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RESUMEN

En los ultimos afos, la industria lactea ha venido realizando
esfuerzos para darle utilidad al lactosuero (LS) que es generado
de la fabricacion del queso, el cual es un subproducto altamente
nutritivo. Sin embargo, es un agente muy contaminante cuando
es desechado al medio ambiente. Algunos de los productos que
se han creado a partir del LS son bebidas refrescantes, bebidas
fermentadas y alcohdlicas, concentrados de proteinas, entre
otros. Se evalué la calidad fisico-quimica y microbiolégica de
formulaciones de bebidas fermentadas a base de LS inoculadas
con microorganismos probidticos, determinando su potencial
nutritivo e inocuidad y estableciendo su tiempo de vida util en
refrigeracion. Las bebidas se caracterizaron fisicoquimica
y microbiolégicamente determinando pH, acidez titulable,
contenido de solidos totales, grasas, cenizas, azucares totales y
reductores, recuento de aerobios mesdfilos, coliformes totales y
fecales y Staphylococcus aureus. Se determind el tiempo de vida
util en refrigeracion a través del recuento de microorganismos
probidticos en los dias (d) 1,7; 14 y 21 después de culminada la
fermentacion. Los resultados mostraron bebidas con excelente
valor nutritivo y alto nivel de inocuidad, gracias a un recuento bajo
de aerobios mesdfilos y ausencia de coliformes totales, fecales y
S. aureus. El tiempo de vida util en refrigeracion fue de 21 d para
las dos formulaciones estudiadas.
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ABSTRACT

In recent years, the dairy industry has been making efforts to
find uses to whey (W), generated from cheese making, which it
is highly nutritious product. However, turns out to be a pollutant
when it is discarded into the environment. Some of the products
elaborated from the W are soft drinks, alcoholic beverages
and fermented, protein concentrates, among others. The main
objective of this research was to conduct a physical-chemical
and microbiological characterization of formulations of fermented
beverages based on W inoculated with probiotic microorganisms,
in order to determine their nutritional potential, ensure their
safety and establish their lifetime refrigeration. Physicochemical
and microbiological characterization was done by analyzing pH,
titratable acidity total solids, ash, fat, protein, total and reducing
sugars, aerobic mesophilic count, total and fecal coliforms and
Staphylococcus aureus. The shelf life under refrigeration was
determined by counting of probiotic microorganisms on days (d)
1,7, 14 and 21 after culminated fermentation. The results showed
beverages with excellent nutritional value, and high level of safety
value, thanks to a low count of aerobic mesophilic bacteria and
total absence of fecal coliforms and S. aureus. The shelf life under
refrigeration was 21 d for the two formulations studied.

Whey; fermented
microorganism.
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INTRODUCCION

El lactosuero (LS) es un liquido fluido, de color verdoso
amarillento, turbio, de sabor fresco, débilmente dulce, de caracter
acido, con un contenido de nutrientes o extracto seco del 5,5 al
7% proveniente de la leche [16]. Retiene cerca del 55% del total
de componentes de la leche como la lactosa, proteinas solubles,
lipidos y sales minerales [1].

En los ultimos afios, se han venido realizando esfuerzos para
utilizar este subproducto de la fabricacion del queso y evitar su
disposicién al medio ambiente, pues es un agente altamente
contaminante, contribuyendo ademas a darle valor agregado al
proceso. Entre los productos que se han creado a partir del LS
se encuentran las bebidas refrescantes, bebidas fermentadas
y alcohdlicas, concentrados de proteinas, entre otros [13]. La
utilizacion del LS y/o de sus componentes, para la elaboracion
de bebidas de alto valor nutritivo, constituye una importante
soluciéon para paises que no poseen una desarrollada red de
comercializacion lechera [17].

En este trabajo se plante6 como objetivo, la evaluacion
de la calidad fisicoquimica y microbiologica de dos bebidas
fermentadas formuladas a base de LS, inoculadas con
microorganismos probidticos y saborizadas con esencia de
coco (cocos nucifera). Esto con el fin de determinar el caracter
nutricional de estas bebidas, mejorar su inocuidad y establecer
el tiempo de vida util de las mismas en anaquel, proporcionando
asi caracteristicas importantes para los posibles consumidores
de las mismas, y hacer de éstas opciones atractivas desde el
punto de vista nutricional y microbioldgico.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd una evaluacion de la calidad fisico-quimica y
microbiologica de dos bebidas fermentadas a base del LS
obtenido de la fabricacion de queso fresco artesanal, cuyas
caracteristicas fisicoquimicas se presentan en la TABLA I.
Las bebidas se prepararon con suero de leche con adicién de
sacarosa, leche en polvo y carboximetil celulosa (CMC) como
estabilizante, inoculadas con microorganismos probidticos.
La formulacion 1 fue inoculada con un cultivo de Lactobacillus
acidophilus, mientras que la formulacién 2 fue inoculada con un
cultivo mixto de Lactobacillus acidophilus y un cultivo comercial
para yogurt que contiene compuesto por Streptoccoccus salivarus
subsp. thermophilus y Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus
(laboratorio Codex-Ing, EUA).

