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Optimizacion de pasteurizacion y tiempo de incubacion en la elaboracion de queso
keferinado fortificado con esteroles vegetales

Samantha Abigail Proafio Pacheco
Krystina Alejandra Lema Almeida

Resumen: Las tendencias de consumo de alimentos naturales y funcionales promueven la
innovacion de productos. El kéfir es un cultivo lactico natural reconocido por sus excelentes
propiedades nutricionales y terapéuticas, asi mismo el fitosterol es un compuesto de origen
vegetal capaz de reducir el colesterol sanguineo. El presente trabajo tuvo como finalidad
desarrollar un flujo de proceso para un queso keferinado combinando temperaturas de
pasteurizacion y tiempos de incubacion, optimizarlo mediante la Metodologia de Superficie
de Respuesta y evaluar el producto con y sin adiciéon de fitosterol. Dos fases fueron
utilizadas, en la primera las variables que resultaron significativas con una P<0.10 fueron
purga, rendimiento, pH, color a* y viscosidad, determinando asi 90 °C de temperatura de
pasteurizacién y 20 horas de incubacién como tratamiento 6ptimo. En la segunda fase se
elaboro el queso con el tratamiento 6ptimo y se le agregd 0.75 g de fitosterol esterificado
con aceite de oliva en 30 g de producto. Se realizaron los mismos analisis de la primera fase
incluyendo un analisis proximal al dia cero, un analisis sensorial discriminatorio y de
preferencia y un analisis de costos variables. Los quesos con y sin fitosterol no tuvieron
diferencias en el analisis sensorial, sin embargo, en el analisis proximal el contenido graso
del queso con fitosterol aument6 en 2.74% (6.45 vs. 3.71%) y su costo para una
presentacion de 450 g duplicé al queso sin fitosterol (L.40.01 vs. L.19.97), debido al aceite
de oliva afadido.

Palabras clave: Cromatografia, fitosterol, kéfir, leche fermentada, superficie de respuesta.

Abstract: Consumer trends of natural and functional foods promote product innovation.
Kefir is a natural lactic culture known by its excellent nutritional and therapeutic properties,
as well phytosterol is a vegetal compound able to reduce blood cholesterol. The purpose of
this study was to develop a process flow for a kefir cheese combining pasteurization
temperatures and incubation times, optimizing it with Response Surface Methodology and
assess this product with and without phytosterol additions. Two phases were evaluated, in
the first phase the significant variables using a P<0.10 were purge, yield, pH, color a*, and
viscosity. It was established 90 °C for the pasteurization temperature and 20 hours for the
incubation time as the optimal treatment. In the second phase it was elaborated the cheese
with the optimal treatment and then it was added 0.75 g of phytosterol esterified with olive
oil by 30 g of product. Same analyses done in the first phase were performed, including a
proximal analysis at day zero, a discriminatory and a preference sensory analysis and
variable costs analysis. Cheeses with and without phytosterol did not presented statistical
differences for the sensory analyses, however, in the proximal analysis it was observed that
fat content in the cheese with phytosterol increased 2.74% (6.45 vs. 3.71%) and its costs
for a 450 g presentation duplicated the cheese without phytosterol (L.40.01 vs. L.19.97),
due to the olive oil added.

Keywords: Chromatography, fermented milk, kefir, phytosterol, response surface.
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1. INTRODUCCION

Una nutricion adecuada implica el consumo de alimentos que satisfagan las necesidades de
cada organismo y que comprenda una dieta que incluya diferentes grupos de alimentos en
cantidad y calidad suficientes para reducir el riesgo de enfermedades, mejorar el desarrollo
fisico y mental, incrementar la respuesta inmunoldgica y mantener una vida saludable
(OMS 2015). Parte de esa nutricién la proporciona la ingesta de leche y productos lacteos
derivados.

Los humanos dependemos de la leche materna durante los primeros meses de vida, sin
embargo, ésta va reduciendo su valor nutricional por lo que tienen que incluirse alimentos
que la complementen y posteriormente la sustituyan. La leche de vaca reemplaza el
consumo de leche materna, con la domesticacion del ganado vacuno, ésta constituye una
parte importante en la dieta del hombre y dado su alto valor nutricional ha sido denominada
como el alimento casi perfecto (Gémez y Bedoya 2005). La composicion de la leche varia
segun la raza de la vaca, su alimentacion y la época del afio, aunque se mantiene
relativamente constante: 88% de agua, 4.7% de lactosa, 3.5% de proteina, y 3.7% de grasa,
también contiene alrededor de 1% de minerales como el calcio y fosforo y vitaminas A, D
y E (Romero y Mestres 2004).

El descubrimiento accidental y la experiencia de consumo de las leches fermentadas
permitio descubrir que éstas eran mejor digeridas y mas toleradas por las personas. A partir
de esto se originaron quesos, yogures, cuajadas y también el kéfir (Galvez 2012). El kéfir
proviene de la regién del Caucaso en Europa, en donde tenian la cultura de modificar la
leche a queso y yogur por medio del cuajo extraido de animales lactantes; este residuo vivo
que quedaba adherido a las paredes de los recipientes usados les permitia fermentar la nueva
tanda de una manera mas rapida y sin la necesidad de usar cuajo del mamifero (Calvente
2009).

El kéfir es una asociacién simbidtica de bacterias probioticas (lactobacilos vy
acetobacterias) y levaduras en forma de granulos, estos microorganismos fermentan la
leche en condiciones de higiene aportando propiedades conservadoras que frenan a los
microorganismos responsables de la degradacion. Durante este proceso los granulos de
kéfir cambian a la leche normal en leche keferinada a través de una fermentacion lacto-
alcohdlica, produciendo &cido lactico, etanol, acido acético y dioxido de carbono (Galvez
2012). La leche keferinada es parecida en apariencia a un yogur casero; entre sus
propiedades nutricionales y terapeuticas estan: retardar el cancer de mama, restablecer la
flora intestinal, incrementar el valor biol6gico y asimilacion de la caseina a través de su
desnaturalizacion y desdoblar la lactosa en glucosa y galactosa permitiendo que personas
lacto-intolerantes puedan consumirla (Conis 2008).



La leche entera contiene 14 mg de colesterol, la leche semidescremada 8 mg y la leche
descremada 5 mg por cada 100 g (USDA 2015). Los productos lacteos contienen una
cantidad significativa de colesterol que con alto consumo aumentan la concentracion del
mismo en la sangre y con esto, la probabilidad de sufrir de enfermedades
cardiovasculares. Uno de los objetivos de los alimentos funcionales es mejorar o agregar
compuestos a los alimentos para favorecer el perfil lipidico del organismo, reduciendo los
niveles de colesterol, triglicéridos y acidos grasos saturados y aumentando los acidos
grasos mono Yy poliinsaturados (Sanclemente et al. 2012).

Los esteroles vegetales o fitosteroles se consideran componentes funcionales por su
actividad hipocolesteromiante, lo cual disminuye los niveles de colesterol de baja densidad
(LDL) plasmatico entre un 10 y 15%. Gracias a esto y a otros estudios realizados, la Union
Europea ha permitido su uso en grasas para untar, leches fermentadas, bebidas de soya,
bebidas de fruta a base de leche y quesos (Conchillo et al. 2005). Los fitosteroles son
componentes estructurales y funcionales de las membranas de las células vegetales con una
estructura quimica similar al colesterol pero con pequefias variaciones en la cadena
hidrocarbonada lateral, esto genera una absorcidn de colesterol ineficiente a nivel intestinal
dado la competencia entre ambos (Jones et al. 1997), ademas reducen la reesterificacion del
colesterol en los enterocitos por inhibir la actividad de la enzima acilCoA-Colesterol Acyl
Transferasa (ACAT) o aumentan la actividad y expresion del transportador tipo ABC que
acelera el eflujo de colesterol desde las células intestinales al lumen intestinal (Plat et al.
2000).

En una dieta habitual, las personas consumen de 150 a 400 mg de fitosteroles diarios y solo
los vegetarianos o con dieta japonesa pueden alcanzar de 500 a 1000 mg/dia. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (ESFA) ha establecido que si se afiade al menos 1 g/dia
de fitosterol, en forma de suplemento, se puede reducir el colesterol LDL entre un 10 y un
14%, sin embargo, un exceso del mismo puede reducir el nivel plasmatico de beta-carotenos
y en menor proporcién de vitamina A y vitamina D, por lo cual no es recomendable
sobrepasar 3 g/dia (Plaza 2001). Su ingesta se restringe en particular a mujeres
embarazadas, en periodo de lactancia o a nifios menores de cinco afios (Hidalgo 2004). Los
principales fitosteroles funcionales son el beta-sitosterol, campesterol y estigmasterol y se
encuentran en aceites vegetales, semillas, frutos secos, legumbres, productos concentrados,
extractos y suplementos nutricionales (Sanclemente et al. 2012).

Los objetivos del presente estudio fueron:

e Desarrollar una formulacion y un flujo de proceso de un queso elaborado con leche
keferinada fortificado con esteroles vegetales.

e Establecer el nivel 6ptimo de la temperatura de pasteurizacion y el tiempo de incubacion
de los granulos de kéfir para obtener un queso con las propiedades fisicoquimicas
deseadas utilizando un modelo matematico de superficie de respuesta.

e Comparar sensorialmente el tratamiento 6ptimo con y sin esteroles vegetales a través de
una prueba afectiva de preferencia y una prueba de discriminacion.

e Determinar los costos variables del tratamiento 6ptimo con y sin fitosterol.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. La investigacion se realiz6 en la Planta de Procesamiento de Léacteos y el
Laboratorio de Analisis de Alimentos de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
localizada en el km 32 al Este de Tegucigalpa, Departamento de Francisco Morazén,
Honduras, C.A.

