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Resumen

Este proyecto tuvo como objetivo evaluar el desempefio de crecimiento de los granos de kéfir de
leche tanto en biomasa como en poblaciones microbioldgicas, en la cual se obtuvo un maximo de
porcentaje de crecimiento de biomasa de 93,6% y un maximo de crecimiento en logaritmos de
5,01 en bacterias y de 5,43 en levaduras.

La investigacion se dividid en cinco etapas experimentales y dos etapas de caracterizacion, una al
inicio y una al final.

Se determind el contenido de lactosa, &cido lactico y proteina de la leche tratada a Ultra Alta
Temperatura 2% grasa marca Dos Pinos. Se realizaron las pruebas por triplicado y se obtuvo que
la leche tiene un % de proteina de 3,29 + 0,027 %m/v, un % acido lactico de 0,15 + 0,0044 %m/v
y un % de lactosa de 5,23 £ 0,16 % m/v.

La primera etapa experimental consiste en la evaluacion de métodos de preservacion de granos de
kéfir frescos, esto para evaluar cuél método garantiza un mayor porcentaje de supervivencia de las
bacterias y levaduras dentro de los granos de kéfir y de esta manera poder utilizar este para el
mantenimiento de los granos a través de toda la experimentacion. El porcentaje de supervivencia
de bacterias y levaduras obtenido por medio del método de congelacion utilizando leche como
fluido crio-protector fue el més alto con 94% y 87% respectivamente.

En la segunda etapa experimental se realiza un andlisis estadistico de varianza para descartar
cualquier cambio significativo que pueda haber entre los granos de kéfir frescos y granos de kéfir
liofilizados comprados en Estados Unidos. Donde se obtiene que (0=0,05) no se encuentra
diferencia significativa en los crecimientos porcentuales de biomasa ni en los crecimientos
logaritmicos tanto en la poblacion de bacterias como en la de levaduras.

En la tercera etapa experimental se realiza un disefio central compuesto rotacional con tres factores
(temperatura, agitacion y relacion masa de granos/volumen leche) y tres variables de respuesta,
crecimiento porcentual de la biomasa, crecimiento logaritmico de la poblacion de bacterias y el
crecimiento logaritmico en la poblacién de levaduras. Se obtienen tres modelos matematicos uno
para el crecimiento de biomasa, otro para el crecimiento en la poblacion de bacterias y el ultimo

para el crecimiento en la poblacién de levaduras.



En la cuarta etapa se realiza la optimizacion de los modelos matematicos obtenidos anteriormente,
donde la maximizacion de las tres variables de respuesta se alcanza cuando la fermentacion se
lleva a cabo a 25°C, 100 rpm y con 1/200 (g/mL). Se valida el modelo obteniendo un porcentaje
de crecimiento de 93,6 % y un crecimiento logaritmico de 5,01 en bacterias y de 5,43 en levaduras.
En la quinta etapa se realiza la cinética de crecimiento de biomasa a las mejores condiciones de
crecimiento obtenidas por medio de la optimizacion local de los modelos matematicos, a traves de
un tiempo de propagacion de 36 horas para garantizar la llegada a la fase estable antes de alcanzar
la fase de muerte de las bacterias.

En la ultima etapa, la etapa de caracterizacion, se realizan pruebas fisicas para obtener la
viscosidad, densidad y pH del producto obtenido a las condiciones de fermentacion obtenidas en
la cuarta etapa, también se realizan las pruebas a la materia prima utilizada para realizar una
comparacion. Se obtiene que el kéfir tiene una densidad de 1,0568 + 0,0001 g/mL, una viscosidad
de 14,5867 £ 0,1531 cP y un pH de 4,3267 + 0,0058 y la leche utilizada como materia prima tiene
una densidad de 1,0545 + 0,002 g/ml, una viscosidad de 2,242 + 0,0201 cP y un pH de 6,6433 +
0,0058. Todas las propiedades medidas una temperatura de 25,1°C.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los probidticos, segin la FAO/WHO (2011), son definidos como suplementos alimenticios de
origen microbiano que presentan beneficios en la salud del consumidor. La mayoria de los
probidticos encajan dentro de la categoria de bacterias acido lacticas (bacterias productoras de

acido lactico).

Los alimentos funcionales son aquellos que presentan funciones especificas por medio de la
adicion de ingredientes especificos, estan siendo adaptados para la prevencion de enfermedades
categorizadas como prevenibles. La OMS indica que las enfermedades no trasmisibles (ENT) son

altamente prevenibles por medio del consumo de este tipo de alimentos.

Segun Heyman (2006) un 70% de la poblacion mundial sufre de intolerancia primaria a la lactosa,
aquella que ocurre cuando hay una deficiencia de la enzima lactasa, por lo tanto, la investigacion
sobre productos funcionales a partir de lacteos que tengan una gran cantidad de bacterias acido
lacticas ademas de presencia de enzimas para facilitar la digestion de la lactosa una vez consumida

es de gran importancia.

Ahora bien, Costa Rica es un pais con una gran produccién de leche, es decir, que se cuenta con
abundante materia prima, ademas de ser el mercado consumidor de lacteos mas grande de América
Central. Esto unido al alto porcentaje de poblacion con intolerancia a los lacteos supone un
mercado amplio para el desarrollo de un producto funcional en este campo, que, ademas, ayuda a

la gradual reduccién de los sintomas de dicha intolerancia.

Prado, Blanddn, Vandenberghe, Rodrigues, Castro, Thomaz-Soccol & Soccol (2015) sefialan que
las personas que consumen kéfir muestran niveles altos de probioticos en los intestinos. Ademas,

el kéfir contiene la enzima B-galactosidasa, que sigue activa al ser consumida, lo cual es



beneficiosos para aquellas personas intolerantes a la lactosa, pues facilita la hidrélisis de esta,
disminuyendo los efectos de dicha intolerancia.

Mas aun, Howarth, & Wang (2013) sefiala que el consumo de probi6ticos y sus derivados tiene
grandes beneficios para la salud humana, entre ellos, la mejora de la funcion inmune del cuerpo y
de la funcion intestinal, asi como el mantenimiento de la integridad de los intestinos e, inclusive,

la prevencion de enfermedades no transmisible como el cancer de colon.

Presentada esta situacion el objetivo general del proyecto es producir una bebida que cumpla con
las especificaciones, hechas por el Codex Allimentarius, para bebidas fermentadas a base de leche
y determinar la cinética de las bacterias utilizadas en su produccion, analisis que se realizara
posterior a la determinacién de las mejores condiciones de crecimiento de estas. La autora de esta
investigacién considera que también resulta de importancia el desarrollo de este proyecto pues
sirve como base para estudios posteriores en el marco de la Universidad de Costa Rica, sobre los

beneficios especificos de los granos de kéfir y del kéfir (como bebida probiodtica).



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Leches fermentadas

Las leches fermentadas son los productos obtenidos por medio de la disminucion del pH de la
leche mediante la fermentacion lactica a través de la adicién de cultivos de microorganismos
especificos. Este tipo de proceso es uno de los métodos mas antiguos para extender la vida atil de
la leche y ha sido practicado por miles de afos.

Productos de leche fermentada son elaborados en todo el mundo, estos se podrian clasificar de la
siguiente manera; segln se observa en el siguiente cuadro.

Cuadro 2.1 Tipos de leche fermentadas (Tamime, 2002).

Tipo de fermentacion Ejemplos
Fermentacion lactica e .
. Crema agria. filmjolk (origen sueco)
(mesofilica)

Fermentacion lactica
(termofilica)
Fermentacion lactica
(terapéutica, probiotica)
Fermentacion lactica y con
levaduras
Fermentacion lactica y con
moho

Yogur, leche bulgara y zabadi (yogur griego)
Leche acidophilus, Yakult (origen japonés)
Kéfir y koumiss

Viili

2.2 Probioticos

Los probidticos se definen actualmente como cultivos microbianos vivos consumidos para
beneficiar la salud y ademas proporciona un valor nutricional basico (Parvez, Malik, Kang & Kim,
2005). La industria de los probioticos estd en crecimiento al igual que el interés de parte de las
compafiias de establecer credibilidad cientifica sobre sus productos. Segun Parvez et al (2005) los
criterios de seleccion para considerar a una bacteria como probiético son:

1. Aportar un efecto benéfico en el huésped.



2. Aportar recuentos celulares altos y que sigan siendo viables a través de toda la vida util
del producto.

3. Soportar en transito a través del tracto gastro-intestinal.

4. Adherirse al revestimiento epitelial del intestino y colonizar el lumen del tracto.

5. Producir sustancias antimicrobianas hacia patdgenos.

6. Estabilizar la microflora intestinal.
Los probidticos muestran una gran gama de beneficios para la salud, pero solo algunos de ellos
tienen la suficiente evidencia y documentacion cientifica para considerarse benéficos para la salud.
Los sintomas y enfermedades que han sido clinicamente tratadas y propiamente documentados por
medio del consumo de probidticos incluyen diarrea, gastroenteritis, colitis (sindrome de colon
irritable), enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Chron y colitis ulcerosa), funcion
inmune deprimida, digestion inadecuada de la lactosa, alergias, enfermedades hepéticas e
infecciones por Helicobacter pylori (Brown & Valiere, 2006; Aragon, Graham, Borum & Doman,
2010; Isolauri, Kirjavainen & Salminen, 2002).

2.3 Kéfir

El kéfir es una leche fermentada producida por medio de la accion fermentativa de bacterias y
levaduras que existen en una relacion simbiotica dentro de los granos de kéfir. Esta bebida es
originaria de las montafias caucésicas y es consumida en gran cantidad en Rusia, Europa del Este
y el suroeste asiatico, en la ultima década su produccién y consumo ha aumentado alrededor del
mundo debido sus propiedades sensoriales Unicas y su asociacion con efectos benéficos para la
salud humana, no obstante, su produccion sigue en su mayoria siendo de manera artesanal. (Leite,
Miguel, Peixoto, Rosado, Silva & Paschoalin, 2012).

Los granos de kéfir juegan el papel de cultivo iniciador natural durante el proceso de produccién
de keéfir y estos se recuperan por medio de filtrado al finalizar la fermentacion. Estos estan
compuestos de microorganismos adheridos a una matriz de polisacarido y proteina, donde
coexisten en asociacion simbidtica varias especies de bacterias y levaduras. La poblacion de
microorganismos es relativamente estable y produce metabolitos bioactivos que son esenciales
para el crecimiento de los granos (biomasa) al igual que para la inhibicion de microorganismos
como patogenos y contaminantes (Prado et al., 2015). Pareciera que por las fotografias a nivel

macroscopico y microscépico de los granos de kéfir reportados en la literatura estos muestran poca



0 ninguna variacién con respecto a las bacterias y levaduras que coexisten dentro de ellos (Lopitz-
Otsoa, Rementeria, Elguezabal & Garaizar, 2006).

Los granos de kéfir varian en tamario (de 0.3 a 3 cm), son irregulares y su color varia de blanco a
amarillo claro dependiendo de la leche en la que se inoculen, estos se pueden observar en la Figura
2.1 donde el espacio entre cada raya de color negro representa 0.5 cm (5 mm). Los granos estan
cubiertos de una capa de liquido viscoso llamado kefiran, este es un glucogalactano (polisacarido)
soluble en agua producido por diferentes lactobacilos presentes en el kéfir y responsable de la

mayoria de los beneficios presentes en el kéfir (Lopitz-Otsoa, 2006).

Figura 2.1 Macroestructura de los granos de kéfir (Elaboracion propia, 2018).

2.3.1 Procesos de produccion

Tradicionalmente el kéfir es producido utilizando leche de vaca, bufalo o cabra. Existen tres formas
de producir kéfir: la artesanal y dos formas comerciales. EI método artesanal consiste en la
inoculacion de la leche con una cantidad variable de granos de kéfir y una fermentacion que varia
entre 18-24 h a una temperatura de 20-25 °C (Leite et al., 2012). Comercialmente es producido
utilizando dos métodos: el método ruso o el método de cultivos puros. EI primero se trata de un

proceso donde se produce a mayor escala utilizando una serie de pasos empezando por el proceso



de fermentacion utilizando granos de kéfir y utilizando el liquido filtrado. El segundo utiliza
cultivos puros aislados de los granos de kéfir o de otros cultivos comerciales, en este se inocula la
leche con cultivos DVS estos se encuentran congelados en seco y son adicionados directamente a
la leche. Estos cultivos no son reutilizables, una vez usados dejan de ser Gtiles para una segunda

fermentacion (Prado et al., 2015).
2.4 Caracteristicas del kéfir
2.4.1 Quimicas

La composicion quimica del kéfir depende de diferentes variables entre ellas el tipo y volumen de
leche (en relacion con la masa de granos de kéfir) utilizada en su produccion, la composicién de
los granos utilizados y por ultimo el proceso utilizado en su produccion (Arslan, 2014).

El kéfir, como bebida, tipicamente contiene entre 89-90% de humedad, 0,2% de lipidos, 3,0%
proteina, 6,0% de azucar, 0,7 % cenizas y 1,0% &cido lactico (Setyowati & Setyani, 2016). Por
otro lado, Wszolek, Tamime, Muir & Braclay (2001) estudiaron las propiedades del kéfir en
Escocia y Polonia utilizando leche bovina, caprina y ovina y encontraron que la composicién era
de entre 10,6-14,9% de solidos totales, 2,9-6,4 % de proteina, 3,8-4,7 % de azlcares y 0,7-1,1%
de ceniza; por su parte, Liutkevicius & Sarkinas (2004) obtuvieron que la biomasa de granos de
kéfir tiene una composicion con 86,3% de humedad y 13-7% materia seca, donde la Gltima
comprende de 4,5% proteina, 1,2% ceniza, 0,2% tejido celular y 0,03% lipidos. EI Codex
Alimentarius (WHO/FAO, 2011) en su documento de lacteos y productos lacteos presenta los

estandares de calidad esperados para este producto, estos se muestran en el Cuadro 2.2.

Cuadro 2.2 Composicion del kéfir segin el Codex Alimentarius (WHO/FAO, 2011).

Pardmetro Kefir

Proteina (%m/m) min 2,7

Grasa Lactea (%m/m) menos de 10
Acidez titulable (%om/m) min 0,6
Etanol (%m/m) -

Suma de bacterias y levaduras (log(cfu/g)) min 7
Levaduras log((cfu/g)) min 4

Lactosa (%om/m)” Entre 4-6

“(Gao X. & Li B., 2016)



2.4.2 Microbiologicas

La poblacion microbioldgica que se encuentra en los granos de kéfir a sido citada numerosas veces
como una comunidad simbiotica de microorganismos, debido a esta relacion simbiotica resulta
dificil la identificacion y estudio de los microorganismos que constituyen los granos de kéfir por
medio de métodos tradicionales (Simova, Beshkova, Angelov, Hristozova, Frengova & Spasov,
2002), ademas el estudio de dichos autores logro identificar Gnicamente entre 83-90% de bacterias
acido lacticas y 10-17% de las levaduras presentes en los granos de keéfir.

Utilizando una combinacion de métodos fenotipicos y genotipicos, Magalhdes, Pereira, Campos,
Dragone & Schwan (2011), lograron identificar 359 microorganismos aislados de los cuales 60,5%
eran bacterias &cido-lacticas, 30,6% levaduras y 8,9% bacterias &cido-acéticas. Korsak, Taminiau,
Leclercq, Crevecoeur, Ferauche, Delcenserie & Daube (2015) utilizaron analisis metagendmico
en cinco tipos diferentes de granos de kéfir, la secuenciacion revelo que hay 6 especies dominantes
y presentes en todos los granos estudiados: Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus lactis ssp.
cremoris, Gluconobacter frateurii, Lactobacillus kefiri, Acetobacter orientalis y Acetobacter
lovaniensis. Se estudio la microbiota de los granos de kéfir en Tibet con electroforesis en gel
seguido por secuenciacion y se encontrd que las especies dominantes son Pseudomonas sp.,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus
lactis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus casei, Kazachstania unispora, Kluyveromyces
marxianus, Saccharomycces cerevisiae y Kazachstania exigua (Jianzhong, Xiaoli, Hanhu &
Mingsheng, 2009).