Ambas bebidas fueron saborizadas con esencia de coco y 4%
de sacarosa después de la fermentacion.

i . TABLAI
CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL LACTOSUERO
Parametro Valor .
promedio

pH 6,50 £ 0,01
Acidez titulable (mL NaOH 1N/100 I) 15,0 £ 0,00
Sdlidos totales (%p/v) 7,25+ 0,09
Grasa (%p/v) 0,50 £ 0,00
Proteina (%p/v) 1,00 £ 0,00
Lactosa y minerales (%p/v) 5,75+ 0,00

Nota: Valores promedio * 1 desviacion estandar
Caracterizacion fisicoquimica

Se analizaron muestras de cada bebida, determinando pH por
la Norma COVENIN 1315-79 [7], acidez titulable por la Norma
COVENIN 658-1997 [6], solidos totales por la Norma COVENIN
932-1997 [13], cenizas por la Norma COVENIN 368-1997 [12],
grasas por el método de Gerber indicado en la Norma COVENIN
1053-82 [9], proteinas por el método de Kjeldahl para proteinas
de leche y sus derivados de la Norma COVENIN 370:1997 [8],
azucares totales por el método de Dubois y col. [14], azUcares
reductores por el método del acido 3, 5 dinitrosalicilico propuesto
por Miller [16]. El valor energético se calculd utilizando los factores
indicados en la Tabla de Composicién de Alimentos de Venezuela
del Capitulo Venezolano de la Sociedad Latinoamericana de
Nutricién [19]. Se multiplicd por un factor de 4 el contenido de
proteina y el contenido de carbohidratos, por 9 el contenido
de grasa. La sumatoria de los aportes obtenidos por cada
fraccion indicé las cal/lg de cada bebida. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

Caracterizacion microbiolégica

Las muestras de las dos bebidas se caracterizaron
microbiolégicamente determinando: a) NUmero mas probable
(NPM) de coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli, b)
Presencia de Staphylococcus aureus y c) Recuento de Aerobios
mesofilos (RAM) siguiendo los procedimientos establecidos en
las Normas Venezolanas COVENIN 1104-1996 [10], 1292-04 [11]
y 902-87 [4], respectivamente.

Viabilidad de la bebida durante la conservacion

Para la determinacién de la vida util de las bebidas se realiz
el recuento de microorganismos probidticos durante el tiempo
de almacenamiento en refrigeracion (Canaima®, Venezuela) (4-
6°C) siguiendo la metodologia indicada en la Norma COVENIN
902-87 [4]. Los dias (d) de evaluacion fueron 1; 7; 14 y 21 d
después de finalizada la fermentacion. Los valores obtenidos se
compararon con lo establecido en la Norma COVENIN 2393-2001
para el yogurt [5] y en la Norma CODEX 243-2003 para Leches
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fermentadas [2], las cuales indican que valor minimo requerido
para que las bebidas sean consideradas probioticas es de 10°
UFC/mL, durante todo el tiempo de vida util en anaquel. También
se realizé determinacion de pH y acidez titulable.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisico-quimica

Enla TABLA I se muestran los resultados de la caracterizacion
fisicoquimica de las dos bebidas fermentadas analizadas.
Los valores de pH fueron menores al valor inicial antes de la
fermentacion (6,5) y muy cercanos para las dos bebidas, 5,00
para la Formulacion 1 y de 4,85 para la Formulacion 2. El valor
bajo de pH es un indicativo de que se desarrollé el proceso
de fermentacion, es una medida indirecta del crecimiento
microbiano. Esto se refleja en un incremento en la acidez titulable
en comparacion con el valor obtenido antes de la fermentacion
(15 mL NaOH 0,1 N/100mL), encontrandose valores de 68
mL NaOH 0.1 N/100 mL y de 70 mL NaOH 0,1 N/100 mL, que
corresponden a 0,61y 0,63% de acido lactico para la Formulacién
1y 2, respectivamente.

