo iniciador con Leuconostoc mesenteroides ATCC 10880 y
Lactobacillus plantarum ABBL A6 sobre algunas de las caracteristicas fisicoquimicas
microbioldgicas y sensoriales en la elaboracion de encurtido de pimentén rojo (Capsicum
annuum var. grossum). Para llevar esto a cabo se optimiz6 el medio de cultivo del inoculo
de fermentacion de las dos bacterias a partir de suero de leche, leche entera en polvo,
leche de soya, sacarosa y salvado de trigo, y se seleccionaron los mas econémicos y que
presentaron una viabilidad por encima de 10’ UFC/mL. Se realizé un disefio de mezclas
en donde se variaron las proporciones de suero de leche y leche en polvo y se seleccion6
el medio sin leche en polvo para los dos microorganismos, para caracterizar los medios se
realizaron cinéticas de crecimiento. En el proceso de fermentacién se estudio el
comportamiento del pH, el consumo de azucares, el crecimiento bacteriano, cambios en la
textura, el color, la humedad y la actividad de agua de las muestras. A los 9 dias de
fermentacion, la mayoria de los parametros mostraron tendencia a estabilizarse, el pH
estuvo por debajo de 3.7 y no se presentaron diferencias significativas entre los
parametros fisicoquimicos después de este tiempo, la a, estuvo por debajo de 0.91, la
humedad en 87%, 90% y 93% para concentraciones de sal 15%, 10% y 5%,
respectivamente y el color de las muestras con BAL se torné a un rojo mas intenso. El
andlisis sensorial coincidié con las pruebas instrumentales realizadas, la muestra mas
aceptada fue la de 10% de NaCl con cultivo iniciador, seguida por la del 5% con cultivo
iniciador. Las cepas L mesenteroides y L plantarum A6 incubadas en el MS durante 12 y
18h, respectivamente, adicionadas en una salmuera al 10% de NaCl, sin agitacion, a una
temperatura de 32 °C, constituyen las mejores condiciones para la fermentacién de

pimenton rojo escaldado.

Palabras claves

Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, fermentacién, encurtidos, pimenton.



1. INTRODUCCION

La conservacién de los alimentos ha sido una tarea de suma importancia para el ser
humano desde los inicios de la humanidad. En sus origenes, el hombre era cazador y
recolector de frutos silvestres, y debia consumir sus alimentos de inmediato, dedicando
gran parte de su existencia a esta actividad. (Barreiro y Sandoval, 2006). En la actualidad
los avances tecnolégicos han sido aplicados a la conservacién de alimentos, uno de ellos
es la fermentacion en la produccion de vegetales y bebidas fermentadas (Barreiro y
Sandoval, 2006).

La fermentacion es originaria de Oriente (China y Japon), siendo introducida a Europa y
Estados Unidos donde ha sufrido innumerables adaptaciones. El valor nutritivo de los
alimentos fermentados es muy poco alterado en comparacion con los deméas métodos de
preservacion. Ocurren pequefios cambios en el valor energético, minerales y vitaminas.
De esta forma los alimentos fermentados ofrecen muchas de las cualidades nutritivas de
las hortalizas frescas (Gioldoni, 1983). Las fermentaciones del acido lactico son de gran
importancia en la conservacion de alimentos. El azicar en el alimento puede ser
convertido a acido lactico y otros productos, y en tales cantidades que el medio

circundante es controlado sobre otros microorganismos (Pares y Juarez, 2002).

Los alimentos fermentados por esta via tienen un valor nutritivo alto, el sabor es
potencializado y son inocuos. El &cido lactico es el principal producto de la fermentacion y
es el responsable del contenido acido del producto. También se producen bacteriocinas,
que actlan sobre bacterias patégenas como la Listeria y el Clostridium (Wood y Warner,
2003). El aspecto mas interesante de las bacterias acido lacticas en la fermentacion es
resaltar las caracteristicas sensoriales, y reoldgicas como resultado de su actividad
metabdlica (Wood y Warner, 2003). Una de las aplicaciones de éste proceso es la
elaboracion de encurtidos o ‘pickles’, estos son conservas de vegetales que se obtienen
por dos procesos: coccion o fermentacion. Pueden ser simples o mixtas, es decir, de una

o varias hortalizas (Boucher, 1991).
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Los encurtidos obtenidos por coccion son una mezcla de vegetales cocidos en un liquido
de gobierno que contiene &cido acético, azucar y otros aderezos (Boucher, 1991). Muchas
industrias que procesan encurtidos no fermentan las hortalizas por medio de un cultivo
iniciador, lo que se acostumbra es mantenerlas por algun tiempo en una salmuera de alta
concentracion; luego se preparan y se envasan, utilizando un liquido de gobierno a base
de &cido acético (Boucher, 1991).

El pimentén (Capsicum annum) variedad grossum, es también conocido como pimiento
dulce, es nativo de América, y su consumo esta en crecimiento debido a la variedad de
caracteristicas que posee como color, forma, tamafio y sabores, y variedad en usos
(Castro et al. 2007). Colombia tiene un area de cultivo de pimenton de 2,133 hectéreas,
con una produccion de 31,015 toneladas al afio. (Acuerdo de competitividad, 2006).
Segun el area cultivada el principal departamento productor de pimentén en Colombia es
el Valle del Cauca, con un area de 470 hectareas, y con una produccién de 7,930

toneladas al afio, seguida por los departamentos de Antioquia y el Huila (Mitchell, 2012).

En este trabajo, la fermentacion lactica se implemento para la elaboracion de encurtido de
pimentén haciendo uso de las BAL Lactobacillus plantarum y Leuconostoc mesenteroides
como cultivo iniciador. El producto obtenido cumple con la calidad deseada y esta bajo las

tendencias actuales de consumo.
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2. JUSTIFICACION

El consumo de frutas y hortalizas ha aumentado, al igual que la demanda de productos
frescos, con alto valor nutritivo, que promuevan la salud y estén listos para su consumo
(Del Greco, 2010). En Estados Unidos y Europa se estan realizando campafias para
estimular e incrementar el consumo de frutas y hortalizas. En 1970 el consumo mundial
anual per céapita de hortalizas era solo de 144 libras, para el 2000 aumenté un 30% con
un consumo de 187 libras per cépita de hortalizas y legumbres. Para el afio 2020 se
espera un aumento del 7,2% en consumo de vegetales per capita. En el caso especifico
del pimentén, en 1970 el consumo era de 2 libras por persona al afio, para el 2000
aumento6 a 7,3 libras por persona al afio, y estas cifras siguen en aumento (Del Greco,
2010)

La produccién primaria de alimentos en Colombia es escasamente remunerada, los
precios bajos de venta de las hortalizas frescas en ocasiones pueden generar pérdidas
econdmicas para los productores. El pimentén en fresco ha sufrido una variacion en su
precio en los ultimos 5 afios lo que ocasiona una inestabilidad en su mercado, en la Tabla
1 se puede observar la variacion de precios desde el 2008 hasta la actualidad:
(Corabastos, 2013).

Tabla 1. Precio promedio anual del pimenton ($/kg)

Afio 2008 | 2009 2010 2011 2012 2013
Precio | $8.927 | $9.586 | $10.773 | $10.940 | $5.284 | $2.173

Pasados 7 dias de almacenamiento del pimentén en refrigeracién se presentan cambios
sensoriales significativos, y a los 11 dias presentan un deterioro en su calidad
fisicoquimica, lo que indica que la vida util del pimentén fresco es corta, no siendo mayor
a 11 dias (Alvarado y Cabrera, 2010)

El procesamiento de las hortalizas mediante fermentacion lactica reduce las pérdidas

postcosecha y evita los altos costos de exportacion de productos que debe asumir el

14



consumidor final por la corta vida atil del producto, y de esta forma le proporciona valor
agregado.

El proceso industrial de produccién tarda més de 35 dias, ya que la fermentacién se
realiza naturalmente con la flora bacteriana presente en el alimento (Gioldoni, 1983). Los
tiempos son largos y las caracteristicas sensoriales de los encurtidos en ocasiones no son
las mas deseables, obteniéndose productos en su sabor, color y textura no aceptables. El
uso de cultivos iniciadores acelera el proceso de fermentacion garantizando un producto
con excelentes caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas, y adicionalmente uniformes,
ademas de ser un método de conservacibn econdémico en comparacion con las
tecnologias emergentes. La especie Leuconostoc mesenteriodes ATCC 10880 produce
aromas y sabores deseables, derivados de los acidos, alcoholes y otros productos de la
fermentacion. El Lactobacillus plantarum ABBL A6 es una especie que produce grandes

cantidades de acido lactico en corto tiempo (Montafo, et al., 1992)
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto de los cultivos iniciadores Leuconostoc mesenteroides ATCC 10880 y
Lactobacillus plantarum ABBL A6 sobre las caracteristicas fisicoquimicas, microbiol6gicas
y sensoriales en la elaboracion de encurtido de pimentén rojo (Capsicum annumm var.

grossum).

3.2. Especificos

e Determinar la formulacién 6ptima del medio de cultivo de los microorganismos
iniciadores en funcién de la viabilidad de los microorganismos y del costo de cada
mezcla.

e Analizar el efecto de las condiciones de fermentacion en las caracteristicas
microbiol6gicas Y fisicoguimicas de los encurtidos de pimentén rojo.

e Analizar el efecto de las condiciones de fermentacion en las propiedades sensoriales de

los encurtidos.
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4. MARCO DE REFERENCIA

4.1.Generalidades sobre el pimentén

El pimentdén (Capsicum annuum) variedad grossum, es también conocido como pimiento
dulce, proviene de una planta herbacea anual que recibe su mismo nombre (Vallejo y
Estrada, 2004). El pimentdn es un fruto nativo de América, muy apetecido debido a la
gran variedad de colores (variando desde verde, amarillo, naranja, rojo y parpura), formas,
tamafos y sabores caracteristicos (Castro et al., 2007).

Es un fruto hueco, con forma cénica o alargada, la pared del fruto puede ser gruesa o
delgada. Existen dos grandes tipos de pimentdn, los dulces y los picantes, estos varian en
su forma, color, tamafio y sabor. Tiene una densidad de siembra de aproximadamente
3000 plantas por hectarea. La recoleccion de la cosecha se realiza entre 90 y 115 dias
después de la siembra y se prolonga entre 2 0 3 meses mas. Se cultiva en climas calidos
entre 21 a 26°C, no toleran heladas. (FAO, 2006). En la Tabla 2 se observa la

composicion nutricional del pimentén.

El pimentén dulce es usado para elaborar productos deshidratados (paprika), encurtidos y
rebanadas o discos congelados que son usados en pizzas, pastas y ensaladas crudas
(Papageorge et al., 2003) El consumo de estos productos se ha incrementado en los
ultimos afios, debido a las actuales preferencias del consumidor por ingerir productos
minimamente procesados, como parte de habitos saludables de alimentacién. (Castro et
al., 2007). Esta hortaliza es una fuente natural de compuestos antioxidantes. Ha sido
reconocido como un alimento benéfico para la prevencién del cancer y afecciones
cardiovasculares, cuando se ingiere en cantidades adecuadas (Navarro et al., 2004). Por
su parte, la vitamina C presente es capaz de atrapar iones metalicos pesados, reaccionar

con el oxigeno y radicales libres reduciendo la peroxidacion (Navarro et al., 2004).
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Tabla 2. Composicion nutricional de 100g de contenido comestible de pimenton

Agua Carbohidratos Fibra Proteina Lipidos Energia Potasio Fosforo VitaminaC

90.3¢g 6.49 1.99 19 0.49 33kcal 210mg 25mg 131mg

Fuente: Tablas de composicién de alimentos: Moreiras et al. (2007)

4.2.Conservacion de alimentos

El pimentén, como la mayoria de las frutas y los vegetales, tiene una vida util muy corta,
pierde agua rapidamente limitando su longevidad y puede empezar a presentar pérdida
de turgencia entre 3 y 5 dias a 20°C, perdiendo entre 2.2% y 3.0% de su peso (Lownds et
al., 1993).

De acuerdo a la definicion de la FAO, la preservacion de los alimentos consiste en
prevenir o evitar el desarrollo de microorganismos indeseados, para que el producto no se
deteriore durante el almacenaje. En cuanto a la conservacion, es el conjunto de
tratamientos que prolongan la vida util de los alimentos, manteniendo sus atributos de
calidad, en parametros como color, textura, sabor y su valor nutricional (FAO, 2013).

Se han desarrollado distintas tecnologias que permiten la conservacién del alimento,
dentro de éstos se encuentran el uso de tratamientos térmicos, agentes quimicos,
empague, radiacion ionizantes, altas presiones hidrostéticas, tecnologia de barreras, entre
otros (Zhou, et al., 2010).