Por otro lado, se ha reportado que los valores en recuentos celulares varian entre 6,4 x 10*y 8,5 x
108 cfu/g en bacterias y entre 1,5 x 10° y 3,7 x 108 cfu/g en levaduras (Witthuhn, Schoeman &
Britz, 2004).

2.4.3 Terapéuticas

Histéricamente el kéfir ha sido recomendado para el tratamiento de diversas condiciones clinicas
y alivio de sintomas de diferentes enfermedades como problemas gastrointestinales, alergias y
otros. Fermentaciones por medio de granos de kéfir han sido, en numerosas ocasiones, evaluados
y estudiados y un gran rango de compuestos bioactivos se han encontrado, entre estos estan los

acidos organicos, peroxido de hidrégeno, etanol, proteinas bioactivas, polisacaridos (kefiran) y



bacteriocinas (Leite et al, 2012). A continuacion, se mencionan algunos de los estudios realizados
para la comprobacion de los beneficios terapéuticos del kéfir.

Huseini, Rahimzadeh, Fazeli, Mehrazma & Salehi (2012) comprobaron la capacidad antibacterial
y antiinflamatoria de los geles presentes en los granos de kéfir por medio del tratamiento de
quemaduras infectadas con Pseudomonas aeruginosa en ratones. Liu, Wang, Lin & Lin (2013)
estudiaron la capacidad antitumoral del kéfir de leche y del kéfir de leche de soya en ratones
inoculados con sarcoma, obtuvieron una inhibicién del tejido canceroso del 64,8% y 70,9%,
respectivamente. Medrano, Racedo, Rolny, Abraham & Pérez (2011) probaron la capacidad del
kefiran en la regulacion del sistema inmune a través de la mucosa del tracto gastro intestinal. Liu,
Wang, Chen & Chen (2006) presentan un estudio donde evallan las propiedades
hipocolesterolémica del kéfir de leche y de leche de soya, en este estudio se prueba la capacidad
del kéfir de inhibir la absorcién de colesterol en el intestino y por lo tanto prevenir enfermedades

cardiovasculares.

2.5 Fermentacion lactica
Las bacterias acido-lactica (BAL) tienen un rol central en los procesos fermentativos, en las leches
fermentadas tienen en papel de convertir la lactosa en &cido lactico por lo que la acidez aumenta y
como consecuencia la proliferacion de otros microorganismos se vuelve dificil y desfavorable
(Shiby & Mishra, 2013).
Las BAL son un grupo heterogéneo de bacterias Gram Positivas con metabolismos estrictamente
fermentativos, las dos funciones mas importantes es por un lado su habilidad de convertir lactosa
(y otros carbohidratos) en acido lactico, y por otro lado su capacidad de ejercer accion antagonista
hacia microorganismos patogenos y peligrosos (Temmerman, Huys & Swings, 2004).
Las principales especies de BAL que se encuentran en las leches fermentadas son Lactobacillus,
Stretococcus, Pediococcus y Lactococcus. Estas bacterias tienen dos principales vias de
fermentacion:

1. Via homolactica: donde su principal producto en el &cido lactico (méas de 90%)

2. Via heterolactica: se produce acido lactico (50%) al igual que didxido de carbono, etanol

y &cido acético.

En términos generales la via homol&ctica convierte una molécula de una azucar de 6 carbonos

(glucosa) en dos moléculas de acido lactico, almacenando la energia en dos moléculas de ATP



(Shiby & Mishra, 2013). Podemos observar los mecanismos de ambas vias de fermentacion de las

bacterias acido-lacticas en la Figura 2.2

Glucosa

Fructosa-1,6P . )
Fructosa-6P Gluconato-6P
< ADP
ATP
Piruvat Acetato Piruvato
. Triosa-3P + Acetyl-P
<ADP

ATP
Lactato Lactato

. . Lactato
Homofermentativo Etanol

Heterofermentativo

Figura 2.2 Principales vias de fermentacion para BAL (Elaboracion propia, 2018)

2.6 Cinética

La cinética de una reaccion se define como la velocidad de formacion o consumo de una sustancia,
esta velocidad depende de muchas variables, las mas comunes son: temperatura y las
concentraciones de reactivos y productos. Las reacciones donde intervienen microorganismos tales
como: hongos, algas y bacterias se les conoce como biorreacciones, el analisis matematico de las
mismas puede proporcionar informacion importante sobre la funcionalidad de las bacterias y puede
contribuir a la seleccion y disefio de un proceso adecuado. Los datos cinéticos son necesarios para
entender el proceso de fermentacion y para el desarrollo de sistemas de fermentacion continuos
(Shiby & Mishra, 2013).

El producto clave de la fermentacion lactica, como se discutio anteriormente, es el acido lactico,
producto valioso en la industria alimentaria al igual que en la industria farmacéutica. La cinética
de leches fermentadas por cultivos iniciadores ha sido estudiada por diversos cientificos, en la
ecuacion (2.1) se muestra la expresion general con la que se puede describir el crecimiento

microbiano (Kargi, 2009).
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ZS+B—>nB+ZP (2.1)

Donde S, B y P son el sustrato, la biomasa y el producto respectivamente. La reaccion es auto
catalitica ya que el biocatalizador (biomasa) es generada por medio de la reaccion.

Cuando un volumen fijo de medio liquido es inoculado con células microbianas obtenidas a partir
de un cultivo que fue colonizado hasta la saturacion y se mide periodicamente el nimero de células
viables por mililitro para obtener una grafica, generalmente esta tiene la forma mostrada en la
Figura 2.3. Dicha gréfica esté dividida en 4 etapas que se explicaran a continuacion:

La primera etapa se denomina la etapa latente, periodo durante el cual las células, sin metabolitos
a causa de estar en un nuevo ambiente, se adaptan a este. Se empiezan a formar y acumular enzimas
y sustancias intermedias hasta que la concentracion de estos permita el inicio de la reproduccién.
Cuando el cultivo se coloca en un medio totalmente diferente las células son incapaces de crecer
en el nuevo medio, por lo tanto, esta zona seria prolongada y este corresponde al tiempo en el cual
las células deben mutar para adaptarse al nuevo medio.

La segunda etapa es la etapa exponencial en la cual se sintetiza material celular nuevo a una
velocidad constante, material que es catalitico, por esta razon el aumento es de forma exponencial.
Esta etapa persiste hasta que suceden una de dos cosas, se agotan los nutrientes en el medio o se
acumulan productos metabdlicos nocivos que inhiben la proliferacion de las bacterias en el medio.
La tercera etapa es la etapa estacionaria maxima donde el agotamiento de los nutrientes o la
produccion de metabolitos nocivos provoca que la proliferacion se detenga.

La cuarta etapa es la etapa de declinacion o la etapa de muerte, donde después de un tiempo de
estar en la etapa estacionaria el indice de muerte de eleva hasta alcanzar un nivel estable, la tasa
de muerte es mas lenta que la tasa de proliferacion exponencial. Una vez que muere la mayor parte
de celular la tasa disminuye y solo permanecen viables un pequefio nimero de supervivientes por

meses o inclusive afios (Brooks, Carroll, Butel, More & Mietzner, 2013).
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Figura 2.3 Curva de crecimiento de biomasa (Elaboracion propia, 2018).

Las ecuaciones mas utilizadas para describir las tasas de crecimiento de biomasa son la ecuacion
logistica y la ecuacion de Monod, la primera considera Gnicamente la concentracion de biomasa
sin tomar en cuenta la utilizacién de sustrato, la segunda considera la concentracion de biomasa al
igual que la razon limitante de sustrato (Kargi, 2009). La ecuacién logistica esta siendo utilizada
de manera creciente para la descripcién del crecimiento de biomasa microbiana para diversos
sistemas bioldgicos, al igual que para la prediccion de la inhibicion e inactivacion del crecimiento
microbiano, pero no predice la fase de muerte después de la fase estacionaria (Zajsek & Gorsek,
2010). Los niveles de sustrato no son de interés en el estudio presente ni para la aplicacion de
interés, se asume que hay suficiente sustrato para mantener numero intolerables de
microorganismos, de manera tal que se utilizara la ecuacion logistica para modelar el crecimiento
de kéfir durante la fermentacion por tandas.

La ecuacion logistica utilizada para describir crecimiento microbiano se muestra en la ecuacion
(2.2).

dB

B
= KB (1 - ) 2.2)
max

Donde:
t: es tiempo, h.
k: es la constante de crecimiento biomasico h™t.

B,ax: €5 Maxima concentracién de biomasa g/ L.
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La forma integral de la ecuacion logistica de crecimiento cuando la concentracion es igual a la
concentracion inicial cuando el tiempo es igual a cero se muestra en la ecuacion (2.3)
Bexp*t

o 1-— ( B; ) (1 — expk?) 23)

Bmax

Donde:

B;: es la concentracion inicial de biomasa, g/L.

Por otro lado, segun Kargi (2009), la tasa de crecimiento de la ecuacion logistica esta
matematicamente relacionada con las constantes de la cinética de Monod. En la ecuacion 2.4 se
muestra la forma diferencial de la cinética de Monod mientras que en la ecuacién 2.5 se muestra

la relacion entre tasa de crecimiento.

dXx |J—max5>
— = X 2.4
i~ (53 =

Donde:
Wmax: €S crecimiento celular maximo, g/L h.
S: es concentracion del sustrato, g/L.

K,: concentracién limitante de crecimiento (Fogler, 2008)

u
k = ’I’(‘“" S; = QS; (2.5)
S

Donde

Q: tasa de crecimiento para la cinética de Monod, h't. (Kargi, 2009)

Segun Pradhan A., Li M., Li Y., Kelso L., Costello T & Johnson M. (2012) se puede utilizar la
ecuacion de Weibull modificada para obtener la modelacion de la cinética de crecimiento al igual
que de supervivencia. La ecuacion de Weibull modificada se muestra en la ecuacion 2.6.

B = Binax — Biexp(—k(t, — t)7) (2.4)
Donde:
z: constante de forma, adim.

t,: es el tiempo de adaptacidn celular, h.

En el estudio presente el producto deseado es acido lactico por lo que se enfoca en esto. En afios

reciente muchos modelos matematicos se han desarrollado para la descripcién de sistemas
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bioldgicos, en especifico sistemas de crecimiento microbiano, la formacion de productos y
subproductos formados en procesos de fermentacion.

Un modelo comunmente utilizado para formacion de productos es la ecuacién modificada de
Gompertz mostrada en la ecuacion 2.6, la cual considera el tiempo de produccién méxima, el

méaximo producido y el tiempo de adaptacion celular (Zajsek & Gorsek, 2010).

B elr,,
Cac - Cmax,ac exp(—exp(c (ta - t) + 1)) (26)

max,ac

Donde:
C,.: €s la concentracion de acido lactico, g/L.
Cinax.act €S la concentracion maxima de acido lactico, g/L.

T,c: €S la tasa de produccién méaxima, g/Lh.



CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL, MATERIALES Y EQUIPO

Este proyecto tiene como objetivo general evaluar el desempefio de crecimiento de los granos de
kéfir de leche tanto en biomasa como en poblaciones microbioldgicas. Para esto se emplean varias
pruebas de caracterizacion de los sustratos y, se realizan varias etapas experimentales, de las cuales
las primeras dos etapas son independientes entre si y se hacen de manera preliminar, con el fin de
obtener las mejores condiciones para la preservacion de los granos y la estabilidad microbioldgica
de los mismos. En este capitulo se presentaran los materiales, equipos, variables, métodos y el

disefio estadistico en las etapas en las que se requiera.
3.1 Materiales y equipo.
3.1.1 Reactivos

Cuadro 3.1 Reactivos utilizados en el trabajo experimental.

Reactivo Proveedor Pureza
Acido sulfarico Merck Millipore 95-97%
Dioxido de titanio anhidro Sigma-Aldrich 99,5%
Fenolftalina Honeywell Riedel-de Haen 99,9%
Hidrdxido de sodio Labquimar 97%
Rojo de Metilo - -
Sulfato de cobre Merck Millipore < 95%
Ferrocianuro de potasio Sigma-Aldrich 99%
Sulfato de zinc J T Baker 99,2%
Tartrato de sodio y potasio UCR -
Zinc en polvo Honeywell Riedel-de Haen 99,9%
Glucosa Sigme-Aldrich 99,5%
Sulfato de potasio Sigma-Aldrich 99%

14
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3.1.2 Equipo Experimental

Cuadro 3.2 Equipo empleado durante la investigacion.

Equipo Fabricante Ambito
Autoclave TOMIN 0,3 kg cm™
Balanza semianalitica Sartorius 0-620 g (0.001 g)
Incubadora con agitacion orbital Shel Lab 8-60°C (0.1°C)
Horno Blue M 0-300 °C
Céamara de seguridad microbioldgica con flujo laminar ~ Labculture -
Digestor Kjeldhal LabConco -
Sistema de destilacién automaético para Kjeldhal LabConco 200-800 mL
Viscosimetro Cole-Palmer 1,6-28 cST
pHmetro OAKTON -
Picnometro LMS 10 ml

3.1.3 Sustrato

Para el trabajo experimental se utilizo leche tratada a Ultra Alta Temperatura (UHT) con 2% grasa

marca Dos Pinos adquirida en un supermercado local.
3.1.4 Microorganismos para la fermentacion

Los granos de kéfir utilizados en este estudio provienen de dos fuentes; unos granos fueron
obtenidos localmente de hogares costarricenses y los otros fueron obtenidos comercialmente a
través de la comparfiia estadounidense Cultures for Heatlh™; estos Gltimos se obtienen como grano

de kéfir liofilizados.
3.2 Pruebas fisicas y quimicas y recuentos microbioldgicos

Se realizan diferentes pruebas quimicas y recuentos microbiol6gicos antes y después de las

fermentaciones a realizar a través del experimento, estas se explican a continuacion.
3.2.1 Determinacion masica de los granos de kéfir

Se pesa la masa de granos de kéfir antes y después de la fermentacion y utilizando la ecuacion 3.1

se calcula el porcentaje de crecimiento de los granos durante la fermentacion.

bms — bm; 3.1
%bm:w*mo (3.1)

m;
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Donde:
% bm: porcentaje de crecimiento de biomasa.
bm;: peso de biomasa al inicio, g.

bm;: masa de la biomasa después de fermentacion, g.

3.2.2 Determinacion de proteina

La determinacion de proteina por medio del método Kjeldhal se hizo con el procedimiento descrito

por la norma ISO 8968-1 (2014), el cual se detalla en el apéndice D.
3.2.3 Determinacion de lactosa

La determinacion de lactosa por medio del método Lane y Eynon (utilizando soluciones de
Fehling) se hizo siguiendo el procedimiento descrito por la norma GB 5413.5 del National Food
Safety Standard (2010), también se utilizé de guia el Manual de Normas Analiticas del Instituto

Adolfo Lutz (2008). Este procedimiento se detalla en el apéndice D.
3.2.4 Determinacion de &cido lactico

La determinacion de acidez expresada como &cido lactico por medio del método de valoracién o
titulacion se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por la norma NMX-F-420 de la Direccion
General de Normas en México (1982), también se utiliz6 de guia el Manual de Normas Analiticas

del Instituto Adolfo Lutz (2008). Este procedimiento se detalla en el apéndice D.
3.2.5 Recuentos microbiologicos

Las poblaciones microbioldgicas fueron cuantificadas en medio sélido especifico para cada
poblacién. En este caso Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) es utilizado para las bacterias acido-
lacticas y Agar Papa Dextrosa (APD) para las levaduras. Los recuentos microbioldgicos asumen
que cada colonia esta formada por una Unica célula, por lo tanto, los resultados son expresados en
CFU/ml (unidades formadoras de colonias/mL). Cada muestra es cuantificada después de hacer
diluciones decimales utilizando agua peptonada estéril a 0,1%. Las diluciones elegidas se colocan
en las placas de MRS y APD. Las placas de MRS se incuban por 24-36 horas en una atmdsfera
semi aerobia a temperatura ambiente y las placas de APD se incuban por 48 horas 0 més, bajo

condiciones aerobicas a temperatura ambiente.
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3.2.5 Densidad

La determinacién de densidad se realizé utilizando un picndmetro, se pesa el picnGmetro vacio,
seco y a temperatura ambiente a continuacion se llena completamente de la muestra (incluyendo
el capilar de la tapa), se vuelve a pesar. Utilizando la diferencia de masas y el volumen teorico del
picnometro se puede calcular la densidad con la ecuacién 3.2.

