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RESUMEN
La presente investigacion aborda una problematica
existente entre la regidn sur de Jalisco y la region norte del
estado de Colima, generada por parte de las empresas
productoras de queso al verter indiscriminadamente su
lactosuero residual directamente al drenaje, ocasionando
una contaminacién de los recursos hidricos, un dafio a los
ecosistemas asi como a la flora y fauna dependiente de los
mismos; ademas que se desperdicia un residuo con un
potencial econdmico para las mismas empresas
productoras. Como solucidn a este problema se propone
darle un valor comercial a esos residuos, planteando la
elaboracién de un nuevo producto mediante los procesos
de fermentacién alcohdlica y lactica producida en el
lactosuero, que le otorga al mismo, nuevas condiciones
quimicas, fisicas y sensoriales. El proyecto se dividié en dos
etapas, la primera consistio en la formulaciéon de seis
diferentes bebidas a base de lactosuero, las tres primeras
elaboradas a partir de la fermentacidn con granulos de kéfir,
suero, sacarosa y miel en diferentes concentraciones, y las
tres ultimas fermentadas con Kluyveromyces marxianus-
Saccharomyces cerevisiae y como sustrato una mezcla de
suero lacteo, sacarosa y miel, de estas seis formulaciones se
eligieron las dos que mejores caracteristicas organolépticas
obtuvieron, a partir de las cuales en la etapa dos del
proyecto se tomaron como base para la formulacién de dos
nuevas bebidas, las cuales fueron: Tkéfir (Lactosuero +
Granulos de kéfir + Sacarosa), TK. marxianus (Lactosuero +
K. marxianus-S. cerevisiae + Sacarosa); las fermentaciones
se realizaron bajo las mismas condiciones, la Unica variante
fue el tiempo, debido a que la fermentacién lactosuero
/Kluyveromyces marxianus a los siete dias se le adiciond
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Saccharomyces cerevisiae y se dejé fermentar una semana
mas para que cumpliera con las caracteristicas deseadas, y
la de lactosuero/kéfir solo necesitd cuatro dias, siendo la
bebida que presenté mejores caracteristicas. Las bebidas
fermentadas que se desarrollaron presentaron un
contenido de etanol en entre 2.5y 2.9%, proporcionando un
grado alcohdlico menor que el que contienen las bebidas
alcohdlicas refrescantes (4.5-6.0%), con un aporte de
proteina mayor de 3 g / 100 ml y sin grasa. Estas bebidas
fueron aceptadas por el panel de evaluadores, por lo que
representan un producto refrescante y a la vez nutritivo que
podria contribuir a mejorar la dieta de los jévenes y adultos.
Palabras clave: granulos de Kéfir, fermentacion alcohdlica,
fermentacion lactica, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus.

ABSTRACT
The present investigation approaches the existent
problematic in the North region of the state of Colima and
the south of Jalisco, generated by the cheese producing
companies by indiscriminately dumping their residual whey
directly into the drainage, causing contamination of the
water resources, damage to ecosystems as well as the flora
and fauna that depends on them; In addition, this waste can
be of great commercial value for the microenterprises of the
region. So, it is proposed the development of a new product
taking advantage of the alcoholic and lactic fermentation
produced in the whey, which gives it new chemical, physical
and sensory conditions. The project was divided into two
stages, the first consists of the formulation of six different
whey-based drinks, the first three elaborated from
fermentation with kefir grains, whey, sucrose and honey in
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different concentrations, and the last three fermented with
Kluyveromyces marxianus-Saccharomyces cerevisiae and as
a substrate of a mixture of milk whey, sucrose and honey, of
these six formulations the two best organoleptic
characteristics obtained were chosen. From there, in stage
two of the project these two taken as a basis for the
formulation of two new beverages, which were: Tkéfir
(Whey + Kefir grains + Sucrose), TK. marxianus (Whey + K.
marxianus-S. cerevisiae + Sucrose); the fermentations were
registered under the same conditions, the only variant was
the time, due to the fact that the fermentation of the whey
/ Kluyveromyces marxianus after the seven days,
Saccharomyces cerevisiae was added and it was left to

characteristics, and whey / kefir only needs four days, being
the drink that presented better characteristics. Fermented
beverages that are made in a formulation with an alcohol
content between 2.5 and 2.9%, an alcoholic degree lower
than that which contains the refreshing alcoholic beverages
(4.5-6.0%), with an alkaline protein content of 3 g / 100 ml
and without fat. These drinks were accepted by the panel of
evaluators, so they represent a refreshing and at the same
time nutritious product that could contribute to the
improvement of the diet of young people and adults.