El escaldado del pimentén contribuye a la reduccion de la carga microbiana y la
inactivacion de enzimas (Cano, 1996). Algunos cambios ocurridos en la distribucion y
almacenamiento de los vegetales son debidos a las reacciones de deterioro que son
catalizadas por enzimas, como peroxidasas (POD), polifenol oxidasa (PPO) y pectina
metilestereasa (PME). Sin embargo, el tratamiento térmico causa también pérdidas de
atributos sensoriales (textura, sabor, olor y color) y calidad nutricional, como la reduccion

del contenido de acido ascorbico (Castro et al., 2007).
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4.3.Bioconservacion de hortalizas

El mercado global de los alimentos, nuevos procesos de fabricacion y la creciente
demanda de minimamente procesados, pueden requerir cadenas alimentarias mas largas
y complejas, lo que aumenta el riesgo de contaminacion microbioldgica (Garcia, et al.,
2010). Debido a esto, la bioconservacion ha traido la atencion de la industria de alimentos

como un sustituto potencial de los procesos industriales actuales.

La aplicacion de bacteriocinas como bioconservantes en vegetales comenz6 hace
aproximadamente 25 afios. Actualmente, estudios se han centrado en la inhibicion de
microorganismos patégenos para los humanos; la aplicacion de bacteriocinas ha
representado una buena alternativa como sustituto a los compuestos quimicos y

antibidticos (Balciunas, et al., 2013).

Las BAL, responsables de la fermentacion lactica, poseen caracteristicas metabdlicas de
importancia econdmica y tecnoldgica en los alimentos. Su clasificacién se basa en la
morfologia, la forma de fermentar la glucosa, desarrollo a diferentes temperaturas, la
configuracion del acido lactico producido, la habilidad de crecer a altas concentraciones
de sal y tolerancia a la alcalinidad y acidez (Ramirez, 2005). Los vegetales representan
una fuente importante de bacterias lacticas como los del género Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, entre otros, sin embargo también representan
un riesgo sanitario alto en la medida que pueden contener bacterias del género Yersinia,

Clostridium, Escherichia, Pseudomonas y Listeria (Monroe y Tarazona, 1981).

En la industria, la fermentacién de hortalizas se realiza con los microrganismos presentes
en el producto (Chang y Chang, 2011). Algunas bacterias acidolacticas incluyen
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum y Lactobacillus plantarum que han sido

sugeridas como cultivos iniciadores para la fermentacion de vegetales (Ji et al., 2012).

La fermentacion reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y produce moléculas
organicas que pueden presentar actividad antimicrobiana, siendo las mas comunes el
acido lactico, acético y propionico. No obstante, también se conoce que las bacterias

acido lacticas producen otras sustancias antagonicas, como son el peroxido de hidrogeno

19



(H20,), reuterina, diéxido de carbono (CO,), diacetilo (2,3-butanodiona), acetaldehido y

compuestos de alto peso molecular como las bacteriocinas (Ramirez, 2005).

El uso de cultivos iniciadores no solo evita la proliferacion de microrganismos que

deteriore el producto si no que se obtiene uno con mayor calidad sensorial, y homogéneo.

Los procesos de fermentacion controlada alcanzan las caracteristicas deseables del

producto en un menor tiempo que los procesos de fermentacion natural.

4.4.Fermentacion acidolactica

En el proceso de fermentacion ocurren varios tipos de cambios en el alimento de estudio,

los cuales pueden ser fisicos, quimicos, y microbioldgicos:

Fisicos: En las primeras 48 a 72 horas el cambio de textura ocurre debido a la
difusion osmotica de azlcares, proteinas, minerales y otras sustancias hacia la
salmuera, éstas actian como alimento de las bacterias productoras de &cido lactico y
otros microrganismos, por consecuencia, el alimento pierde peso y se produce un
arrugamiento de la hortaliza (Garcia et al., 2004), es decir, se genera una
deshidratacion osmotica.

Quimicos: El azucar contenido en el alimento se transforma a &cido lactico por las
bacterias fermentativas, también se transforman en pequefias cantidades de acido
acético, estos dos 4cidos son los responsables de la auto conservacion, se producen
también otros compuestos en menor proporcién como alcoholes y ésteres, anhidros
carbonicos e hidrégeno (Garcia et al., 2004).

Microbioldgicos: La cepa Leuconostoc mesenteroides, considerado como GRAS
(Generalmente Reconocida Como Segura, por sus siglas en inglés); en el inicio del
proceso predomina por encima de las demas. Esta bacteria se cultiva en medios
hipersacarosados produciendo grandes cantidades de exopolisacaridos de grado

alimenticio como el dextrano (Garcia et al., 2004).
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4.4.1. BAL encargadas de la fermentacion

44.1.1. Leuconostoc mesenteroides

Este microorganismo es anaerdbico facultativo, requiere factores complejos de
crecimiento y aminoacidos (Han et al., 2013). Son bacterias Gram positivas, y no moviles.
Como se muestra en la Figura 1, la mayoria de las bacterias tienen forma de cocos, se
producen solos o0 en pares y cadenas cortas, sin embargo, la morfologia puede variar con
las condiciones de crecimiento. Los miembros de este género son tipicamente BAL
heteroferementativas que producen D-lactato, dioxido de carbono, etanol y acetato. Su
temperatura 6ptima de crecimiento va entre 20 y 30°C, con un intervalo de pH entre 4,5y
8 (Montafio et al, 1992). Estas bacterias han tenido la mejor respuesta en el proceso de
elaboracion de Kimchi (Jung, et al., 2011, Ji, et al., 2012), un producto fermentado tipico
coreano elaborado a partir de coles chinas.

Figura 1. Microfotografia de barrido electrénico del Leuconostoc mesenteroides
Fuente: (Kalchayanand et al., 2002)

Ademas se conoce que el Leuconostoc mesenteroides produce manitol, un poliol natural
utilizado como edulcorante en productos para diabéticos que imparte un sabor refrescante
con propiedades anti carcinogénicas, y que presenta altos niveles en la fermentacion del

kimchi a través de la reduccion de la fructosa (Groben, 2001).
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4.4.1.2. Lactobacillus plantarum A6

Este microorganismo esta clasificado como homofermentativo facultativo debido a que
posee las enzimas para realizar la fermentacion a partir de glucosa y fructosa produciendo
un sélo tipo de &cido. Su temperatura Optima de crecimiento va entre 30 y 35°C, con un
intervalo de pH entre 3,8 — 7,5 (Montafio et al, 1992). se conoce su origen en Africa y es
una de las mayores productoras de acido lactico, por lo cual tolera bajos pHs (Giraud, et
al., 1994). También se ha comprobado que puede metabolizar manitol para producir 4cido
lactico (Montafio, et al., 1992). Tiene una gran capacidad biosintetica y una excelente
adaptacion en medios que tienen gran cantidad de nutrientes y fuentes energéticas
(Georgieva, et al., 2009). Debido a su genoma 50% mas grande que la mayoria de BAL
posee una mayor capacidad metabdlica (Vasquez, 2008). Muy comiunmente se
encuentran en la mayoria, si no todos, los vegetales junto a otras bacterias lacticas. En la

Figura 2 se observa la morfologia de bacilos de la bacteria.

Figura 2. Microfotografia de barrido electrénico de Lactobacillus plantarum.
Fuente: Capozzi et al., 2011

4.4.2. Medio de cultivo de los microorganismos

Los microorganismos presentes en los alimentos necesitan las siguientes sustancias para
multiplicarse y desarrollar sus actividades con normalidad: Agua, fuente de energia,
fuente de nitr6geno, vitaminas y factores de crecimiento relacionados, y minerales

(Monroe y Tarazona, 1981).
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Las BAL se asocian a hébitats ricos en nutrientes, como son diversos productos
alimenticios tales como leche, carne, bebidas, granos y vegetales (Mora y Garcia, 2007).

A continuacion se listan los sustratos utilizados en la presente investigacion.

Suero de leche: Tiene como principal fuente de carbono la lactosa que es utilizada por
los microrganismos para transformarla en acido lactico en una primera fermentacion. El
contenido de proteinas es alto, lo que lo hace un buen medio para los microrganismo que
necesitan aminoacidos y son capaces de hidrolizar las proteinas (Garcia et al., 2004).
Algunos microrganismos también producen a partir del suero pequefas cantidades de

acido acético y dioxido de carbono (Urribarri et al., 2004).

Leche en polvo: Aporta proteinas y lactosa a la mezcla, géneros de bacterias como
Lactobacillus transforma estos nutrientes para desarrollar caracteristicas de sabor en el

producto (Hernandez y Sastre, 1999).

Leche de soya: Es rica en aminoacidos esenciales y vitaminas, es un alimento
concentrado de proteinas, recomendable para el metabolismo celular (IESN, 2001).
También posee oligosacaridos como la rafinosa y estaquiosa que favorecen el crecimiento
de las BAL debido a su capacidad de metabolizar estos carbohidratos durante la
fermentacion (Yeo et al., 2011)

Sacarosa: Es utilizada como fuente de carbono

Salvado de trigo: Actla como soporte fisico de los microorganismos, es decir, como

plataforma para asentamiento de las colonias.

4.4.3. Factores tecnoldgicos del proceso de fermentacion

Las propiedades fisicoquimicas de los vegetales varian ampliamente. En la Tabla 3 se
mencionan los diferentes factores que influyen sobre la calidad de alimentos fermentados
(Doyle, 1997).
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Tabla 3. Factores influyentes en la calidad del encurtido

Factor influyente

- Condiciones de almacenamiento, transporte y recoleccion

Calidad de la materia - Uso de pesticidas y fertilizantes, calidad del suelo, clima
prima - Grado de madurez
- Variedad
- Tratamientos previos: Limpieza y pelado, trat. térmico, y
alcalis

- Ajuste del pH

- Tamafio del vegetal: Entero, agujereado, troceado
- Fermentador: Dimensién, material

- Temperatura: Calentamiento, enfriamiento

- Anaero-biosis: Tapado, potencial redox

Factores tecnolégicos

- Flora original y ambiental
Microbiologia - Cultivo iniciador
- Inhibidores: Componentes de los vegetales y residuos

Ingredientes / aditivos - Conservantes, azlcares, NaCl, hierbas y especias

Se debe verificar que no haya presencia de levaduras y hongos en los recipientes en que
se va a realizar la fermentacion o que hayan crecido en la superficie de las salmueras.
Entre las levaduras alterantes mas habituales se encuentran la Debaryomyces hansanii y

Pichia membranaefaciens (Doyle, 1997).

4.4.4. Cambios fisicoquimicos y sensoriales durante el proceso de
fermentacion

44.4.1. Color

La escala de color CIELab esta organizada en forma cubica. El eje L* atraviesa el cubo
verticalmente. El valor maximo de L* es 100, lo que representa que el material es un
difusor perfecto que refleja, es decir, iluminacion completa. EI minimo es cero, que
representa al color negro. Los ejes a* y b* no tienen limites numéricos, un valor positivo
de a* indica color rojo, negativo es verde. Un valor positivo de b* es amarillo y negativo es

azul. En la Figura 3 se muestra el diagrama CIELab (HunterLab, 2008).
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Figura 3. Diagrama CIELab.
Fuente: HunterLab (2008)

La tolerancia en los cambios de color se evalia con los valores A de cada parametro L*,
a* o b* (Ecuaciones 1, 2 y 3) calculado respecto a valores estandar. La diferencia total del
color, AE*, es un valor unico que indica el cambio en los tres parametros L*, a* y b* al
mismo tiempo, con respecto a una muestra estandar. AE* se halla utilizando la Ecuacion 4
(HunterLab, 2008).

* __ 1% * * __ * *
AL" = muestra ~ Lesténdar (1) Aa® = Amuestra — Qestandar (2)

Ab* = b;nuestra - zsténdar (3) AE* = \/AL*Z + Aa*z + Ab*z (4)

La importancia de la medicién del color y de los parametros Opticos en los alimentos
radica principalmente en la aceptacion por parte del consumidor (Arce-Lopera, et al.,
2013). Mantener los colores vivos y de apariencia de productos frescos es el objetivo
principal de los estudios relacionados con las caracteristicas Opticas de los alimentos. La
conservacion de algunos nutrientes y compuestos funcionales puede determinarse a

través del estudio del deterioro o conservacion del color (Idham, et al., 2012).