(Mexp - Mpic) (32)
Vi

d =

Donde:

d: densidad de la muestra, g/mL.

M,,;.: masa del picnometro vacio, g.

M., masa del picnometro con la muestra, g.

3.2.6 Viscosidad

La determinacién de viscosidad se realiz6 utilizando un viscosimetro de Ostwald, se llena el
viscosimetro y utilizando una pera se obtiene el tiempo que tarda pasando de una marca a otra (el
recorrido tiene un volumen especifico asociado a la constante del viscosimetro). Utilizando el

tiempo y la constante del viscosimetro se puede calcular la viscosidad con la ecuacion 3.3.

v=y*q (3.3)

Donde:
v: viscosidad de la muestra, cSt.
y: constante de viscosimetro, cSt/s.

q: tiempo del recorrido, s
3.3 Primera etapa experimental. Métodos de preservacion de los granos de kéfir

Dos métodos de preservacion se evaluaron para los granos de kéfir: congelado y secado. Se debe
aclarar que los métodos de preservacion solo se llevaron a cabo para los granos no comerciales
(granos de kéfir frescos obtenidos localmente), debido a que los granos comprados comercialmente
ya se encuentran preservados por medio de liofilizacion. Esto se realiza para mantener la viabilidad

del cultivo iniciador fresco (granos de kefir locales) a lo largo de toda la experimentacion.
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3.3.1 Congelado

Para el método de congelado, una muestra de 10 g de granos de kéfir es colocada en un contenedor
de vidrio y cubierta con leche tratada a ultra alta temperatura (2% grasa) marca Dos Pinos; este

contenedor es cerrado y colocado dentro de un congelador a una temperatura de -8 °C.
3.3.2 Secado

Para el método de secado los granos son inicialmente lavados con agua destilada estéril, a
continuacion 10 gramos de granos de kéfir son colocados dentro de un horno a una temperatura
menor a 40 °C (para evitar la muerte de microorganismos) por 76 horas o hasta que la masa
permanezca constante; esto se determina pesando la muestra varias veces hasta que la masa no

disminuya mas.
3.3.3 Modelo estadistico utilizado

Para esta parte se utilizé un modelo estadistico de comparacion de medias en los pares de datos de

cada corrida, para esto se utilizo la prueba t-student considerando varianzas constantes.
3.4 Activacion y mantenimiento de granos

Todos los granos que se encuentran preservados (congelados, secado o liofilizado) deben ser
activados antes de ser utilizados en las fermentaciones experimentales que se deben llevar a cabo
en las siguientes etapas. Por lo tanto, el procedimiento descrito a continuacion se llevara a cabo

antes del inicio de todos los experimentos de fermentacion.
3.4.1 Variables fijas

Para todas las fermentaciones en la etapa de activacion y mantenimiento, se fijaron las siguientes

variables esto para mantener la viabilidad de los granos de kéfir mientras estos sean necesarios.

e Temperatura ambiental (25-26°C)
e Concentracion de granos inicial de 25 g/L

e Tiempo 24 hy sin agitacion

3.4.2 Procedimiento
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Se inoculan los granos de kéfir en leche tratada a ultra alta temperatura (2% grasa) marca Dos
Pinos dentro de un Erlenmeyer esterilizado se mantienen en este medio por 24 horas. Los granos
son separados de la leche por medio de filtracion y el mismo procedimiento es llevado a cabo por
tres periodos de 24 horas; desde ese momento, los granos seran considerados como activados. Los
granos se mantienen en estas condiciones, con intercambio de leche cada 24 horas, hasta que sean

necesarios en las pruebas de fermentacion.
3.5. Segunda etapa experimental. Comparacion estadistica entre tipos de granos

Para esta etapa de la experimentacidn se realizan tres repeticiones de fermentaciones de cada tipo
de grano. El procedimiento al igual que las variables fijas durante la experimentacién se explican
a continuacion. Esta etapa se realiza para corroborar la estabilidad del cultivo en términos de
poblaciones microbioldgicas, para comprobar que lo resultados del disefio estadistico se

mantendran al utilizar granos comerciales o granos locales.
3.5.1 Variables fijas

e Temperatura 35 °C (Tf)

e Concentracion de granos inicial de 27,5 g/L

e Tiempo24h

e Agitacion: 50 rpm

e Erlenmeyer de 250 mL, con boca de 3 cm y diametro inferior de 7,5 cm
e Leche Dos Pinos UHT 2% grasa

e Volumen de leche 200 mL
3.5.2 Modelo estadistico utilizado

Para esta parte se utilizé un modelo estadistico de comparacion de medias en los pares de datos de
cada corrida, para esto se utilizo la prueba t-student considerando varianzas constantes con a=0.05,
se compara el crecimiento porcentual de biomasa y el crecimiento en logaritmos de bacterias y
levaduras, para esto se pesa la biomasa y se realizan recuentos antes y después de las

fermentaciones.

3.5.3 Experimentos de fermentacion
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En la Figura 3.1 se describe el procedimiento general que se emple6 para preparar, fermentar y
hacer pruebas después de fermentar. Entre las etapas lo que cambia son los valores de temperatura,

agitacion y concentracion granos/leche, estos cambios se indican al inicio de cada seccion.

4. Colocar la \l/
1. Calentar la
leche a T, leche en 7. Filtrar
schea s erlenmayer :
2. Pesar granos \L 8. Pesar granos
5. Colocar en
incubadora
3. Colocar granos 9. Recuentos
en erlenmeyer
6. Fermentar (24

horas) 10. Pruebas
quimicas

Figura 3.1 Diagrama del procedimiento general empleado para preparacion, fermentacion y

realizacion de pruebas experimentales.

A continuacion, se explican con mas detalle los pasos del diagrama de la Figura 3.1.

Paso 1: la leche se calienta en un beaker utilizando una plantilla de calentamiento a la temperatura
a la que se realizaré la fermentacion. La leche se abre dentro de una camara de flujo laminar y se
coloca dentro del beaker, este se tapa con papel aluminio y luego se coloca en la plantilla.

Paso 2: se pesan los granos con la ayuda de una balanza semi analitica.

Paso 3: dentro de una cdmara de seguridad microbioldgica con flujo laminar se colocan los granos
dentro de los erlenmeyer estériles.

Paso 4: dentro de la camara de flujo laminar se coloca la leche dentro de los erlenmeyer que
contienen los granos pesados y se tapan los mismo con papel aluminio.

Paso 5: los erlenmeyer tapados se colocan en las rejillas de la incubadora con agitacién orbital y
se establecen la temperatura de fermentacion y la agitacion deseada.

Paso 6: se fermenta a las condiciones elegidas en el paso anterior por un tiempo de 24 horas.
Paso 7: se filtran los granos utilizando un colador de cocina que fue previamente esterilizado
utilizando etanol a 70% y colocado por 10 min bajo luz ultravioleta dentro de la cdmara de flujo

laminar. La leche se coloca dentro de un erlenmeyer estéril y se tapa con aluminio, los granos
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después de ser lavados con agua destilada estéril se dejan reposar encima de filtros de papel (para
eliminar el agua superficial) luego se colocan dentro de un beaker estéril previamente pesado y se
cubre con aluminio.

Paso 8: se pesa el beaker con los granos y se calcula la masa final por diferencia.

Paso 9: a la leche fermentada (kéfir) que se coloco dentro del erlenmeyer se le realizan los
recuentos microbiolégicos.

Paso 10: por ultimo, al kéfir que se encuentra en el erlenmeyer se le realizan las pruebas quimicas

de determinacion de proteina, determinacion de lactosa y determinacién de acido lactico.
3.6 Tercera etapa experimental. Disefio central compuesto rotacional

Se realizan 24 experimentos de fermentacion, siguiendo el procedimiento especificado en la Figura
3.1. Estos experimentos forman parte de un disefio experimental central compuesto rotacional con
6 puntos centrales, para asegurar la repetibilidad, con 0=1.68 lo que de la rotabilidad al disefio. En

el Cuadro 3.3 se pueden observar los experimentos que se llevaron a cabo.

Cuadro 3.3 Disefio central compuesto rotacional, condiciones.

Orden Temperatura (°C) Agitacién (rpm) Masa (g)
8 29 20 2,8
18 41 20 2,8
15 29 80 2,8
17 41 80 2,8
6 29 20 8,2
7 41 20 8,2
13 29 80 8,2
2 41 80 8,2
10 25 50 55
1 45 50 55
9 35 0 55
20 35 100 55
11 35 50 1,0
5 35 50 10
19 35 50 55
3 35 50 5,5
14 35 50 55
4 35 50 55
12 35 50 55
16 35 50 5,5

3.6.1 Variables fijas
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e Volumen de leche 200 mL
e Erlenmeyer de 250 mL, con boca de 3 cm y didmetro inferior de 7.5 cm
e Leche Dos Pinos UHT 2% grasa

3.6.2 Variable de respuesta

Como variables de respuesta se documenta el cambio porcentual de la biomasa y el cambio en
logaritmos en recuentos de bacterias acido lacticas y levaduras. Para lo anterior se pesa la biomasa
antes y después de las fermentaciones, y se realizan recuentos de bacterias y levaduras antes de
después de las fermentaciones. Se debe aclarar que los recuentos antes de las fermentaciones se
realizaron por triplicado para cada concentracion de granos de kéfir una Unica vez debido a
limitaciones en la cantidad de materia prima. Como medida adicional para control de calidad se
hacen las pruebas quimicas (3.2.2, 3.2.3y 3.2.4).

3.7 Cuarta etapa experimental. Validacion de los modelos obtenidos en la tercera etapa

experimental.

En esta etapa se tiene como objetivo la validacion de los modelos matemaéticos obtenidos a partir

del desarrollo del disefio central compuesto rotacional para las tres variables de respuesta.
3.7.1 Procedimiento

Para esta etapa se trabajé con el procedimiento de la Figura 3.1, utilizando las condiciones de
temperatura (25 °C), agitacion (100 rpm) y concentracién de granos (5 g/L) obtenidas a partir de

la maximizacién local (dentro de los limites del disefio estadistico) simultanea de los tres modelos.
3.7.2 Variable de respuesta

Se miden las mismas variables de respuesta que en la tercera etapa.

3.7.3 Modelo estadistico utilizado

Se realiza un andlisis utilizando el método de Montecarlo sobre los modelos matematico que
describen las variables de respuesta para obtener un rango de condiciones que simulen las

condiciones operacionales reales del sistema.
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3.8 Quinta etapa experimental. Cinética de crecimiento de granos y de produccion de acido

lactico

Esta etapa tuvo como proposito obtener la constante de velocidad de crecimiento por medio de la
ecuacion logistica y por medio de relaciones matematicas la constante de velocidad de Monod. De

igual manera se realiza la cinética de produccion de &cido l4ctico.
3.8.1 Fermentaciones para determinacion cinética

Se realizan fermentaciones, siguiendo el esquema de la Figura 3.1, utilizando las condiciones de
temperatura, agitacion y concentracion de granos donde se maximizan las variables de respuesta
(obtenidas en la tercera etapa experimental y validadas en la cuarta etapa experimental). Se
analizan las muestras cada hora (para de esta manera completar la curva por un periodo de 36

horas).
3.8.2 Variable respuesta

Como variable respuesta se documenta el crecimiento porcentual de biomasa pesando la masa de
los granos antes y después de las fermentaciones (3.2.1), de igual manera se realiza medicion de
acidez en &cido l4ctico de todas las muestras después de la fermentacion (3.2.4).

3.8.3 Modelo estadistico utilizado

Se hace un analisis de regresion no lineal para obtener los valores de la constante de velocidad,
concentracion de granos maxima y concentracion de granos inicial. De igual manera se realiza un
analisis de regresion no lineal para obtener el valor de la constante de velocidad de produccion de

acido lactico.
3.9 Ultima etapa experimental. Caracterizacion fisica del producto final.

Se realiza una ultima fermentacion a las condiciones obtenidas en la tercera parte experimental a
la que se le realizaron pruebas fisicas de determinacion de viscosidad y densidad y una ultima

prueba quimica de determinacion de pH.
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3.9.1 Caracterizacién de muestras

En esta etapa se trabajo con una muestra, y siguiendo el procedimiento de la Figura 3.1, se realiz6

la fermentacion por triplicado.



CAPITULO 4
DISCUSION DE RESULTADOS
4.1 Caracterizacion de materia prima.

Se realizan las pruebas de caracterizacion de determinacion de proteina, lactosa y acido lactico a
la leche que se utilizara a través de toda la experimentacion. Los resultados se muestran en el
Cuadro 4.1

Cuadro 4.1 Caracterizacion de materia prima

Ensayo % proteina (Yom/m) % lactosa (%om/m) %acido lactico (m/m)
Resultado 3,29 £ 0,027 5,23+0,16 0,150 + 0,0044
Literatura™ 3,2 5,2 0,12-0,18*

*Goméz & Mejia (2005), *Villalobos (2006)

Las pruebas se realizaron por triplicado y se presentan con sus desviaciones estandar. Los
resultados experimentales concuerdan en gran medida con los resultados encontrados en la
literatura, por esta razon se pueden concluir que los métodos que se utilizan para las

determinaciones quimicas son adecuados.
4.2 Primera etapa experimental. Efecto del método de preservacion.

Los tratamientos de preservacion solo se realizaron a los granos de kéfir obtenidos localmente, ya
que estos no se encuentran preservados de ninguna manera. Se desea obtener un tratamiento previo

apto para preservacion y mantenimiento de los mismo a lo largo de la duracion del estudio.

Sin embargo, antes de aplicar cualquier método de preservacion, se realizan recuentos
microbiologicos de bacterias y levaduras en los cultivos iniciadores para analizar si existen
diferencias estadisticas dentro de estas poblaciones. Para realizar esto se lleva a cabo el proceso
de activacion de los granos comerciales, posteriormente se hacen fermentaciones a las condiciones
de activacion para ambos tipos de granos; antes y después de la cual se hacen los recuentos
microbioldgicos y determinacion de biomasa. Se debe aclarar que los resultados reportados son
los promedios obtenidos después de tres corridas por tipo de cultivo y por tipo de poblacién, se
reporta el crecimiento en logaritmos. En el Cuadro 4.2 podemos ver los resultados obtenidos en

los recuentos; de igual manera observamos la t student experimental y la tedrica. Las t student

25
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experimentales son menores que la tedrica, de 1,53, para ambas poblaciones, bacterias y levaduras
(a=0,05 y n, + n,, — 2 grados de libertad). Se concluye que las medias de ambas poblaciones

pueden considerarse estadisticamente iguales o que no hay informacion que pruebe lo contrario.

Cuadro 4.2 Recuentos comparativos entre tipo de cultivo.

., . Granos locales, Granos comerciales, t student
Poblacion\Cultivo
log(cfu/ml) log(cfu/ml)
Levaduras 7,92 + 0,002" 7,91 + 0,002" 0,36
Bacterias 8,21 +0,03" 8,23+ 0,03" 0,16

*se refieren a las desviaciones estandar de la prueba t.

Los granos locales fueron sometidos tanto al proceso de congelamiento como al secado para
evaluar la supervivencia de las bacterias acido-lacticas y las levaduras. El porcentaje de

supervivencia de microorganismos para cada tratamiento se puede observar en la Figura 4.1.

De acuerdo con la literatura, durante el congelamiento y la activacion de los granos de kéfir, la
temperatura y la concentracion de los granos son algunas de las variables que puede afectar el
porcentaje de supervivencia microbiana dentro de la muestra (Chen et al, 2006). Para esta parte de
la experimentacion se utilizaron las mismas condiciones de activacion, temperatura ambiente, sin
agitacion y con concentracion de granos de 27,5 g/L y siguiendo el procedimiento descrito en la
Figura 3.1. En el caso del congelamiento la leche se utiliz6 como medio de preservacion de igual

manera es el medio de propagacion.

