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Resumen

Las bacterias lacticas conocidas como BAL son un grupo heterogéneo de
microorganismos caracterizados por la produccion de acido lactico como producto de la
fermentacion de los carbohidratos. Habitan en todos los ecosistemas, son beneficiosas
para el sistema inmunoldgico y ayudan al mejoramiento de caracteristicas organolépticas
como sabor, olor y textura de algunos alimentos. Los quesos bajos en grasa entregan al
consumidor productos bajos en calorias, pero con sabores no muy agradables al
consumidor. El presente estudio tuvo como objetivo principal la elaboracion de un queso
Ricotta con la adicion de bacterias lacticas nativas del Ecuador para su mejoramiento
organoléptico. Para esto, se realizo el aislamiento de bacterias lacticas nativas de varias
zonas del Ecuador. Posterior al aislamiento de las bacterias lacticas se generaron quesos
Ricotta con la adicion de BAL y un queso control sin ningun cultivo lactico. A
continuacidn, se realiz6 un analisis sensorial de los quesos Ricotta con la adicion de
cultivos lacticos y también al tratamiento control. Finalmente, se realizaron analisis
estadisticos de ANOSIM y Mann-Whitney entre los mejores tratamientos de Ricotta con
BAL y el queso Ricotta control. Se determind mediante anélisis estadisticos que los
mejores tratamientos fueron L2C3 y Control. Las pruebas de ANOSIM y Mann-Whitney
indicaron como resultado un valor de p mayor a 0.05, determinado asi la no existencia de
diferencias estadisticamente significativas en el perfil sensorial ni en el grado de
aceptacion entre el queso Ricotta L2C3 y el control, concluyendo que la adicion de BAL
no mejord las caracteristicas sensoriales del queso Ricotta en relacion con el control.
Palabras clave: Bacterias lacticas, &cido lactico, propiedades organolépticas, queso

Ricotta.
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Abstract

Lactic acid bacteria, known as LAB, are a heterogeneous group of microorganisms
characterized by the production of lactic acid as a product of carbohydrate fermentation.
They inhabit all ecosystems, benefit the immune system, and help improve organoleptic
characteristics such as the taste, odor, and texture of some foods. Low-fat cheeses provide
the consumer with products that are low in calories but with flavors that are not very
pleasant. The main objective of this study was to elaborate on a Ricotta cheese with the
addition of native lactic acid bacteria from Ecuador for its organoleptic improvement. For
this purpose, the isolation of native lactic acid bacteria from several areas of Ecuador was
carried out. After isolating lactic bacteria, Ricotta cheeses were produced with the
addition of LAB and a control cheese without any lactic culture. Next, sensory analysis
of the Ricotta cheeses was carried out by adding lactic cultures and the control treatment.
Finally, ANOSIM and Mann-Whitney statistical analyses were performed between the
best treatments of Ricotta with LAB and the control Ricotta cheese. It was determined by
statistical analysis that the best treatments were L2C3 and the control. The ANOSIM and
Mann-Whitney tests indicated a p-value greater than 0.05, thus determining that there
were no statistically significant differences in the sensory profile or the degree of
acceptability between L2C3 Ricotta cheese and the control, concluding that the addition
of LAB did not improve the sensory characteristics of Ricotta cheese concerning the
control.

Key words: Lactic bacteria, lactic acid, organoleptic properties, Ricotta cheese.
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1.- Introduccién

Las bacterias lacticas (BAL) son microorganismos caracterizados por la
produccion de acido lactico como resultado de la fermentacidn de carbohidratos. (Vera,
Pefia et al. 2019). Tienen forma de cocos o bacilos con una longitud y grosor variable de
0.5- 0.8 um (Ashaolu & Reale, 2020), se caracterizan por qué no forman esporas, son

Gram positivos, son inmoviles, anaerobios y mesoéfilos (Bintsis et al. 2018).