44.4.2. Textura

La textura de un alimento tiene un conjunto de atributos que aportan al alimento sus
propiedades de textura. La percepcion de la textura depende de la actividad muscular

(cinestesia): tacto y presién. Como normalmente trabajan juntos en la percepcion de la
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textura, resulta muy dificil distinguir la parte que corresponde a cada uno (Bello, 2000).Los
ensayos que se realizan sobre los alimentos buscan encontrar la relacion que existe entre
las acciones mecanicas a las que pueden ser sometidos y los efectos de su deformacion
(Contento, et al., 2009). Por ejemplo Bengtsson y colaboradores (2011), en su estudio,
mencionan la relacién que existe entre la textura de un alimento y su contenido y
estructura fibrosa. La morfologia de la fuente de la fibra parece ser el factor principal en

los pardmetros de textura.

La textura en alimentos fermentados se ve afectada en la medida que las enzimas
producidas por los microorganismos pueden modificar la estructura del alimento. Las BAL
contribuyen a mantener la calidad textural de los alimentos fermentados, ya que los
metabolitos producidos en el proceso resultan en beneficio de dicha caracteristica (Bello,
2000).

Entre las acciones mecanicas se encuentran aquellas relacionadas con la fuerza y su
modo de aplicacién sobre un area, es decir, el tipo de esfuerzo, que pueden depender del
tiempo o no (Contento et al., 2009). Uno de los posibles andlisis consiste en la

determinacion del Médulo de Elasticidad y la relacién esfuerzo-deformacion del alimento.

a

Tmax T ———————————————

T et e
[ ] S ————

»
™

Figura 4. Curva tipica esfuerzo-deformacion para un alimento sélido.

Fuente: Contento, et al. (2009)

Una curva como la ilustrada en la Figura 4 es caracteristica para alimentos que tienden a
ser so6lidos, como frutas y vegetales, cuando son sometidos a ensayos de compresion. El
punto C, es el punto de cedencia, que representa el cambio de comportamiento lineal, es
decir, que el material pasa del comportamiento elastico al plastico. El punto F es el punto

de biofluencia, que puede ocurrir en cualquier punto mas alla del punto C, donde la curva
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se aparta de su tendencia lineal, en éste ocurre un incremento en la deformacién con un
decrecimiento o ningin cambio en el esfuerzo. En muchos materiales biologicos, la
presencia de este punto indica que hay ruptura celular en la estructura interna del
material. El punto R es el punto de ruptura del material, que indica una fractura
macroscopica en la muestra. La distancia entre los puntos de biofluencia y ruptura

determina el grado de fragilidad del material (Contento, et al., 2009).

La parte lineal de la Figura 4, permite calcular el médulo de Young o elasticidad lineal
(Ecuacion 5). Este modulo esta asociado a la energia de los &tomos y es una medida de

rigidez del material:

Médulo de Young o elasticidad = —J1"2°

()

Deformacion

4.4.4.3. Contenido de azUcares

Los carbohidratos se clasifican de acuerdo con el nimero de atomos de carbono y el tipo
de grupo carbonilo que contienen (Mc Murry, 2008). Los principales carbohidratos
existentes en la mayoria de los vegetales son glucosa, fructosa y sacarosa (Montafio, et
al., 1992). Como ha mencionado, la produccion acida a partir de una determinada
cantidad de azlcar es generalmente menor en una fermentacion heterolactica que en una
homolactica. Si consideramos el caso en que se fermenten iguales cantidades de glucosa

y fructosa, y la fructosa se reduce cuantitativamente a manitol, se tendria lo siguiente:

a) Bacterias homofermentativas
e 2 Glucosa — 4 Lactico e 2 Fructosa — 4 Léctico
b) Bacterias heterofermentativas
e 2 Glucosa — 2 Lactico + 1 Acético + 1 Etanol + 2 CO,
e 2 Fructosa— 2 Manitol
Por lo anterior, la cuantificacion de los azucares presentes en el medio de fermentacion

representa una informacion importante a fin de lograr caracterizar el proceso. La
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cuantificacion de azlcares totales esta descrito por el método de Dubois, (1956), conocido
como el método de Antrona.

4.4.4.4. pH

Algunos alimentos tienen una acidez propia, y otros es debido a la actividad de ciertos
microorganismos. Esta Ultima acidez se conoce como acidez biolégica y caracteriza a
algunos alimentos (Monroe y Tarazona, 1981). La mayor parte de las hortalizas presentan
pHs mayores que los de las frutas, en consecuencia, las primeras son mas facilmente
alterables por bacterias que las frutas. El descenso del pH se ha utilizado como un
método de conservacién, uno de ellos es la adicion de vinagre, cuyo principal componente

es el 4cido acético. (Guerra-Vargas, et al., 2001).

El fendmeno de conservacion se debe a que cuando la concentracion de protones excede
la capacidad tampon del citoplasma de las células microbianas se transportan hacia el
exterior mediante bomba de protones, reduciendo de esta manera las reservas
energéticas de la célula. Cuando estas reservas se agotan, la bomba de protones se
detiene y se provoca el descenso del pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalizacion
de proteinas y desestabilizacion de otros componentes estructurales y funcionales de las

células, interfiriendo asi con la viabilidad (Henao, 2010).

Muchos de los microorganismos crecen mejor a pHs cercanos a la neutralidad, aunque
unos cuantos pueden desarrollarse a pHs por debajo de 4.0 (Monroe y Tarazona, 1981).
El pH minimo de crecimiento de algunos lactobacilos depende del tipo de acido que se

utilice para lograr la acidificacién del medio. (Monroe y Tarazona, 1981).

4.4.45. Actividad de aguay humedad

En un alimento la actividad de agua estéa relacionada a la humedad relativa del espacio
gue lo rodea. La actividad de agua, a,, es el cociente entre la presion parcial de vapor de

agua contenida en el alimento (P,) y la presion parcial de vapor del agua pura (Po) a una
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temperatura determinada (Bello. 2000). Este término significa una medida indirecta del
agua que hay disponible en el alimento que ocurran reacciones.

La variacion de la presiébn osmética generada por la sal puede causar dafios a la célula
bacteriana. Medios hiperténicos generan, por ésmosis, la salida de agua del interior de la
bacteria ocasionando un efecto bactericida (Montoya-Villafafie, 2008), ademas el ion

cloruro es téxico para algunos microorganismos (Goulas y Kontominas, 2005).

Por regla general, las bacterias Gram negativas tienen mas necesidades de agua que las
positivas. La mayoria de las bacterias alterantes no se multiplican por debajo de una a,,

igual a 0.91 (Monroe y Tarazona, 1981).

Segun Lee (2012), al emplear cloruro de sodio como reductor de a, sSon necesarias

concentraciones muy elevadas para disminuir este parametro por debajo de 0.80.

4.4.4.6. Caracteristicas sensoriales

La evaluacion sensorial puede ser definida como el andlisis que se realiza al producto a
través de los sentidos del hombre, los cuales perciben, integran e interpretan las
caracteristicas organolépticas del producto, involucrando ademas aspectos culturales,

psicolégicos y fisiolégicos (Contento, et al., 2009).

Las pruebas de andlisis sensorial se dividen en dos grandes grupos, pruebas objetivas y
subjetivas. Las pruebas que estan dirigidas a la aceptacion o rechazo del consumidor por
el producto o por atributos de éste se encuentran dentro de las pruebas subjetivas

(Contento, et al., 2009), éstas se subdividen en:

e Pruebas de preferencia: se desea conocer la preferencia del consumidor por una
muestra sobre la(s) otra(s).

e Pruebas de grado de satisfaccion o de aceptabilidad: se desea conocer el nivel de
gusto por el producto. Se relaciona con estados y grados de placer. La escala se

construye con expresiones gramaticales que indican el grado de gusto o disgusto.
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44.4.7. Normatividad

El ICONTEC establece unas recomendaciones en el producto terminado dado por la NTC

4810 para pepinos encurtidos, la cual es equivalente a la del CODEX 115:81.

La resolucion 2155 de 2012 establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios
que deben cumplir las hortalizas que se procesen, empaquen, transporten, importen y
comercialicen en el territorio nacional; definiendo aqui qué es una hortaliza encurtida, sus

requisitos generales, fisicoquimicos, y microbiolégicos.
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5. ANTECEDENTES

Las evidencias escritas mas antiguas de la fermentacion acido-lactica de los vegetales
datan del primer siglo d.C., en donde Plinio describié la conservacion del repollo en
vasijas de barro. En la actualidad se sabe que este proceso conlleva a la fermentacion
acido lactica del repollo para obtener repollo 4cido o también conocido como chucrut
(Doyle, 1997).

Estudios han encontrado que las cepas de Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
plantarum son capaces de aprovechar los azUcares presentes en los vegetales,
produciendo una fermentacion altamente eficiente, presentando excelentes caracteristicas
sensoriales y manteniendo los nutrientes propios de cada vegetal (Quintero y Ramirez,
2007). En la Tabla 4 se muestran las investigaciones mas recientes donde se han aislado
las especies mas comunes de bacterias lacticas autdctonas en frutas y vegetales, y se

han utilizado para la fermentacion de las mismas.

Tabla 4. Estudios relacionados con fermentacion acidolactica de fruta y hortalizas

Alimento Microorganismo / Observaciones Referencia
Tomates, calabacines, Di Cagno et al., 2008a,
zanahorias, pepinos, 2008b, 2010a, 2011a,

2011b; Pulido et al., 2012;
Plenghvidhya et al., 2007;

berenjenas, remolachas,

) " Lactobacillus plantarum
alcaparras rojas, pifia,

ciruelas, kiwi, papaya, Sanchez et al., 2000;

cerezas, pimenton, lechuga Tamminen et al., 2004
Lee etal., 2011;

Coles blancas, zanahorias, Plenghvidya et al., 2007,

pimentoén, pepinos, Leuconostoc mesenteroides Sanchez et al., 2000; Di

berenjenas, lechuga, cerezas Cagno et al., 2008a, 2009,
2011a

Kimchi (plato tipico de la
gastronomia coreana que
usa como ingrediente basico
la col china)

L. mesenteroides, Lactobacillus y
Weissella / Reduccion del tiempo de  Jung et al., 2011
fermentacion

L. mesenteroides y L. plantarum. /
Pimenton rojo Preservacion del color e incremento  Di Cagno et al., 2009
en la firmeza.

Adicion de cultivos iniciadores acelera

Berenjenas de almagro ;
el proceso de fermentacion.

Sesefia, 2005

Acelera el proceso de fermentacion

Ballesteros, 1996
pero da sabor amargo al producto.

Berenjenas de almagro
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Materiales

6.1.1. Materia prima

Se utilizaron pimentones rojos (Capsicum annum) variedad Grossum, se adquirieron en
un mercado local, de la misma variedad, proveedor, siguiendo los paradmetros de calidad
fijados por la NTC 3634-1, el pimentdn de categoria | debe ser entero, sano, limpio, de
apariencia fresca, bien desarrollado, con sus peddnculos, libre de dafios en su piel y de

sabores y olores extrafios, como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Pimentén variedad Grossum

6.1.2. Bacterias acido lacticas

La investigacion se realiz6 con cepas de Leuconostoc mesenteroides ATCC 10880 y
Lactobacillus plantarum ABBL A6 de la colecciébn del cepario del laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia Marina de la facultad de ciencias de la Universidad del
Valle.
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6.1.3. Indculo

Se evaluaron cinco formulaciones, manteniendo fijas las cantidades de leche de soya,
sacarosa y salvado de trigo, y variando la leche en polvo, y el suero de leche, con el fin de
desarrollar un medio de cultivo econdmico, viable a nivel industrial pero que permitiera
condiciones de crecimiento similares a las del medio de cultivo comercial, se emplearon
estos componentes debido a que sus caracteristicas nutricionales constituyen una buena

fuente de nutrientes para las BAL (Montalvo, 2010).

6.1.4. Fermentador

Dados los requerimientos especificos de los microorganismos y del experimento, se
construy6 un fermentador (Figura 6), que cumpliera con la condiciébn de anaerobiosis y
con capacidad de extraccion de las muestras en cada tiempo. Se utilizaron estructuras
flexibles compuestas por una pelicula coextruida de tres capas, con nylon en la capa
externa como elemento de barrera y PEBD (polietileno de baja densidad) lineal en la capa
de sellado con impresién por superficie; selladas herméticamente, con dimensiones 25 cm
x 15 cm, con una tapa de rosca en la parte superior de 3 cm de diametro; en la tapa se

adapt6 una véalvula desaireadora con el fin de retirar el oxigeno al interior del fermentador.

Para garantizar la hermeticidad se utiliz6 un empaque de caucho en la parte interna de la

tapa.