La Figura 4.1. muestra como las bacterias acido-lacticas tienen una mayor tasa de supervivencia
después del congelamiento comparada con las levaduras. Esto se debe a que la recuperacién de la
pared celular cuando la leche es el medio de preservacion durante el congelamiento es mayor, esto
porque la leche tiene caracteristicas que lo hacen un buen crioprotector (sustancia que es utilizada
para proteger la pared celular del dafio por congelamiento) (Kaewiad et al, 2016). Por otro lado,
se ha reportado que las bacterias acido-lacticas sobreviven los procesos de congelamiento mejor
que los hongos y levaduras, a pesar de que los ultimos también tiene una tasa de supervivencia
considerable, esta es mucho menor que la obtenida por las bacterias (Bolla et al, 2010). Lo anterior
puede atribuirse a la complejidad estructural de los hongos y las levaduras comparada con las

bacterias. Adicionalmente, alguna literatura reporta que la tasa de congelamiento (velocidad a la
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cual la temperatura baja) tiene un impacto mayor sobre la viabilidad de los hongos y las levaduras

comparada con las bacterias (Ojha & Brijesh, 2016).

A la inversa, para el método de secado, la tasa de supervivencia fue mayor para las levaduras que
aquella obtenida para las bacterias. Esto se pueden atribuir a la facilidad que tienen los hongos y
las levaduras por encima de las bacterias a la adaptacion a ambiente con poca humedad. Por otra
parte, a pesar de que la temperatura de secado no excedi6 los 40 °C, la temperatura juega un papel
importante ya que al someter a los granos a esta temperatura por largos periodos de tiempo causa
el agotamiento de todo trazo de humedad en la muestra; esto puede causar dafio a la pared celular

y por lo tanto la recuperacion de los microorganismos al reactivar los granos.
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6.00 SO
500 m Antes

..... Congelamiento

4.00

3.00

Log (cfu/ml)

:::::::::: m Secado
2.00 S
1.00 SR

0.00
Levaduras Bacterias

Tipo de Poblacién

Figura 4.1 Supervivencia de microorganismos en los granos de kéfir locales antes y después de

los métodos de preservacion.
4.3 Segunda etapa experimental. Comparacion estadistica entre tipos de granos

Los resultados no muestran diferencias significativas (0=0,05), en términos de crecimiento
porcentual de biomasa ni en poblaciones finales de microorganimos; para los experimentos de
fermentacion llevados a cabo con los dos tipos de cultivo. EI Cuadro 4.3 muestra los resultados

obtenidos, la t de student experimental para el crecimiento de biomasa, bacterias y levaduras y



28

parametros de calidad. EIl crecimiento biomaésico es evaluado como un incremento porcentual
obtenido entre las determinaciones antes y después de la fermentacion. Se concluye que bajo las
condiciones de operacion a las que se llevaron a cabo las fermentaciones (3.5.1) ambos tipos de
cultivo reaccionan de la misma manera. Esto porque los valores experimentales de la t student son

menores que el tedrico (1,53) para todas las variables de respuesta.

Cuadro 4.3 Comparacion del desempefio de los tipos de granos.

- Granos locales Granos comerciales t student
Levaduras, log(cfu/ml) 6,61 + 0,06 6,63 £ 0,05 0,48
Bacterias y levaduras, 13,55+ 0,04 13,58 £ 0,06 1,01

log(cfu/ml)

Masa, % 7,20+0,13 7,18 £0,20 0,19
Proteina (%m/m) 4,36 £ 0,06 4,35+ 0,02 0,62
Lactosa (%m/m) 2,94+£0,11 2,92 + 0,07 0,41

Acido Lactico 1,22 £ 0,03 1,23+ 0,01 0,44

4.4 Tercera etapa experimental. Disefio estadistico central compuesto rotacional.

En esta etapa se realizé un disefio estadistico para evaluar el crecimiento porcentual de biomasa y
los crecimientos logaritmicos netos de bacterias y levaduras utilizando como factores la
temperatura (°C), agitacion (rpm) y concentracion granos/leche (g/L). Los resultados obtenidos
para el disefio presentado en la Seccion 3.6 se pueden observar en el Cuadro A.7, se analizan los
resultados utilizando el software Minitab Statistical Software Version 17 y se obtienen tres
modelos matematicos cuadraticos (que incluye interacciones entre variables) para la descripcion
del comportamiento de las tres variables de respuesta, estos se muestran en las ecuaciones 4.1, 4.2

y 4.3.
%m = 380,6 — 15,8T + 0,214 — 21,97M + 0,17T? + 2,48 » 107*A% 4+ 0,53M? — 2,57 » 107°TA

+0,39TM — 12,23 + 1073AM “.1)
Alog(b) = 9,51 — 0,17T — 0,043A4 — 0,67M + 1,29 * 1073T2 + 3,68 x 10442 + 2,99 * 10~2M?

+2,86 x 107*TA + 2,59 * 1073TM + 4,00 * 10"5AM (2)
Alog(l) = 0,25 + 0,31T — 0,0114 — 0,26M — 5,35 * 1073T2 + 1,07 * 10~%A2 — 3,87 » 1073 M? w3

—48%1075TA —5,80 * 107*TM + 1,25 * 1073AM

Se obtuvo un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9988, 0,9420 y 0,9450 respectivamente para

cada modelo, por lo tanto, se puede concluir que los datos se ajustan bien a los modelos propuestos.
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Se obtiene el valor p para todas las variables en cada modelo, debido a que la significancia
predefinida es 0,05 todo valor p menor o cercano a este valor predeterminado serd tomado como
significativo, segun Pulido & Salzar (2008) todo valor p cercano a 0,1 podria considerarse como
significativo. Para el modelo de crecimiento porcentual de biomasa se considera que las variables
significativas son A*M y T*A. Para el modelo de crecimiento logaritmico neto de bacterias se
considera que las variables significativas son T, A 'y M*M. Por ultimo, para el modelo de
crecimiento logaritmico neto de levaduras se considera que las variables significativas son A 'y
T*T.

Los modelos matematicos obtenidos para cada variable de respuesta se verifican por medio de los
supuestos de normalidad e independencia de los residuos. En la Figura 4.2 se muestran las graficas
de normalidad y se pueden comprobar los supuestos de normalidad de los tres modelos, ya que los

residuos o puntos estan cerca en la linea recta.

99

95
90

a0
70
B0
50
40
El

Porcentaje
Porcentaje

10 05 00 05 1.0 04 03 02 01 0.0 0.1 02 0.3 04 05
Residual Residual

a) b)

Porcentaje
-

-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 a1 0.2 0.3 04
Residual
)
Figura 4.2 Graficos de probabilidad normal para modelos de: a) crecimiento porcentual de

biomasa, b) crecimiento logaritmico neto de bacterias y ¢) crecimiento logaritmico de levaduras.
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En la Figura 4.3 se observa la independencia de los residuos para los tres modelos, se puede ver
como los residuos se ubican aleatoriamente dentro de una banda horizontal y no siguen ningun

patron evidente en los graficos de residuales versus orden de observacion.
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Figura 4.3 Gréficos de residual versus orden para modelos de: a) crecimiento porcentual de

biomasa, b) crecimiento logaritmico neto de bacterias y c) crecimiento logaritmico de levaduras

A cada prueba del disefio estadistico central compuesto rotacional se le realiza una caracterizacién
de propiedades quimicas (proteina, lactosa y acido lactico), los resultados se muestran en el Cuadro
B.9. Se puede observar como para todos los experimentos se cumplen los minimos estipulados por
el Codex Alimentarius, por esta razén se pueden concluir que para los rangos de condiciones

probados en la experimentacion se cumplen los pardmetros de calidad en cuanto a las
caracteristicas quimicas.

Se obtiene nueve superficies de respuesta relacionadas a las tres variables de respuesta. Sin
embargo, todas comparten una comunalidad, en todas las variables se obtienen mejores resultados
para la menor concentracion inicial de granos de kefir por volumen. Por esta razdn a continuacion

se discutiran estas superficies de respuesta, aquellas obtenidas a la menor concentracion inicial de
granos de kéfir.
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En la Figura 4.4 se puede observar como para el crecimiento porcentual de biomasa se obtiene una
tendencia creciente conforme disminuye la temperatura al igual que una tendencia creciente, en
menor medida, conforme aumenta la agitacion. Donde se puede concluir que los mejores

resultados se obtienen a menores temperaturas y mayores agitaciones.

Crecimiento Biomasa (%)

100
25

Agitacion (rpm)

Temperatura (°C)

Figura 4.4 Superficies de respuesta del crecimiento porcentual de biomasa obtenida a la menor

concentracion inicial de gramos de granos de keéfir.

Para el crecimiento logaritmico neto de bacterias, como se puede observar en la Figura 4.5, se
obtienen una tendencia creciente a lo largo del eje de temperatura donde se obtienen mejores
resultados conforme la temperatura disminuye. Por otro lado, a lo largo del eje de la agitacion
podemos observar como se obtienen buenos resultados (de una magnitud relevante) cuando no se
utiliza agitacion al igual que cuando se utiliza una agitacion considerable. Conforme la agitacion
aumenta la variable de respuesta disminuye hasta obtener un minimo local, a partir de este
momento la tendencia cambia y empieza a aumentar el valor de la variable de respuesta conforme
aumenta la agitacion. Se concluye que esto se debe a la presencia de varias especies de bacterias

dentro de los granos de kéfir, y por lo tanto propagados a través del medio, de manera que algunas
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de estas especies se desarrollan mejor cuando se opera a menores agitaciones y a medida que las
revoluciones por minuto aumenta la cantidad de bacterias que se ven favorecidas a mayores
agitaciones. Lo anterior puede explicarse por la presencia de especies heterofermentativas (no
necesitan de oxigeno para reproducirse) al igual que de especies homofermentativas (necesitan de
oxigeno para reproducirse), al no haber agitacion hay menor transferencia de oxigeno en el medio
y por lo tanto se favorecen las primeras y por lo contrario al aumentar la agitacion estas se ven
desfavorecidas hasta que se llega a un punto de agitacién donde las segundas se ven favorecidas y
empiezan a reproducirse.

Crecimiento Bacterias (log(cfu/ml))

100

25 75
30
50

25 Agitacion (rpm)

35

40
Temperatura (°C)

45 0

Figura 4.5 Superficies de respuesta del crecimiento logaritmico neto de bacterias obtenida a la

menor concentracion inicial de gramos de granos de kéfir.

Para el crecimiento logaritmico neto de levaduras (L), como se puede observar en la Figura 4.6, se
obtiene un aumento de la variable de respuesta conforme se mueve de forma decreciente a lo largo
del eje de temperatura hasta llegar a lo que parece ser una tendencia de line recta, se puede concluir
de esta manera que se obtiene un maximo global ya que la tendencia esperada al continuar
disminuyendo la temperatura seria una disminucién del valor de la variable de respuesta. Por otro
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lado se puede observar la misma tendencia descrita anteriormente para el crecimiento logaritmico
de bacterias donde a menores agitaciones hay un punto maximo de la variable de respuesta la cual
disminuye conforme aumenta la agitacion hasta llegar a un valor minimo y a continuacion
comienza a aumentar. Se puede observar que la tendencia no es tan marcada como aquella que se
obtiene para la variable de respuesta anterior, de igual manera se puede distinguir y se concluye

que se debe a las mismas razones.

Crecimiento Levaduras (log(cfu/ml))

25 100

Temperatura (°C) Agitacion (rpm)
Figura 4.6 Superficies de respuesta del crecimiento logaritmico neto de levaduras obtenida a la

menor concentracion de gramos de granos de kéfir.

4.5 Cuarta etapa experimental. Maximizacidn estadistica de las variables de respuesta

Una vez que se obtienen los modelos matematicos del disefio estadistico y se comprueban su
normalidad e independencia se realiza una maximizacién local de las variables de respuesta
simultdneamente, esto quiere decir que se maximiza la respuesta de todas las variables de respuesta
para asi obtener las condiciones (temperatura, agitacion y concentracion de granos) a las que esto
se puede lograr. Lo anterior se realiza con el objetivo de comprobar el modelo, una vez obtenidas

las condiciones a las que se maximizan las variables se realiza un Gltimo experimento a estas
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variables para validar que efectivamente se maximizan las variables y que los valores obtenidos se

encuentran dentro de los intervalos de respuesta para un 95% de confianza.

En el Cuadro 4.4 se pueden observar los resultados de la maximizacion simultanea, se observa
cémo para el crecimiento logaritmico de bacterias y levaduras el intervalo de confianza (que
muestra el rango de la variable de respuesta que se obtendra a las condiciones maximizadas con
95% de confianza) es amplio en comparacion al obtenido para el crecimiento porcentual de
biomasa a pesar de haber obtenido un error menor a este. A pesar de lo anterior los valores de los
intervalos para el crecimiento de bacterias y levaduras siempre cumplen con los valores de calidad
que propone la FAO/WHO (2011), Cuadro 2.2. Si se desea comparar con el Cuadro 2.2, se debe
aclarar que el crecimiento logaritmico neto es la diferencia entre el logaritmo de unidades
formadoras de colonias antes y después de la fermentacion, se debe tomar en cuenta que para una
concentracion de 5 g/L el logaritmo de unidades formadores de colonias antes de la fermentacion

es de 3,34 y 3,09 para bacterias y levaduras respectivamente.

Cuadro 4.4 Resultados de la maximizacién simultanea de las variables de respuesta obtenidas
con el software y en experimentacion.

Resultados Software

Variables de Intervalo de Resultado
respuesta Ajuste Erlfor del confianzaal Experimentacion
ajuste 95%
Crecimiento
porcentual biomasa 94,48 1,48 (91,18; 97,79)  93,60+9,40E-03
(%)
Crecimiento
logaritmico de 5,678 0527  (4504;6853) 501 +2E-03
acterias
(log(cfu/mL))
Crecimiento
'O%a”tm'co de 4,435 0,527 (3.261:5,610) 543 +0.04
evaduras
(log(cfu/mL))

En la Figura 4.7 se puede observar graficamente el proceso de maximizacion simultanea para las
tres variables de respuesta, las condiciones donde se maximizan las variables de respuesta son a
una temperatura de 25°C, agitacion a 100 rpm y concentracion de granos de 5 g/L. Observando la

figura se pueden concluir dos cosas a simple vista: primero que la maximizacién obtenida es
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Unicamente local debido a la tendencia que tienen las curvas (en especifico para el factor de
agitacion), las mismas tienen tendencia a crecer al aumentar la agitacion y segundo que al tratarse
de una maximizacion simultanea (de tres factores y tres variables de respuesta) no se maximizan
completamente algunas variables, por ejemplo, podemos observar como a 100 rpm no se obtiene
el méximo de levaduras, a pesar de esto se obtiene un nimero muy cercano al maximo (que se

obtiene a 0 rpm).

A parte de tener como objetivo la maximizacion de las variables de respuesta se debe tener presente
que la idea general de obtener la grafica anterior es la maximizacion de los recursos energéticos.
La reaccion es auto catalitica y sabiendo que el producto de interés en este estudio es el kéfir
liquido y la calidad de este (no precisamente la biomasa), no es necesario la obtencién maximizada
del porcentaje de crecimiento de biomasa, por esta razon podriamos eliminar la variable de
crecimiento porcentual de biomasa como una variable objetivo para la maximizacion. Los minimos
estipulados por la FAO/WHO en logaritmos de unidades formadoras de colonias (log(cfu/g)) para
bacterias y levaduras se encuentran por debajo de los valores obtenidos en la maximizacion grafica
cuando el valor de agitacion es 0 rpm, por lo que se puede concluir que inclusive a 0 rpm siempre
se van a cumplir los requisitos de calidad en lo que respectan bacterias y levaduras para cualquier

condicion de agitacion (entre 0-100 rpm).