Las bacterias lacticas son microorganismos que tiene la capacidad de vivir en
ambientes anaerobios, producen metabolitos como el perdxido de hidrégeno (actia como
oxidante para la produccion de radicales libres) diacetileno y acetaldehido que inhibiendo
el crecimiento de organismos no deseables. Las BAL carecen de citocromo, no reducen
el nitrato a nitrito, son oxidasa, bencidina y catalasa negativa, son microorganismos de
lento crecimiento, resisten temperaturas de hasta 45°C y se desarrollan en ambientes de

hasta el 5% de CO: (Morocho y Mora, 2019).

Estos microorganismos BAL se encuentran con frecuencia en suelos, aguas,
alimentos lacteos, carnes fermentadas, bebidas fermentadas, vegetales, cereales y tracto
gastrointestinal (Mathur et al., 2020). Son conocidas como status GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro) para su empleo como aditivo en alimentos por lo tanto, son
beneficiosas para el consumo humano sin perjudicar la salud del usuario siendo
empleadas en la produccion de derivados de los lacteos (quesos) de forma artesanal e

industrial (FDA, 2018).
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Las BAL contribuyen al mejoramiento de las caracteristicas organolépticas como

sabor, olor, textura debido a que pueden producir metabolitos que confieren

caracteristicas sensoriales (Véazquez et al., 2018).

Los quesos son fuente de proteinas, grasas, minerales y vitaminas (Parra, 2010),
con los afios la sociedad ha adoptado la cultura de buscar cada dia alimentos que sean
saludables y altamente nutricionales siendo una alternativa para controlar el consumo de
calorias (Mayta-Hancco et al., 2020). Los quesos bajos en grasa como el Ricotta son
asociado con la prevencion de enfermedades cardiovasculares, diversos estudios
epidemioldgicos sugieren que el consumo de productos lacteos bajos en grasa puede
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Schmidt et al., 2021). Sin embargo,
la aceptacion de estos productos bajos en grasa no tiene buena acogida por su falta de

sabor, textura granular y amargor (Lordan et al., 2018).

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN define al queso Ricotta como
“Es el queso de proteina de suero no madurado, escaldado, alta humedad, de textura
granular blanda o suave preparado con suero de leche o suero de queso con leche, cuajada
por la accion del calor y la adicion de cultivos lacticos y acidos organicos’” (NTE INEN

1528 et al. 2012).

La caracteristica principal del queso Ricotta es su alto nivel nutricional, ya que es
elaborado principalmente con suero de leche (Bellassi et al., 2021). Tiene un bajo
contenido graso (12.6%) y un alto contenido proteico (14.9%), alto contenido de humedad

(68.3% de agua) con un sabor dulce, textura granular, pero no arenosa, el color depende
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mucho del origen de la leche y es ideal para adultos, nifios, adolescentes, embarazadas y

personas con problemas de digestion (Bellassi et al., 2021).

En Ecuador se generan 6.15 millones de litros de leche diarios (INEC et al., 2021),
la industria lactea representa el 4% del PIB de la economia del pais, siendo una industria
en crecimiento beneficiando a 300 mil productores de derivados de lacteos entre ellos los

quesos (Camparia & Aguilar, 2021).

En Ecuador las empresas relacionadas con la industria lactea en su mayoria no
tienen proyectos de investigacion enfocadas en caracteristicas sensoriales (olor, sabor y
textura), siendo asi, un proyecto potencial de investigacion y de desarrollo en el que se
podria generar informacién cientifica para el mejoramiento, elaboracion y
comercializacion de sus derivados (queso, yogurt) (Paredes Pita et al., 2022; Vega et al.,

2019).

Las caracteristicas de las bacterias lacticas han permitido generar nuevas lineas de
investigacion en el campo de la ciencia de los alimentos, principalmente lineas asociadas
al mejoramiento del sabor de los alimentos utilizando bacterias lacticas (Mozzi, 2016).
En este sentido, en el presente trabajo se evalud el uso de bacterias lacticas nativas del
Ecuador como mejoradoras de las propiedades organolépticas (sabor dulce, salado,

amargo y acido) de un queso Ricotta.