Key words: Kefir grains, alcoholic fermentation, lactic
fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus.

ferment a week more so that it fulfills the desired

INTRODUCCION

Conforme las industrias queseras crecen y las exigencias en los nuevos reglamentos ecolégicos aumentan,
resalta la necesidad de encontrar una manera eficiente y econdmica de utilizar el suero residual
proveniente de la elaboracidon de queso para evitar un severo dafio ecoldgico al medio ambiente. Es
importante destacar que actualmente la mayor parte del suero residual es vertido directamente al drenaje
provocando la contaminacién de agua, y que solo un minimo porcentaje se aprovecha en la elaboracién
de composta orgdnica y como alimento vacuno, lo que se traduce en grandes problemas ecolégicos e
importantes pérdidas econdmicas para las compafiias dedicas a la elaboracidn de quesos (Pefia y Flores,
2001).

Hoy en dia, empresas lecheras productoras de queso en la regién norte del estado de Colima y la regién
sur de Jalisco, se enfrentan a dos grandes problemas; el no aprovechamiento total de la leche procesada
ya que por cada kilogramo de queso se generan ocho kilogramos de suero (Valencia y Ramirez, 2009), lo
que ocasiona el segundo problema, porque al no ser utilizado el suero como producto, se vierte
directamente al drenaje provocando contaminacion del agua.

La elaboracion de bebidas fermentadas ofrece una solucidn atractiva tanto comercial como ecoldgica,
debido a que el producto final obtenido del suero residual de leche podria tener un alto valor econdmico
(Teixeira et al., 2010) y mediante la fermentacion se evitaria el problema de la contaminacién directa del
agua a través del suero residual. Los granulos de Kéfir proporcionan caracteristicas quimicas, fisicas y
organolépticas Unicas a las bebidas que son fermentadas con estos microorganismos, lo que podria darle
al suero fermentado olor, sabor, consistencia y aroma agradables para su consumo (Mazaheri, 2008).

Lo que se pretende con esta investigacidon es utilizar el suero residual de leche para evitar que éste se
convierta en un contaminante y transformarlo en una bebida fermentada de bajo contenido alcohdlico
con un valor comercial. De esta manera se podra ofrecer una solucién econdmica y atractiva para las dos
grandes problematicas que aquejan a las pequeias empresas productoras de queso, aumentando asi sus
posibilidades de desarrollarse econdémicamente y evitar problemas al verter sus residuos directamente al
drenaje cuidando asi el medio ambiente.

Para esto se realizé la caracterizacidn fisicoquimica del lactosuero, se establecieron las condiciones de
temperatura, tiempo, concentraciéon de sustrato para la fermentacion con granulos de kéfir o
Kluyveromyces marxianus-Saccharomyces cerevisiae, se desarrollé la formulacién para las bebidas
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fermentadas con granulos de kéfir y combinacién de Kluyveromyces marxianus-Saccharomyces cerevisiae,
se evalud la concentracidn alcohdlica obtenida en las formulaciones durante la fermentacion. Se llevé a
cabo la caracterizacidn fisicoquimica, microbioldgica y organoléptica de las bebidas fermentadas.

METODOS Y TECNICAS DE INVESTIGACION

Se utilizé suero residual desproteinizado obtenido a partir de la elaboracién de requesén proporcionado
por la empresa “Quesos Barragan”, granulos de kéfir (proporcionados por la Empresa Yogurt Natural de
Bulgaros), sacarosa refinada (marca comercial), miel de abeja obscura (Miel obtenida de la empresa
apicultores del sur), Kluyveromyces marxianus, (Lyofast KM 7, 6A469341, SACCO), Saccharomyces
cerevesiae (SAFMEX).