Materiales. Se obtuvo leche estandarizada al 2% de grasa de la Planta de Procesamiento
de Lé&cteos de Zamorano a 4 °C y con un ATECAL de 0.14- 0.15%. Los andlisis de acidez
se validaron con el método AOAC 920.124 y el de grasa con el método de Babcock AOAC
989.04. El cultivo lactico kéfir fue extraido de un cultivo madre seleccionado en Sangolqui,
Ecuador y transportado a Zamorano en un medio aerobico a temperatura ambiente. El
esterol vegetal Beta Sitosterol (Plant Sterol) Pure Powder fue adquirido a través de una
compra en linea en Bulk Supplements.

Pruebas Preliminares. Se elabord queso utilizando leche estandarizada al 2% de grasa con
cuatro tratamientos térmicos: 75 °C durante 15 segundos, 85 °C durante 15 segundos, 85
°C durante 30 minutos y 95 °C durante 30 minutos. Se tom06 1.0 L de leche de cada
tratamiento y se incubaron 40, 50, 60 o 70 g de kéfir por 18, 20, 22, 24 o 36 horas a una
temperatura de 28-29 °C. A partir de estas pruebas se establecié que las mejores
caracteristicas fisicas en cuanto a viscosidad del queso se obtuvieron con las leches con
mayor tratamiento térmico (85 °C/ 30 minutos y 95 °C/ 30 minutos) con 50 g de kéfir, lo
que permiti6 establecer los puntos centrales del disefio experimental.

Disefio experimental (Primera fase). El disefio experimental empleado fue el método de
Superficie de Respuesta con un disefio de composicién central rotacional de segundo orden.
Este método incluye técnicas matematicas y estadisticas que permiten modelar problemas
en donde las variables de interés son influenciadas por otras (Gutiérrez y De la Vara 2008).
Las variables del proceso fueron codificadas (-1, 0, +1), segun la ecuacion:
. . Z
xi = Xi - i [1]

Dénde:

xi = Valor codificado de la variable Xi

Xi = Valor real de la variable

Z =Valor real de la variable en el punto central
Axi = Valor del intervalo de variacion de xi

! Compra en linea, disponible en: http://www.bulksupplements.com/phytosterol-beta-sitosterol.html
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Se delinearon las variables axiales -o. y +a de acuerdo al namero factorial (F = 2¥), donde
k fue el nimero de variables independientes (k = 2), los valores fueron definidos por la
ecuacion:

1 1
a=F = (2'<)/“: 1414  [2]

El nimero de unidades experimentales que formaron el disefio factorial completo se
calcularon segun la ecuacion:

n=2%+2k+m [3]

Donde:

2% = nlmero de puntos factoriales

2k = namero de puntos axiales

m = namero de réplicas del punto central

Se usaron dos variables independientes y dos niveles codificados para un total de 13
unidades experimentales, siendo cuatro factoriales -1 y +1, cuatro axiales -o y +a y cinco
puntos centrales que sirvieron como estimado del error experimental y determinacion de la
precision del modelo matematico (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion del disefio experimental.

Expresion Cantidad de puntos
2k =22 4 Factoriales
2k=2x2 4 Puntos axiales
m 5 Puntos centrales

13 Unidades experimentales

Los niveles de las variables independientes resultaron de la combinacion de todos los
niveles factoriales, axiales y centrales utilizados (Cuadro 2).

Cuadro 2. Niveles de las variables independientes.

Niveles Temperatura de pasteurizacion(°C) Tiempo de incubacién (h)
X1 X2
—o 84.34 17.18
-1 86.00 18.00
0 90.00 20.00
1 94.00 22.00
+a. 95.66 22.83




El andlisis de los resultados del modelo experimental se realizo a través de una ecuacion en
donde se combinaron las dos variables independientes y una variable dependiente, siendo
la respuesta una funcién de los niveles combinados. Se realizé un analisis de regresion al
polinomio de segundo orden para cada variable dependiente con una ecuacion general:

Yi= (Bot+ BiX1+ BaXo+ PuXi® + BaaXo® + ProX1 X2+ €) [4]

Donde:

Yi = Funcidn respuesta

X1y X2 = Valores de las variables independientes

Bo = Coeficiente relativo con la interpretacion del eje

BlyB2 = Coeficientes lineales estimados por el método de minimos cuadrados
B11y B22 = Coeficientes de variables cuadraticas

P12 = Coeficiente de interaccion entre variables independientes

€ = Error experimental

Los coeficientes en el modelo del polinomio de segundo orden fueron ajustados segln los
resultados obtenidos en el disefio experimental. El delineamiento del disefio experimental
es la representacion completa de todas las variables independientes codificadas y
decodificadas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Delineamiento del disefio experimental completo.
Niveles de variables codificadas Niveles de variables decodificadas

Tratamiento

A B Temperatura (°C)  Tiempo (h)
1 -1 -1 86.00 18.00
2 -1 1 86.00 22.00
3 1 -1 94.00 18.00
4 1 1 94.00 22.00
5 -1.414 0 84.34 20.00
6 1.414 0 95.66 20.00
7 0 -1.414 90.00 17.17
8 0 1.414 90.00 22.83
9 0 0 90.00 20.00
10 0 90.00 20.00
11 0 0 90.00 20.00
12 0 0 90.00 20.00
13 0 0 90.00 20.00

La significancia de los coeficientes estimados en el modelo ajustado se comprobd con un
analisis de varianza de los datos (Cuadro 4). Para considerar al modelo predictivo el
estadigrafo calculado se comparé con el F tabular a un 10% de nivel de significancia; si F
calculada > F tabular entonces el modelo resulto significativo, ademas se hizo un analisis
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de ajuste del modelo con R? (proporcion total de la variacion de las observaciones con
respecto a su media) en donde se esper6 que sea mayor a 0.60 y se evalud que la falta de
ajuste no fuese significativa.

Cuadro 4. Método de calculo de analisis de varianza.

Fuente Suma de Grados de Media de F calculada F tabular
cuadrados Libertad Cuadrados

SSR SSR F(p-1, N—-p)

Regresion SSR -1 —1 p—1
g p p <E
N-p

SSE
Residuo SSE N-p N-—-p
Total SST N -1

p: numero de términos del modelo ajustado.

Analisis Estadistico. ElI procesamiento de los datos se realizd con el programa
STATISTICA versién 7.0 usando las variables independientes codificadas para la
obtencion de los coeficientes de regresion y analisis de varianza; y las variables
decodificadas para la generacion de las superficies de respuesta. Para las variables que no
fueron significativas (no cumplieron con los tres parametros antes mencionados) se realizd
una separacion de medias ajustadas con LSmeans y un analisis de varianza (ANDEVA) con
un nivel de significancia del 5%, utilizando el programa “Statistical Analysis System”
(SAS® version 9.3).

Pasteurizacion de la leche. La leche se pasteuriz6 en una marmita durante 30 minutos a
las temperaturas que indica el Cuadro 3. Se dejé enfriar y se envasd para su posterior
almacenamiento a 4 °C.

Elaboracion de queso a partir de kéfir. Se mezcld 1.0 L de leche pasteurizada al 2% de
grasa y con 0.14-0.15% de ATECAL a 28-29 °C con 50 g de kéfir, se afiadio 0.01% de
cuajo y se incub6 a 28-29 °C a cinco tiempos de incubacion segun indica el Cuadro 3.
Después de la incubacion se colocé el queso en un colador plastico para eliminar el suero,
retener el queso y retirar los granulos de kéfir, se afiadio 1% de sal y 0.1% de sorbato de
potasio con respecto a la cantidad de queso obtenida.

Adicion de fitosterol al queso. Se establecié el mejor tratamiento segln el disefio
experimental y se afiadié 0.86 g de fitosterol (87% pureza) por cada 28.28 g de queso. El
fitosterol fue disuelto en aceite de oliva extra virgen en una proporcion de 1:1 dado sus
propiedades hidrofobicas (Kutney et al., 2005) y posteriormente se incorporo al queso,
obteniendo una concentracién final de 0.75 g de fitosterol por 30 g de producto.



Inicio

Recepcidon de leche

Estandarizacion
(2% grasa)

Pasteurizacién
(84- 96 °C/ 30min)

Enfriamiento
(28-29 °C)

Inoculacién
50 g de kéfir/L de leche

Adicion cuajo (0.01%)

Incubacién
(17-23h a 28-29 °C)

Colado de kéfir

Adicion
Sorbato de potasio (0.1%)
Cloruro de sodio (1%)
Fitosterol (2.5%)
Aceite de oliva (2.87%)

Almacenamiento
(4-7 °C)

Fin

Figura 1. Flujo de proceso de queso keferinado fortificado con esteroles vegetales.



Determinacion de purga. Se colo el queso después de la incubacion y con un Erlenmeyer
graduado se midié la cantidad de suero de leche (purga) que desprendid, el porcentaje de
purga se determind en base a la cantidad de leche inoculada.

Determinacion de rendimiento. Se colo el queso para separarlo del kéfir y suero de leche.
Se pesd en una balanza y su porcentaje de rendimiento se determind en base al peso de
leche inoculada.

Analisis de grasa. Se midi6 el contenido graso al dia cero de cada tratamiento pesando 9 g
de queso en un butirébmetro y afiadiendo 10 mL de agua hirviendo, se procedié con el
método de Babcock AOAC 989.04.

Analisis de ATECAL. Se estimo la acidez de cada queso al dia cero, mezclando 9 g de
queso con 9 mL de agua destilada, después se extrajeron 9 mL de la solucién y se afiadieron
seis gotas de fenolftaleina, la acidez fue medida con el método AOAC 920.124.