Figura 6. Fermentador disefiado para fermentacion lactica de hortalizas
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6.2.Métodos

6.2.1. Seleccion y preservacion de microorganismos

Se utilizaron microorganismos lacticos crioconservados, para la reactivacién se cultivaron
por agotamiento en medio sélido MRS con azul de anilina para ayudar al reconocimiento
de las cepas segun lo recomendado por Giraud (1992) y Ramirez (2005), ya que las
bacterias lacticas pueden diferenciarse por la asimilacion del azul de anilina del medio.
Este procedimiento se realizd varias veces, verificando constantemente su pureza
mediante tincibn de Gram y reconocimiento morfolégico. Las cepas puras se
crioconservaron en tubos Ependorf con caldo MRS y 26% de glicerol a -20°C para su uso

durante la investigacion.

6.2.2. Seleccion de medio 6ptimo de crecimiento

Se seleccioné el medio de cultivo que cumplié con la mayor deseabilidad compuesta (D)
entre el crecimiento de los microorganismos y el costo del medio. Para ello se utiliz6 un
disefio experimental de mezclas. El modelo incluye los puntos altos y bajos, es decir, el
nivel inferior y el superior, dos puntos axiales y un punto central, para ambas cepas de

microorganismos. Las condiciones estadisticas fueron:

e Unidad experimental: Medios de cultivo, 24 horas de incubacién a 32°C + 1°C
e Fuente de variacion: Proporcién de los componentes (suero de leche y leche en

polvo) en la mezcla. Los niveles, descritos en fraccion, fueron:

Leche 0,000 0,500 0,250 0,125 0,375
Suero 1,000 0,500 0,750 0,875 0,625

e Variables de respuesta: Precio de la mezcla, viabilidad de microorganismos
(UFC/mL).
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En este disefio la fuente de variacion son los ingredientes de una mezcla y sus niveles no
son independientes. Se asume que las variables de respuesta dependen Unicamente de
las proporciones relativas de los componentes presentes en la mezcla en la que los
porcentajes de cada uno deben sumar el 100% (Montgomery, 2008).

Las investigaciones de experimentos con mezclas se concentran en la relacion de la
variable respuesta medida con las proporciones relativas de cada ingrediente presente en
el producto. Como x1, x2,...,xk son las variables que representan las proporciones de los
k ingredientes o componentes de la mezcla, los valores de las X, estan restringidos de

manera que 0<x<1, i=1,...k, es decir: (Kuehl, 2001).

k

in=x1+x2+---+xk=1
i=1

6.2.2.1. Estimacién del modelo de superficie de respuesta
polinomial candnico

El modelo completo polinomial canénico para el experimento de mezcla para el medio de

cultivo es:
Yij = lelj +,82x2j + &jj Coni=1, ...,t;j =1,..,r

Donde se supone que los errores experimentales ¢;; son independientes, con distribucion

normal, con media 0 y varianza ¢2 con t = 5 tratamientos de mezcla y r = 4 réplicas de
cada una (Kuehl, 2001).

6.2.2.2. Analisis estadistico

El analisis matematico de los datos se realizé en la herramienta Excel y el analisis
estadistico en MINITAB 16.
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6.2.2.3. Analisis del crecimiento microbiano

Se realiz6 recuento de colonias en cajas Petri por triplicado. Se realizaron diluciones
sucesivas en agua peptonada en proporcién 1:10 hasta la dilucion 102, De las Gltimas
cuatro diluciones se tom6 0,1 mL y se sembré en caja Petri con MRS-azul de anilina. El
recuento se expres6 en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) (NTC
5034 de 2002).

6.2.2.4. Precio de la mezcla

El costo de cada medio se evalud segun el porcentaje utilizado de cada componente en
un litro de mezcla, el precio de los componentes por gramo, los pesos utilizados por litro
de los componentes de los medios, y el precio total de cada medio se muestran en la

Tablas 5, 6 y 7 respectivamente.

Tabla 5. Costo de los componentes del medio de cultivo ($/g)

Componente Precio/gramo Marca
Leche en polvo 9,00 Coolechera
Suero de leche 6,38 Rawchemical
Azucar 1,54 La cabafia
Leche de soya 15,74 Toning - Leche de soya natural
Salvado de trigo 4,38 Toning - Salvado natural
MRS 420

Tabla 6. Cantidad de los componentes en los medios de cultivo evaluados

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4 Medio 5

Componentes (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Leche en polvo 50 37,5 25 12,5 0

Suero de leche 50 62,5 75 87,5 100
Azlcar 70 70 70 70 70
Leche de soya 50 50 50 50 50
Salvado de trigo 5 5 5 5 5
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Tabla 7. Costo de un litro de medio ($/L)

Medio Precio ($/1L)
1 1554,70
2 1587,45
3 1620,20
4 1652,95
5 1685,70

6.2.3. Cinética de crecimiento en los medios de cultivo seleccionados

Una vez determinado el medio de cultivo 6ptimo para cada bacteria se realizaron las
respectivas cinéticas de fermentacion para conocer su crecimiento en un periodo de 24
horas. EI muestreo se realizé cada tres horas por triplicado del medio seleccionado,
contenido en Erlenmeyers de 1000 mL a 32 °C y agitacién constante a 120 rpm en un
agitador orbital, segun lo recomendado por Montalvo (2010). Paralelo y en las mismas
condiciones se realizé el andlisis para el medio comercial MRS. Se analiz6 el
comportamiento del pH, de azlcares totales y la viabilidad de los microorganismos

Lactobacillus plantarum A6 y Leuconostoc mesenteroides.

Durante seis semanas se verific la viabilidad de los microorganismos en los medios de
cultivo, asegurandose que se mantuviera en un orden minimo de 10’, esto con el fin de
mantener la viabilidad necesaria segun el protocolo biotecnolégico para un cultivo

iniciador para fermentacién de vegetales crudos y frutas de Di Cagno (2012).

6.2.3.1. Viabilidad de microorganismos

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en el numeral 4.2.2.

6.2.3.2. Comportamiento del pH

La medida de pH se realiz6 utilizando un potenciometro Thomas Scientific previamente

calibrado segun las recomendaciones del equipo.
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6.2.3.3. Consumo de azucares totales

Los azlcares se determinaron por el método de Dubois, (1956), conocido como el método
de Antrona. Primero se construydé una curva patrén, para lo cual se utilizd6 glucosa
anhidrida como patron primario, con concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 ppm. Se
prepararon 2,5 mL de cada concentracion y se hicieron reaccionar con 5mL de la solucién
del reactivo de Antrona en acido sulfurico al 96%. La lectura de absorbancia se llevo a
cabo en el Espectrofotometro Unico. La absorbancia obtenida se grafico contra la
concentracion mencionada y mediante la linealizacién de minimos cuadrados se encontro
la ecuacion de la recta, con un coeficiente de correlaciéon de 0,9976. Previamente a la
cuantificacion de azucares totales en las muestras se determiné el factor de dilucién que
permitiera leer el resultado interpolando de la curva patron. Una vez determinado el factor
de dilucion se siguié el proceso descrito anteriormente. La concentracion se obtuvo
reemplazando los valores de absorbancia en la ecuacion de la curva patron teniendo en

cuenta el factor de dilucion.

6.2.3.4. Rendimiento de la cinética de fermentacién

Los calculos considerados para las cinéticas en los diferentes medios seleccionados se

definieron segun las siguientes ecuaciones (Crueger, 1993).

o Tasa de crecimiento volumétrico (dx/dt):

ax
. (6)
o Tasa o velocidad especifica del crecimiento (p):
__d(inX)
== (7)
o Tiempo de duplicacion celular (tg):
in2
td - H:ax (8)

Donde, . Velocidad especifica de crecimiento td: Tiempo de duplicacion X: Biomasa
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6.2.4. Fermentacion de pimentén rojo con L. plantarum A6 y L.

mesenteroides

6.2.4.1. Seleccion y acondicionamiento de materia prima

El pimentdn se adquirié segun las caracteristicas mencionadas en el numeral 6.1.1. El
proceso de limpieza y desinfeccion se llevé a cabo de acuerdo a lo establecido en el
decreto 3075 de 1997 sobre buenas practicas de manufactura; con ayuda de un
sacabocado se cortaron discos de 2 cm de didmetro con 0.5 cm de espesor. Las muestras
que fueron utilizadas para el proceso de fermentacion con adiciéon de un cultivo iniciador
se escaldaron con agua caliente (85°C por 2 min), como lo recomienda Di Cagno (2009)
para fermentacion de pimenton amarillo y rojo. El acondicionamiento de la materia prima

se muestra en la Figura 7.

Figura 7.Seleccion y acondicionamiento del pimenton
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6.2.4.2. Preparacion del in6culo

El in6culo se preparé6 en el mejor medio de cultivo seleccionado para cada
microorganismo. Se reactivé la bacteria crioconservada, incubandola por 48 h a 32 °C en
caldo MRS, luego se repicé dejandolas el tiempo en que la bacteria tenia mayor viabilidad
en MRS a 32°C, y por ultimo se adicioné el MRS con la cepa al medio lacteo seleccionado
para obtener el in6culo, este se dejé en incubacion el tiempo que presentaba mayor
viabilidad, segun la cinética de crecimiento. Este procedimiento se realizd6 para las dos

bacterias por separado.

6.2.4.3. Fermentacion acido lactica del pimenton

Se utilizd un disefo factorial con tres factores: “Indculo” (con BAL y sin BAL),
“Concentracion de sal” (5, 10y 15 %) y “Tiempo” (0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias) de exposicion al
tratamiento (Figura 8). El experimento consistié en dos réplicas de la unidad experimental
para cada uno de los 36 tratamientos, cada combinacion se asigné al azar a cada unidad
experimental del disefio totalmente aleatorizado. El cultivo iniciador se adicioné en la
relacién recomendada por Di Cagno (2009). A los tratamientos control se les adiciond el
8% v/v de vinagre comercial siguiendo lo realizado por Sesefia (2005). La relacién
salmuera-pimentén se ajusté segun lo recomendado por Diaz et al. (2010) para

elaboracion de encurtidos. Los datos se tomaron cada 3 dias.

El pimentdn se mantuvo en anaerobiosis para evitar el crecimiento de microrganismos
indeseables. Los fermentadores se mantuvieron a una temperatura promedio de 28°C. La
fermentacion se llevé a cabo por 15 dias. Las etapas de la fermentacion acido lactica del

pimenton se observa en la Figura 9.
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/ Inéculo \ / Concentracion sal \ / Tiempo (dias) \
3‘ 5% I 0,3,6,912,15 |
Con BAL 10% | 0,3,6,9,12,15 |
\ |
ﬁ' 15% | 0,3,6,9,12,15 |
2‘ 5% >|| 0,3,6,9,12,15 |
L1 \I
SIN BAL 10% 2 0,3,6,9,12,15 |
™~
3‘ 15% >|| 0,3,6,9,12,15 |

Figura 8. Disefio experimental fermentacién pimenton

El agua utilizada en la salmuera debi6é ser potable y contener menos de 1% de sales
carbonatos, bicarbonatos de sodio, calcio y magnesio, para evitar la neutralizacion del
acido producido en el proceso de fermentacion (Garcia, et al., 2004). Para garantizar esto,

se utiliz6 agua desionizada y esteril.
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6.2.4.4. Modelo estadistico para tres factores

El modelo de medias de celdas para un experimento con tres factores y r réplicas de cada

una de las abc combinaciones de tratamientos en un disefio totalmente aleatorizado es:

yijklzuijk+eijkli:1,2 j:1,2,3 k:1,2,3,4’,5 l:1,2

La media de celdas y;j, expresada como una funcion del factorial de los efectos
principales y las interacciones es:
Uik =+ a;+ B +vi+ (aB)i + (@y)i + (BY) jk + (@BY)iji

Donde u = iz es la media general y a;, B; y yx son los efectos principales de A (In6culo),

B (Concentracion de sal) y C (Tiempo). Los efectos de la interaccion respectivos de dos

factores son (af);j, (ay)ik, (BY) jx ¥ €l efecto de la interaccion de tres factores es (afy);j-

Hipotesis del modelo

Hipdtesis nula: Hy,= La presencia de un cultivo iniciador, la concentracion de sal y el
tiempo de tratamiento no afectan significativamente las caracteristicas fisicoquimicas,

microbioldgicas y sensoriales del pimentén fermentado.

Hipotesis alterna: H,= La presencia de un cultivo iniciador, la concentracion de sal y el
tiempo de tratamiento afectan significativamente las caracteristicas fisicoquimicas,
microbiol6gicas y sensoriales del pimentdn fermentado.

La recoleccion de los datos se realizd siguiendo los procedimientos mencionados a

continuacion:

e pH: se siguié la AOAC 10.041/84 (guia de procesos biotecnoldgicos)
e Azlcares totales: método de ANTRONA.

e Color: (método CIElab) con el equipo Hunterlab serie CX1983.