La hipotesis planteada indica que a través del uso de bacterias lacticas nativas del
Ecuador se puede mejorar las propiedades organolépticas de un queso Ricotta

convencional.
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El objetivo general del presente estudio consistio6 en mejorar las propiedades
organolépticas de un queso tipo Ricotta empleando bacterias lacticas nativas del Ecuador.

Para ello se establecieron los siguientes objetivos especificos:

e Obtener cultivos puros de bacterias lacticas nativas provenientes de distintas
zonas del Ecuador.

e Realizar pequefios prototipos de Ricotta utilizando cultivos puros de bacterias
nativas del Ecuador.

e Determinar si existen diferencias organolépticas entre los quesos Ricotta

generados en este trabajo con quesos Ricotta convencionales.

10
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2.Metodologia.
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Figura 1. Metodologia usada en el desarrollo de la investigacion.
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2.1.- Fase de campo

2.1.1.- Recoleccidon de muestras ambientales

Las bacterias lacticas fueron aisladas de distintas partes como: Machachi en el
sector de Aychapicho. Calacali sector EI Refugio. Santo Domingo en el sector EI Rancho.
Shushufindi sector Limoncocha. Finalmente, de Portoviejo sector puente Mejia. Estos
lugares fueron tomados en cuenta debido a que en estos sitios hay demanda de ganado
dedicado a la industria lactea En la tabla 1 se detalla el origen de las 17 muestras
recolectadas, tipo de muestra, lugar y codigo.. Las muestras recolectadas fueron de hojas,
agua, suelo, leche sin pasteurizar, raspado de ubre de vaca y heces de animales rumiantes.
El traslado se realiz6 en tubos de ensayo esterilizados y se congel6 hasta llegar al

laboratorio de Microbiologia de La Universidad Internacional SEK. (Anexo 1)

Tabla 1. Descripcion de las muestras y lugar de recoleccion. En total se obtuvieron 17 muestras de diferentes
lugares del Ecuador.

Numero |Muestra Lugar Cddigo
1 Raspado de ubre de vaca Machachi L-1
2 Leche de vaca Calacali L-2
3 Agua de montafa Calacali L-3
4 Hojas Machachi L-4
5 Hojas Calacali L-5
6 Leche de vaca Machachi L-6
7 Heces de vaca Calacali L-7

12
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8 Raspado de ubre de vaca Calacali L-8
9 Heces de vaca Machachi L-9
10 Raspado de ubre de vaca 2 Machachi L-10
11 Agua de Laguna Limoncocha L-11
12 Hojas de reservorio Portoviejo L-12
13 Hojas Portoviejo L-13
14 Hojas Santo Domingo L-14
15 Agua de Portoviejo L-15
16 Leche 1,3 Calacali L-1,3
17 Leche 1,2 Calacali L-1,2
La letra L significa Lote y el nimero el lugar de origen.

2.2.-Aislamiento de bacterias lacticas y obtencion de cultivos puros.
2.2.1 Preparacion de medio liquido MRS.

Para el aislamiento de las bacterias lacticas se utilizo el medio de cultivo MRS
(liquido) de Man, Rosa y Sharpe compuesto por proteasa peptona (10 g), extracto de
levadura (5 g), dextrosa (20 g), cloruro de amonio (2 g), acetato de sodio (2 g), sulfato de
magnesio (0.1 g), sulfato de manganeso (0.05g), sulfato dipotasico (2g), tween 80 (1 mL),

fluconazol (150mg) por 1000 mL de medio liquido, se ajusté pH 6.2 (Bustos et al., 2004).

2.2.2 Aislamiento de las bacterias lacticas en medio de cultivo MRS

Para el aislamiento de las bacterias lacticas se necesitaron 17 matraces de 250 mL

previamente esterilizados, a estos matraces se los rotuld en orden del 1 al 17 con su

13
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respectivo codigo como muestra la tabla 1. Se pesaron cada una de las muestras
recolectadas, precisamente para los solidos se pes6 0.5 g de heces de animales rumiantes
y 0.5 g de hojas. Para los liquidos se midi6 10 mL de agua'y 10 mL de leche sin pasterizar.
En el Anexo 2 se detalla la cantidad de muestra utilizada y el orden que se llevé a cabo
para la inoculacion de las bacterias lacticas. Una vez realizado este paso se procedio a
incorporar la muestra en cada uno de los matraces en el orden de la tabla 1. A
continuacidn, se aforaron los matraces hasta los 250 mL con medio de cultivo MRS. Los

17 matraces se cerraron con un tapén de corcho y se incubaron a una temperatura de 30°C

por 72 horas.