Analisis de pH. El pH de cada muestra fue medido al dia cero y por triplicado usando el
método estdndar AOAC 981.12, con un potenciometro HM digital PH-200 calibrado con
soluciones buffer de cuatro y siete.

Analisis de color. Se evalud el color del queso al dia cero y por triplicado con el
instrumento Hunter L* a* b* modelo 45/0 calibrado y su software (ASTM D6290). Para
cada tratamiento los resultados se presentaron en una escala de triple estimulo (L* a* b*),
donde L* va de 0 siendo color negro y 100 siendo color blanco, a* que va de —60 a 0 para
el color verde y de 0 a +60 para el color rojo y b* de —60 a 0 para el color azul y 0 a +60
para el color amarillo. Con base a estos valores se determind el indice de blancura de cada
tratamiento usando el método ASTM E313.

Analisis de viscosidad. Se determind la viscosidad del queso al dia cero con el Redmetro
Brookfield DV-I11 Ultra V6.1 LV spindle LV4 segln el método descrito en 1ISO 1652:2004.
En un vaso de precipitacion se colocaron 200 mL de queso, se evalud por triplicado a 100,
125 y 150 rpm de manera ascendente y descendente. Los analisis fueron realizados a 23-24
°C y sus resultados fueron reportados en Pa.s.

Analisis microbiologico. Se realizé un conteo de coliformes con la técnica de vaciado en
placa. Se diluyeron 5 g de queso al dia cero en 25 mL de agua peptonada y se colocd 1 mL
de esta solucién en un plato Petri previamente esterilizado, se afiadio aproximadamente 30
mL de medio de cultivo selectivo Violeta Rojo y Bilis Agar (VRBA) y se incub6 a 3512 °C
durante 24 horas. Cada tratamiento se evaluo por duplicado y los resultados se expresaron
en UFC/qg.

Segunda fase. A partir de los resultados obtenidos en la primera fase se determiné la
combinacion Optima de la temperatura de pasteurizacion de la leche y el tiempo de
incubacion del cultivo para la elaboracidn del queso keferinado, se compararon dos quesos,
uno sin adicion de fitosterol y otro con 0.75 g de fitosterol por cada 30 g de producto. A
ambos tratamientos se les realiz6 las pruebas mencionadas anteriormente, ademas las que
se detallan a continuacion.



Analisis proximal. Se hizo un andlisis proximal al queso con vy sin fitosterol al dia cero.
Se midio el contenido de humedad por horno de conveccion usando el método AOAC
952.08, grasa con el método de Soxtec AOAC 991.36, proteina con el método AOAC
955.04, cenizas usando incineracion en seco y con el método AOAC 923.03, fibra cruda
con el método AOAC 962.09, actividad de agua con el AquaLab usando el método AOAC
978.18 y por diferencia se estimo la cantidad de carbohidratos presente. Se realiz6 una
separacion de medias con el método de Duncan con 5% de significancia.

Determinacion de esteroles vegetales. Se determinG la concentracion de fitosteroles
usando un método adaptado al reportado por Bafiuls (2012), siguiendo el siguiente
procedimiento:

e Extraccion de grasa. La muestra de queso se sometio a hidrdlisis acida utilizando HCI
4N y su contenido lipidico se extrajo con el método de Soxtec AOAC 991.36.

e Saponificacion. La grasa obtenida fue redisuelta en 6 mL de hexano y evaporada en un
rotavapor (120 rpm a 70 °C) hasta obtener aproximadamente un volumen de 2 mL, se
adicion6 1 mL de KOH 2M en metanol y se agitd en un vortex durante 30 segundos. La
mezcla se calentd en bafio maria a 65 °C durante una hora y después de enfriar se agregd
1 mL de agua destilada y 3 mL de hexano, la solucién fue transferida a tubos de ensayo
donde se agité un minuto en un vortex.

e Derivatizacion. Se centrifugaron las muestras a 1800 rpm por cinco minutos, el
insaponificable fue filtrado con una jeringa de 0.45 pL vy transferido a un balon. La
solucion se calentd a 65 °C durante una hora en bafio maria y una vez frio el residuo fue
redisuelto en 100 pL de trimetilclorosilano y 0.5 mL de dimetilformamida.

Cromatografia de gases. Se inyectd 1.0 pL de la solucion en el cromatdgrafo de gases con
especificas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Condiciones cromatograficas empleadas para cuantificar esteroles vegetales en

queso.
Fases Condiciones
Modo Split 97.8:1
Gas Portador Hidrogeno, flujo: 301 mL/ min

Condiciones del Inyector °T: 300°C, presion:10 psi, flujo H2: 301 mL/min
Condiciones de la Columna  HP- 5 5% Phenyl Methyl Siloxane presion:10 psi,
flujo: 0.3 mL/min
Condiciones del Horno °T inicial:150 °C (3 min)
Rampa 1: 30 °C/min hasta alcanzar 280 °C (23 min)
Rampa 2: 10 °C/min hasta alcanzar 295 °C (10 min)
Condiciones del Detector °T: 300 °C, flujo Hz: 35 mL/min, flujo aire: 280 mL/min
Tiempo total 42 min aproximadamente
Fuente: Bariuls 2012; adaptado por las autoras.




Analisis sensorial. Se evalu6 sensorialmente el queso con y sin fitosterol en el dia cero. Se
realiz6 una prueba discriminatoria de duo-trio a 50 personas y posteriormente una prueba
afectiva de preferencia pareada a 100 personas. Ambos analisis fueron analizados con una
prueba binomial a 5% de significancia.

Evaluacion de ATECAL y purga en el tiempo. Se evalud cada tres dias y en condiciones
de almacenamiento (4-7 °C) la concentracion de ATECAL vy la cantidad de suero (purga)
que liberé el queso.

Determinacion de costos variables. Se realizd un andlisis de costos variables para las
presentaciones de 230 y 450 g de queso keferinado con y sin fitosterol. Los resultados
fueron expresados en lempiras (L.) y en su equivalente en délares (USD) con una tasa de
conversion actual de L. 22.02 por cada dolar.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Valoracion general. Los 13 tratamientos se elaboraron seglin la metodologia descrita
previamente utilizando una cepa de kefir autoctono como cultivo madre iniciador. Se partié
de las variables independientes temperatura de pasteurizacion y tiempo de incubacion, y se
generaron respuestas sobre las variables de purga, rendimiento, grasa, pH, ATECAL,
coliformes, color L*, a*, b*, indice de blancura y viscosidad para luego optimizarlas. La
funcion de respuesta se expresd con una ecuacion polinomial ajustada a un polinomio
segundo orden.

En primera instancia serdn discutidas las variables dependientes que resultaron
significativas en el modelo de superficie de respuesta y después a las variables que no
resultaron significativas con este método.

Primera Fase.

Andlisis de purga y rendimiento. La purga es el suero colectado luego del colado del
queso y el rendimiento es la matriz de producto formada a traves de la fermentacidn acida.
Estos pardmetros estuvieron inversamente relacionados ya que la purga se redujo de 60-
50% (figura 2) mientras que el rendimiento aumentd de 30-70% (figura 3) a medida que la
temperatura de pasteurizacion de la leche en donde se inoculd el cultivo incremento, sin
embargo, el tiempo de incubacion no tuvo efecto para ninguna de estas variables.

Cuadro 6. Andlisis de varianza, coeficientes de regresion y R? para la variable purga en
funcion de la temperatura de pasteurizacion y del tiempo de incubacion en el queso
keferinado.

Factor Coeficiente de regresion  Significancia
Intercepto 6.61E+01 0.000106"
X.: temperatura de pasteurizacién —4.24E+00 0.280933
Xz: temperatura de pasteurizacion —8.99E+00 0.069566"
X:: tiempo de incubacién —2.58E+00 0.490668
Xz: tiempo de incubacion —4.82E+00 0.257736
X.X.: interaccion tiempo y temperatura —1.45E—01 0.977426
R?=0.61

* Factor significativo para una P< 0.10
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La expresion matematica que representa la purga (%) es un modelo cuadratico de segundo
orden con productos cruzados que son expresados por los coeficientes que fueron
significativos (Cuadro 6) segun indica la ecuacion:

Purga (%) = 66.052 —8.991 X;2 [5]

El R? encontrado para la variable purga fue de 0.61, la prueba F con un nivel de significancia
del 10% generd un valor F calculado de 7.30 > F tabular 3.23 (Anexo 3) y la falta de ajuste
de 0.62 no fue significativa. Por lo descrito, esta variable presentd un comportamiento
predictivo ya que cumplié con los tres parametros.

En la superficie de respuesta generada por el modelo se observo que a mayor temperatura
de pasteurizacion la purga del queso disminuyd independientemente del tiempo de
incubacion de los granulos de kéfir (figura 2), a pesar de esto Gutiérrez et al. (2003),
concluyeron que la sinéresis o purga aumenta significativamente conforme aumenta el
tiempo de incubacion (24, 36 y 48 horas). La diferencia con el presente estudio se puede
atribuir a que el tipo de kéfir utilizado en la inoculacion fue un cultivo liofilizado, ademas
el tratamiento térmico fue de 90 °C por 10 minutos lo que incidié directamente en el
aumento de la purga, comparandola con los tratamientos térmicos superiores analizados en
el presente estudio.

R?= 0605

I 60
B 50

Figura 2. Superficie de respuesta del efecto del tiempo de incubacién (h) y temperatura de
pasteurizacion (°C) en la cantidad de purga del queso keferinado.
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Cuadro 7. Andlisis de varianza, coeficientes de regresion y R? para la variable rendimiento
en funcion de la temperatura de pasteurizacion y del tiempo de incubacion en el queso
keferinado.