¢ Contenido de agua: (Bernal, 1998)

e Actividad de agua con el equipo Aqualab modelo 4TE.
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e Textura: con el texturébmetro marca Shimadzu modelo EZ TEST.

¢ Recuento de microorganismos: NTC 5034.

6.2.5. Andlisis sensorial

Al finalizar el tiempo de fermentacion se realizé un analisis sensorial utilizando una prueba
heddnica de aceptabilidad con un panel no experto de 68 personas, siguiendo lo
recomendado por Sancho, et al. (1999). A cada una de las muestras se le asign6 un
nuamero aleatorio para evitar sesgos en el andlisis. Se midieron los atributos de color,
aroma, textura, percepcion de salinidad y acidez. El formato de la encuesta realizada
(Figura Al) se encuentra como anexo.

6.2.6. Analisis microbioldgico del pimenton fermentado

Con el fin de garantizar la inocuidad del producto obtenido se realizé el recuento total de
mohos y levaduras (NTC 4132, 1997), coliformes totales y coliformes fecales (NTC 4458,
2007), y mesdfilos totales.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.Seleccion y preservacion de microorganismos

Las cepas crioconservadas y sembradas en caldo MRS para su reactivacion, presentaron
turbidez a las 24 horas de crecimiento y pasadas 48 horas presentaron formacion de
botén blanco en el fondo del tubo como indicador de crecimiento. Las siembras en medio
sélido Agar-MRS con azul de anilina arrojaron crecimientos de colonias redondas, con alto

relieve, bordes definidos y de color azul caracteristico para cada cepa (Figura 10).

(a) (b)

Figura 10. Colonias observadas en estereoscopio. (a) L. plantarum (b) L. mesenteroides

Fuente: La presente investigacion

7.2.Determinacién de medio 6ptimo de crecimiento

La importancia del desarrollo de un medio de cultivo econémico y capaz de facilitar el
crecimiento microbiano radica en que los costos primarios asociados a las fermentaciones
por BAL y a la produccién de acido lactico estan relacionados con los substratos
necesarios para el crecimiento de las BAL y de la fermentaciébn en si, siendo muy
costosas las fuentes de nitrégeno y azucares requeridos (Abdel-Rahman et al., 2013).

Se analizé el comportamiento de los microorganismos frente a la variacién del suero de
leche y la leche en polvo ya que éstos, en conjunto con los componentes
complementarios, constituyen una buena fuente de nutrientes para las BAL. El suero en

polvo contiene un 70% de lactosa (NTC 5098/2002), el principal azicar que metabolizan
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las BAL, y la leche en polvo un 8.2%, sin embargo, la mayor importancia de la leche
radica en su contenido de proteina (33%) (NTC 1036/2002), el cual actia como fuente de
nitrégeno para las BAL.

La relacion aproximada del costo por litro entre los medios evaluados y el medio comercial
MRS fue de 1:8, lo cual evidencia la favorabilidad del medio lactico evaluado. El andlisis
estadistico indicé que el costo de los medios se ajusta a un comportamiento lineal (Tablas
Aly A2).

7.2.1. Bacterias acidoléacticas

Como se observa en la Figura 11, transcurridas 24 horas de incubacién en todos los
medios el crecimiento fue superior al objetivo 10’ UFC/mL y en su mayoria, igual o
superior al valor alcanzado en el MRS, lo que hace al medio lactico una alternativa viable

para elaboracién de inéculos de estos dos microorganismos.

1.0E+10 1.0E+10

1.0E+09 - — — — . 1.0E+09 — —— —

1.0E+08

1.0€408 -+  — — —

Crecimiento microbiano
(UFC/mL)
Crecimiento microbiano
(UFC/mL)

1.0e+07 1.0E+07
Suero | 0,500 | 0,625 | 0,875 | 1,000 | Suero | 0,500 | 0,625 | 0,750 | 0,875 | 1,000|

Leche | 0,500 | 0,375 | 0,125 | 0,000 | MRS | Leche | 0,500 | 0,375 | 0,250 | 0,125 | o,ooo| MRS |
Medio de cultivo Medio de cultivo

(a) (b)

Figura 11. Crecimiento bacteriano en los medios evaluados (a) L. mesenteroides y (b) L. plantarum
transcurridas 24 horas de incubacién. Los valores para Leche y Suero se encuentran en fraccion
relativa, donde la suma de los dos componentes es la unidad

La Figura 12 muestra las gréaficas de optimizacion, para las cuales la variable crecimiento

microbiano se transform6 a valores en logaritmo natural, se utiliz6é una deseabilidad
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individual minima de 18.42, que corresponde al logaritmo natural de 10° UFC/mL. Por otro
lado, la variable precio se minimizd, a fin de favorecer el medio mas econdmico. La

deseabilidad compuesta resulta de la combinacién de las dos deseabilidades individuales.

En la parte inferior de la Figura 12 se encuentra el crecimiento microbiano (Ln Viabilidad),
el cual present6 un comportamiento cuadratico en los dos casos; en la parte media, el
costo del medio de cultivo y; en la parte superior, la combinacién de las dos variables. La
linea roja indica el medio que mejor cumple con las dos condiciones establecidas, para
ambos casos, el medio mas favorable es el que no contenia leche en polvo. Esto sugiere
que la proteina de la soya contenida en el medio es capaz de reemplazar la de la leche en
polvo, proporcionando una buena fuente de nitrégeno para los microorganismos. El medio
de cultivo seleccionado tiene un costo de $1,554 /L y un crecimiento microbiano del orden

de 10® UFC/mL para las dos bacterias.

Spti Leche :Suero de Yoti [ I:Leche [ ]:Suero de
Optimo Alto []OdSO [] 10 Optimo ﬁAItD I%SO% [%rg]
Act ,0 1,0 ct ; .

1,0000 Bajo [o,o] [015& 1,0000 Bajo 0,0 0,50
Compuesto Compuesto
Deseabilidad Deseabilidad

1,0000 1,0000

Precio ( Precio (

Minimo Minimo
y = 1554,70 y = 1554,70
d = 1,0000 d = 1,0000

Ln Viabi Ln Viabi

Méximo Maximo
y = 20,2063 y = 22,0620
d = 1,0000 d = 1,0000

(@)

(b)

Figura 12. Grafica de optimizacion del medio de cultivo para (a) L. mesenteroides y (b) L.

plantarum
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7.3.Cinética de crecimiento en los medios de cultivo seleccionados

7.3.1. Cinética de crecimiento

Tras haber determinado que el medio de cultivo en que las dos bacterias presentaron la
mayor viabilidad a las 24 horas fue el medio sin leche en polvo (MS), se realizaron las
cinéticas de crecimiento (Figura 13) siguiendo la metodologia expuesta en el Numeral
6.2.3.

10.0 9.8
~ -~ 9.6 =
E 9 £ 94 - .
8 9.0 [ ] " 8 9.2 :
) ' n -] *
o - M " 29.0 = . * *
S 85 s, ¢ * g A M
-~ : L 4
kE 8.0 = E 8.6 n
2 © . =MRS = N = MRS
re) 9 8.4 -
g 75 *MS S g9 * Ms

]
7.0 T 8.0
3 6 9 12 15 18 21 24 27 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (h) Tiempo (h)

(@) (b)

Figura 13 Cinética de crecimiento en MS y MRS para el (a) L. mesenteroides y (b) L. plantarum

Se puede observar que el crecimiento de la cepa L. mesenteroides presentd dos fases,
para el MS, una primera exponencial entre 0 y 6 horas, y la segunda entre 9 y 12 horas;
en caldo MRS presentd una fase exponencial entre 0 y 12 horas, y la segunda de 15 a 18
horas, segun Flores (2000), en esta Ultima fase las células se reproducen con ausencia de
nutrientes a su velocidad maxima; en adelante a estos tiempos presentaron una fase
estacionaria hasta las 24 horas, en donde no hubo disminucién considerable en la
viabilidad del microrganismo. La etapa exponencial se considera una fase de latencia en
la cual el microrganismo se encarga de desdoblar los azucares complejos en moléculas

simples para poder asimilarlos en tiempos posteriores (Madigan et al., 2000).

Para ninguna de las dos bacterias se observo fase de adaptacion de las bacterias al

medio de cultivo, es posible que esta fase sea corta y se dé en las primeras horas, debido
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a que las bacterias tienen una gran capacidad de adaptacion y crecimiento (Fu y
Mathews, 1999), ademas de venir de una fase de crecimiento de 24 horas del pre-inéculo.

En la Tabla 8 estan registrados los tiempos que las bacterias presentan la viabilidad
maxima en MS y en caldo MRS a las 24 horas.

Tabla 8. Cuadro comparativo de crecimiento en el tiempo para L. mesenteroides y L. plantarum

Tiempo de maximo crecimiento Méaximo crecimiento

Cepa microbiano (h) microbiano (UFC/mL)

MS MRS MS MRS
L. mesenteroides 12 18 6.20x10° 1.31x10°
L. plantarum 18 24 1.67x10° 3.50x10°

Con los resultados registrados en la tabla anterior se determinaron los tiempos que fueron
requeridos para repicar las bacterias en medio MRS, e incubar el in6culo en MS. En
ambos casos se obtuvo la viabilidad mayor a la deseada para un cultivo iniciador, 10’
UFC/mL (Di Cagno et al., 2009; Sesefia, 2005; Jung, 2011).

Con los datos de la Figura 14 y las Ecuaciones 6, 7 y 8 se calcularon los parametros

cinéticos para caracterizar el crecimiento de cada cepa, estos se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros cinéticos de las cepas

L. mesenteroides L. plantarum
MS MRS MS MRS

5,11E+07 8,44E+07 1,15E+08 1,62E+08

Parametros cinéticos

Tasa de crecimiento volumétrico
(UFC/mL)
VeI00|da}d gspeuﬂga de 047 0,42 031 037
crecimiento (h™)

Tiempo de duplicacion celular (h) 1,48 1,66 2,22 1,89

48



La velocidad especifica de crecimiento indica que la cepa L. mesenteroides tiene un
crecimiento més répido en la fase exponencial respecto a L. plantarum, aunque esta
dltima presenta una mayor viabilidad en el tiempo debido a que el L. plantarum tiene una
gran capacidad de biosintesis y una muy buena adaptacion a medios ricos en nutrientes y
fuentes de energia (Georgieva et al., 2009).

En otros estudios se han obtenido para L. mesenteroides valores de velocidad especifica
en medios ricos en lactosa y glucosa de 0.17 h y 0.55 h™ (Garriga et al., 1988), lo que

indica que el medio seleccionado tiene un balance adecuado de nutrientes.

El tiempo de duplicacion celular es el tiempo necesario para que la poblacién doble su
tamafio; se ha encontrado en otros estudios tiempos de 1.28 h; 1.1 h; 1.98 h para la cepa
L. plantarum (Agudelo, et al., 2010; Giraud, 1994; Rao, et al., 2004) mientras que en el

MS, éste tiempo se alcanz6 un poco mas tarde, a las 2.2 h.

7.3.2. Comportamiento del pH

El pH en el tiempo cero es menor en el MS que en MRS; a las 24 horas tiende a
igualarse, lo que evidencia una produccion similar de &cido lactico en los dos medios
(Figura 14).
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Figura 14.Comportamiento del pH en la cinética de crecimiento en MS y caldo MRS para (a) L.
mesenteroides y (b)L. plantarum
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El pH optimo del L. plantarum esté entre 6 y 7 (Flores, 2000), sin embargo, la viabilidad de
la cepa no se vio afectada a pHs inferiores, debido a que esta cepa es capaz de mantener
el gradiente de pH entre el interior y el exterior de la célula, por lo que soporta bajos pHs
(Samaniego y Sosa del Castillo, 2000; Giraud et al., 1994).

Drosinos et al. (2005) estudiaron la cepa L. plantarum y obtuvieron una tasa de
crecimiento de 0.15 h™ a un pH de 5.5 a 6.0 en medio MRS, valor inferior al alcanzado en
esta investigacion de 0.42 h™* a un pH de 5.5 al final de la fase exponencial, lo que quiere

decir que se trabaj6 bajo mejores condiciones para la cepa mencionada.

7.3.3. Comportamiento del consumo de azlcares totales

El consumo de azlcares en las primeras horas de la cinética de fermentacién disminuy6
considerablemente, después de unas horas lo hizo lentamente, como se puede observar
en la Figura 15. Para las dos cepas en los dos medios el consumo de azlcares a las 24
horas tuvo un comportamiento similar, lo que era de esperarse dado el comportamiento
del pH ya conocido.
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Figura 15. Comportamiento de los azucares totales en la cinética de crecimiento en MS y caldo
MRS del (a) L. mesenteroides y (b)L. plantarum.