Caracterizacién de suero residual. La caracterizaciéon del lactosuero fue acorde a las técnicas descritas en:

- AQP (AOAC, 1990).

- Azlcares reductores (DNS por Miller, 1959).

- Acidez titulable (AOAC, 1990).

- pH (potencidmetro (Hanna instruments).

- 92Brix (Refractdmetro de mesa tipo ABBE marca Milton Roy Company).

Formulaciones Preliminares

Se realizaron seis formulaciones preliminares en las que se cambid el tipo de sustrato, asi como la
combinacion de microorganismos fermentadores, quedando de la siguiente manera: To = Suero de leche
desproteinizado + Granulos de Kéfir. (50 g/L), T1 = Suero de leche desproteinizado + Granulos de Kéfir. (50
g/L) + Miel (48 g/L), T, = Suero de leche desproteinizado + Granulos de Kéfir. (50 g/L) + Sacarosa (28 g/L),
T; = Suero de leche desproteinizado + Kluyveromyces marxianus. (0.3 g/L), T4 = Suero de leche
desproteinizado + Kluyveromyces marxianus. (0.3 g/L) + Miel (48 g/L) y Ts = Suero de leche desproteinizado
+ Kluyveromyces marxianus. (0.3 g/L) + Sacarosa (28 g/L).

El lactosuero fue pasteurizado a 66 °C durante 30 min, seguido de enfriamiento a 25 2C. Como
contenedores fueron empleados seis matraces Erlenmeyer de 250 ml, los cuales fueron esterilizados en
autoclave por 15 minutos a 150 2C. Se emplearon granulos de kéfir y cepas de Kluyveromyces marxianus
como microorganismos fermentadores.

El tiempo de fermentacion fue de 96 horas a 20°C. Una vez pasadas las 96 horas la fermentacion fue
detenida mediante centrifugacion a 11000 rpm durante 20 min a 8 2C, con el fin de destruir los
microorganismos sin adulterar las caracteristicas organolépticas de cada formulacion.

Se analizaron tanto los pardmetros organolépticos de cada una de las bebidas, asi como también
parametros fisicoquimicos.

- Determinacion de pH (potencidmetro de mesa, marca Hanna Instruments).

- Determinacidon de grados Brix (refractdmetro de mesa, marca Milton Roy LR45227).

- Etanol (Cromatdgrafo de gases acoplado a detector de ionizacién de llama marca Perkin Elmer).
- Azlcares reductores: se realizd por el método de DNS (Miller et al., 1960).

- Determinacion de acidez titulable (AOAC, 1990).
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- Andlisis microbiolégico (NOM-111-SSA1y NOM-114-SSA1)
- Andlisis organoléptico (Prueba triangular con cuestionario aplicado)
- Andlisis estadistico (ANOVA y Prueba-T para 2 grupos independientes)-

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacidon de la materia prima: El lactosuero obtenido fue caracterizado quimicamente y los
resultados obtenidos (Cuadro 1) son congruentes con los reportados en la literatura por lo que se decidié
usar este suero desproteinizado para arrancar las fermentaciones.

Se inicié la fermentacion con granulos de kéfir en tres tratamientos diferentes To (Lactosuero + Granulos
de kéfir), T (Lactosuero + Miel +Granulos de kéfir) y T, (Lactosuero + Sacarosa + Granulos de kéfir) y con
Kluyveromyces marxianus que fue agregado a los tratamientos Tz (Lactosuero + K. marxianus), T
(Lactosuero + Miel + K. marxianus) y Ts (Lactosuero + Sacarosa + K. marxianus) los cuales se monitorearon
en continuo durante 96 horas a 20 2C. Los parametros iniciales del lactosuero fueron: 0.2% de acido lactico,
pH de 5.93 en los seis tratamientos y una concentracion 6.4 brix en el tratamiento nimero cero y tres; y
de 10 brix para los tratamientos uno, dos, cuatro y cinco.

La concentracidn final de acido lactico en los tratamientos fue distinta, el tratamiento uno, obtuvo un valor
de 1.50 g/100 g, en el tratamiento dos su valor de 1.65 g/100 g que fueron fermentados con granulos de
kéfir mientras que los tratamientos cuatro y cinco tuvieron una concentracion final de 1.32 g/100 g y de
1.48 g/100 g. el tratamiento dos es el que mejor evolucion obtuvo durante el proceso de fermentacion.