Factor Coeficiente de regresion  Significancia
Intercepto 2.67E+01 0.001569"
X.: temperatura de pasteurizacion 6.99E+00 0.064773"
Xz temperatura de pasteurizacion 9.54E+00 0.032258"
X.: tiempo de incubacion 2.10E+00 0.490290
Xz tiempo de incubacién 5.09E+00 0.160640
X.X.: interaccion tiempo y temperatura 6.67E-01 0.872636
R?=0.69

* Factor significativo para una P<0.10

La expresion matematica que representa el rendimiento (%) es un modelo cuadratico de
segundo orden con productos cruzados que son expresados por los coeficientes que fueron
significativos (Cuadro 7) segln indica la ecuacion:

Rendimiento (%) = 26.734 + 6.9851 X1 + 9.5418 X1  [6]

El R% encontrado para la variable rendimiento fue de 0.69, la prueba F con un nivel de
significancia del 10% gener6 un valor F calculado de 7.57 > F tabular 2.92 (Anexo 3) y la
falta de ajuste de 0.32 no fue significativa. Al cumplir con los tres parametros antes
mencionados esta variable presenté un comportamiento predictivo.

El tratamiento térmico con altas temperaturas es un método de pasteurizacion ampliamente
utilizado para la elaboracion de leches fermentadas ya que promueve la produccién de acido
lactico desde el principio, lo cual es deseable en este tipo de productos porque genera una
textura firme (Zimmermann y Ruiz 2010). En la superficie de respuesta generada se observo
que a mayor temperatura de pasteurizacién el rendimiento del queso fue mayor (figura 3),
esto coincidié con lo reportado por Frau et al. (2014) cuando obtuvieron una cuajada mas
débil y delgada con mejor textura, apariencia visual, untabilidad y mayor capacidad de
retencién de suero al haber aplicado mayores temperaturas de pasteurizacion.
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Figura 3. Superficie de respuesta del efecto del tiempo de incubacién (h) y temperatura de
pasteurizacién (°C) en el rendimiento del queso keferinado.

La caseina de la leche es una proteina termoestable, mientras que las proteinas del suero no
toleran temperaturas por encima de los 65 °C (Rosado y Rosado 2013). Al haber estudiado
el efecto de las temperaturas en el queso en un rango superior al tolerable por estas ultimas
se esperd que se degraden y por tanto alteren su estructura, sin embargo, al obtener una
mayor consistencia con el incremento de la temperatura de pasteurizacion se pudo atribuir
que las proteinas del suero se juntaron con las caseinas presentes, lo cual establecié una
matriz estable que redujo la pérdida de suero en el colado e increment6 el rendimiento.

Walstra et al. (2006), afirmaron que la union de estas dos proteinas lacteas ocurre por una
desnaturalizacion de las proteinas séricas, en donde el alto tratamiento térmico incrementa
y deja expuestos los grupos thiol para reaccionar con uno de los enlaces disulfuro de otra
molécula y asi formar un dimero o trimero relativamente soluble, mismo que
posteriormente mediante agregaciones formara particulas insolubles o gelificados.

Analisis de pH. EIl rango de pH que tuvieron los quesos fue de 3.8 a 4.6, en donde los
valores mas altos fueron aquellos elaborados con leche pasteurizada a mayor temperatura y
los valores mas bajos pertenecieron al queso elaborado con leche con una temperatura de
pasteurizacion inferior (figura 4). La alta acidez que producen los granulos de kéfir durante
la fermentacion de la leche se debe a la produccion de acido lactico que procede de la lactosa
consumida por los microorganismos presentes, ademas se produce una leve fermentacion
alcohdlica y formacion de CO2 (Arslan 2014).
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Cuadro 8. Anlisis de varianza, coeficientes de regresion y R?para la variable pH en funcion
de la temperatura de pasteurizacion y del tiempo de incubacion en el queso keferinado.

Factor Coeficiente de regresion  Significancia
Intercepto 3.86E+00 0.000001"
X.: temperatura de pasteurizacion 1.36E-01 0.061607"
Xz temperatura de pasteurizacion 1.29E-01 0.084566"
X.: tiempo de incubacién —5.27E-03 0.925141
Xz tiempo de incubacién —3.11E-02 0.610825
X.X.: interaccion tiempo y temperatura 8.75E—02 0.305146
R?=0.64

* Factor significativo para una P< 0.10

La expresion matematica que representa el pH es un modelo cuadratico de segundo orden
con productos cruzados que son expresados por los coeficientes que fueron significativos
(Cuadro 8) segun indica la ecuacién:

pH = 3.856 + 0.1356 X1 + 0.1289 X12  [7]

El R? encontrado fue de 0.64 para la variable pH, la prueba F con un nivel de significancia
del 10% generd un valor F calculado de 6.02 > F tabular 2.92 (Anexo 3) vy la falta de ajuste
de 0.41 no fue significativa. Por lo descrito, esta variable presentd un comportamiento
predictivo ya que cumplio con los tres parametros.

El pH es un factor importante dado que afecta a la caseina por su punto isoeléctrico de 4.6,
cuando este parametro disminuye forma una textura quebradiza en el queso por la
inestabilidad de las proteinas (Vargas y Villalta 2003). En la superficie de respuesta
generada por el modelo se observd que a mayor temperatura de pasteurizacion el pH del
queso aumento (figura 4). Los valores obtenidos se asemejaron al estudio de Teixeira et al.
(2011) donde describieron que después de 24 horas de fermentacion el pH del kéfir fue de
4.42, al igual que los valores de pH inferiores coincidieron con Garrote et al. (2001) que
concluyeron que el kéfir, obtenido de diferentes granulos, alcanzé un pH entre 3.5y 4.0y
con Luna que en 2015 describié que un pH de 3.8 fue hallado en las muestras con 5% de
concentracion de los granulos de kéfir en leche pasteurizada de 85 a 90°C durante 30
minutos.

15



2= (.44
 ENE

[ 142
R

Figura 4. Superficie de respuesta del efecto del tiempo de incubacién (h) y temperatura de
pasteurizacién (°C) en el pH del queso keferinado.

El tiempo de incubacion de los granulos de kéfir no tuvo una influencia en el cambio de pH
(figura 4), estos resultados coincidieron en parte con Gutiérrez et al. (2003) que evaluaron
el tiempo de incubacion del in6culo a 24, 36 o 48 horas, resaltando que en las ocho primeras
horas no hubo cambios significativos debido al prolongado periodo de latencia de las
bacterias, sin embargo, al transcurrir el tiempo el pH fue descendiendo hasta llegar a 4.38,
mismo que se mantuvo constante después de las 36 horas de incubacion, esto debido a que
la cantidad de lactosa disminuy6 por lo cual la flora microbiolégica no pudo consumir mas,
manteniendo asi estable el contenido de acido lactico y evitando una disminucion del pH.

Anélisis de color a*. Este valor expresa la escala verde a rojo en un rango de (—60 a +60).
El valor obtenido en el queso fluctué desde —1.0 a 0.4 a medida que se incremento la
temperatura de pasteurizacion (figura 5) con lo cual las coloraciones (verde/roja) fueron
practicamente imperceptibles y muy cercanas al eje central. Estas leves tendencias en color
pudieron deberse al crecimiento de los microorganismos del kéfir (color ligeramente
rosado) y a las riboflavinas presentes en el suero del queso (color ligeramente verde)
(Universidad de Zulia 2003). Pese a esto, el queso mantuvo su color blanquecino
caracteristico sin necesidad de afiadir colorantes.
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Cuadro 9. Analisis de varianza, coeficientes de regresion y R? para la variable color a* en
funcion de la temperatura de pasteurizacion y del tiempo de incubacion en el queso
keferinado.

Factor Coeficiente de regresion  Significancia
Intercepto —3.83E-01 0.018444*
X.: temperatura de pasteurizacion 3.86E-01 0.005934*
Xe: temperatura de pasteurizacion 9.83E-02 0.385989
X.: tiempo de incubacién 1.62E-01 0.145890
Xz: tiempo de incubacion 9.75E-03 0.929472
X.X.: interaccion tiempo y temperatura —1.39E-01 0.355962
R2=0.74

* Factor significativo para una P<0.10

La expresion matematica que representa el color a* es un modelo lineal de segundo orden
con productos cruzados que son expresados por los coeficientes que fueron significativos
(Cuadro 9) segun indica la ecuacion:

Color a* = —0.383 + 0.3860 X1 [8]

El R? encontrado para la variable color a* fue de 0.74, la prueba F con un nivel de
significancia del 10% genero un valor F calculado de 14.50 > F tabular 3.23 (Anexo 3) y la
falta de ajuste de 0.36 no fue significativa. Por lo descrito, esta variable presentd un
comportamiento predictivo ya que cumplié con los tres parametros.

w OOy

Figura 5. Superficie de respuesta del efecto del tiempo de incubacion (h) y temperatura de
pasteurizacién (°C) en el color a* del queso keferinado.
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Analisis de viscosidad. La viscosidad promedio que presentaron los quesos en el dia cero
disminuyé de 1.41 a 1.10 (Pa.s) a medida que aumento el gradiente de cizalla (figura 6).
Este comportamiento permitio clasificar al queso keferinado como un fluido no newtoniano
tipo pseudoplastico ya que conforme el gradiente de tensién cortante (100, 125, 150 rpm)
aumento, la viscosidad aparente del queso se redujo; impidiendo determinar una viscosidad
constante. Este comportamiento coincidio con lo reportado por Antoniou et al. (s.f).
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Figura 6. Reograma del queso keferinado.