7.3.4 Sostenimiento de la viabilidad en el tiempo

El andlisis se realiz6 semanalmente en el MS, hasta un conteo microbiano inferior a 10’

UFC/mL. El L. mesenteroides se sostuvo hasta la segunda semana con una viabilidad del
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orden de 10’ UFC/mL y cayendo a la tercera semana a 10°. En cambio, el L. plantarum se
sostuvo por encima de 10" hasta la sexta semana (Figura 16).
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Figura 16. Sostenimiento de viabilidad en el tiempo en MS y caldo MRS de (a) L. mesenteroides y
(b)L. plantarum

7.4.Fermentacion de pimentdon rojo con L. plantarum A6 y L.

mesenteroides

Como se describe en el numeral 6.2.4.2, la inoculacion de la salmuera para la
fermentacion se realizé en el MS, en su maxima viabilidad, que fue en promedio de 7.87 y
9.21 en términos de logaritmo de UFC/mL para el L. mesenteroides y L. plantarum,

respectivamente.

7.4.1. Comportamiento de los microorganismos en el proceso de

fermentacién del pimentén rojo

En la Figura 17 se muestra el comportamiento microbiano durante el proceso de
fermentacion. Este se divide tedricamente en cuatro etapas definidas (Montafio, et al.,
1992):

1. Iniciacién: Suele incluir el desarrollo de muchos microorganismos Gram-negativos

y Gram-positivos presentes originalmente en los vegetales.
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2. Fermentacion primaria: Implica el crecimiento de bacterias acidolacticas con o sin
desarrollo de levaduras fermentativas.

3. Fermentacién secundaria: se caracteriza por el crecimiento de levaduras
fermentativas a partir de la materia fermentable que permanece después de que el
desarrollo de las bacterias acidolacticas resulta inhibido por bajos valores de pH.

4. Post-fermentacion; tiene lugar después de consumirse la materia fermentable y se
caracteriza, en general, por el crecimiento de microorganismos oxidativos en la

superficie de la salmuera cuando ésta se encuentra expuesta a la atmésfera.
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Figura 17. Crecimiento de las BAL durante la fermentacion de pimentén rojo.

Los valores de 0 para 10% Sl y 15% Sl indican que las siembras realizadas no detectaron
el crecimiento microbiano, éste corresponde a valores de orden inferior a 10°.El analisis
de varianzas expresado en la Tabla 10 indic6 que tanto la presencia del cultivo de BAL,
como la concentracion de sal y el tiempo de fermentacion influyen significativamente en el

crecimiento microbiano.
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Tabla 10. Estadistico P segun fuente de variacién para el crecimiento microbiano. Diferencias

significativas con P > 0,05

Fuente Crecimiento microbiano (log(UFC/mL))
Inéculo BAL 0.000
Concentracion de sal (%) 0.000
Tiempo (dias) 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.000
Concentracién de sal*Tiempo 0.003
Inéculo BAL*Tiempo 0.000
Inéculo BAL*Conc. de sal*Tiempo 0.003
Desviacion estandar, S 1.183
R? (ajustado) (%) 86.39

Dado que las bacterias acidolacticas proliferan durante las dos primeras fases y no se
detectd crecimiento significativo para los tratamientos 10% Sl y 15% SlI, se entiende que
las altas concentraciones de sal inhiben o retardan el crecimiento de estos
microorganismos nativos del pimentén. El tratamiento control a una concentracion de 5%

de NaCl presentd un crecimiento aceptable en comparacién con los de cultivo iniciador.

El analisis postanova por el método de Tukey (Tabla A3) indic6 que basicamente se
diferencian dos etapas en el tiempo, la primera va desde el inicio hasta el dia 9 y la
segunda, hasta el dia 16. Segun lo reportado por Montafio et al. (1992), éstas dos etapas
pueden corresponder a la fase de iniciacion y fermentacion primaria, pues no se observé
crecimiento de levaduras y el disefio especial del fermentador no permitié el desarrollo de

microorganismos oxidantes en la superficie de la salmuera.

7.4.2. Consumo de azUcares totales

De los resultados obtenidos en la Figura 18 y el andlisis de varianza mostrado en la Tabla
11 se tiene que la concentracion de sal en la salmuera influye estadisticamente en el
consumo de azUcares. Segun Navarro et al. (2004), la concentracion de NaCl, ademas de
prevenir el ablandamiento en los vegetales, regula también el tipo y la extension del
crecimiento microbiano. La glucosa se consume un 83 % mas deprisa en presencia de
cationes alcalinos en condiciones anaerObicas y un 69% en aerobiosis (Monroe y

Tarazona, 1981) Sin embargo, el L. mesenteroides disminuye su actividad en salmueras
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con concentracion mayor al 8% (Navarro et al., 2004), pero los microorganismos del
género Lactobacillus pueden crecer mejor en concentraciones de NaCl entre 8 y 12%
(Hurtado et al., 2012) por lo que probablemente en el tratamiento al 10% de NacCl la
mayor parte de los azucares fue consumida por el L. plantarum, mientras que en el de 5%

debi6é desempefiarse mejor el L. mesenteroides.
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Figura 18. Comportamiento del consumo de azlcares totales durante la fermentaciéon de pimentén

Tabla 11. Estadistico P segun fuente de variacion para el contenido de azlcares. Diferencias

significativas con P > 0.05

Fuente Contenido de azlcares (g/L)
Inéculo BAL 0.000
Concentracion de sal (%) 0.064
Tiempo (dias) 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.848
Concentracion de sal*Tiempo 0.939
In6culo BAL*Tiempo 0.000
Inéculo BAL*Conc. de sal*Tiempo 0.824
Desviacion estandar, S 6.222
R? (ajustado) (%) 97.03

7.4.3. Variacion del pH

Las hortalizas contienen una menor proporcion de proteinas lo que las inhabilita para

soportar bien los cambios del pH durante el crecimiento de los microorganismos y es por
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esto que el descenso del pH se logra a una velocidad considerable, pues al tercer dia de

fermentacion, en la mayoria de los tratamientos el pH fue inferior a 4.0.

Cuando los microorganismos llegan a un ambiente cuyo pH esta por debajo o por encima
de la neutralidad, su capacidad para multiplicarse depende de su capacidad para
modificar el pH que le contiene hasta alcanzar un valor 6ptimo para ellos. Como puede
observarse en la Figura 19 en todos los casos ocurrié una disminucion del pH, esto indica
que en mayor o menor proporcion hubo produccién de 4cidos organicos; probablemente

la mayor parte corresponda al L-acido lactico.
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Figura 19. Comportamiento del pH durante la fermentacién de pimentdn rojo con y sin cultivo
iniciador de BAL

Tabla 12. Estadistico P segun fuente de variacion para pH. Diferencias significativas con P > 0.05

Fuente pH
In6culo BAL 0.730
Concentracién de sal (%) 0.000
Tiempo (dias) 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.000
Concentracioén de sal*Tiempo 0.000
Inéculo BAL*Tiempo 0.003
Inéculo BAL*Conc. de sal*Tiempo 0.000
Desviacion estandar, S 0.112
R? (ajustado) (%) 95.99
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En andlisis de varianza mostrado en la Tabla 12 evidencié que la presencia del cultivo
iniciador no tiene un efecto significativo en la variaciébn del pH, sin embargo, la
concentracion de sal y el tiempo si lo tienen. Los valores mas bajos de pH se alcanzaron
en salmueras al 5% de NaCl, siendo éste a los 16 dias aproximadamente de 3.29.
Gracias al andlisis post anova se observa que a partir del dia 9 dias hasta el 16 no ocurrié
un cambio significativo en el pH (Tabla A3) resultado que concuerda con el crecimiento
microbiano y el consumo de azlcares, por lo que, en cuanto a pardmetros microbiol6gicos
se refiere, la fermentacion podria detenerse en el dia 9, mientras que en estudios
similares como el de Diaz et al. (2010), se ha encontrado un tiempo adecuado de
fermentacion de 4 semanas. A los 9 dias, los tratamientos 5% Cly 10% CI han alcanzado
valores de pH inferiores a 3.7, valor recomendado por Di Cagno et al. (2009) como

adecuados en pimentén fermentado.

7.4.4. Humedad y ay

En la Figura 20 se observa que el punto inicial de los tratamientos con cultivo iniciador
(5%, 10% y 15% de NaCl) present6 una mayor humedad que las muestras control, esto
puede explicarse ya que las muestras de los primeros fueron sometidos a un escaldado al
inicio de la fermentacion, lo que aumenté su humedad inicial probablemente porque el
agua caliente presenta facilidad de inclusion en los tejidos vegetales (Soysal, et al., 2009).
Por otro lado, estudios como el de Guerra-Vargas et al. (2001) han demostrado que este
tratamiento térmico puede aumentar la concentracién de carotenoides, quiza debido a la
mayor capacidad de extracciobn quimica y la pérdida de humedad, ocurre una
concentracion de la muestra. El tratamiento térmico también inactiva algunas enzimas

oxidativas y rompe algunas estructuras, que conduce a una mayor biodisponibilidad.
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Figura 20. Comportamiento de la humedad durante la fermentacion acidolactica

Como se observa en la Tabla 14, la humedad y la a,, varian significativamente debido a
los factores evaluados, es decir, tanto la presencia del cultivo iniciador, el porcentaje de
sal del liquido de gobierno y el tiempo de fermentacion influyen en el contenido de
humedad y en la a, de las muestras. Segun lo anterior y la Figura 20, y exceptuando el
comportamiento atipico del tratamiento 5% SI, las muestras sufren una deshidratacion
osmatica debido a que el liquido de gobierno se encuentra a concentraciones elevadas. A
pesar de presentar una humedad inicial superior, las muestras de los tratamientos con
cultivo iniciador presentaron una humedad final mas baja, en todos los casos, fendmeno
qgue ocurrié desde el tercer dia de fermentacion. Lo anterior puede deberse a que el
cultivo iniciador generara un aumento en la concentracibn de solutos del medio,

aumentando dicho gradiente y logrando una deshidratacién en menor tiempo.
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Tabla 13. Estadistico P segun fuente de variacion para humedad. Diferencias significativas con P >

0.05
Fuente Humedad (p/p) ay
Inéculo BAL 0.001 0.018
Concentracion de sal (%) 0.000 0.000
Tiempo (dias) 0.000 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.003 0.380
Concentracién de sal*Tiempo 0.000 0.000
Inéculo BAL*Tiempo 0.000 0.557
Inéculo BAL*Conc. de sal*Tiempo 0.564 0.053
Desviacion estandar, S 0.281 0.005
R? (ajustado) (%) 98.78 98.66

El andlisis Postanova (Tabla A3) indic6 que la humedad presenta una tendencia al
equilibrio, ya que estadisticamente no existe diferencia en la humedad desde el dia 3
hasta el 16 para cada tratamiento. Schmidt (2008), encontré en alimentos carnicos que
factores como el tiempo de inmersion, temperatura, pH y microestructura de la matriz,
pueden afectar la ganancia de sal y agua o pérdida de agua en alimentos inmersos en
soluciones salinas pero en este caso la humedad del pimentdén parece presentar un
comportamiento constante en el tiempo durante la fermentacion después de tres dias. Sin
embargo, el andlisis por el método de Tukey para la a, indic6 que éste parametro
presenta diferencias en todos los tiempos hasta el dia 13 y similitud hasta el dia 16, es

decir que la a,, empieza a equilibrarse en el dia 13.

Como se observa en la Figura 21 la disminucion de la humedad en los tres primeros dias
genera una importante reduccioén en la a,, encontrando en todos los casos que es menor
a 0,91, valor en el cual la mayoria de las bacterias alterantes ya no se multiplican (Monroe
y Tarazona, 1981). Sin embargo, el proceso de rehidratacion de las muestras, llevado a
cabo en los dias siguientes incrementa nuevamente la a,, los valores finales obtenidos
concuerdan con lo reportado por Lee (2012), donde la a, para soluciones con
concentracion de 5% de NaCl se encuentra entre 0.96 y 0.98, para 10% de NacCl
alrededor de 0.94 y para 15% de NaCl entre 0.90 y 0.92.
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Figura 21. Comportamiento de la actividad de agua durante la fermentacion acidolactica

A los 13 dias de fermentacion el valor de a,, corresponde aproximadamente a 0.94, valor
apto para el desarrollo de las especies lacticas Bacillus y Lactobacillus. Algunas de ellas
logran el equilibrio osmético manteniendo una concentracion intracelular de CI” que iguala
la del medio externo. A este fendmeno se le conoce como la respuesta de “sal en el
citoplasma”. Lee (2004) explica que el efecto directo del ion CI" es reducir la tension de
oxigeno e interferir con la accion de las enzimas. Por lo tanto la cantidad de oxigeno
disponible para los microorganismos en medios con altas concentraciones de sal es

menor que en medios sin sal.