) T A M
Superior 450 100.0 10.0

[25.0] [100.0] [1.0]
Inferior 25.0 0.0 1.0

Compuesto

Levaduras
Maximo
y = 4.4355

Bacterias
Maximo
y = 56784

Biomasa
Maximo
y = 94.4844

Figura 4.7. Optimizacion grafica simultanea para las tres variables de respuesta.
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Debido a que los beneficios de llevar a cabo la operacion a 100 rpm son menos relevantes que los
beneficios energéticos de llevar a cabo la operacidn a 0 rpm se decide llevar a cabo la optimizacion
con un valor fijo de agitacion a 0 rpm, obteniendo los resultados mostrados en el Cuadro 4.5. El
porcentaje de crecimiento de la biomasa sigue siendo alto, por cada gramo de granos de kéfir se
obtendran 0,788 gramos de granos nuevos, el crecimiento logaritmico neto de bacterias disminuyo
en poca cantidad, pero sigue cumpliendo con los limites de calidad estipulados por la FAO/WHO
y por ultimo el crecimiento logaritmico neto de levaduras aumento en poca cantidad y de igual

manera cumple con los limites de calidad.

Cuadro 4.5 Resultados de la maximizacion con agitacion fijaa 0 rpm.

. . Error del Intervalo de
Variables de respuesta Ajuste ajuste confianza al 95%
Crecimiento porcentual biomasa (%) 78,75 1,48 (75,45; 82,05)
Crecimiento logaritmico de bacterias ,
(Alog(cfu/mL)) 5,542 0,527 (4,367; 6,716)
Crecimiento logaritmico de levaduras ,
(Alog(cfu/mL)) 4,527 0,527 (3,352; 5,701)

4.6 Quinta etapa experimental. Cinética.
4.6.1 Cinética de crecimiento de biomasa

En esta etapa se realiza la curva de crecimiento de biomasa para las condiciones de optimizacion
obtenidas en la parte anterior, utilizando un valor de agitacion de 100 rpm. Se obtienen los datos
de concentracidn de granos contra tiempo que se observan en la Figura 4.8 representados como
puntos, donde cada punto representa el promedio de tres repeticiones. Se utiliza el software Curve
Expert Basic 2.0 para obtener el ajuste para la ecuacion logistica (linea roja), modelo facilmente
relacionable con una velocidad especifica de crecimiento como se explica en la seccién 2.6, este

ajuste al igual que los datos experimentales se puede observar en la Figura 4.8.
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Figura 4.8 Cinética de la produccion de biomasa.

Se obtienen los pardmetros de cinética para la ecuacién de Weibull modificada utilizando el
software Curve Expert Basic 2.0 que se muestran en el Cuadro 4.6.

Cuadro 4.6 Parametro de la cinética de crecimiento de biomasa para de Weibull modificada.

Parametro Valor Error estandar
Bqx(9/L) 9,70 1,6E-04
k (hh) 0,029 2,65E-04
B;(g/L) 4,58 5,25E-07
t,(h) 2,36 7,79E-05
z(adim) 2,89
R? 0.9957 -

Se obtiene una concentracion maxima de 9,70 g/L de biomasa, una constante de crecimiento de
biomasa de 0,029 h*! y una concentracidn inicial de biomasa de 4,58 g/L. Se puede observar como
este modelo predice una concentraciéon maxima mayor que aquella obtenida experimentalmente,
al igual que una concentracion menor que la utilizada experimentalmente, de igual manera la
constante obtenida predice que por cada gramo de granos de kéfir se produciran 0,029 gramos por
cada hora de fermentacion. Segun Zajsék & Gorsék (2010) la constante de crecimiento de biomasa
obtenida por medio del modelo logistico es de 0,042 h! utilizando una concentracion inicial de
granos de kéfir de 42 g/L a 21 °C y leche de vaca entera.

Resultados similares a aquellos citados por Tramsék & Gorsék (2008) que utilizan el modelo de
Richards obteniendo una constante de crecimiento de 0,0167 h™, con leche de vaca entera tratada

a ultra alta temperatura a 24 °C, agitacion a 90 rpm, una concentracion inicial de granos de kéfir
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de 75 g/L, y con glucosa adicional a una concentracion inicial de 20 g/L. Se puede establecer que
llevando el proceso con una menor cantidad de biomasa el incremento de masa por unidad de

tiempo es mayor.
4.6.2 Cinética de produccion de acido lactico

A todos los experimentos se les determind la acidez titulable de manera que se obtuvo un grafico
de concentracion de acido lactico producido contra tiempo (linea azul). Para lograr lo anterior se
resta el valor de &cido lactico a los resultados para que la grafica contenga Unicamente el &cido
producido desde una concentracion igual a cero. Utilizando la ecuacion de Gompertz y el software
Polymath 6.0 (debido a que el software Curve Expert Basic 2.0 no tiene el modelo de Gompertz
modificado que se utiliza en este caso). Se obtiene la Figura 4.9, donde se puede ver el ajuste (linea
verde). Al comparar la Figura 4.8 y 4.9 se puede observar como las zonas de adaptacion coinciden,
es hasta que las células se adaptan al ambiente que se empiezan a sintetizar productos (alrededor
de la hora 9-10).

1.200

1.000 -

0.800 e

0.600 o*

0.400 )
¢

8(2)88 ensseeee®®® °

0 10 20 30 40

Concentracion de acido
lactico (g/L)

Tiempo (h)

Figura 4.9 Cinética de la produccién de acido lactico.

Se obtienen los parametros de cinética de produccion de acido lactico para el modelo de Gompertz
utilizando el software Polymath 6.0, estos se muestran en el Cuadro 4.7.

Cuadro 4.7 Pardmetros de la cinética de produccién de acido lactico para modelo de Gompertz.

Parametro Valor Error estandar
Cmax,ac(9/L) 1,066 0,082
1750 (9/Lh) 0,060 0,006
ta(h) 9,16 0,78

R? 0,991
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Se obtiene una concentracion méaxima de 1,066 g/L de acido lactico, una constante de produccion
de acido lactico de 0,060 g/Lh y un tiempo de adaptacion de 9,16 horas. Con los datos recolectados
de formacion de biomasa y produccién de acido lactico se puede calcular el rendimiento de la zona

exponencial de formacion de producto, el valor de este seria 0,201 g,./9pm-
4.7 Ultima etapa de caracterizacion.

En esta etapa se realizo la medicion de las propiedades fisicoquimicas, densidad, viscosidad y pH,
del kéfir producido a las condiciones de 25°C, 100 rpm y 5 g/L (condiciones donde se maximiza
la produccion de biomasa, bacterias y levaduras) y de la leche utilizada como materia prima en su
produccion, estas propiedades se encuentran en el Cuadro 4.8. Se refleja, como es de esperar, que
el pH del kéfir es menor que aquel obtenido para la leche debido a que en la fermentacion se
produce &cido lactico. La viscosidad aumenta casi en 5 veces debido a la formacion de kefiran,
sustancia con consistencia de gel producida por las bacterias presentes en el kéfir. Este aumento
en la viscosidad también es debido al aumento de la acidez que provoca cambios estructurales en
la proteina de la leche y como consecuencia hay un aumento en la viscosidad. Por dltimo, la
densidad del kéfir es un poco mayor que aquella de la leche, esto puede deberse al cambio de

estado del liquido ya que la formacion de kefiran afecta la viscosidad de este.

Cuadro 4.8 Propiedades de la leche y el kéfir medidas a 25 °C.

Producto pH Viscosidad (cP) Densidad (g/mL)
Leche 6,6433 + 0,0058 2,2427 + 0,0201 1,0545 + 0,0002
Kéfir 4,3267 + 0,0058 14,5867 + 0,1531 1,0568 + 0,0001

4.8 Simulacion de Monte Carlo.

Se simula, utilizando el método de Monte Carlo, la variacién de las condiciones del proceso ya sea
debido a cambios ambientales o simplemente a variaciones de estas debido a fallos en el equipo,
esto para obtener una distribucion de los resultados mas probables. La simulacion se realiza para
la variable de respuesta de crecimiento logaritmico neto de levaduras, ya que es la variable que
podria quedar debajo de las recomendaciones del Codex Allimentarius esto se puede observar en
la Figura 4.7. Se utiliza entonces el modelo matematico de crecimiento logaritmico neto de
bacterias y se simulan variaciones en las condiciones de temperatura, agitacion y concentracion.

Se simulan varios escenarios gque se explicaran a continuacién
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4.8.1 Primer escenario

Utilizando las condiciones éptimas obtenidas en la cuarta etapa (25°C, 100 rpm y 5 g/L de granos
de kefir), se realiza la primera simulacién para obtener cual va a ser el rango de respuesta mas
probable si hay variaciones de estas condiciones durante el proceso. Debido a que el clima de
Costa Rica es tropical con temperaturas que rondan entre 20-30 °C y el proceso se llevaré a cabo
a temperatura ambiente, se programa una variacion de 20 °C a 30 °C utilizando una distribucion
uniforme. La agitacion ideal es de 100 rpm, pero debido a que la viscosidad del producto aumenta,
esta puede verse afectada, se programa una variacion utilizando una probabilidad normal de 95 a

105 rpm. Por ultimo, la concentracién inicial se varia entre 2,5 g/L y 7,5 g/L.

Se obtiene la Figura 4.10 donde se puede observar una distribucién normal de la variable de
respuesta, se asegura que con las variaciones explicadas anteriormente la probabilidad més alta es
que la respuesta se encuentre entre 4,2 y 4,5 log(cfu/mL), con una media de la respuesta de 4,30
10,19 log(cfu/mL). Considerando que el logaritmo de levaduras iniciales para las condiciones
optimas es de 3,05, se obtienen mas de 7 log(cfu/mL) de levaduras cumpliendo el requerimiento

minimo propuesta por el Codex Alimentarius.
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Levaduras log(cfu/ml)
Figura 4.10 Distribucion de probabilidad del crecimiento logaritmico neto de bacterias para el

primer escenario.
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4.8.2 Segundo escenario

En la cuarta etapa se considera la opcion de realizar la operacion sin agitacion (O rpm) ya que se
cumplen los requerimientos de poblaciones microbianas en el producto final y se eliminaria el
costo de llevar a cabo la operacion a 100 rpm. Se varian la temperatura y la concentracion inicial
de la misma forma que en el escenario anterior. La mezcla no se agitaria, pero debido a que podria
haber algun tipo de perturbacién se programa una variacion con distribucion uniforme de 0 a 1

rpm.

Se obtiene la Figura 4.11 donde se puede observar lo que se considera una distribucion normal de
la variable de respuesta, donde se puede establecer que con las variaciones explicadas
anteriormente la probabilidad mas alta es que la respuesta se encuentre entre 4 y 4,6 logaritmos
netos de crecimiento, con una media de la respuesta de 4,32 + 0,30 log(cfu/mL). Por lo tanto,
podemos concluir que con las variaciones de las condiciones del proceso propuestas y con un
logaritmo neto de levaduras inicial de 3,05, se logra obtener mas de 7 log(cfu/mL) de levaduras al

final de la fermentacion cumpliendo el requerimiento minimo propuesto por el Codex

Alimentarius.
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Figura 4.11 Distribucion de probabilidad del crecimiento logaritmico neto de bacterias para el

segundo escenario.
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4.9 Modelo de negocio: etapa desarrollada con AUGE.
Se trabaja con AUGE en la redaccion y conceptualizacion del modelo de negocios. Primero se
realiza el descubrimiento del cliente, segundo el disefio de la solucion y tercero la propuesta de

valor.
4.9.1 Descubrimiento del cliente

Dentro de la primera etapa se realiza la segmentacién de mercados la cual permite enfocar el
emprendimiento siempre teniendo presente que no se deben caer en las trampas de hacer
segmentaciones Unicamente por edad, género y localizacion. Se realiza una segmentacion global
utilizando usuarios especificos, mostrada en Anexos, a partir de esta se seleccionan tres mercados
con los que se van a trabajar. Con base en estos se realiza un mapa de empatia para cada uno donde
se caracteriza al segmento como si fuera una persona, mostrados en Anexos, esta seleccion se
realiza pensando en los mercados que pueden ser adoptadores tempranos; personas entusiastas
deprobar y utilizar nuestra solucién a sus problemas. Podemos ver como se logra realizar un mapa

de empatia donde podemos definir con facilidad las actividades diarias que realizan estos tres

segmentos que permitan que nuestro producto se introduzca en sus vidas diarias. A continuacion,
se estima el tamafio del mercado, que podemos ver en Anexos, donde evaluamos si realmente
estamos ante una oportunidad de negocio con impacto. Podemos ver que después de realizar el
ejercicio para uno de los segmentos, podriamos concluir que el tamafio del mercado costarricense
en lacteos es lo suficientemente interesante para introducir un producto y ademas tiene suficiente

tamafo para que tenga potencial de escalabilidad.

Por altimo, se realiza una validacién de los supuestos realizados en las actividades anteriores donde
por medio de conversaciones y la realizacion de una encuesta se indaga sobre los posibles
comportamientos ante un problema. Se logran validar los supuestos realizados sobre

comportamientos, necesidades y tamafio de mercado.
4.8.2 Disefio de la solucion

En esta etapa se trabaja en la definicién del producto que corresponden directamente a las
necesidades identificadas para el segmento previamente definido. Primero se realizan los trabajos

por hacer (job to be done) donde se intenta entender més de cerca las necesidades del cliente. El



43

gjercicio se puede observar en Anexos, en este se ilustra como los trabajos requeridos por el cliente
son los que configuran el enfoque de nuestra solucion y por ende el disefio y definicion de nuestro

producto.

Se realiza un Journey Map (Mapa de experiencia) que se puede observar en Anexos donde se
descubre la trayectoria que recorre el cliente desde que se percate de su necesidad u obtiene la
motivacion para adquirir el producto hasta las conclusiones de este, para poder identificar los

puntos donde nuestro producto en comparacion con otros puede llegar a llenar un vacio.
4.8.3 Propuesta de valor

Se realiza una declaracién simple y clara que explica cudl es la configuracion de nuestro producto
para generar el mejor beneficio para el cliente y que logra destacarse de las demas alternativas. Se
logra conectar (la informacién de las actividades anteriores) la solucidn que proporciona nuestro

producto con las necesidades del cliente.

Por otro lado, se realiza un grafico de posicion competitiva donde se puede visualizar mejor el
valor que tiene nuestro producto a la par de los productos similares en el mercado. Se excluye
“precio” como caracteristica o requerimiento a comparar ya que se asume que el precio sera
competitivo y que no es una limitante dentro de lo mercados seleccionados. En este se comparan

los niveles de proteina y la cantidad de probi6ticos, se puede observar el grafico en Anexos.

El dltimo hito de este segmento es ofrecer el producto a algun cliente, ver si hay personas
interesadas en la compra del producto y documentar las conclusiones, criticas y comentarios que
se tenga sobre el mismo. Una limitante en este punto es la falta de permisos sanitarios para la venta
del producto en establecimientos, pero se manifestd interés de dos restaurantes/cafeterias

saludables en comprarlo.



CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e El método de preservacion més apto para la preservacion de la poblacién microbioldgica
dentro de los granos de kéfir es el congelamiento que preserva mas del 89% de la poblacién
de levaduras y bacterias dentro de los mismos.

e Se encontrd que no hay diferencia estadistica entre los cultivos iniciadores utilizados, en
términos de poblaciones microbioldgicas ni crecimiento de biomasa bajo las mismas
condiciones de fermentacion, de esta manera se concluye que ambos cultivos iniciadores
son aptos para la produccion de un producto que cumpla los parametros de calidad para el
kéfir.

e Se logra maximizar y validar los modelos matematicos obtenidos a partir del disefio
estadistico central compuesto rotacional, obteniendo asi las condiciones adonde se obtiene
mayor cantidad de biomasa, levaduras y bacterias dentro de los limites estudiados.

e Entérminos practicos es posible llevar a cabo el proceso maximizado, sin utilizar agitacion
(0 rpm), y aun asi obtener un porcentaje de crecimiento de biomasa alto y cumplir con los
estandares de calidad en los conteos de poblaciones microbioldgicas.

e Se prueban métodos de determinacién de propiedades quimicas (proteina, lactosa y &cido
lactico) para cuantificar estas propiedades y verificar que se cumplan estos parametros de
calidad a través de todo el proceso.

e Se obtiene que a través del desarrollo del disefio experimental se cumplen los pardmetros
de calidad de caracteristicas quimicas (proteina, lactosa y acido lactico), se obtienen
porcentajes de proteina entre 3,95-4,47 %, porcentajes de acido lactico entre 0,96-1,41 %
y porcentajes de lactosa entre 2,35-3,19 %.

e A través de la caracterizacion fisicoquimica del producto final y de la leche (materia
prima) se logran visualizar las diferencias y comparar la densidad, viscosidad y pH antes
de después de la fermentacion y relacionar estos cambios con los procesos de

metabolizacion de las bacterias y levaduras dentro de los granos de kéfir.
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e Se obtiene la constante de crecimiento de biomasa (0,0290 h™!) y la tasa de produccion de
acido lactico (0,060 g/Lh) para de esta manera obtener el rendimiento de produccion de
acido lactico de los granos de kéfir (0,201 g,c/9pm)-

e Al realizar los ejercicios de modelo de negocio se logra entender al cliente, valorar el
producto y cuantificar el mercado, concluyendo que el mercado de lacteos en Costa Rica
es apto (en tamafio y en valor) para el desarrollo de un producto lacteo funcional.

e Por ultimo, se decide continuar el proceso de incubacion para desarrollar un modelo de
negocio enfocado en crear un producto lacteo funcional que promueva el bienestar (fisico,
mental en integral) dirigido a la regulacion de los sintomas y prevencion de problemas
digestivos cronicos relacionados y no relacionados con la intolerancia a la lactosa.
Diferenciando al producto por su alto contenido probidtico, alto contenido de proteinas y

bajo contenido de azUcar agregado.



46

5.2 Recomendaciones:

Siendo el kéfir un producto vivo que ocupa de condiciones ideales para crecer se
recomienda realizar un estudio con limites de agitacion més amplios debido a la tendencia
creciente que muestran las variables de respuesta al aumentar la agitacion.

Debido a que los granos de kefir estan formados por una gran cantidad de bacterias y
levaduras se recomienda realizar una caracterizacion de estas para saber cuales son las que
componen ambos tipos de granos utilizados en el presente estudio y realizar una
comparacion de estas.

En este estudio se realiza la cinética de crecimiento de biomasa, no obstante, seria de interés
saber como crecen las poblaciones de bacterias y levaduras (como un todo y cada especie
por separado) para de esta manera obtener constantes de crecimiento de las poblaciones

microbioldgicas.



CAPITULO 6

NOMENCLATURA

Mayusculas

B: concentracion de biomasa, g/L
C: concentracion g/L

K concentracion limitante, g/L

M: masa, ¢

P: concentracion de producto, g/L
Q: constante de crecimiento de Monod, h-1
S: concentracion de sustrato, g/L
V: volumen, L

Minusculas

bm: referente a biomasa

d: densidad, g/ml

f: factor de correccion, adim.

k: constante de crecimiento h-1

q: tiempo de recorrido, s

r: tasa de produccion, g/Lh

t: tiempo, h

v: viscosidad cSt

z: constante de forma, adim.
Simbolos

y: constante del viscosimetro, cSt/s
w: velocidad de crecimiento de Monod, g/Lh
B: constante de crecimiento de Monod, h-1
Subindices

a: referente a adaptacion

ac: referente a acido lactico

d: referente a densidad

exp: referente a experimental

f: referente a final

g: referente a granos de kéfir

i: referente a inicial

kef: referente a kéfir

[: referente a leche

lac: referente a lactosa

m: referente a muestra

max: referente a maximo

pic: referente a picndmetro

s: referente a sustrato

T: referente a total

tit: referente a titulacién
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APEDICE A
DATOS EXPERIMENTALES

Cuadro A.1 Datos de volumen para determinacion de proteina, lactosa y &cido lactico en leche
Volumen de titulacion (mL)

Determinacion

1 2 3
Proteina 10,85 10,70 10,80
Lactosa 12,00 11,80 11,30
Acido l4ctico 1,70 1,60 1,65
Cuadro A.2 Datos de conteos previos a métodos de preservacion.
Poblacion Granos Locales Granos Comerciales
1 2 3 1 2 3

Levaduras (cfu/mL)  7,50*10" 7,94*10" 9,60*10" 8,90*10" 7,41*10" 8,00*10’
Bacterias (cfu/mL)  1,89*10%8 2,00*10® 1,10*10® 1,90*10® 250*10® 1,00*10°

Cuadro A.3 Datos de conteos posterior a métodos de preservacion para granos locales
Congelado Secado

1 2 3 1 2 3

Levaduras (cfu/mL)  7,41*10" 6,46*10" 8,50*10’ 8,91*10" 6,85*10" 8,32*10’

Bacterias (cfu/mL)  1,07*10% 1,99*10® 1,66*10® 7,20*10" 6,95*10’ 5,65*10’

Poblacion

Cuadro A.4 Datos de biomasa antes y después y conteos después de fermentacién a 35°C, 55 rpm
y 27.5 g/L para granos comerciales.

Repeticion Masa inicial (g) Masafinal (g)  Bacterias Final Levaduras
(cfu/mL) Final (cfu/mL)
1 55 5,90 3,65*10° 8,60*10°
2 55 5,89 4,80*10° 7,70%10°
3 55 5,90 3,80*10° 9,80*10°

Cuadro A.5 Datos de biomasa antes y después y conteos después de fermentacién a 35°C, 55 rpm
y 27.5 g/L para granos locales

Repeticion Masa inicial (g) Masafinal (g)  Bacterias Final Levaduras
(cfu/mL) Final (cfu/mL)
1 55 591 3,75*10° 9,00%10°
2 55 5,89 4,75*10° 9,40%10°
3 55 5,89 4,25*10° 8,65*10°
Cuadro A.6. Conteos de bacterias y levaduras iniciales para el disefio experimental
Experimento Bacterias iniciales Levaduras iniciales
(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
8 3,51 3,56 3,53 3,51 3,50 3,54
18 3,50 3,59 3,51 3,50 3,52 3,53
15 3,48 3,52 3,60 3,49 3,54 3,53
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Cuadro A.6 (continuacion). Conteos de bacterias y levaduras iniciales para el disefio

experimental

55

Experimento

Bacterias iniciales

Levaduras iniciales

(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
17 3,59 3,51 3,49 3,49 3,51 3,54
6 4,61 4,67 4,69 4,53 4,56 4,54
7 4,69 4,70 4,61 4,52 4,55 4,54
13 4,62 4,69 4,70 4,52 457 4,53
2 4,62 4,70 4,67 4,52 4,57 4,52
10 4,42 4,34 4,47 3,94 3,92 3,93
1 4,46 4,34 4,37 3,92 3,93 3,93
9 4,37 4,35 4,48 3,91 3,93 3,94
20 4,42 4,44 4,32 3,90 3,94 3,95
11 4,32 4,46 4,36 3,08 3,12 3,06
5 4,77 4,72 4,74 4,69 4,70 4,70
19 4,47 4,35 4,40 3,92 3,93 3,93
3 4,46 4,37 4,42 3,94 3,91 3,93
14 4,47 4,42 4,33 3,94 391 3,93
4 4,37 4,31 4,47 3,94 3,91 3,93
12 4,34 4,33 4,44 3,93 3,92 3,94
16 4,30 4,37 4,44 3,93 3,92 3,92

Cuadro A.7. Masa final y conteos finales para el disefio experimental

Experimento

Masa Final (g)

Bacterias finales

Levaduras finales

(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
8 3,91 733 737 734 732 744 728
18 2,94 6,68 666 6,72 698 6,99 7,00
15 4,09 718 715 721 732 741 734
17 3,09 6,74 6,76 6,74 659 659 6,61
6 9,24 707 7,09 704 69 6,97 6,96
7 8,49 6,57 661 662 618 6,16 6,26
13 9,50 693 694 692 7,00 6,99 7,00
2 8,56 6,67 663 662 656 654 6,60
10 7,95 739 741 743 732 738 7,30
1 5,72 6,10 6,13 6,22 564 560 5,61
9 5,68 696 697 700 6,79 6,78 6,78
20 6,18 811 824 813 7,78 7,80 781
11 1,32 730 727 730 728 7,28 7,30
5 10,36 6,51 652 654 651 656 6,49
19 591 660 654 658 69 6,98 6,90
3 5,89 669 666 667 69 69 7,00
14 5,89 6,62 665 661 7,00 6,95 6,88
4 5,90 653 656 660 691 7,00 6,87
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Cuadro A.7 (continuacion) Masa final y conteos finales para el disefio experimental

Experimento Masa Final (g) Bacterias finales Levaduras finales
(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))

12 5,89 6,67 667 6,70 690 6,88 6,89
16 5,90 651 6,62 659 697 7,00 6,99

Cuadro A.8 Volumenes de titulacidn para determinaciones quimicas de experimentos del disefio
experimental.

Experimento Proteina (ml) Acido Léctico (mL) Lactosa (mL)
8 750 720 7,70 560 540 580 19,80 20,1 19,2
18 755 710 740 7,20 680 7,60 2250 22,00 22,90
15 820 8,10 830 560 610 6,00 1950 19,30 19,70
17 770 760 720 700 740 690 19,10 19,00 19,50
6 820 8,10 860 690 6,90 7,2 20,00 21,00 19,00
7 880 900 905 760 7,70 750 2550 23,00 25,00
13 8,95 8,90 9,0 6,20 590 6,20 22,00 21,00 21,80
2 830 860 860 740 720 7,30 21,00 19,00 21,50
10 780 765 765 7,10 680 7,10 19,30 19,60 19,60
1 800 820 795 7,75 760 7,75 2260 2220 22,10
9 8,15 820 840 650 660 6,40 19,80 20,60 21,10
20 760 710 7,80 6,40 6,30 7,1 26,10 25,80 26,10
11 7,70 780 820 590 6,00 6,10 21,20 2050 21,30
5 835 860 870 645 6,75 6,60 2585 26,10 26,05
19 790 775 7,75 680 680 7,10 2050 22,00 20,50
3 790 760 790 6,75 690 690 2050 20,00 21,00
14 780 7,70 820 680 6,95 7,1 20,30 21,90 22,30
4 760 740 780 680 665 6,65 19,80 21,50 18,7
12 78 7,75 815 720 680 700 19,95 2050 2255
16 790 795 7,70 6,70 695 705 2160 21,30 21,60
Cuadro A.9 Datos de masa final (g) para la cinética de biomasa.
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
0 1,000 1,000 1,000
1 1,010 1,015 1,012
2 1,025 1,045 1,037
3 1,020 1,055 1,039
4 1,030 1,065 1,040
5 1,075 1,060 1,050
6 1,070 1,090 1,143
7 1,120 1,070 1,150
8 1,150 1,090 1,190
9 1,204 1,150 1,240
10 1,230 1,280 1,350
11 1,400 1,320 1,480




Cuadro A.9 (continuacion) Datos de masa final (g) para la cinética de biomasa.

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
13 1,450 1,483 1,530
14 1,657 1,677 1,596
15 1,699 1,634 1,664
16 1,766 1,746 1,648
17 1,639 1,625 1,875
18 1,816 1,766 1,788
19 1,828 1,850 1,877
20 1,856 1,877 1,880
21 1,897 1,818 1,878
22 1,989 1,909 1,767
23 1,984 1,960 1,893
24 1,908 1,963 1,995
26 1,958 1,970 1,924
28 1,960 1,922 1,914
30 1,940 1,920 1,950
32 1,902 1,925 1,930

Cuadro A.10 Datos de volumen de titulacion de acidez titulable para cinética de &cido lactico.

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

1 1,900 1,900 1,950
2 1,900 2,000 2,000
3 2,100 2,100 2,200
4 2,200 2,150 2,200
5 2,250 2,250 2,200
6 2,300 2,300 2,250
7 2,500 2,450 2,500
8 2,600 2,650 2,600
9 2,850 2,800 2,800
10 2,950 2,950 3,000
11 3,300 3,200 3,250
13 3,700 3,650 3,700
14 4,300 4,400 4,350
15 5,100 5,150 5,200
16 6,100 6,200 6,200
17 6,900 7,000 6,950
18 7,900 7,950 8,000
19 8,500 8,600 8,600
20 9,400 9,350 9,300
21 9,600 9,700 9,650
22 9,900 9,950 9,950
23 10,400 10,450 10,450
24 10,900 10,850 10,900

26 11,550 11,550 11,500
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Cuadro A.10 (continuacion) Datos de volumen de titulacion de acidez titulable para cinética de

acido lactico.
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
28 11,900 11,950 12,000
30 12,300 12,400 12,450
32 12,500 12,600 12,550
Cuadro A.11 Datos para calculo de densidad de kéfir.
Muestra Masa (Q) Volumen (mL)
1 29,332 10
2 29,333
3 29,331
Cuadro A.12 Datos para calculo de viscosidad de kéfir
Muestra Tiempo (s) Constante (cSt/s)
1 18,29
2 18,02 0,008
3 18,39
Cuadro A.13. Datos de pH kéfir.
Muestra pH Temperatura (°C)
1 4,32 24,9
2 4,33 25,0
3 4,33 25,1
Cuadro A.14 Datos para calculo de densidad de leche.
Muestra Masa (q) Volumen (mL)
1 29,308
2 29,307 10
3 29,311
Cuadro A.15 Datos para calculo de viscosidad de leche
Muestra Tiempo () Constante (cSt/s)
1 2,78
2 2,83 0,008
3 2,80
Cuadro A.16. Datos de pH leche
Muestra pH Temperatura (°C)
1 6,64 25,0
2 6,65 25,1

3 6,64 25,0




APEDICE B
RESULTADOS INTERMEDIOS

Cuadro B.1 Determinacion de proteina, lactosa y acido lactico en leche y promedios

Determinacién 1 Va2Ior 3 Promedio
Proteina (%m/m) 3,27 3,32 3,29 3,29
_ Lactosa (%em/m) 5,10 5,19 5,42 5,23
Acido lactico (%m/v) 0,15 0,14 0,15 0,15
Cuadro B.2 Datos de conteos previos a métodos de preservacion.
Poblacion Granos Locales Granos Comerciales
1 2 3 1 2 3
Levaduras
(log(cfu/mL)) 7,88 7,90 7,98 7,95 7,87 7,90
Bacterias
(log(cfu/mL)) 8,28 8,30 8,04 8,28 8,40 8,00
Cuadro B.3 Datos de conteos posterior a métodos de preservacion para granos locales
Poblacién Congelado Secado
1 2 3 1 2 3
Levaduras
(log(cfu/mL)) 7,87 7,81 7,93 7,84 7,92 7,95
Bacterias
(log(cfu/mL)) 8,03 8,22 8,30 7,86 7,84 7,75

Cuadro B.4 Datos de crecimiento de biomasa y conteos después de fermentacién a 35°C, 55 rpm
y 27.5 g/L para granos comerciales.

Repeticion  Crecimiento biomasa Bacterias Final Levaduras Final
(%) (log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
1 7,33 6,56 6,93
2 7,07 6,68 6,89
3 7,20 6,58 6,99

Cuadro B.5 Datos de crecimiento de biomasa y conteos después de fermentacién a 35°C, 55 rpm
y 27.5 g/L para granos locales

Repeticion  Crecimiento biomasa Bacterias Final Levaduras Final
(%) (log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
1 7,40 6,57 6,95
2 7,00 6,68 6,97
3 7,13 6,63 6,94
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Cuadro B.6. Conteos iniciales para el disefio experimental, promedio y desviacion

Experimento

Bacterias iniciales

Levaduras iniciales

(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
8 3,53 +£0,029 3,51+£0,019
18 3,53 £ 0,052 3,50 £ 0,017
15 3,530,061 3,49 £ 0,022
17 3,53 +£0,053 3,49 £ 0.023
6 4,66 0,040 4,53 £ 0,019
7 4,67 £0,048 4,52 £ 0,016
13 4,67 + 0,040 4,52 + 0,022
2 4,66 £ 0,040 4,52 + 0,028
10 4,41 + 0,065 3,94 + 0,006
1 4,39 + 0,063 3,92 £ 0,007
9 4,40 £ 0,067 3,91 +0,017
20 4,40 £ 0,065 3,90 £ 0,025
11 4,38 + 0,072 3,08 £ 0,031
5 4,74 £ 0,029 4,69 £ 0,004
19 4,41 + 0,059 3,92 £ 0,009
3 4,42 + 0,046 3,94 £ 0,014
14 4,41 £0,070 3,94 £ 0,016
4 4,38 + 0,080 3,94 £ 0,015
12 4,37 £ 0,059 3,93+0,010
16 4,37 £ 0,060 3,93 + 0,004

Cuadro B.7. Masa final y conteos finales para el disefio experimental.