La viscosidad es un parametro dependiente de la cantidad de kefiran y proteina presente en
el medio, por lo tanto a mayor velocidad de cizalla los arreglos y enlaces de proteinas se
desenredaron con la ruptura de los enlaces de hidrégeno. La urea es un compuesto que tiene
la capacidad de destruir los puentes de hidrdgeno en las proteinas, por lo tanto Taxiarhoula
et al. (2011), observaron de una forma inmediata que al agregar urea a la leche keferinada
ésta redujo notablemente su viscosidad. Esto también afectado por su bajo contenido graso
que disminuye el gusto, el aroma y la viscosidad (Brito et al. 2006).

Cuadro 10. Andlisis de varianza, coeficientes de regresion y R? para la variable viscosidad
a en funcion de la temperatura de pasteurizacion y del tiempo de incubacion en el queso
keferinado.

Factor Coeficiente de regresion  Significancia
Intercepto 1.20E+00 0.004095*
X.: temperatura de pasteurizacion 1.81E-01 0.321043
Xz: temperatura de pasteurizacion 2.12E-02 0.907522
X.: tiempo de incubacién 4.20E—01 0.058351*
Xz: tiempo de incubacion 3.30E-01 0.126612
X.X.: interaccion tiempo y temperatura —1.93E-01 0.441771
R? 0.57

* Factor significativo para una P<0.10
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La expresion matematica que representa la viscosidad (Pa.s) es un modelo lineal de segundo

orden con productos cruzados que son expresados por los coeficientes que fueron
significativos (Cuadro 10) segln indica la ecuacion:

Viscosidad (Pa.s) = 1.1968 + 0.4204 X; [9]

El R? encontrado la variable viscosidad fue de 0.57, la prueba F con un nivel de significancia
del 10% generd un valor F calculado de 4.91 > F tabular 3.23 (Anexo 3) y la falta de ajuste
de 0.27 no fue significativa. Por lo descrito, esta variable presenté un comportamiento
tendencioso ya que cumplié con dos de los tres pardmetros.

\se ) PRMERITN

Figura 7. Superficie de respuesta del efecto del tiempo de incubacion (h) y temperatura de
pasteurizacién (°C) en la viscosidad a 100 rpm del queso keferinado.

El tiempo de incubacion fue una variable significativa para la viscosidad, se observo que a
medida que transcurrieron mas horas de fermentacion el producto presentdé mayor
viscosidad, fluctuando en un rango de 1 a 2 Pa.s (figura 7). Estos valores coincidieron con

lo reportado por (Yoo et al. 2013) que obtuvieron una viscosidad de 1.2 a 1.8 Pa.s, sin
embargo, estos fueron analizados a 12 rpm.

La grasa y cantidad de kéfir son directamente proporcionales con la viscosidad obtenida,
sin embargo, al haberse mantenido estos parametros constantes para todos los tratamientos
no fueron significativos en el analisis. A mayor tiempo de incubacion se esperaria que exista
mayor cantidad exopolisacaridos o kefiran, por lo tanto, el aumento de viscosidad obtenido
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pudo atribuirse a la alta actividad de las bacterias lactobacillus (Taxiarhoula et al. 2011)
presentes en el medio cuando no hubo un exceso de &cido lactico (Wildman 2007).

Los polisacaridos sintetizados durante la fermentacion tienen la capacidad de incrementar
la viscosidad de la fase del suero reteniendo el agua libre y por tanto, disminuyendo el flujo
de agua; pese a esto, con el transcurso del tiempo se puede generar una glucohidrolisis que
destruye los exopolisacaridos (EPS) debilitando esta matriz y disminuyendo la viscosidad
(Bensmira et al. 2009). Estos resultados no se encontraron dado que el tiempo estudiado
fue inferior, sin embargo, Pham et al. (2000), observaron una reduccion en EPS después
de 30 horas de incubacion.

Funcidn de utilidad. En la Metodologia de Superficie de Respuesta esta funcion permite
determinar la combinacion idonea de las variables independientes para optimizar las
variables dependientes y asi lograr las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
deseadas en el producto final. Los valores dptimos de la temperatura de pasteurizacién de
la leche y el tiempo de incubacion de los granulos de kéfir coincidieron con los puntos
centrales propuestos en el modelo, es decir, éstos fueron 90 °C y 20 horas respectivamente
(figura 8), lo cual permitié cumplir con la deseabilidad para las variables de purga (66.05%),
rendimiento (26.73%), pH (3.86), color a* (-0.383) y viscosidad (1.20 Pa.s).
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Figura 8. Funcion de utilidad para la optimizacion del queso keferinado.
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Los Cuadros 11 y 12 muestran el promedio, desviacion estandar y separacion de medias
para las variables dependientes no significativas en la Metodologia de Superficie de
Respuesta.

Analisis de grasa. El queso keferinado califica como un queso descremado dado que su
contenido de grasa fue menor al 10% o como una leche fermentada integral por tener su
contenido de grasa en un rango de 3- 6% (Alimentos Argentinos s.f.). Se observo que todos
los tratamientos con excepcion del que se pasteurizé a 90 °C y tuvo 17.17 horas de
incubacion, experimentaron un incremento en su contenido graso luego de la fermentacion,
siendo el tratamiento de 86 °C por 22 horas el que tuvo mayor incremento. EI aumento en
contenido de grasa no presentd ninguna correlacion con la temperatura de pasteurizacion o
el tiempo de incubacion, sin embargo, fue claro que durante la fermentacion los quesos
presentaron un ligero aumento en su contenido graso, esto puede atribuirse a que gran parte
del contenido inicial del producto se perdié como suero (con bajo contenido en grasa)
(UNAD s.f.), por lo cual la mayor parte de su materia grasa quedo concentrada en la matriz
de caseinas que forman una red proteica.

En experimentos realizados con diferentes tipos de leche se observo que kéfir inoculado en
leche vacuna tuvo 3.34% de grasa lo cual se asemejo a la mayoria de valores reportados en
los tratamientos, sin embargo, el tratamiento que presenté mayor porcentaje de grasa fue
muy similar al experimento reportado con leche de bufala, que fue de 6.89% (Minamoga
2013).

El R? observado para esta variable fue de 0.95, por lo que se puede afirmar que los datos
obtenidos se ajustaron en su mayoria al modelo lineal, ademas de que su coeficiente de
variacion fue de 7.43 lo que permitié inferir una baja variacion experimental.

Andlisis de ATECAL. El contenido de éacido lactico en el queso de kéfir para todos los
tratamientos fue mayor a 1.03% lo cual indica que es un producto acido, no se observaron
diferencias significativas entre la mayoria de los tratamientos, pese a esto, el tratamiento
que presentd mayor ATECAL fue el que tuvo mayor tiempo de incubacion (90 °C por 22.83
horas). La produccion de acido lactico es dependiente de la temperatura de incubacion, sin
embargo, al haber mantenido constante esta temperatura, el incremento en el tiempo de
incubacion permitié obtener una acidez méas elevada. Estos resultados concordaron con
Garcia et al. (2004) quienes evaluaron kéfir a 10 °C por 24, 48 y 56 horas obteniendo una
acidez de 0.67, 0.78 y 1.0% respectivamente, sin embargo, mencionan que a mayores
temperaturas la acidez aumenta disminuyendo el contenido de alcohol y CO».

Los valores estuvieron dentro del rango de las leches fermentadas, es decir, entre 0.9 a 1.2%
(semFYC s.f.) lo cual produjo en los quesos un sabor ligeramente acido, caracteristico de
este producto. El R? observado para esta variable fue de 0.92, por lo que se puede decir que
el 92% de los datos se ajustaron al modelo lineal, ademas su coeficiente de variacion fue de
2.41, es decir, el error y variabilidad durante el experimento fue reducido.

Analisis microbiologico. El conteo final de coliformes totales se asocia al manejo del queso
durante el proceso de elaboracién. Los resultados obtenidos para todos los tratamientos
estuvieron dentro de los limites microbiologicos que establece la Secretaria de Agricultura
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y Ganaderia de Honduras (SAG 2001) y el Reglamento Técnico Centroamericano para los
quesos frescos (RTCA 2008). En ningln tratamiento el conteo coliformes sobrepasé los 10
UFC/g lo que permitié confirmar que el tratamiento térmico fue efectivo, ademas que el
control de la higiene fue constante durante todo el procesamiento.

Cuadro 11. Promedio, desviacion estandar y separacion de medias para las variables grasa
y ATECAL del queso keferinado.

Tratamiento

Pasteurizacion Tiempo de Grasa ATECAL
(°C) Incubacion (%) (%)

(h)
86.00 18.00 3.98+0.33 ¢ 1.05+0.04 cde
86.00 22.00 6.25+0.29 a 1.15+0.01 b
94.00 18.00 4.80+0.36 b 1.04+0.02 e
94.00 22.00 3.88+0.25 ¢ 1.09+0.03 cd
84.34 20.00 3.63%0.25 cd 1.09+0.02 bc
95.66 20.00 3.00+0.00 e 1.08+0.00 cde
90.00 17.17 2.00+0.00 f 1.03+0.03 e
90.00 22.83 3.25+0.35 de 1.33+0.04 a
90.00 20.00 3.75%0.35 cd 1.06+0.03 cde
90.00 20.00 3.75%0.35 cd 1.07+0.04 cde
90.00 20.00 3.50+0.00 cde 1.06+0.00 cde
90.00 20.00 3.65+0.21 cd 1.06+0.03 de
90.00 20.00 3.50+0.14 cde 1.07+0.04 cde
% Coeficiente de variacion 7.43 241
R2 0.95 0.92

a-f:diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05)

Andlisis de color. El color y el sabor son atributos variables que dependen de la
composicién quimica o del estado en el que se encuentra un determinado producto. Segun
Pinho et al. (2004) estos parametros tienen una influencia inmediata en los criterios de
decision de compra de los consumidores, por lo cual es necesario cumplir con los estandares
que regulan cada producto.