TABLA Il ]
CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE
LAS BEBIDAS FERMENTADAS

Parametro Formulacién 1 Formulacion 2
pH 5,0+0,00 4,85 % -
et wara 70e12
Solidos totales (%p/v) 12,4+ 0,1 12,5+0,2
Grasa (%p/v) 0,8+ 0,1 0,7+0,1
Proteina (%p/v) 1+£0,1 1+£0,1
Ceniza (%p/v) 0,55+ 0,02 0,6 £ 0,02
Azucares totales (%p/v) 10,0 £0,2 10,2 +£0,25
palcares reductores 440,15 39402
Valor energético (Kcal 8724 8714

por 100 g de muestra)

Nota: Valores promedio *+ 1 desviacion estandar

El porcentaje de sdlidos totales (ST) determinado para ambas
bebidas fermentadas es el esperado, 12,4 y 12,5% para la
Formulacion 1y 2, respectivamente, dada la adicion de sacarosa
y leche en polvo al LS con el objeto de conseguir un porcentaje
de ST similar al de la leche (12% aproximadamente) y lograr
una consistencia atractiva desde el punto de vista organoléptico.
De esos ST el 0,8% para la primera formulacion y 0,7% para la
segunda, corresponden a la grasa. Estos valores son superiores
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al contenido de grasa del LS sin fermentar (0,5%), lo cual es
debido a la adicién de leche en polvo que contiene un porcentaje
de grasa adicional. El contenido de proteina no se ve afectado por
el proceso de fermentacion, obteniéndose para ambas bebidas
el mismo valor de 1%, determinado antes de la fermentacion.
Las proteinas del LS se consideran de alta calidad nutricional
y valor biolégico.

El contenido de azucares en las bebidas fermentadas
es informacion relevante para el consumidor que busca
caracteristicas nutricionales especificas de los alimentos, y mas
en aquellos que se promocionan como saludables. El contenido
de azucares totales fue similar para las dos bebidas, 10% para la
Formulacion 1y 10,2% para la Formulacion 2. La determinacion
del contenido de azucares reductores es una medida indirecta del
progreso de la fermentacion. La lactosa es el principal sustrato
para el crecimiento microbiano; su valor debe ser menor en el LS
fermentado que en el LS sin fermentar, pues es consumida por los
microorganismos durante el proceso. Los valores de 4,2y 3,9%
de azucares reductores, expresados como lactosa, encontrados
para la Formulacion 1 y 2, respectivamente, son menores
en comparacion con el valor de 5,75% de lactosa y minerales
del LS sin fermentar (TABLA I). Estos resultados le confieren
a las bebidas un atractivo nutricional para los consumidores
parcialmente intolerantes a la lactosa, pues la misma se ve
disminuida en mas de un 20% aproximadamente después del
proceso de fermentacion para ambas formulaciones. El valor
energético de las bebidas fue similar, con valores de 87,2 y 87,1
calorias/100 g para las Formulaciones 1 y 2, respectivamente,
dandoles es un atractivo nutricional, pues son formulaciones de
bajo aporte caldrico.

Caracterizacion microbiolégica

Los valores obtenidos del recuento de aerobios mesodfilos
determinado para ambas bebidas fermentadas fueron cercanos,
de 35x10"UFC/mLyde 38x 10" UFC/mL paralaFormulacion 1y 2,
respectivamente. Estos resultados son un indicativo de inocuidad
de las bebidas fermentadas y el bajo valor encontrado para ambas
bebidas podria sugerir que el Unico crecimiento microbiano es
el relacionado con los cultivos probidticos inoculados. En la
prueba de coliformes totales realizada no se observé turbidez,
ni presencia de gas en ninguno de los tubos inoculados en
caldo bilis verde brillante, evidenciando con esto la ausencia de
coliformes. De acuerdo a la norma venezolana COVENIN 1104-
1996 [10] cuando hay ausencia de turbidez en las tres diluciones,
el contenido de coliformes es inferior a 3 NMP/mL. Este resultado
se encontré para las dos formulaciones estudiadas, por lo que
no se continud con los ensayos que contempla la mencionada
norma para la deteccién de coliformes fecales y Escherichia
coli. En la prueba de deteccion de Staphylococcus aureus, las
placas de Petri con agar Baird Parker inoculadas en superficie
con las muestras de cada bebida, al cabo de 24 horas, estuvieron
carentes de crecimiento microbiano, sin presencia de colonias de
éste con las caracteristicas indicadas para este microorganismo.
De acuerdo a lo indicado en la Norma COVENIN 1292-04 [11], la
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presencia de S. aureus se confirma por la aparicion de colonias
circulares, suaves, humedas y convexas con un didmetro entre
2-3 mm, de color gris oscuro o negras brillantes. Estos resultados
indican que las dos bebidas fermentadas obtenidas poseen alta
calidad microbioldgica.