7.4.5. Variacion en el color

Las diferentes coloraciones del pimentén (Figura 22), segun el estado de maduracion y
demas factores pueden representarse en un espacio cromatico cuya descripcion se basa
l6gicamente en tres dimensiones, cada una indica un determinado cambio de color: una
muestra los cambios en tono y luminosidad, otro en tono y saturacion, y el tercero en

saturacion y luminosidad con una pequefia variacion de tono (Bello, 2000).
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Figura 22. Pimenton después del proceso de fermentacion
Fuente: La presente investigacion
El analisis estadistico de los pardmetros del color se muestra en la Tabla 15. Los valores
delta se calcularon con las Ecuaciones 1, 2 3 y 4, y como referencia los parametros del
pimentdn fresco, ya que la apariencia de frescura es un valor agregado importante en este

tipo de productos.

Tabla 14. Estadistico P segun fuente de variacién en pardmetros de color. Diferencias significativas

con P >0.05
Int * . Int Ext Ext Ext Ext
Fuente AL* IntAa* IntAb AE* AL* Aa* Ab*  AE*

In6culo BAL 0.219 0.000 0.000 0.107 0.000 0.000 0.000 0.067
Concentracioén de sal (%) 0.618 0471 0.742 0.310 0.469 0.251 0.396 0.960
Tiempo (dias) 0.002 0.000 0.011 0.000 0.122 0.116 0.005 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.094 0.855 0.141 0.532 0.154 0.932 0.475 0.444
Concentracién de sal*Tiempo 0.172 0421 0.350 0.328 0.240 0.942 0.107 0.085
In6culo BAL*Tiempo 0.322 0.000 0.001 0.072 0.011 0.121 0.432 0.004
Inoculo BAL*Cone. de 0191 0287 0171 0719 0415 0936 0.238 0.364
sal*Tiempo

Desviacion estandar, S 1863 0.877 2.690 1.928 2.164 1.651 3.120 2.100
R? (ajustado) (%) 31.17 8854 6547 5437 59.27 28.71 38.54 51.98

La totalidad de valores de AE* para ambos lados de las muestras, después de los tres
dias estuvieron por encima de 2.7 que representa el cambio minimo perceptible por el ojo
humano, por lo tanto puede decirse que la fermentacion produce un cambio perceptible

por el consumidor con respecto al pimenton fresco.

Sin embargo, el analisis de varianzas muestra que el cambio de color total, AE*, tanto en

la parte interna como externa del pimentdn, presentod diferencias estadisticas Unicamente
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en el factor tiempo, lo cual indica que ni la presencia del in6culo de BAL, ni la

concentracion de sal en el rango evaluado, presentan efecto alguno en el cambio de color.

Adicionalmente, los parametros Aa* y Ab* si presentan diferencias significativas con
respecto la presencia del cultivo iniciador de BAL. La fermentacion con adicion del cultivo
iniciador presentd, desde los 3 dias de proceso, cambios positivos en Aa*y negativos para
Ab*, que representan un color mas rojo y con tonalidades azules en la parte interna de las
muestras. Las muestras control presentaron un oscurecimiento mas leve y a diferencia de
los anteriores, se torn6 a tonalidades amarillosas en vez de azules. Contrariamente, en la
parte externa de las muestras, el tratamiento con cultivo iniciador generd una pérdida de
luminosidad en comparacién con las muestras control, pero presentd un cambio a
tonalidades mas rojas mientras que el control a verde, en tiempos posteriores el
parametro b* indic6 un cambio hacia tonalidades azules en las muestras con BAL y

amarillas en la muestra control.

Dentro de las causas por las que un alimento manifiesta una coloracién determinada se
encuentra la presencia de pigmentos colorantes naturales y su formacion como
consecuencia de reacciones quimicas o enzimaticas (Bello, 2000). EI cambio en la
coloracién de las muestras puede producirse por la presencia o formacién de sustancias
con grupos cromoferos, la combinacion de estos grupos con estructuras ciclicas o la
inclusion de grupos auxocromos (Bello, 2000), es decir, grupos acidos (carboxilos) o
basicos (aminos), capaces de estar ionizados segun el pH del medio y ofrecer de este

modo una coloracién determinada.

La cantidad de acido lactico producido durante la fermentacion y la velocidad de descenso
del pH puede haber generado los cambios de color y luminosidad mencionados, gracias al
grupo carboxilo presente en la molécula del 4cido lactico (Figura 23) que le confiere su
propiedad &cida.

O

OH
OH

Figura 23. Representacion quimica de la molécula del acido lactico
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Las propiedades cromoéferas de muchas de estas sustancias resultan explicables cuando
se considera su estructura de orbitales moleculares (Bello, 2000). Se reconocen dos
grupos:
e Estructuras que incorporan porfirinas coordinadas con metales (mioglobina,
hemoglobina, clorofila y derivados).
e Estructuras con sistemas conjugados (caroteniodes, antocianinas, flavonoides,

betalainas, caramelo).

Se conoce que los acidos débiles pueden desplazar el atomo del metal conjugado, dando
lugar a la feofitina de color marrén grisaceo (McMurry, 2008), lo cual pudo haber generado
la pérdida de luminosidad de las muestras con cultivo iniciador, donde el descenso del pH

se dio a mayor velocidad que en las muestras control.

7.4.6. Variacion en la textura

El andlisis instrumental de la textura de manera instrumental proporciona informacion
técnica sobre la degustacién bucal de un alimento que es llevada a cabo por medio del
tacto, de la presion y de la posicion con la intervencion de dientes, lengua y cavidad bucal.
Teniendo en cuenta la clasificacion realizada por Bello (2000), se considera el pimentén
dentro del grupo de productos alimenticios agregados, debido a que esta constituido por

células turgentes que resultan jugosas a la masticacion.
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Figura 24. Comportamiento del Modulo de Young, E, durante el tiempo de fermentacion del
pimenton rojo
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El Modulo de Young, o de Elasticidad, E, esta asociado a la energia de enlace de los
atomos y es una medida de la rigidez del alimento. En la Figura 24 se observa el cambio
de dicha rigidez en el tiempo de fermentacion. El andlisis de varianza de los datos (Tabla
16) muestra que el tiempo y la presencia del cultivo de BAL influyen significativamente en
la textura del pimentdn. La prueba postanova (Tabla A3) indica que hasta el dia 9 de
fermentacion el modulo de elasticidad permanece constante, al igual que en el intervalo
desde el dia 9 hasta el 16, es decir, que en este tiempo no existe variacion significativa en
la textura, lo cual puede deberse a que la humedad permanece constante en este

periodo.

Tabla 15. Estadistico P segun fuente de variacion para Modulo de Young. Diferencias significativas

con P >0.05
Fuente E (N/mm)
Inéculo BAL 0.004
Concentracion de sal (%) 0.538
Tiempo (dias) 0.000
Inéculo BAL* Conc. de sal 0.025
Concentracién de sal*Tiempo 0.447
In6culo BAL*Tiempo 0.000
Inéculo BAL*Conc. de sal*Tiempo 0.237
Desviacion estandar, S 0.222
R? (ajustado) (%) 64.77

El punto inicial de los tratamientos sin cultivo iniciador hace referencia a las muestras
frescas, y puede observarse un notorio cambio con las muestras escaldadas, cuyo valor
de E se encuentra por debajo del promedio global. Segun lo encontrado por Castro et al.
(2007), el sometimiento de las muestras a tratamientos térmicos genera pérdidas
sensoriales importantes, dentro de las que se encuentra la textura. Sin embargo, en el
tiempo, la presencia de NaCl y muy probablemente el acido lactico producido en poco
tiempo por las cepas del cultivo iniciador proporcionaron una mayor firmeza en las
muestras. El 4cido l4ctico tiene la capacidad de formar el polimero poli (acido L-Lactico) o
acido polilactico (PLA) gracias a la reactividad del ion H* en el grupo carboxilo (Figura 23),
(Jiménez et al., 2012). Este polimero genera altas viscosidades y estructuras con alta
elasticidad (Oliveira et al., 2013).
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7.5.Analisis microbiolégico

La Resolucion 2155 del 2012 establece los requisitos sanitarios que deben cumplir las
hortalizas que se procesen, empaquen, transporten, importen y comercialicen en el
territorio nacional, para identificar el nivel aceptable de calidad de las hortalizas encurtidas

gue no son envasadas herméticamente, éstas deben dar cumplimiento a los parametros:

e Conteo no mayor a 10° UFC/g de mohos y levaduras.

e Recuento de bacterias acido lacticas no mayor a 10 UFC/g

e Para entereobacterias se utiliza la referencia de hortalizas desecadas o
deshidratadas con un conteo no mayor a 10 UFC/g.

Este Gltimo parametro se verificO mediante siembra en medio solido Cristal Violeta Rojo
Neutro (CVRN) y en caldo Lauril para determinar el NOomero Mas Probable (NMP). Los

resultados obtenidos después del proceso de fermentacidn se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Analisis microbiol6gico de producto terminado

Sin BAL Con BAL
Medio 5% sal 10% sal 15% sal 5% sal 10% sal 15% sal
PCA 1,51E+06 1,10E+04 1,23E+06 5,45E+05 5,90E+05 6,38E+05
PDA 1,38E+02 o* o* 7,05E+02 8,73E+02 8,68E+02
CRVN 0 0 0 0 0 0
Caldo Lauril 0 0 0 0 0 0

* No fueron detectados por las siembras realizadas, corresponden a valores de orden inferior a 10".

Los productos cumplen con los pardmetros de recuento de mohos y levaduras, y
entereobacterias, sin embargo, el recuento de mesdfilos estd por encima de
especificacion, lo que corresponde a la presencia de las cepas de BAL encargadas de la
fermentacion, es por ello que se recomienda que se implemente un tratamiento de
pasteurizacion o similar que reduzca la carga final de dichos microorganismos si se desea
producir a nivel industrial, ya que actualmente no existe regulacion de productos

encurtidos con cargas microbianas de bacterias lacticas.
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7.6.Analisis sensorial

La encuesta se realizé a 68 personas mayores de 14 afios, de los cuales el 55% fueron

hombres y el 45% restante mujeres.

Para realizar el andlisis sensorial a las muestras obtenidas al final del proceso se hizo un
proceso de desalinizacion con inmersién y lavado con agua para asegurar el porcentaje
permitido para consumo humano el cual es de 2%. Las muestras con concentracion al
5%, 10%, y 15% se dejaron en inmersion de agua potable durante 5, 12 y 20 minutos

respectivamente.

7.6.1. Prueba heddnica para Color, Aromay Textura

La mayor aceptacion de color corresponde a las muestras con concentracion de sal del
15% Sl con un 5%, seguida de la concentracion del 10% CI con un 46.6%. El color es lo
primero que se percibe de un alimento, determinante para juzgar su calidad, es por ello
importante tener un color en el producto agradable al consumidor, la sal en vegetales

resalta su color haciéndolo més agradable a la vista (Cubero et al., 2002).

Para el aroma se obtuvo una mayor preferencia para las muestras con BAL con
concentracion de sal al 5% y 10%, con un resultado de 36.7% y 35.3% respectivamente,
las BAL producen metabolitos secundarios durante la fermentacibn que dan aromas
caracteristicos al producto (Jung et al., 2011), los cuales son captados por los receptores
olfativos dando una percepcidn agradable. Para el caso de las muestras sin BAL se

obtuvieron porcentajes bajos de aceptacion.

La textura tuvo una diferencia marcada para las muestras con BAL al 5% y 10% en
aceptacioén, con un resultado de 47% y 42,6% respectivamente, lo que corrobora que las
BAL ayudan a mejorar las caracteristicas reoldgicas del alimento, debido a que la textura
es una propiedad que resulta de la combinacién de estructuras y diferentes compuestos
guimicos que posee el alimento, definidas por diversos sistemas fisicoquimicos (Bello,

2000). Para las muestras Sin BAL se obtuvo baja aceptacion.
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Se realiz6 el perfil sensorial tomando los descriptivos de aceptacion a valor numérico
siendo 1 “Me disgusta mucho” y 5 “Me gusta mucho”, los atributos graficados fueron color,

aroma, y textura, esto se puede observar en la Figura 25.

textura ” aroma

—4—5% 5| == 10% S| === 15% S| 5% Cl ===—10% C| —8— 15% Cl

Figura 25. Perfil sensorial producto del proceso de fermentacion del pimentén

Se observa en el perfil sensorial que las muestras tuvieron medias entre 3 a 3.5 que
corresponde al descriptivo de “No me gusta ni me disgusta”, con ligeras tendencias a “Me

gusta”.