Color L*. Los valores de L* representan la luminosidad del producto y se expresan en una
escala de 0 a 100; siendo 0 el valor mas oscuro y 100 el mas claro. Para esta variable se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos del punto central y los otros
tratamientos que corresponden a los puntos axiales y factoriales (Cuadro 12). Todos los
valores de L* fueron altos (entre 92 y 94) lo que significé un color muy cercano a blanco y
con alta luminosidad. Brito et al. (2006), evaluaron queso Cabafias, producto muy parecido
al queso keferinado, y encontraron que las muestras que tenian un color méas blanco
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presentaron mejor aceptacion por lo cual el queso obtenido presentd caracteristicas
deseables, ademas de que por su alto contenido de humedad (aproximadamente un 85%)
tuvo una textura suave y brillante (Alvarez et al. 2007).

Color a*. Los valores a* estuvieron muy cercanos al origen del plano, se observé una
tendencia a cambio de color entre rojizo (valores positivos) y verdoso (valores negativos)
de una forma imperceptible como se menciono anteriormente. Los tratamientos presentaron
diferencias significativas, observando una tendencia a obtener valores positivos en los
quesos sometidos a mayores temperaturas de pasteurizacion (Cuadro 12).

Color b*. El rango del valor b* fluctu6 de 9.98 a 13.61 dentro de la escala, es decir, los
tratamientos presentaron colores ligeramente amarillentos, lo cual es deseable para este tipo
de productos (Ertekin y Guzel-Seydim 2010). La coloracion amarilla del queso pudo ser
influenciada por el tipo de leche utilizada, el tiempo de maduracion y principalmente por la
cantidad de grasa que contuvo el producto final (Rudan et al. 1998). Estos valores fueron
similares a los valores obtenidos por Guaraca (2008) para queso Zamodelfia a pesar que
éste tiene un porcentaje de grasa muy superior al queso keferinado.

indice de blancura. Los valores para este indice fluctuaron entre 83.98 y 87.65. El indice
de blancura de todos los tratamientos analizados fue superior a 65, es decir, presentaron un
color blanco intenso. Esto sucedid porque la agregacion de caseinas durante la fermentacion
mejoré la capacidad de reflejar el color blanco (Johnson 1999).
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Cuadro 12. Promedio, desviacion estandar y separacion de medias para las variables de color del queso keferinado.

_ Tratamiepto _ Color indice de
Pasteurizacion Tiempo Incubacion L* a* b* Blancura
) (h)

86.00 18.00 93.50+0.10 a -1.22+0.25 e 11.01+0.88 e 87.15+0.79 ab
86.00 22.00 92.77+0.69 def -0.58+0.17d 9.98+0.32 f 87.65+0.44 a
94.00 18.00 92.32+0.31 fg 0.24+0.28 ab 11.1240.50 e 86.47+0.40 ¢
94.00 22.00 91.94+0.27 g 0.32+0.12 a 12.73+0.49 bc 84.93+0.41 ¢
84.34 20.00 92.79+0.17 cde -0.41+0.24d 12.27+0.59 cd 85.76+0.44 d
95.66 20.00 92.39+0.48 efg 0.11+0.21 abc 12.97+0.85 abc 84.95+0.79 ¢
90.00 17.17 93.06+0.50 abcd -0.54+0.13d 11.47+0.90 de 86.56+0.55 bc
90.00 22.83 92.94+0.34 bed -0.12+0.22 ¢ 13.224+0.62 ab 85.01+0.50 e
90.00 20.00 92.98+0.47 bcd -0.47£0.30d 10.95+0.70 e 86.97+0.37 bc
90.00 20.00 93.07+0.44 abcd -0.46+0.53d 13.61+0.82 a 84.70+0.54 ¢
90.00 20.00 93.30+0.21 ab -0.55+0.15d 11.10+0.25 ¢ 87.02+0.14 bc
90.00 20.00 91.32+0.47 h -0.46+0.47d 13.44+0.45 ab 83.98+0.15 f
90.00 20.00 93.23+0.21 abc 0.02+0.24 bc 11.50+0.48 e 86.65+0.42 bc
% Coeficiente de variacion 0.43 0.21 5.17 0.57

R? 0.75 0.79 0.82 0.88

a-h: diferente letras en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05)



Segunda Fase.

Analisis de color. Los resultados para los andlisis de color en el queso con y sin fitosterol
no presentaron diferencias significativas para los valores de L* y a*, sin embargo, para b*
estos fueron estadisticamente diferentes, en donde el queso con fitosterol presento valores
inferiores atribuido principalmente a la adicion de aceite de oliva y fitosterol, lo cual al
incorporarlo al queso redujo relativamente su croma acercandolo al eje central (Cuadro 13).

Analisis de viscosidad. Las viscosidades del queso con y sin fitosterol fueron
estadisticamente iguales, ademas mantuvieron su comportamiento de fluido no newtoniano
tipo pseudoplastico (figura 9).

Analisis microbioldgico. El conteo de coliformes totales fue de 0 UFC/g de queso para
ambos tratamientos, es decir, éstos cumplieron con los parametros aceptados para este tipo
de productos.

Cuadro 13. Promedio, desviacion estandar y separacion de medias para las variables de
color y viscosidad del queso keferinado 6ptimo con y sin fitosterol.

Queso Color Viscosidad
L* a* b* (Pa.s)

Con fitosterol 93.41+0.15a —1.14+0.17 a 12.67+0.26 b 1.21+0.19 a

Sin fitosterol 93.57+0.25 a -1.27+0.24 a 12.93+0.37 a 1.35+0.37 a

% CV 0.19 0.13 1.75 9.29

R2 0.68 0.76 0.79 0.91

a-b: diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05)
CV: coeficiente de variacion
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Figura 9. Reograma del queso keferinado éptimo al dia cero con y sin fitosterol.

Anélisis proximal. No existieron diferencias significativas entre los analisis proximales del
queso con y sin fitosterol para las variables de humedad, proteina, carbohidratos, cenizas y
fibra cruda (Cuadro 14). Sin embargo, el contenido de grasa si fue estadisticamente
diferente, en donde el queso con fitosterol aument6 aproximadamente un 3% de grasa con
respecto al queso sin fitosterol, esto debido a la adicion de aceite de oliva para la
esterificacion del fitosterol. Los valores obtenidos fueron cercanos a los reportados por
Minamoga (2013) para leche keferinada y Pacheco (2004) para queso Cabarias. La actividad
de agua en ambos quesos fue estadisticamente igual y elevada, esto se debio principalmente
a que el contenido de humedad presente en ambos quesos fue alta lo cual los hace
susceptibles a crecimiento de mohos, sin embargo, el pH bajo es una barrera en el producto.
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Cuadro 14. Andlisis proximal del queso keferinado 6ptimo con y sin fitosterol al dia cero.

Queso Humedad Cenizas (%) Proteina Grasa Fibra Cruda  Carbohidratos Actividad de
(%) cruda (%) Cruda (%0) (%) (%) Agua

Con 82.72+0.57a  0.81+0.02a 6.31+0.62a 6.45+0.69a  0.99+0.42 a 3.36+1.65a 0.88+0.01 a

fitosterol

Sin 85.1740.06 a  0.79+0.09a 6.65+0.24a 3.71+1.14b  0.15+0.0l1a 3.02+0.06 a 0.89+0.01 a

fitosterol

% CV 0.43 9.63 4.12 9.25 50.66 35.23 0.45

R? 0.98 0.31 0.87 0.97 0.91 0.55 0.81

a-b: diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (P< 0.05)
CV: coeficiente de variacion



Determinacion de esteroles vegetales. Debido a la ausencia de los estandares para
fitosteroles en el Laboratorio de Analisis de Alimentos no se pudo determinar el perfil de
los mismos ni la cantidad presente. Sin embargo, a manera de comparacion se presentan los
tiempos de elusion y sus respectivas areas para las muestras con y sin fitosterol (Cuadro 15)
a partir de los cromatogramas obtenidos (Anexos 9 y 10). Se observé que el tiempo de
elusion fue inferior a los 15 minutos para ambos quesos a pesar que el analisis total durd
aproximadamente 42 minutos, ademas se noto gque algunos tiempos coincidieron.
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Cuadro 15. Tiempos de elusion y areas de pico en la cromatografia de esteroles vegetales para queso keferinado éptimo con y sin
fitosterol.

) Con fitosterol Sin fitosterol
Ndmero Muestra 1 Muestra 2 Muestra 1 Muestra 2
de pico TE AP TE AP TE AP TE AP

(min) (pA xs) (min) (PA % s) (min) (pA % s) (min) (pA % s)

1 0.862 13522.000 0.861 10329.800 0.905 55125.000 0.862 13463.000
2 0.905 35078.100 0.904 41019.500 1.060 5.673 0.905 38947.300
3 1.246 90.456 1.239 3.057 1.912 1.250 1.060 26.542
4 4.945 83.853 4.927 5.837 4,982 8.304 1.929 170.964
S 5.550 77.483 4,996 68.080 5.871 1.558 4,934 62.334
6 6.099 3738.263 5.537 5.359 6.744 13.842 5.850 13.683
7 6.452 37.112 6.442 3.625 6.824 5.775 6.778 1487.131
8 11.847 27.419 11.498 2.648 7.335 1.063 6.852 519.382
9 13.632 375.234 13.606 47.873 10.576 3.387 7.446 13.037
10 14.075 380.270 14.047 44.414 10.573 2.793
11 14.971 636.495 14.928 75.875

TE: tiempo de elusion
AP: area de pico



Los esteroles vegetales afiadidos al producto fueron extraidos de soya (Glycine max), segun
la informacion proveida por la etiqueta del fitosterol mostr6 que cada gramo de esterol
vegetal aporta 400 mg de beta-sitosterol, 270 mg de campesterol, 100 mg de estigmasterol
y 100 mg de brasicasterol. Este tipo de esteroles vegetales son los mas abundantes en
plantas, aunque no se encuentran distribuidos homogéneamente en éstas (Ostlund 2002).
Précticamente todos tienen estructura similar, cumplen las mismas funciones y actdan de la
misma manera en el cuerpo cuando son ingeridos, disminuyendo la absorcién del colesterol
a nivel intestinal.