Viabilidad de las bebidas durante la conservaciéon

En la TABLA lll se muestran los resultados de los analisis
fisicoquimicos y microbiologicos realizados a las bebidas
fermentadas durante los 21 d de conservacion bajo refrigeracion
entre 4y 6°C. Se observa que tanto el pH como la acidez titulable
de la bebida preparada con la Formulacion 1, mantienen su valor
inicial de 5,00 y 68 mL NaOH 0,1 N/ 100 mL, respectivamente,
durante los 21 d de almacenamiento bajo refrigeracion. Estos

resultados concuerdan con el hecho de que el contenido de
microorganismos probidticos, Lactobacillus acidophilus, en este
caso, se mantiene en el orden de 10® UFC/mL variando 38 a 28 x
108UFC/mL entre el d 1 y el 21 de la conservacién de la bebida.
Este microorganismo es mesdfilo, de forma que al almacenar la
bebida 4 y 6° C, la temperatura estaria muy por debajo de su
temperatura 6ptima de crecimiento, haciendo que la fermentacion
se vuelva muy lenta y por ende muy pocos cambios en el contenido
de probidticos, el pH y la acidez titulable. Resultados similares
se encontraron para la bebida preparada con la Formulacion 2.
Tanto el pH como la acidez titulable se mantienen en 4,85y 72
mL NaOH 0,1 N/ 100 m, durante el tiempo de almacenamiento. El
contenido de microorganismos probidticos varié de 39 x 10" UFC/
mL en el dia 1 a 31 x 10" UFC/mL en el d 21.

TABLA I
PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS MONITOREADOS DURANTE LA CONSERVACION DE LAS BEBIDAS
FERMENTADAS

Dia 1 7 14 21

Formulacién F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2

pH 5,05 4,85 5,05 4,82 5,00 477 500 477
Acidez titulable

Nz 6 1100 mLy 68 72 68 72 70 73 70 73
Contenido de Probioticos 38x10° 39x107 35x10° 39x107 28x10° 31x107 28x10° 31 x 107

(UFC/mL)

Nota: Valores promedio = 1 desviacion estandar

Al mantenerse estable el contenido de probidticos, en 108y 107
UFC/mL, para la Formulacién 1y 2, respectivamente, durante los
21dde conservacion, las bebidas conservan su caracter probiético
durante todo el tiempo de vida util en anaquel, cumpliendo con
lo requerido tanto por Norma venezolana COVENIN 2394-2001
para yogurt [5] como por la Norma internacional CODEX 243-
2003 para leches fermentadas [2]. Es importante resaltar que
entre mayor sea el exponente del crecimiento microbiano, mayor
es el beneficio desde el punto de vista probiotico [2].

Los valores constantes de pH, 5,00 para la Formulacion 1y
4,85 para la Formulacion 2, durante los 21 d de conservacion,
hace que sean bebidas palatables, sensorialmente agradables
hasta el ultimo d de vida util, pues el consumidor experimentara
en el d 21 una acidez idéntica a la del d 1.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por
otros investigadores. Sepulveda y col. [18], quienes evaluaron las
caracteristicas fisicoquimicas durante el almacenamiento de una
bebida fermentada preparada a base de LS con adicion de pulpa
de Maracuya, encontrando que tanto el recuento de probioticos
como el pH se mantenian durante el almacenamiento, indicando
un tiempo en anaquel de 21 d. Condor y col. [3] evaluaron una
bebida preparada a base de LS utilizando células inmovilizadas
de Kluyveromyces marxianus durante el almacenamiento,
indicando que la bebida era microbiolégicamente aceptable,

con un perfil de acidez y pH que se mantuvo hasta el quinto
mes de evaluacion, tanto a temperatura ambiente (22°C) como
bajo refrigeracion (4°C). Hernandez y col. [15] evaluaron una
bebida a base de LS inoculada con Lactobacillus reuteri y
Bifidobacterium bifidum, encontrando que la bebida cumplia el
criterio de alimentos probiéticos de forma aceptable, luego del
almacenamiento a 4°C durante 30 d.

CONCLUSIONES

Las bebidas fermentadas evaluadas poseen caracteristicas
fisico-quimicas tales que resultan atractivas desde el punto
de vista nutricional. Ambas bebidas presentaron ausencia de
coliformes y muy baja presencia de microorganismos aerobios
mesofilos, mostrando una aceptable calidad microbioldgica. La
vida util bajo refrigeracion para las dos bebidas fue de 21 d, con
un contenido de microorganismos probiéticos superior a 10 UFC/
mL, cumpliendo con lo requerido a nivel nacional e internacional
para alimentos con caracter probidtico.
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