Cuadro 1. Caracterizacion quimica del lactosuero

Proteina (g/100 g) 4.97 £0.15
Cenizas (g/100 g) 0.49 £ 0.02
Sélidos Totales % 6.58 +0.14
% Humedad 93.41+0.14
9Brix 6.4 £0.00
Acido Léctico (g/100 g) 0.20 + 0.00
Azucares Reductores (g/100 g) 12.66 +0.08
pH 5.93 +0.00

Fuente: Elaboracion propia.

El nimero cinco y uno, no tienen diferencia significativa entre si, pero si posen una diferencia significativa
con respecto a los tratamientos cero, dos y tres; mientras que estos no tienen diferencias importantes
entre si; obteniendo un incremento final del tratamiento cero un valor de 1.62 g/100 g de &cido lactico
valor mayor que el reportado por Mazaheri et al., (2008), de 0.83 g/100 g.

El valor del potencial de hidrogeno para los fermentados con K. marxianus y para los fermentados con
granulos kéfir nos indican que los seis tratamientos no presentaron diferencia significativa, lo que
demuestra que las diferentes formulaciones no tuvieron un efecto directo en el pH. En cuanto al consumo
de los azlcares totales de los tratamientos cero, uno y dos, tuvieron un descenso notorio referente a los
demas tratamientos, pero no entre si. El consumo de azucares reductores del tratamiento tres es menor
al gasto del tratamiento cuatro y cinco, a su vez el tratamiento cuatro fue significativamente mayor al
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tratamiento cinco hablando estadisticamente; esto debido a que las cepas de K. marxianus no
consumieron la sacarosa del tratamiento cinco y la fructosa del tratamiento cuatro.

En cuanto a la produccién de etanol, se observa que los tratamientos cinco, cuatro y tres no poseen
diferencia marcada entre su produccién, pero si de los demas tratamientos.
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Figura 1. Produccion de etanol en bebidas fermentadas: To (Lactosuero + Granulos de kéfir), T1 (Lactosuero + Miel +
Granulos de kéfir) y T2 (Lactosuero + Sacarosa + Granulos de kéfir) (Elaboracion propia).

Los granulos de kéfir fermentaron aproximadamente el 45% del total de los azucares (Figura 1) disponibles
mientras que la cepa de K. marxianu, dieron por resultado solo una pequefia produccion al cuarto dia de
0.39+0.03 enel T3, en el Tyuna produccidon de 0.41 £ 0.06 y 0.54 + 0.04 en Ts.

Finalmente, en las Figuras 2 y 3 se presenta el consumo de los azlcares reductores durante la
fermentacién. Estadisticamente hablando se observa que los seis tratamientos no presentaron una
diferencia significativa entre si.
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Figura 2. Azlcares reductores en bebidas fermentadas: To, T1 y T2, con datos propios.

En la mayoria de los andlisis hubo una diferencia significativa entre los tratamientos, por lo que se puede
decir que las diferentes formulaciones tuvieron un efecto claro en las caracteristicas fisicoquimicas finales
de las fermentaciones.
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Figura 3. Azlcares reductores en bebidas fermentadas: Ts, Tay Ts, con datos propios.

Con los datos recabados en los andlisis de las formulaciones preliminares se determina que las
formulaciones dos y cinco respectivamente tuvieron mejores caracteristicas fisicas, quimicas vy
organolépticas.

Formulacion final de las bebidas

Con los datos obtenidos de los tratamientos preliminares, se eligieron los tratamientos T, y Ts por
presentar las mejores caracteristicas quimicas, fisicas y organolépticas. A los cuales se les modificaron
algunos parametros con el fin de mejorar las propiedades de las fermentaciones creando asi los
tratamientos Ts y T7. La temperatura de fermentacién fue de 202 C, el tiempo de fermentacién fue de 96
horas para el tratamiento T, (con granulos de kéfir) y 336 horas para el tratamiento Ts (con cepa K.
marxianus). Al tratamiento T, se le agregd una cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae) a partir de
los 11 dias con el fin de que consumieran la sacarosa aun presente en la fermentacion. La concentracién
de la cepa de K. marxianus se duplicé a 0.6 g/L para acelerar la fermentacidén. Se empled saborizante para
alimentos de coco marca Deiman, la cual fue adicionada en las formulaciones “T,” y “Ts”, en una
proporcién de 3 ml/L de suero desproteinizado.