Con una ingesta habitual de consumo (dos a tres porciones) de queso fortificado con 0.75 g
de fitosterol al dia se podria reducir el colesterol LDL, esto es confirmado por la curva de
dosis-respuesta obtenida en el meta-analisis de Plaza (2001) concluy6 que una dosis de dos
gramos de esteroles vegetales totales (provenientes de vegetales consumidos y de alimentos
fortificados) mostr6 una disminucion méaxima de 10 % en el colesterol total, sumando a esto
el minimo aporte de fitosteroles provenientes del aceite de oliva afiadido que fue de 0.002
g por porcién (Breuleux 2009).

Andlisis sensorial. Se evaluaron dos muestras de queso keferinado, con fitosterol y sin
fitosterol, a través de una prueba discriminatoria y una prueba afectiva de preferencia. Con
(P<0.05) ninguno de estos andlisis presento diferencias estadisticas. Estos resultados fueron
congruentes y favorables para el estudio ya que los panelistas no entrenados al no detectar
diferencias entre los atributos de las muestras presentadas tampoco iban a tener preferencia
por alguna de ellas. Basado en esto se puede afirmar que la adicion de fitosterol al queso no
tuvo repercusiones en sus atributos sensoriales, por lo cual podria ser facilmente integrado
a este producto.

Analisis sensorial de discriminacion. Los panelistas no pudieron diferenciar entre la
muestra con fitosterol y la muestra control sin fitosterol. Con un grado de libertad (n-1) de
1, siendo n el nimero de muestras de queso y con una probabilidad del 5% se obtuvo un
Chi calculado de 0.08 que al compararlo con el Chi tabular de 3.84 (Anexo 8) no fue
estadisticamente significativo.

Analisis sensorial afectivo. Los panelistas no tuvieron preferencia entre las dos muestras
analizadas. Con un grado de libertad (n-1) de 1, siendo n el namero de muestras de queso
y con una probabilidad del 5% se obtuvo un Chi calculado de 3.24 que al compararlo con
el Chi tabular de 3.84 (Anexo 8) no fue estadisticamente significativo.

Evaluacion de ATECAL y purga en el tiempo. La vida util de un alimento comprende
el tiempo transcurrido entre la fabricacion y el momento en que se presentan cambios
significativos que pueden generar rechazo del consumidor final (Valencia et al. 2008). El
kéfir tiene un periodo de vida atil que va de 10-14 dias a una temperatura de
almacenamiento de 4 °C (CDC 2011), limitado principalmente por una post-acidificacion
en almacenamiento (Rajapaksha et al. 2013).

Para este analisis en el tiempo se consider0 la acidez porque es un factor influyente en la
preservacion de alimentos, composicién de las proteinas y los productos finales del
metabolismo, ademas, interviene en el crecimiento y la supervivencia de los
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microorganismos. Asi mismo, la sinéresis fue considerada ya que sirve como indicativo de
la estabilidad del producto cuando manifiesta la separacion de fases en la mezcla formada
(Randazzo et al. 2012).

En el queso de kéfir la cantidad de &cido lactico aumentd de 1.24% hasta 1.48 y 1.52% en
el queso con y sin fitosterol, respectivamente, al transcurrir los 15 dias de almacenamiento.
Se observd en ambos quesos un mayor incremento de ATECAL del dia seis al dia nueve lo
cual podria atribuirse a que en la primera fase de almacenamiento continud la alta actividad
metabolica de las bacterias acido lacticas (Kang et al. 2013).

El queso con fitosterol mostrd una ligera reduccion de la acidez a partir del dia seis lo cual
podria estar asociado a reacciones de lipolisis, en donde se liberan acidos grasos libres que
provocan que ésta no siga aumentando (Randazzo et al. 2012) o a que las levaduras
presentes pudieron haber consumido el acido lactico y acido acético presente (Taxiarhoula
etal. 2011), sin embargo, en el queso sin fitosterol el aumento de &cido lactico fue paulatino.
La mayor pérdida de suero se produjo en los dias seis y nueve para ambos tratamientos,
después esta pérdida ces6 (Cuadro 16).

Cuadro 16. Evaluacion de ATECAL y purga del queso keferinado éptimo con y sin
fitosterol en el tiempo.

Dia Purga (%0) ATECAL (%)
Con fitosterol Sin fitosterol Con fitosterol Sin fitosterol

0 0.00 0.00 1.24 1.24
3 0.00 0.00 1.30 1.24
6 0.57 0.73 1.46 1.44
9 1.14 1.47 1.40 1.46
12 0.00 0.00 1.40 1.46
15 0.00 0.00 1.48 1.52

Determinacion de costos variables. Con fines comparativos se calcularon los costos del
queso keferinado en base a las presentaciones actuales de 230 y 450 g para el queso Cabarias
de la Planta de Procesamiento de L&cteos de Zamorano.

En el analisis de costos variables no se incluyo al kéfir por ser un costo de inversion (se
reutiliza), sin embargo, el costo de 50 g de granulos de kéfir fue de L.385. El costo obtenido
para el queso keferinado sin fitosterol en ambas presentaciones es menor en comparacion
al costo de produccion del queso Cabarias para la presentacion de 230 g que es de L.15.25
y para la de 450 g que es de L.26.6 (Cuadro 17), mientras que el queso keferinado con
fitosterol fue mayor para ambas presentaciones. Sin embargo, el ahorro en costos por usar
granulos de kéfir podria ser recompensado en los costos de mano de obra para su
elaboracion.
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Cuadro 17. Costos variables del queso keferinado oOptimo con y sin fitosterol en
presentaciones de 230 y 450 gramos.

Presentacion Presentacién
i i 230 . 450
Ingrediente Cantidad Fi tostegrol Cantidad = toste?'ol

Con Sin Con Sin
Leche 880.00 mL  8.40 8.40 1720.00mL 16.43 16.43
Cuajo 0.08 mL 0.05 0.05 0.17 mL 0.11 0.11
Sal 2309 1.73 1.73 450 3.38 3.38
Sorbato de potasio 0.02g 0.03 0.03 0.05¢ 0.07 0.07
Fitosterol 575¢ 6.57 0.00 11.25¢ 12.86 0.00
Aceite de oliva 5759 3.67 0.00 11.25¢g 7.18 0.00
L. 20.45 10.21 40.01 19.97
Total USD. 093 046 182 001
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4, CONCLUSIONES
La temperatura de pasteurizacion de 90 °C y el tiempo de incubacion de 20 horas fue la
combinacion éptima para obtener un queso con mayor viscosidad, rendimiento y pH.

La temperatura de pasteurizacion fue la variable que tuvo mayor influencia en la
fermentacion del queso.

Los quesos con y sin fitosterol no presentaron diferencias sensoriales significativas.

El aceite de oliva y el fitosterol incrementaron el costo del queso en un 100% en
comparacion con el queso que no tuvo adicion de esteroles vegetales.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluar el efecto de la temperatura de incubacion y la cantidad de in6culo en las
propiedades de un queso elaborado con leche keferinada.

Evaluar el efecto sobre las propiedades reoldgicas del kéfir al aplicar doble tratamiento
térmico a la leche.

Realizar un método estandar para la determinacion de esteroles vegetales y adquirir
estandares para poder compararlos.

Usar otro tipo de alimentos que sirvan como medio de esterificacion para los fitosteroles.

Dar seguimiento al estudio evaluando el efecto en la reduccién de colesterol sanguineo
en un segmento delimitado de personas con hipercolesterolemia.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Viscosidad de queso keferinado al dia cero para todos los tratamientos.
Temperatura promedio: 23-24 °C.

Viscosidad (Pa.s)

100 125 150
Velocidad (RPM)

e TRT1 TRT2 e===TRT3 e===TRT4 TRT5 e===TRT6 e====TRT7
TRT8 TRT9  e===TRT10 e====TRT1]l e====TRT12 e=——TRT13

Anexo 2. Valores F calculado P= 0.10 para las variables purga, rendimiento, pH, color a*

y viscosidad.
Variable Fuente de Sumade GL Mediade F F
Dependiente  variacion  Cuadrados Cuadrados calculado tabular
Purga Regresion 562.3520 1 562.3520 7.30 3.23
Residuos 847.1110 11 77.010

Rendimiento Regresion 1023.6912 2 511.846 7.57 2.92
Residuos 676.5568 10 67.656

pH Regresion 0.2627 2 0.1313 6.02 2.92
Residuos 0.2182 10 0.0218

Color a* Regresion 1.1922 1 1.1922 14.50 3.23
Residuos 0.9042 11 0.0822

Viscosidad Regresion 1.4138 1 1.4138 491 3.23
Residuos 3.1667 11 0.288
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Anexo 3. Tabla de puntos de porcentaje de la distribucion F (P=0.10).

v
v1 0\
v2 1 2 é, 3l 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20 24 30 40 60 120 ®