7.6.2. Percepcion de salinidad y acidez

En las muestras con concentracion de sal al 15% con BAL y sin BAL, se manifesté una
alta percepcion del sabor salado, y para las muestras con bajo contenido de sal se obtuvo
bajos porcentajes de percepcion, lo cual puede indicar que los tiempos de enjuague
fueron insuficientes en las muestras mas concentradas. El sabor salado lo provocan las
sales inorganicas de bajo peso molecular, en este caso el NaCl, también llamada sal
comun. Los mecanismos de la percepcion de salado en un inicio se da por su caracter
idnico, y posterior que la parte aniénica determina las notas de sabor salado (Sancho et
al., 1999).

66



Los datos obtenidos del pH fueron en promedio de 3.29 al 5% con BAL; 3.26 al 5% sin
BAL; y 3.48 al 10% con BAL los cuales tienen los porcentajes mas altos en la percepcion
de acidez, 31.3%; 29.2%, y 28.1% respectivamente. De igual manera se mantuvo el
comportamiento para las otras muestras, con un valor alto de pH y baja percepcion de
acidez. Este comportamiento es debido a que el sabor acido lo originan los iones hidronio
H;O" de los acidos, aunque no baste por si solo la presencia de estos iones para que
resulte un sabor acido. Sin embargo, la sensacion &cida percibida no resulta siempre
directamente proporcional a la concentracion proténica del medio, medida por su pH,
aunqgue se puede observar que cuanto mas bajo sea el pH de un alimento mas acido sera
el sabor provocado. Esto quiere decir que toda modificacién que se haga del pH de un

alimento implicara la alteracién de la sensacién de acidez (Sancho et al., 1999)

7.6.3. Prueba de preferencia

Como se muestra en la Figura 26, la mayor preferencia se encuentra en la muestra de la
concentracion de sal 10% CI, seguida por 5% ClI, lo que evidencia que el tratamiento con
BAL resalta su sabor el cual es la sensacién recibida en respuesta al estimulo provocado
por sustancias quimicas solubles que posee el alimento sobre las papilas gustativas
(Bello, 2000). La cepa L. mesenteroides produce compuestos como lactato, dioxido de
carbono, etanol y acetato que le da propiedades especiales al alimento (Jung et al., 2011,
Ji, et al., 2012).
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Figura 26. Prueba de preferencia de muestras de pimenton fermentado
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8. CONCLUSIONES

El medio de cultivo seleccionado garantiza el crecimiento de L. mesenteroides y L.
plantarum por encima de 108 UFC/mL con un costo ocho veces inferior al medio comercial
MRS.

Considerando el efecto de la fermentacion en las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiologicas, el proceso puede detenerse en el noveno dia ya que existe una
tendencia al equilibrio, a partir del cual ya no se presentan cambios significativos,

alcanzando un pH inferior a 3.7.

La deshidratacion osmotica de las muestras en la salmuera se relaciona directamente con
la concentracién de NaCl en la misma, encontrando que la flora propia del pimentén no

resiste altas concentraciones de NacCl.

El tratamiento térmico de escaldado aumenta la humedad inicial y reduce la elasticidad,
sin embargo, se favorece el incremento en la tonalidad roja de la parte interior del

pimenton.

A partir de tres dias de fermentacién los parametros fisicoquimicos presentaron tendencia
a estabilizarse; la a,, estuvo por debajo de 0.91, la humedad en 87%, 90% y 93% para

concentraciones de sal 15%, 10% y 5%, respectivamente.

El color no se afecta significativamente por la presencia de las BAL ni por la concentracion
de sal. La textura no presenta una tendencia definida ni se ve afectada por la
concentracion de sal, pero si por el tiempo, igualando al final la elasticidad de las

muestras control.
El producto terminado es apto para el consumo humano, sin embargo se recomienda

realizar un tratamiento de reduccion de la carga de bacterias lacticas final del proceso con

el fin de cumplir con la Resolucién 2155 del 2012.
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La muestra con mayor aceptacién sensorial en todos los parametros, tanto el aroma,
como la textura y el color es la 10% ClI, seguida por 5% Cl. Estas mismas presentan la
mayor percepcion de acidez, lo cual concuerda con los bajos valores de pH alcanzados.

Las cepas L mesenteroides y L plantarum A6 incubadas en el MS durante 12 y 18h,
respectivamente, adicionadas en una salmuera al 10% de NaCl, sin agitacién, a una
temperatura de 32 °C, constituyen las mejores condiciones para la fermentacién de

pimentoén rojo escaldado.

Finalmente, y teniendo en cuenta el futuro promisorio de la produccion de hortalizas en el
Valle del Cauca, y las tendencias actuales de alimentacién, se puede decir que los
encurtidos de pimentén elaborados mediante fermentacion acido lactica tienen un

potencial mercado inmediato.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el proceso de fermentacion con otras BAL y comparar los resultados

obtenidos en esta investigacion.
Realizar nuevas investigaciones del proceso de fermentacién lactica con otro tipo
de hortalizas, dando un valor agregado a este grupo de alimentos, e impulsando

su desarrollo agroindustrial.

Evaluar la vida util del pimentén fermentado en diferentes tipos de empaques a
través del tiempo.

Estudiar las caracteristicas nutricionales del pimentdn fermentado comparado con

el fresco.
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ANEXOS

Fecha:

ANALISIS SENSORIAL FIMENTON FERMENTADO

Genero: M| ) F (| ) Edad: Menos de 14 afios ( ) Entre 14y 22 afios ( ) Entre 23 y 50 afios ( ) Mas de 50 afios | )

Pruebe cada muestra y responda en el orden las preguntas marcando con una “X" en el espacio indicado para cada referencia de muestra.

1. Elcolor del producto

a) Me gusta mucho

b) Me gusta

c) No me gusta ni me disgusta
d) Me disgusta

e) Me disgusta mucho

2. Elaroma del producto

a) Me gusta mucho

b} Me gusta

c) No me gusta ni me disgusta
d) Me disgusta

e) Me disgusta mucho

3. Latexturadel producto

a) Me gusta mucho

b} Me gusta

c) No me gusta ni me disgusta
d) Me disgusta

e) Me disgusta mucho

4. Margque con una “X"de 1 a 6, donde 1 es poco percibido y & muy
percibido, su percepcidn sobre los siguientes aspectos:

694] 501] 376] 014] 344] 704
Salado
694|501 | 376|914 344|794
]
5
4
3
2
1
694|581| 376| 914| 344|794 Acido
604 (501|376(014 344|724
5]
5
3
3
2
1
594|551(376| 514| 344|754 Observaciones adicionales:

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION

Figura Al. Formato de encuesta de analisis sensorial del pimenton fermentado
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Tabla Al. Andlisis estadistico para el crecimiento del L. mesenteroides

Regresion para mezclas: Ln Viabilidad vs. Leche. Suero de leche

Coeficientes de regresion estimados para Ln Viabilided (proporciones del

componente)
EE del
Término Coef coef. T B VIF
Leche 19,226 0,5952¢8 * * 52,221
Suerc de leche 20,206 0,04981 * * 2,164
leche*Suerc de leche 9,619 1,12005 &,59 0,000 58,889

5 =0,0909371 PRESS = 0,131989
B-cuad. = 93,02% B-cuad. (pred.) = 98,25% ‘ B-cuad. (ajustadc) = 98,80% ‘

knélizsis de varianza para Ln Viabilidad (proporciones del componente)

Fuente GL S5C Sec. 5C Ajust. CM Rjust. F E
Regresidn 2 7,48273 7,482733  3,741366 452,43 0,000
Lineal 1 &,87280 0,024000  0,024000 2,90 0,123
Cuadrética 1 0,80994 0,&09937 0,609937 73,76 0,000
Leche*Suerc de 1 0,60994 0,809937 0,809937 73,76 0,000
Error residual 9 0,07443 0,074426 0,008270
Falta de ajuste 1 0,00%2 0,009230 0,009230 1,13 0,318
Error purc 2 0,08520 0,08519% 0,008150
Total 11 7,5571&

Regresion para mezclas: Precio ($/1L) vs. Leche. Suero de leche

Coeficientes de regresitn estimados para Precic (£/1L) (proporcicnes del

componente )
Término Coef EE del coef. T P VIF
Leche 1816,70 0,000000 =+ * 52,221
Suerc de leche 1554,70 0,000000 * * 2,166
Leche*Suerc de leche -0,00 0,000000 * #* 58 289
S=20 PRESS = 0
R-cuad. = 100,00% R-cuad. (pred.) = 100,00% ‘R—cua:l. {ajustade) = 100,00% ‘

knalizia de varianza para Precic (&/1L) (proporciones del componente)

Fuente L 5C Sec. 35C Ajust. CM Ajust. F P
Regreaion 2 32176,9 3217s,88  1l6088,44
Lineal 1 3217g,9 1713,56 1713,56
Cuadratica 1 0,0 0}, 00 0,00
Leche*3uerc de 1 a,0 0,00 0,00
Error residual 9 a,0 0,00 0,00
Falta de ajuste 1 a,0 0,00 0,00 = =%
Error puro 2 a,0 0,00 0,00
Total 11 32174,9
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Tabla A2. Analisis estadistico para el crecimiento del L. plantarum

Regresién para mezclas: Ln Viabilidad vs. Leche. Suero de leche

Coeficientes de regresitn estimados para Ln Visbilidad (proporciones del

COMpOnente)
EE del

Térming Coef coef. T P VIF

Leche 22,1438 0,93864 * * 52,221

Suero de leche 22,0620 0,07254 * * 2,166
Leche*5uerc de leche -0,8011 1,7661& -0,45 0,661 58,889

3 = 0,143395 PRESS = 0,338181

R-cuad. = 21,91% R-cuad. {pred.) = 0,00% R-cuad. {ajustadeo) = 4,58%

Enélisis de warianza para Ln Viabilidad (proporciones del componente)

Fuente GL 5C Sec. 3C Ajust. OCM Ajust. F E
Regresion 2 0,051934 0,051934 0,025987 1,26 0,329
Lineal 1 0,047703 0,000166 0,000166 0,01 0,930
Cuadratica 1 0,004231 0,004231 0,004231 0,21 0,661
Leche*Suerc de 1 0,004231 0,004231 0,004231 0,21 0,661
Error residual 9 0,185058 0,185058 0,020582
Falta de ajuste 1 0,001258 0,001256 0,00125¢ 0,05 0,821
Error puro & 0,183803 0,183803 0,022975
Total 11 0,236992

Regresion para mezclas: Precio ($/1L) vs. Leche. Suero de leche

Coeficientea de regresién estimados para Precio (4/1L) (proporciones del

componente)
Término Coef EE del coef. T P VIF
Leche 1816, 70 0,000000 * % 52,221
Suerc de leche 1554, 70 a,000000 * * 2,166
Leche*5uerc de leche -0,00 0,000000 * +* 5B, BE9
E=0 FRESS = 0
B-cuad. = 100,00%  BR-cuad. (pred.) = 100,00% R-cuad.({ajustado) = 100,00%

Enalisis de varianza para Precio (5/1L) (proporciones del componente)

Fuente GL 5C Sec. SC Rjust. CM Rjust. F P
Regreaién 2 32176,9 32176,88 16088, 44
Lineal 1 3217e,9 1713, 56 1713,56 * *
Cuadrdtica 1 a,0 a,00 a,00 * =¥
Leche*5ueroc de 1 0,0 0,00 0,00 * *
Error residual 9 0,0 0,00 0,00
Falta de ajuste 1 0,0 0,00 0,00 * *
Error puroc a 0,0 0,00 0,00
Total 11 32174,9
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Tabla A3. Andlisis Postanova poe el método de Tukey. Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes

Tiempo N Mediaz ZIZgrupacion
3 12 4,6 1L
& 12 4,5 1
Crecimiento microbiano 9 12 3,9 BB
13 12 3,0 B C
la 12 2,2 CD
0 12 1,4 D

-

Tiempo N Media ZAgrupacidn

i 12 92,8 1L
13 12 90,1 B
Humedad g 12 90,1 B
16 12 90,0 B
g 12 90,0 B
3 2 E9,8 B

Tiempo N Media Agrupacidn

0 2 4,9 A
3 2 4,0 B
pH & 2 3,9 B
g 2 3,7 C
16 2 3,6 C
13 2 3,6 C

Tiempo N Media Xgrupacion

6 2 1,% &
3 2 1,3 &
. g 2 1,7 A B
Médulo de Young, E '
9 ol 2 1,7 A B
16 2 1,6 B
13 2 1,5 B

Tiempo N Media 2Zgrupacidn

0 2 1,0 A
g 2 1,0 B
18 2 1,0 C
a r
W 5 2 0,9 C
13 2 0,9 c
3 2 0,9 D
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