Las bebidas se envasaron en botellas de cristal previamente esterilizadas y fueron rotuladas, marcando la
fecha y el tipo de formulacién que contenia. Fueron almacenadas en refrigeracion a 8 2C con el fin de
alargar la vida de anaquel. Al analizar estadisticamente los resultados obtenidos con la Prueba-T (T-Test)
para 2 grupos independientes, la produccién de acido lactico en los dos tratamientos segun el indice de
significancia estadistica indica que existe una diferencia significativa entre los tratamientos siete y ocho ya
que el valor p (indice de significancia estadistica) tiene un valor de 0.000 que es menor a 0.05 por lo que
se concluye que las diferencias entre los tratamientos causaron una diferencia significativa en la
produccién de 4cido lactico.

El descenso del pH en ambos tratamientos fue muy similar (Figura 4), al tener la variable p un valor mayor
que 0.05, siendo este 0.131, se determina que no existe una diferencia significativa entre los dos
tratamientos.
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Figura 4. Descenso del pH durante el proceso de fermentacion para los tratamientos: Tisfir (Lactosuero + Granulos
de kéfir + Sacarosa), Tk. marxianus (Lactosuero + K. marxianus-S. cerevisiae + Sacarosa) (Elaboracidn propia).

Los tratamientos siete y ocho, respectivamente no tuvieron diferencia significativa entre si puesto que el
valor p tiene un valor de 0.124 que es mayor a 0.05 lo que nos dice que los diferentes microorganismos
empleados en las formulaciones consumieron a la par un promedio del 41% de los azucares disponibles
(Figura 5).
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Figura 5. Consumo de 2Brix durante la fermentacidn: Tkerir (Lactosuero + Granulos de kéfir + Sacarosa), Tk. marianus
(Lactosuero + K. marxianus-S. cerevisiae + Sacarosa) (Elaboracion propia).

En cuanto a la produccién de alcohol, en Tisir Se obtuvo una concentracion de 2.9%, en tanto para T
manianus fue de 2.47%, (Figura 6) lo que muestra que si hubo una diferencia significativa ya que el valor de
p que es 0.000 fue menor a 0.05, esto, debido a que los microorganismos presentes en los tratamientos
tienen diferentes indices de produccion de alcohol etilico.

En el consumo de azlcares reductores hubo una diferencia significativa debido a que la cepa de
Kluyveromyces marxianus es especializada en fermentar los azucares reductores y aun cuando en los
granulos de kéfir existen levaduras capaces de fermentar dichos azlcares la proporcién de la cepa de K.
marxianus en el tratamiento siete es mucho mayor con respecto a las que se encuentra en los granulos de
kéfir.
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Figura 6. Produccion de etanol: Tkefir (Lactosuero + Granulos de kéfir + Sacarosa), Tk. marxianus (Lactosuero + K.
marxianus-S. cerevisiae + Sacarosa) (Elaboracién propia).

Caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de los tratamientos seleccionados para la elaboracién de las
bebidas. Al comparar los resultados finales de ambas formulaciones se observé que no hubo una gran
diferencia significativa entre las caracteristicas fisicas y quimicas (Cuadro 2), dos de las diferencias
principales fue una en el consumo de azucares reductores en el caso de la combinacién de cepas de K.
marxianus-S. cerevisiae por lo que significa que la bebida formulada con granulos de kéfir presenta una
mayor cantidad de galactosa y lactosa principalmente. La otra diferencia significativa fue en la produccion
de etanol la formulacién que tenia K. marxianus-S. cerevisiae produjo menos alcohol etilico que su contra
parte.

Cuadro 2. Caracterizacion Fisicoquimicas de las Bebidas: Tesir (Lactosuero + Granulos de kéfir +
Sacarosa), Tk marxianus (Lactosuero + K. marxianus-S. cerevisiae + Sacarosa)

Tk. marxianus-s.