Experimento Bacterias finales Levaduras finales

(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
8 7,35+ 0,020 7,35+ 0,083
18 6,68 £ 0,032 6,99 + 0,008
15 7,18 £ 0,028 7,36 £ 0,049
17 6,75 £ 0,008 6,60 £ 0,014
6 7,07 £ 0,024 6,96 + 0,008
7 6,60 £ 0,025 6,20 £ 0,051
13 6,93 £ 0,011 7,00 £ 0,002
2 6,64 £ 0,026 6,57 £ 0,031
10 7,41 £ 0,021 7,33+ 0,041
1 6,15 £ 0,062 5,62 £ 0,021
9 6,98 £ 0,018 6,78 £ 0,004
20 8,16 £+ 0,066 7,80+ 0,014
11 7,29 £ 0,017 7,29 £ 0,012
5 6,52 £ 0,017 6,52 + 0,038
19 6,57 £ 0,030 6,95 + 0,040
3 6,67 £ 0,018 6,97 + 0,021




Cuadro B.7 (continuacion) Masa final y conteos finales para el disefio experimental

61

Experimento

Bacterias finales

Levaduras finales

(log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
14 6,63 £ 0,020 6,94 + 0,059
4 6,56 £ 0,031 6,92 + 0,066
12 6,68 £ 0,017 6,89 + 0,009
16 6,57 £ 0,061 6,99 + 0,015

Cuadro B.8 Porcentajes de proteina, lactosa y acido lactico para experimentos del disefio

experimental.

Experimento

Proteina (%om/m)

Acido Lactico (%v/m)

Lactosa (%6m/m)

8 4,47 +£0.26 1,00+ 0.20 3,11+0.46

18 4,52 +0.23 1,17 £0.40 2,72 £0.45

15 4,22 £0.10 0,96 £ 0.53 3.14+£0.20

17 4,47 +0.26 1,15+0.26 3,19£0.26

6 4,18 £0.13 1,19 +0.51 3,06 £1.00

7 3,95+0.13 1,23+0.10 2,50 +1.32

13 3,95+0.41 0,99 £ 0.17 2,83+0.53

2 4,11 +0.17 1,18 £0.10 2,99 +1.32

10 4,39 £ 0.09 1,17 +0.17 3,14 +0.17

1 4,27 +0.13 1,28+0.11 2,74 £0.26

9 4,20 £0.13 1,09+0.10 2,99 + 0.66

20 4,47 +0.36 1,10 £ 0.44 2,36 £0.21

11 4,32 +0.26 1,07 +£0.10 2,91+ 0.44

5 4,09 £0.18 1,17 £ 0.40 2,35+0.13

19 4,36 + 0.46 1,23+0.17 2,91 +£0.87

3 4,36 +0.17 1,22 +0.09 2,99 £ 0.50

14 4,32 £ 0.62 1,25+0.20 2,85+ 1.06

4 4,43 +0.20 1,19+0.09 3,06 £1.41

12 4,32 £0.22 1,25+0.20 2,91 +1.37

16 4,34 +0.13 1,26 £0.41 2,85 +0.17

Cuadro B.9 Crecimientos de biomasa y conteos.
Experimento Crecimiento Bacterias finales Levaduras finales

biomasa (%) (log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))

8 39,54 3,83 3,83

18 514 3,18 3,47

15 46,13 3,66 3,84

17 10,29 3,23 3,08

6 12,73 2,39 2,42

7 3,51 1,92 1,65

13 15,80 2,25 2,45

2 4,39 1,96 2,02

10 44,51 3,03 3,41

1 3,93 1,77 1,69
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Cuadro B.9 (continuacion) Crecimientos de biomasa y conteos.

Experimento Crecimiento Bacterias finales Levaduras finales
biomasa (%) (log(cfu/mL)) (log(cfu/mL))
9 3,27 2,60 2,85
20 12,44 3,78 3,86
11 32,40 3,95 4,20
5 3,60 1,80 1,82
19 7,40 2,19 3,02
3 7,00 2,30 3,04
14 7,13 2,25 3,01
4 7,33 2,18 3,00
12 7,07 2,30 2,95
16 7,20 2,20 3,06
Cuadro B.10 Datos de concentracion final (g/L) para la cinética de biomasa.

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
0 5,000 5,000 5,000
1 5,050 5,075 5,060
2 5,125 5,225 5,185
3 5,100 5,275 5,195
4 5,150 5,325 5,200
0 5,000 5.000 5.000
1 5,050 5,075 5,060
2 5,125 5,225 5,185
3 5,100 5,275 5,195
4 5,150 5,325 5,200
5 5,375 5,300 5,250
6 5,350 5,450 5,715
7 5,600 5,350 5,750
8 5,750 5,450 5,950
9 6,020 5,750 6,200
10 6,150 6,400 6,750
11 7,000 6,600 7,400
13 7,250 7,415 7,650
14 8,285 8,385 7,980
15 8,495 8,170 8,320
16 8,830 8,730 8,240
17 8,195 8,125 9,375
18 9,080 8,830 8,940
19 9,140 9,250 9,385
20 9,280 9,385 9,400
21 9,485 9,090 9,390
22 9,945 9,545 8,835
23 9,920 9,800 9,465

24 9,540 9,815 9,975




Cuadro B.10 Datos de concentracion final (g/L) para la cinética de biomasa.

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
26 9,790 9,850 9,620
28 9,800 9,610 9,570
30 9,700 9,600 9,750
32 9,510 9,625 9,650

Cuadro B.11 Datos de volumen de titulacion de acidez titulable para cinética de acido lactico,
menos volumen de titulacion utilizado en leche.

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0,250 0,250 0,300
2 0,250 0,350 0,350
3 0,450 0,450 0,550
4 0,550 0,500 0,550
5 0,600 0,600 0,550
6 0,650 0,650 0,600
7 0,850 0,800 0,850
8 0,950 1,000 0,950
9 1,200 1,150 1,150
10 1,300 1,300 1,350
11 1,650 1,550 1,600
13 2,050 2,000 2,050
14 2,650 2,750 2,700
15 3,450 3,500 3,550
16 4,450 4,550 4,550
17 5,250 5,350 5,300
18 6,250 6,300 6,350
19 6,850 6,950 6,950
20 7,750 7,700 7,650
21 7,950 8,050 8,000
22 8,250 8,300 8,300
23 8,750 8,800 8,800
24 9,250 9,200 9,250
26 9,900 9,900 9,850
28 10,250 10,300 10,350

30 10,650 10,750 10,800
32 10,850 10,950 10,900
Cuadro B.12 Densidad de kéfir a 25°C
Muestra Densidad (g/mL) Promedio con desviacion
1 1,0568
2 1,0569 1,0568 + 0,0001

3 1,0567
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Cuadro B.13 Viscosidad del kéfir a 25°C

Muestra Viscosidad (cP) Promedio con desviacién
1 14,632
2 14,416 14,5867 + 0,1531
3 14,712

Cuadro B.14 pH del kéfir a 25°C

Muestra pH

Desviacion estandar

Promedio 4,326

0,005

Cuadro B.15 Densidad de leche a 25°C

Muestra Densidad (g/ml) Promedio con desviacion
1 1,0544
2 1,0543 1,0544 + 0,0002
3 1,0547

Cuadro B.16 Viscosidad de la leche a 25°C

Muestra Viscosidad (cP) Promedio con desviacion
1 2,222
2 2,264 2,240 + 0,0201
3 2,240

Cuadro B.17 pH de la leche a 25°C

Muestra pH

Desviacion estandar

Promedio 6,643

0,005




APENDICE C
MUESTRA DE CALCULO

C.1 Determinacién de proteina

Ve % 0,14 %
% prot = m—f (C.1)
Vm
Del Cuadro A.1: el volumen de titulacion de la muestra en la columna 2 fila 2 es de 10,85 mL, un
volumen de acido sulfarico para la captacion de amoniaco de 20 mL, el factor de conversién es
para lacteos es de 6,38 y el volumen de la muestra de 2,5 mL. Se obtiene el valor de la Cuadro B.1

columna 2 fila 1 de 3,27 % de proteina en la muestra.

C.2 Determinacion de lactosa

% 1 _ V3 %0,068 100 Co
lac= Vi * Veie (€.2)

Del Cuadro A.1: el volumen de titulacion de la muestra en la columna 3 fila 3 es de 11,30 mL, un
volumen de dilucién de 90 mL y un volumen de muestra de 10 mL. Se obtiene el resultado del
Cuadro B.1 columna 3 fila 2 de 5,42 % de lactosa en la muestra.

C.3 Determinacion de acido lactico

Ve xf 0,9
%ac=% (C.3)
m

Del Cuadro A.1: el volumen de titulacion de la muestra en la columna 2 fila 4 es de 1,60 mL, un
factor de correccion de la solucién de hidréxido de sodio de 0,98 y un volumen de muestra de 10
mL. Se obtiene el resultado del Cuadro B.1 columna 2 fila 2 de 0,14 % de &cido lactico en la

muestra.

C.4 Determinacion de crecimiento de biomasa

% bm = ~—-——— 4100 (C.4)
m.
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Del Cuadro A.4: la masa final de grano de kéfir de la columna 3 fila 2 es de 5,90 g y la masa inicial
de los granos de kéfir es de 5,50 g. Se obtiene el resultado del Cuadro B.4 columna 2 fila 2 7,33

% de crecimiento de granos de kéfir.

C.5 Determinacion de concentracion de granos de kéfir.

My (C.5)

Cpp = 2

Del Cuadro A.9 la masa de la muestra de la columna 3 fila 5 es de 1,055 g y el volumen de
fermentacion es de 200 mL (0,2 L) Se obtiene el resultado de concentracion de granos de kefir del
Cuadro B.10 columna 3 fila 5 de 5,275 g/L.

C.6 Determinacion de volumen de diferencia de &cido lactico
AVye = Vac,kef - Vac,l (C.6)

Del Cuadro A.10 el volumen de titulacion utilizado en la muestra de kéfir se muestra en la columna
4 fila 8 es de 2,50 mL y el volumen promedio de titulacion utilizado en leche es de 1,65 mL y se
obtiene promediando los valores del Cuadro A.1 de la fila 4 columnas 2, 3 y 4. Se obtiene el
resultado de diferencia de volimenes de titulacion correspondiente a la produccion de acido lactico
del Cuadro B.11 columna 4 fila 8 de 0,850 mL.

C.7 Determinacion de densidad

M,
d=—2 (C.7)

Vpic

Del Cuadro A.11 la masa del picndmetro con la muestra de la columna 2 fila 3 es de 29,307 g y la
masa del picnometro es de 18,764 g. Se obtiene el resultado del Cuadro B.12 columna 2 fila 2 de
1,1274 g/ mL de densidad.

C.8 Determinacion de viscosidad

vV=Y*q (C.8)
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Del Cuadro A.12 el tiempo de recorrido de la muestra de la columna 2 fila 2 es de 18,29 s y la
constante del viscosimetro es de 0,008 cSt/s. Se obtiene el resultado del Cuadro B.12 columna 2

fila 2 de 0,1463 cST (un centistoke es igual a 100 centipoise).



Apéndice D

METODOS DE ANALISIS

D1. Determinacion de proteina.

La determinacién se proteina se hace por el método Kjeldahl clasico (I1SO, 2014).
1.- Transferir 2,50 mL de muestras utilizando una pipeta al balén Kjeldahl.

2.- Adicionar 12,5 mL de acido sulfurico y 3 g de mezcla catalitica.

3.- Colocar en el digestor, dentro de la capilla, y empezar a digerir la muestra. Esperar a que la
solucion se ponga de color azul-verdoso (verde esmeralda) y ya no contenga material “no
digerido”, que no tenga puntos negros.

4.- Digerir por una hora mas.
5.- Apagar el digestor y dejar enfriar

6.- Transferir cuantitativamente el material del baldn a un frasco de destilacion del sistema de
destilacion automatico. Realizar lavados con 20-40 mL de agua destilada al frasco de Kjeldahl.

7.- Antes de seguir con el paso 9, asegurarse de sumergir la extremidad cénica del condensador
del equipor en un erlenmeyer de 500 mL que contenga 120 mL de agua destilada, 5 gotas de rojo
de metilo y 20 mL de &cido sulfurico a 0,05M.

8.- Antes de conectar al equipo de destilacion el matraz con la muestra adicione 5 gotas de
fenolftaleina.

9.- Conectar el matraz al equipo de destilacién y adicionar lentamente (con ayuda de la bomba de
dosificacion) una disolucion de hidroxido de sodio a 4M hasta que haya un exceso de base.

10.- Destilar por alrededor de 20 min o hasta que se hayan recolectado 250-300 mL de destilado.

11.- El destilado debe permanecer con un color rojo (esto quiere decir que sigue con pH acido).
Titular el exceso de acido con una disolucion de hidréxido de sodio a 0,1 M

12.- Si después de llevar a cabo la destilacion el destilado cambia a color amarillo eso quiere decir
que la muestra es basica y se liberd6 mas amoniaco de lo esperado. Esto quiere decir que la muestra
tiene mas nitrégeno de lo estipulado (y por ende mas proteina). Se debe repetir el ensayo utilizando
mas mililitros de acido sulfurico en el paso 7.

Calculo:
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Viie * 0,14
% prot = ”V—f (D.1)
m

Donde:

V:i:: s la diferencia entre el nimero de ml de acido sulfarico a 0,05 M y el nimero de mililitros
de hidroxido de sodio a 0,1M utilizados en la titulacion, ml.

V.. es el volumen de la muestra, mL.
f: es el factor de conversion (6,38 para el caso de productos lacteos).
D.2 Determinacion de lactosa en azucares red.

La determinacion de azUcares reductores se hace por el método de Lane y Eynon, descrito en la
norma GB 5413.5 del National Food Safety Standard (2010), también se utilizé de guia el
Manual de Normas Analiticas del Instituto Adolfo Lutz (2008)

Reactivos

Solucién Fehling A

1. Pesar 34,639 g de sulfato de cobre pentahidratado y transfiera a un balén volumétrico de
1000 mL.

2. Completar el volumen con agua

Solucién de Fehling B

1. Pesar 173 g de trartrato de sodio y potasio

2. Colocar dentro de un balon de 1000 mL y disolver con 250 ml de agua destilada.
3. Adicionar 250 mL de solucién de NaOH 2M recién preparada.

4. Completar el volumen hasta 1000 mL.

Calibracion con glucosa

1. Secar el azucar por dos horas

2. Pesar 1 gy disolver en 1000 mL de agua
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3. Transferir 50 mL de la solucion a una bureta

4. Transferir 20 mL de la solucion de Fehling (10 mL de A 'y 10 mL de B) a un erlenmayer
de 250 ml. Afiadir 40 mL de agua destilada.

5. Con ayuda de la bureta colocar 15 mL de la solucion de glucosa dentro del erlenmeyer.

6. Colocar el erlenmeyer en una plantilla de calentamiento y dejar que la solucién hierva por
dos minutos.

7. Valorar hasta que el color azul desaparezca, apuntar el volumen de solucién de glucosa
utilizado.

8. Calculo del factor de correccion: El factor de correccion debe ser de 0,05 o menor de
esta manera se sabe que las soluciones estan calibradas.