Finalmente, se descartaron aquellos matraces que al finalizar el proceso de
incubacidon presentaban malos olores. Transcurrido el tiempo de incubacidn se procedid
ainocular las bacterias lacticas desde el cultivo liquido hacia las cajas Petri con medio de
cultivo MRS a una temperatura de 30°C por 72 horas. Las cajas Petri que se seleccionaron
para este estudio fueron los cultivos de raspado de ubre de vaca de Machachi (L1), leche
de vaca de Calacali (L2) y hojas de Santo Domingo (L14) debido a que al finalizar su
proceso de incubacion segregaban olores agradables similares a la leche y al yogurt
natural (olor caracteristico de la mayoria de las bacterias lacticas), utilizando este método

cualitativo para reconocer la presencia de este tipo de bacterias

2.2.3 Obtencion de cultivos puros de bacterias lacticas.

Transcurrido el tiempo de incubacion de las cajas Petri de raspado de ubre de vaca
de Machachi (L1), leche de vaca de Calacali (L2) y hojas de Santo Domingo (L14), se
tomaron en cuenta aquellas colonias que crecieron de forma independiente y sin relacién

con otras colonias (Ramirez & Vélez, 2016). Por cada colonia se utiliz6 un tubo de ensayo
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previamente esterilizado con 9 mL de medio liqguido MRS (Anexo 3), se rotuld
dependiendo de su lugar de origen como lo muestra en la tabla 1. Se sefialé el nimero de

colonia como lo muestra el anexo 4. Se incubaron los tubos de ensayo de 9 mL con medio

de cultivo MRS por 72 horas a una temperatura de 30°C.

Finalmente, se tomaron los tubos de ensayo que ya fueron previamente incubados
por 72 horas a 30°C, se introdujo un asa microbioldgica y se pasé a un tubo eppendorf
con 900 pL de medio de cultivo MRS y 100 uL de glicerol, finalmente se congel6 a una

temperatura de -4°C.

2.2.4 Estandar de turbidez McFarland

Los estandares de turbidez de McFarland son utilizados en el célculo de la
poblacion bacteriana, sobre todo, necesarios para identificar la cantidad de bacterias
lacticas que se adiciond en el queso Ricotta. A continuacién, para realizar los estandares
de turbidez de McFarland se necesito reactivar las bacterias lacticas con medio de cultivo
MRS, para ello se tomaron 750 pL de los tubos eppendorf congelados y se afor6 en tubos
de ensayo hasta 10 mL con medio de cultivo MRS (liquido), se dej6 los tubos de ensayo
incubar por 72 horas a 30°C. Posteriormente, se realizaron diluciones en los tubos de
ensayo de 1:2; 1:4; 1:6; 1:10; 1:15; 1:25 en 1 cm®. Las suspensiones de las bacterias
lacticas se compararon visualmente con los estandares de turbidez McFarland y se
relacionaron con el numero de células de acuerdo con cada estandar (Lopez, 2015; Fiallos,

2017) como se detalla en el (Anexo 5, 6 y7).

2.3.-Elaboracion de Queso Ricotta con la adicion de cultivos de bacterias lacticas.
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2.3.1 Elaboracion del queso Ricotta y calculos de la adicion de BAL

Para la elaboracidn del queso Ricotta se necesito 6 litros de suero de leche, 1 litro
de leche de vaca y 1 gramo de sal, posteriormente esta mezcla se llevé a proceso de
pasteurizacion hasta llegar a una temperatura de 90 °C, se agreg6 28 mL de &cido acético

(por litro de suero) y se agitd por 3 minutos, dejando enfriar para después poder filtrar.