1 39.86 | 4950 | 53,59 | 55.83 | 57.24 | 58,20 | 5891 | 5044 | 5086 | 60,19 | 60,71 | 61,22 | 61,74 | 6200 | 6226 | 6253 | 62,70 | 63.06 | 63,33
2 853 | 900 | 916 | 924 | 929 | 933 | 935 | 937 9,38 939 | 8M 9.24 9.44 945 | 946 | 947 | 947 | 948 | 949
3 5.54 546 | 539 534 | 531 528 | 527 | 525 | 5724 523 | 522 520 | 518 | 518 | 517 516 | 515 | 514 | 513
4 454 | 432 | 419 | 411 405 | 401 398 | 395 3,94 392 | 390 3.87 384 | 383 | 382 380 | 379 | 378 | 376
5 406 | 378 | 362 3.52 345 | 340 | 337 | 334 3,32 330 | 327 | 324 3.21 319 | 317 | 316 | 314 | 342 | 310
1 & 3,78 346 | 329 | 318 | 3.11 305 | 30 298 | 298 294 | 290 | 287 | 284 282 | 280 | 278 | 276 | 274 | 272
7 3,59 326 | 307 | 296 | 288 | 283 | 278 | 275 2,72 270 | 267 | 263 | 250 | 258 | 25 | 254 | 251 249 | 247
8 3.46 3,11 292 2,81 273 | 267 | 262 | 259 | 256 254 | 250 | 246 | 242 240 | 238 | 236 | 234 | 232 | 229
9 3,36 3,01 2,81 269 | 261 255 | 251 247 | 244 242 | 238 | 234 230 | 228 | 225 | 223 | 221 218 | 2,16
10 329 | 292 | 273 2,61 252 | 246 | 241 2,38 2,35 232 | 228 | 224 | 220 | 218 | 2,16 | 213 | 2,11 208 | 2,08
| 323 | 286 | 286 2,54 245 | 239 | 234 | 230 | 227 225 | 221 217 | 212 | 210 | 208 | 205 | 203 | 200 1,97
12 318 | 2381 2,61 248 | 239 | 233 | 228 | 224 | 221 219 | 215 | 210 | 206 | 204 2,01 1,99 1,96 1.93 1,90
13 3.14 276 | 258 243 | 235 | 228 | 223 | 220 | 218 214 | 210 | 205 | 201 1.98 1,96 1,93 1,90 1.88 1,85
14 310 | 273 | 252 | 239 | 231 224 | 218 | 215 | 212 210 | 205 | 201 196 | 194 1,91 1,89 1,86 1,83 1,80
15 3,07 270 | 249 | 236 | 227 | 221 216 | 2142 | 208 2,06 | 202 1,97 1,92 1,90 1,87 1,85 1,82 1.79 1,76
16 3.05 2,67 2,46 2,33 224 | 218 213 | 209 2,06 2,03 1,99 1.94 1.89 1,87 1.84 1.81 1,78 1.75 1.72
17 3,03 2,64 2,44 2,31 222 | 215 210 | 206 2,03 2,00 1,98 1,81 1,86 1.84 1.81 1,78 1,75 1,72 1.69
18 3,01 262 242 | 229 | 220 | 213 208 | 204 2.00 1,98 1,02 1,89 1,84 1,81 1,78 1,75 1,72 1,69 1,66
19 299 | 281 240 | 227 218 | 21 208 | 202 1,98 1.96 1.91 1.86 1,81 1,79 1,76 1,73 1,70 1,67 1,63
20 297 | 259 | 238 | 225 | 218 | 209 204 | 200 1.96 1,94 1,89 1.84 1.79 1,77 1,74 1,74 1,68 1,64 1.681
21 298 | 257 238 | 223 | 214 | 208 2,02 1,98 1,95 1,92 1,87 1,83 1.78 1,75 1,72 1.69 1,68 1,62 1.59
22 295 | 256 | 235 | 222 213 | 206 | 201 1,97 1,93 1,90 1,88 1,81 1.76 1,73 1,70 1,67 1,64 1,60 1,57
23 294 | 255 | 234 | 221 2,11 2,05 1.99 1,95 1,92 1.89 1.84 1,80 1.74 1,72 1,69 1,66 1.62 1.59 1.55
24 293 | 254 233 | 219 | 210 | 204 | 198 1,94 1.91 1,88 1.83 1,78 1.73 | 1,70 1,67 1,64 1.61 1.57 1.53
25 292 | 253 232 | 218 | 209 | 202 1,97 1,93 1,89 1,87 1,82 1,77 1.72 1,69 1,66 1,63 1.59 1.56 1.52
26 2,91 2,52 2,31 217 | 208 | 201 1,96 1,92 1,88 1.86 1.81 1,76 1,71 1,68 1,65 1,61 1,68 1,54 1,50
27 290 | 251 2,30 217 | 207 | 200 1.95 1,91 1,87 1,85 1.80 1.75 1,70 | 167 1,64 1,60 1,57 1,53 1,49
28 289 | 250 | 229 216 | 206 | 200 1,94 1,90 1,87 1,84 1,79 1.74 1.69 1.66 1,63 1,59 1.56 1,52 1,48
29 289 | 250 | 228 | 215 | 2086 1.99 1.93 1,80 1,86 1,83 1.78 1,73 1,68 165 | 162 1,58 1,56 1,51 1,47
288 | 249 | 228 2,14 | 205 1,98 1,93 1,88 1.85 1,82 1.77 1,72 1.67 1.64 1,61 1,57 1,54 1,50 1,48

2,84 2,44 2.23 2,09 2.00 1.93 1,87 1.83 1.79 1.78 1,71 1.66 1.61 1,57 1,54 1,51 1,47 1.42 1,38

279 | 239 | 218 | 204 1,85 | 1,87 1,82 1.77 1,74 1,71 1.66 | 1,80 1,54 1,51 148 | 1,44 1,40 1,35 1,20

120 275 2,35 213 1.99 1.20 1,82 177 1.72 1,68 1,65 1.60 1,55 1.48 1,45 1.41 1,37 1,32 1286 1,19
o0 271 2,30 _2.08 1.94 1,85 1,77 1,72 1.67 1.63 1,60 1,55 1.49 1,42 1,38 1.34 1,30 1,24 1.17 1,00
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Anexo 4. Boleta para evaluacion sensorial de discriminacion duo- trio.

HOJA DE EVALUACION SENSORIAL DE QUESO UNTABLE
Edad: Nacionalidad: Género: |[F| |M| |

Instrucciones:

= Tome un sotho de agua v un mordisco de galleta antes wio después de cada muestra

®  DPruebe las muestras de izquierda a derecha, en el orden presentado.

=  Escriba el cddigo de la muestra en la linea.

= Marque con una X en el recuadro que cotresponda a la muestra que usted considere es igual
ala referencia

Muestra: Eeferencia

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS

Anexo 5. Boleta para evaluacion sensorial afectiva de preferencia.

HOJA DE EVALTACION SENSORIAL DE QUESO UNTARLE
Edad: Nacionalidad: G énero: | F | | M| |

Instrucciones:

» Tome un sorbo de agua v un mordisco de galleta antes v/o después de cada muestra,
»  Pruebe las muestras deizquierda a derecha, en el orden presentade.

=  Eszcriba el cddigo de lamuestra en lalinea

= Marque con una X en el recuadro que corresponda ala muestra de su preferencia

Muestra:

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS
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Anexo 6. Datos demograficos de género (A), edad (B) y nacionalidad (C) del analisis
sensorial de discriminacién duo- trio.

A

M Femenino  ® Masculino
B

mi0-15ami16-20am21-25am26-30am=30a
C

mHonduras wEcuador m Guatemala m El5awador
B México MMNicaragua ®Panama
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Anexo 7. Datos demograficos de género (A), edad (B) y nacionalidad (C) del analisis
sensorial afectivo de preferencia.

A

M Femening © Masculing

Bl10-15a m15-20a wm21-25a3 m26-30a m>30a

mEcuador = Honduras mGuastemnsla mBolivia
M Nicaragua M ElSalvador m Costa Rica = Panama
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Anexo 8. Tabla de valores criticos para Chi-cuadrado.

#—zdfed X Probability Under H, that 2# > chi-square :
@ 20 .10 .08 01 001
i 164 . . a7l 5.84 8.64 10.85
2 592 | 480 5.99 0.21 13.82
3 4,64 | 626 7.82 11.54 16.27
4 5.99 | 778 9.48 1528 1846
§ 729 | 9.24 11.07 15.09 20.52
c.8 8.86 10,64 - 12.59 16.81 922.46
7 9.8 12.02 14.07 1848 24.32
8 - 1108 13.56 1661 . 20.00 26,12
. 1294 1468 18.92 21.67 28.88
10 1544 . 1599 18.51 23.21 29.69
i1 14.65 1728 19068 24.72 51.26
12 15.81 18.65 21.03 26.22 $2.91
15 16.98 19.81 22.56 27.69 34.6%5
14 18.18 21.06 25.68 29.14 56.12
15 10.51 22.51 25.00 3058 . 5770
16 2046 25.54 26.50 $2.00 50.29
17 sieg 24.77 27.69 5341 40.75
18 92.76 25.99 28.87 %4.80 4251
18 25,90 27.20 50.14 6.18. 43,82
20 25.04 28.41 51.44 | 37.67 45.52
21 26.17 29.62 32.67 58.95 46.80
22 2730 30.81 55.92 4029 4827
23 28.45 52.01 $6.17 41.64 48.73
24 29.65 53.20 36.42 42.98 61.18
25 30.68 54.58 57.66 44.51 62.62
26 3180 5656 58.88 46.64 64.05
27 52.91 58.74 4011 | 46.96 5548
28 34.03 57.92 454 45 4898 56.89
28 3514 59.09 42.66 48.69 49.59 5850
30 56.25 4026 45.77 47.98 50.89 69,70

Reprinted from E.S. Pearson‘ and C.M. Thompson, Table of percentage points of the cm—square
distribution, B!ometrika, Vol. 59, 1944, by permission of the Biometrika Trustees.
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Anexo 9. Cromatogramas de queso keferinado con fitosterol.
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Anexo 10. Cromatogramas de queso keferinado sin fitosterol.
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