9. El procedimiento se debe repetir al menos 3 veces.
11
11 = 1000

(D.2)

Donde:

V,: volumen de solucién de glucosa utilizado en valoracién, mL.

f1: factor de correccion para la solucion de Fehling

Determinacion:

1. Transferir con ayuda de una pipeta volumétrica 10 mL de la muestra a un balén volumétrico
de 100 mL, afiada 50 mL de agua, 2 mL de solucion de sulfato de zinc al 30% y 2 mL de
solucion de ferrocianuro de potasio al 15%. Mezclar bien después de cada adicion.

2. Dejar sedimentar por 5 min, completar el volumen con agua y agitar.

3. Filtrar con un papel filtro y recibir el filtrado en un frasco erlenmayer de 300 mL.

4. En un erlenmeyer de 250 mL transferir 10 mL de cada una de las soluciones de Fehling y
adicionar 40 mL de agua. Calentar hasta ebullicion en la plantilla.

5. Transferir el filtrado a una bureta de 25 mL y adicionar a una velocidad de una gota por
segundo sobre el erlenmeyer con la disolucion en ebullicion.

6. Agitar utilizando un policio hasta que la solucién se torne de azul a incoloro con un

precipitado rojo en el fondo del recipiente.

Ecuaciones:



71

% lact V; % 0,068 x 100 C.1)
o lactosa = .
Vin * Viie

Donde:

V,;: volumen de dilucion de la muestra, mL.

0,068: numero de gramos de lactosa que corresponden a 20 mL de solucion de Fehling. (Cuadro

D.1)

Cuadro D.1 Factores para lactosa y azUcar invertido (10 mL disolucion de Fehling)
Volumen de Lactosa (mg) Azlcar Volumen de Lactosa (mg) Azlcar
Valoraciéon invertido Valoraciéon invertido

(mL) (mg) (mL) (mg)
15 68,3 50,5 33 67,8 51,7
16 68,2 50,6 34 67,9 51,7
17 68,2 50,7 35 67,9 51,8
18 68,1 50,8 36 67,9 51,8
19 68,1 50,8 37 67,9 51,9
20 68,0 50,9 38 67,9 51,9
21 68,0 51,0 39 67,9 52,0
22 68,0 51,0 40 67,9 52,0
23 67,9 51,1 41 68,0 52,1
24 67,9 51,2 42 68,0 52,1
25 67,9 51,2 43 68,0 52,2
26 67,9 51,3 44 68,0 52,2
27 67,8 51,4 45 68,1 52,3
28 67,8 51,4 46 68,1 52,3
29 67,8 51,5 47 68,2 52,4
30 67,8 51,5 48 68,2 52,4
31 67,8 51,6 49 68,2 52,5
32 67,8 51,6 50 68,3 52,5

D.3 Determinacién de acido lactico

El procedimiento de la determinacion de acidez en &cido lactico por medio del método de
valoracion se hizo siguiendo la norma NMX-F-420 de la Direccion Deneral de Normas en
México (1982), también se utiliz6 de guia el Manual de Normas Analiticas del Instituto Adolfo
Lutz (2008).
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Procedimiento:

1. Transferir con ayuda de una pipeta 10 mL de la muestra a un beaker de 100 mL (pipetear
previamente una porcion de la muestre y desecharla)

2. Adicionar 10 mL de agua destilada, para diluir la muestra y notar con mas facilidad el
cambio de color.

3. Adicionar 5 gotas de solucién de fenolftaleina.

4. Titular con una solucion de hidroxido de sodio a 0,1M, utilizar una bureta de 25 mL.

5. Titular hasta que se torne rosa pélido.
Ecuaciones:

Ve * f. % 0,9
%ac:% (C4)
m

Donde:

f.: factor de correccion de la solucion de hidréxido de sodio, adim.



Anexo
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Usuario Final

Aplicacion

Ventajas

Clientes referentes

Caracteristicas del
Mercado

Hombres y mujeres de
mas de 60 afios

Ayuda a la digestion,
estimula sistema
inmunologico y
contiene altos % calcio

Tiene el poder
adquisitivo para este
producto y presentan
dificultades en
conseguir productos
que funcionen
realmente bien en
solucionar estos
problemas.

Cecilia Gaviria
Carlos Escudero
Felipe Vargas

Hay disposicion a pagar
(mas) por productos
naturales que los
ayuden a mejorar su
salud digestiva. El
contenido de azlcar y
grasa no presenta un
problema.
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Personas con
intolerancia a la lactosa

Contiene procentajes
reducidos de lactosa
ademas de una gran
cantidad de probio6ticos

Hay gran incidencia de
intolerancia a la lactosa
en CRy el mundo. Es
dificil encontrar
variedad de productos
en esta area.

Doris Belisario
Stephen Taylor
Oscar Brenes

Se percibe una
disconformidad con la
limitada variedad de
productos lacteos que
no contengan lactosa
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Personas que realizan
mucho deporte

Contiene diversas
proteinas y aminoacidos,
entre ellos triptéfano
(aminoacido responsable
por la produccion de
serotonina).

Es un producto que tiene
buen sabor y en
comparacion a otros de la
misma rama (productos
lacteos) tienen propiedades
extra. Es un mercado a
pagar por los beneficios
que obtienen de sus
alimentos

Andrés Lizano

Olman Vargas

Stephen Taylor

Gabriela Garcia

Estan acostumbrados a
pagar un precio alto por
productos que aportan
caracteristicas como alto
contenido de proteina y
probidticos. No les importa
que los productos tengan

Personas que padezcan
este u otro problema
digestivo

Reducir sintomas de la
colitis y ayudar con la
digestion

Es un producto que es
parte de la dieta diaria
que tiene la
funcionalidad de servir
como “medicina
preventiva” a la vez.

Marisol Molestina

Estan dispuestos a
probar alternativas
naturales que alivien los
sintomas.

Personas que busquen
experimentar con
productos nuevos
diferentes

Dar variedad a la dieta,
probar cosas nuevas y
experimentar

A parte de su gran sabor
puede venir en diversas
presentaciones (helado,
yogur, batido), producto
poco conocido en el
pais.

Jorge Benavides
Daniela de Sainz

Personas abiertas a
probar productos
nuevos.



Socios

Competidores

Alternativas

Nutricionistas
Supermercados

Yogur griego y bebidas
probidticas
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Supermercados
Nutricionistas
Tiendas de batidos

Dos pinos (linea de
productos
deslactosados)

Suplementos
enzimaticos
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todo el contenido de grasa

o carbohidratos.

Nutricionistas
Entrenadores
Bloggers de deporte
Supermercados
Tiendas de batidos

Yogur griego y bebidas

probidticas

Nutricionistas
Macrobiéticas

Productos lacteos
fermentados

Agilizadores de la
digestion (laxantes
naturales)

Supermercados
Restaurantes
Bloggers de comida
Tiendas de batidos

Kombucha o kéfir de
agua
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NOMBRE DEL PROYECTO: Kefir
~a Cuando como Los lacteos son una Me gustaria
Sso - probioéticos mi forma sabrosa de encontrar mas
~~L | salud digestiva obtener beneficios variedad de
= mejora productos lacteos,
~< Una alimentacion una marca domina el
oA a ~ -
Nutricionista ~~_ | variadaayudaa mercado.
y ~{ mantenerse
profesionales saludable _-
enfocados en —~ _ -~
nutricion Al médico que le [~

A los comunicadores
de los programas de
television nacional
(Buen Dia)

recomienda formas de
mejorar su salud digestivos
por medio de cambios en su
estilo de vida

Persona mayor con
problemas digestivos
Laura: 60-75+ afios,

retirada, clase media.

Las formas naturales
de obtener beneficios

uso son

Poca diversidad
de productos

lacteos

Facebook

principalmente

o méssecasso | | Publicidad en
menos efectivas palehlless
nacionales y
L~7| revistas de
P moda
C d
e
- ] )
- Medios sociales que

Entre més variada
es su dieta mayores
mejoras digestivas
encuentra
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NOMBRE DEL PROYECTO: Kefir Me importa més el
consumo de todas las
Sso Los lacteos son una Me gustaria L?thnrlile,:zfe(sje ue el Publicidad de
‘~~\ El ejercicio te forma sabrosa de encontrar mas estar conta(rll do marcas
~~_ | hace sentir bien obtener proteina variedad de calorfas deportivas y
~ p y
S r I L~ ”| suplementos
Nutricionista S~ Enzd;g:::z ggﬁ?rslé el g al iFr)nenticios
y SsQ Una alimentacion -~
. S iad mercado. -
profesionales SO variada A Medi -
enfocados en =4 complementa el - edios sociales que
nutricion gjercicio PP uso son
~< _-” principalmente
Al entrenador y SS Deportista - Poca diversidad Instagram y
ss° 25-35 af iversi
Bloggers de comparieros de Andreés: 25-35 afios, dgcaroduitZs a Facebook
nutricion y ejercicio ya sea en el profesional, clase 5[0
s ’ / . ) ) lacteos , .
lifestyle” saludable gimnasio o en algin 7 media. Entre mas variada
equipo Ptag hONY es su dieta mayores

- ~ g

> mejoras en el
Bloggers de ejercicio aspecto fisico
0 a diferentes atletas SNl encuentra.

~
famosos _- SO
"
-~
/’

LO NEFICIOS
ustr gr | éxito? ;A
estar feliz?
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NOMBRE DEL PROYECTO: Kefir Me gustaria poder
. Me gustaria consumir productos
Sao Los lacteos son una encontrar mas lacteos (para que no — -
~\~~ La lactosa no me forma sabrosa de variedad de pierdan sus penlefluos Publicidad de
~< i e obtener beneficios productos lacteos y su sabor) sin lactosa suplementos
SS deslactosados, una 0 con menor cantidad _~ alimenticios y
Nutricionista y ~\\~~ :EI yogur tiene menos marca domina el de lactosa de productos
! ~ actosa, pero aun asi mercado. > farmacéuticos
profesionales “\~~ a veces me cae _ -~
en{o_cq(,jos €n 7 pesado -7 Medios sociales que
nutricion << /,f e
Al médico que le Sso ntolerante ala. " — principalmente
Bloggers de recomienda eliminar lactosa Poca diversidad Facebook
AU y c|ert.os alimentos qe Mariana: 25-50+ d,e productos
“lifestyle” saludable su q'et?- 0 consumir afios, profesional, lacteos Entre menos lactosa
alglin tipo de enzima i clase media. ~<C tengo el producto lacteo
’,f’ (yogur, yogur griego

. etc...) tiene menores
Bloggers de ejercicio

o a diferentes
atletas famosos

consecuencias
digestivas
- \

EFICIOS
éxito? ;A
star feliz?
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DESCRIPCION DE LOS SUPUESTOS

38% de la poblacion tica consume algun tipo de lacteo al dia
US$212,4 millones

*1.8000.000 personas (100% del mercado disponible)
*Consumo anual x personas en productos lacteos US$118,3
Anuales-productos lacteos-Costa Rica

Bos@Pirnos >4

Florida Q’
o "’f Bebidas
: (o)
TAMANO TOTAL DEV MERCADO DISPONIBLE

630 000 (35% del mercado total disponible que realiza alguin tipo de
actividad fisica)
US$74,34 millones

*Consumo anual x personas en productos lacteos US$118,3
Anuales-productos lacteos-Costa Rica

...slempre con algo mejor.

Florida )
TAMANO DEL MERCADO INICIAL Bebidas
S$743,4 mj

nuales-productos lacteos-Costa Riga

6300 (1% del mercado inicial)

*Consumo anual x personas en productos lacteos US$118,3

Bos @ Riros
TAMANO DEL MERCADO META INI

(TARGET)
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EMPRENDIMIENTO: Kefir

PERSONA

CANVAS DE TRABAJOS POR HACER (JOBS TO BE DONE)
ACCION
¢QUIEN?

: CONTEXTO RESULTADOS ESPERADOS
. + . —
¢QUE REQUI EROE C'DO,NDE g) Resultado Resultado Resultado
QUE SE HAGA® CUANDO? Funcional Emocional Social
Soluciona sintomas (de) y
~ previene problemas _ Mejora salud -
Adulto Mayor (65+ afios) + digestivos (colitis, gastritis + Supermercados digestiva Tranquilidad
y otros)
Regulador de la actividad Mejora
Adulto Mayor (65+ afios) + digestiva + Macrobioticas, Ferias de salud | = regularidad Tranquilidad
g digestiva
. . . Mejora la Resultados
Mejor absorcion de micro eficiencia en el fisicos mas
Deportistas + | y macro nutrientes (mayor + Supermercados = consumo de ranidos
consumo de probi6ticos) vitaminas y (real?zaci(’)n)
minerales
Consumo de lacteos con Reduce el
Deportistas + menor cantidad de azlcar + Feria de salud, supermercados | = consumo de
(lactosa). azlcar en la dieta
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Consumir un producto .
. - Consumir lacteos
lacteo que tenga niveles o
- que le encantan Realizacion y
Intolerante a la Lactosa muy bajos de lactosa y + Supermercados - .
2 sin tener felicidad
ademas altas cargas de ConsecUencias
probidticos
Aumentar la
Ofrecer un producto con oferta de
otros beneficios productos
Duefio de tienda de batidos (probiéticos, % muy bajos + Tienda de Batidos funcionales y Realizacion
de lactosa y alto en diferentes
proteina) (incrementar
ingresos)

(Agregar maés si fuera necesario).




Punto de
Contacto

Muy Buena

Positiva

Neutral

Negativa

Emociones y
puntos de
dolor

Persistencia
de Sintomas

2 3 4
Reviso Pregunto al
Veo Publicidad  Pasillos del g
Doctor
Super

Misma publicidad de
siempre vs encontrar
publicidad de Poca
productos nuevos variedad
gue sirven para lo
gue se desea curar

5 6 7 8 9 10 11
Pregunto a Reviso Ana_lllzo Compro el . Recomiendo Contacto a
. Empaque  consejos del Utilizo Producto
Familiares . producto Producto Empresa
etiqueta vendedor

‘ Kefir
‘ Producto(s)
Viejos(s)

Preferencia
por medio de
redes
sociales (mas
interactivo)

Contacto por

No tiene ReV|_S|on de Producto muy telefono
cantidad de " .
costo . versatil tedioso y
probioticos
lento
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NOMBRE DEL PROYECTO: Kefir
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Gran cantidad de
probidticos y enzimas

Mayor cantidad
de proteina 'y

Producto de leche fermentada que
puede tener textura de yogur o
yogur liquido que contiene
mayores cantidades de proteina,
menor cantidad de azlcar afiadido
y total y que tiene un alto
contenido de probiéticos y
enzimas que ayudan a la digestion
tanto de la lactosa que queda en el
producto como de otros alimentos
por lo tanto funciona como
regulador digestivo.

menor cantidad
de azlcar

Incremento en la
cantidad de aminoacidos
esenciales.

f/u“'

1

]

Gran sabor y

Promueve y mejora la
digestion tanto de lactosa
como de otros alimentos

versatilidad

Y

Sabor diferente, un poco
acido, y se pueden
alcanzar diferentes
texturas de producto lo
que le da versatilidad de
usos

Promueve el

(gran cantidad de
probidticos y enzimas) N

bienestar mental y
fisico (amino -
acidos esenciales)

Copyright Business Model Foundry AG

The makeors of Busness Modo! Goneraltion and Strategyaoer

Produced by: www.stattys.com

ALIVIOS '!>

Optimizacion
de
caracteristicas
nutricionales

Regular
actividad
digestiva

TRABAIJO

Solucionar sintomas y
prevenir problemas
digestivos

Proveer mejores
caracteristicas
nutricionales que
los productos
existentes en el
mercado
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POSICION COMPETITIVA

NOMBRE DEL PROYECTO: Kefir

Caracteristica: Menor cantidad de az(car y mas

proteina

Alto

Dos Pinos Nikkos (yogur
Medio (linea In-Line) tipo europeo)

Dos Pinos

(cualquiera de
los demas)

Bajo

Bajo Medio

Caracteristica: Altos niveles de probidticos

Alto