Parametro Trefir N
cerevisiae.
Proteina (g/100 g) 3.26 £ 0.04 3.25+0.03
Cenizas (g/100 g) 0.44 £ 0.02 0.54 +0.01
Sélidos Totales % 4.59 £ 0.06 4.55+0.08
% Humedad 95.40 £ 0.04 95.41+0.10
Acido Lactico 1.49 £0.04 1.26 +0.01
pH 3.13+0.07 3.22+0.06
9Brix 5.77 £ 0.06 6.00+ 0.2
Alcohol (g/100 g) 2.90+0.04 2.47 £0.38
Azlcares Reductores (g/100

g) 6.52 + 0.08 4.76 £0.15

Fuente: Elaboracion propia.

Anadlisis organoléptico

Para el andlisis organoléptico se realizd la prueba triangular simple con el objetivo de determinar si los
jueces no entrenados determinaban diferencias entre las dos bebidas. La prueba consistié en colocar dos
muestras iguales y una diferente. Se realiz6 el analisis, para ello se formularon cinco preguntas, las cuales
se aplicaron a sesenta personas. En el formulario se muestra una indicacién principal, que dice
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textualmente “Marque con una X la clave de la muestra diferente”, el noventaiocho por ciento de los
panelistas acertaron dando por entendido que si hubo diferencia en cuanto a sus caracteristicas
organolépticas entre las dos formulaciones.

En la prueba sensorial descrita, se formularon cinco preguntas con la finalidad de conocer el nivel de
aceptabilidad que tendria este producto ante los consumidores. En olor, color, sabor, aroma, todos
coincidieron que tenia las mejores caracteristicas la bebida fermentada con kéfir pero que preferian mas
el de K. m- S. c. debido a que esta formulacion presentaba un burbujeo especial que hacia mas atractiva a
la bebida. El saborizante de sabor coco no resultd del agrado de la mayoria de los panelistas, incluso ellos
recomendaron otros sabores (durazno, fresa, jamaica).

Analisis microbiolégico

Se realizaron dos pruebas microbiolégicas; hongos y levaduras, y de coliformes totales. Aun cuando los
resultados obtenidos, arrojan la presencia de levaduras y hongos en las dos formulaciones y de tres
unidades formadoras de colonias en el tratamiento nimero 7. Se puede concluir que ambas formulaciones
son aptas para el consumo humano de acuerdo a las normas NOM-111-SSA1 y NOM-114-SSA1.

CONCLUSIONES

Dados los resultados obtenidos en esta investigacion, se concluye que el lactosuero residual de la
elaboracion de quesos, puede ser transformado de una manera viable y econémica a través de un proceso
de fermentacion en una bebida refrescante de bajo grado alcohdlico, la cual posee una concentracion
significante de nutrientes y minerales capaces de ayudar a la nutricion humana, las caracteristicas
guimicas, fisicas y organolépticas obtenidas son muy semejantes a productos comerciales ya posicionados
en el mercado, lo que abre las puertas para el aprovechamiento de este residuo contaminante para la
elaboracion de bebidas que poseen el potencial de entrar y ganar espacio en los mercados locales.

Las bebidas fermentadas que se desarrollaron presentaron un contenido de etanol en entre 2.5y 2.9%,
proporcionando un grado alcohélico menor que el que contienen las bebidas alcohdlicas refrescantes (4.5-
6.0%), con un aporte de proteina mayor de 3 g/100 ml y sin grasa. Estas bebidas fueron aceptadas por el
panel de evaluadores, por lo que representan un producto refrescante y a la vez nutritivo que podria
contribuir a mejorar la dieta de los jovenes y adultos.

Al usar el residuo de la elaboracion de quesos de las pequefias empresas productoras de queso, se puede
facilitar el desarrollo econémico de las mismas, ya que dispondran de materia prima propia para elaborar
bebidas de bajo costo de producciéon que pueden competir en el mercado con las ya existentes, ademas
que el usar el suero residual se evitard que este termine vertido en el drenaje contrarrestando asi la
contaminacion de los mantos acuiferos, propiciando un desarrollo sustentable.
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