El solido remanente conseguido después de la filtracion fue la base para la
preparacion del queso Ricotta. Una vez obtenido el producto se pesé 30 gramos de queso
Ricotta en cada molde (vaso desechable de 10 onzas) y se mezclaron las bacterias lacticas
hasta tener una mezcla homogénea, se dejo en refrigeracion por 72 horas a una
temperatura de 6° C (Garcia et al., 2020). Para la preparacion del queso Ricotta control
se realiz6 el mismo procedimiento, se pesd 30 gramos de queso Ricotta y se colocé en un
molde, pero con la diferencia de no contener ningun cultivo lactico. Los calculos para la
adicion de las bacterias lacticas en el queso Ricotta se realiz aplicando factores de

conversion. (Anexo 8).

En la tabla 2 se detalla la cantidad de microlitros que se adiciono de los cultivos
de bacterias lacticas con medio MRS en 30 gramos de cada queso Ricotta. El proceso se
realizd por triplicado teniendo un total de 30 mini quesos (27 Ricotta con la adicion de

las bacterias lacticas y 3 ricotas control).

Tabla 2. Tratamientos utilizados para la elaboracion del queso Ricotta y la cantidad de microlitros (uL) de bacterias
lacticas por cada 30 gr de queso Ricotta.
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Lote

Bacterias Réplica 1/ pL de Réplica 2/ pL de Réplica 3/ pL de
lacticas cultivo lactico cultivo lactico cultivo lactico
L1-C4 800 800 800
L1-C8 66.6 66.6 66.6
L1-C9 200 200 200
L2-C1 80 80 80
L2-C3 80 80 80
L2-C9 80 80 80
L14-C8 200 200 200
L14-C9 200 200 200

L14-C12 200 200 200

CONTROL 0 0 0

2.4.- Andlisis Sensorial.

2.4.1.-Entrenamiento del panel sensorial.

Para el entrenamiento sensorial se tomo en cuenta los objetivos de investigacion
de este trabajo, por lo que se realiz6 entrenamiento Sensorial Descriptivo Cuantitativo
gue se basa en los parametros de perfil de sabor basico (dulce, acido, amargo y salado)
(Lawless & Heymann, 2010). El panel estuvo conformado por 6 personas como indica la
norma internacional (ISO 11035, 1994). Para escoger al panel sensorial se tomd en cuenta

a personas que consumian de forma habitual quesos y de preferencia queso Ricotta. Se
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familiarizo a los panelistas con el vocabulario sensorial de la norma internacional 1SO
5492 (2008) con los términos pertinentes que se usaron en la tabla de reconocimiento de

perfil de sabor basico, en la que se usé como entrenamiento de paladar productos

comerciales como lo indica Sensory Evaluation of food (Lawless & Heymann, 2010).

Los panelistas fueron entrenados una vez por semana por dos horas, llegando a un
total de 2 semanas de entrenamiento. Para el entrenamiento a los 6 jueces se los expuso a
una amplia gama de productos comerciales dentro de la categoria de alimentos dulce,
salado, &cido y amargo. (Tabla 3). Para poder mantener el estimulo de las células
sensoriales (de la boca) y evitar la mezcla de sabores, los productos se distribuyeron en
el siguiente orden: 1) dulce, 2) acido, 3) salado y 4) amargo. Al finalizar la cata de cada
producto se solicitd a los jueces que se laven la boca Unicamente con agua para evitar

residuos de los anteriores productos utilizados en el entrenamiento de sensorial.

La hoja de cata se baso en el modelo de Evaluacién sensorial una Metodologia
Actual para la Tecnologia en Alimentos (Wittig Rovira, 2001; Quinde, 2017). Para el
analisis sensorial de sabores basicos: dulce, acido, salado y amargo se tuvo en cuenta una
escala de 1 a 5 siendo 1 la calificacion més baja y 5 la calificacion mas alta. Finalmente,
para evaluar la aceptacion de los quesos Ricotta se solicité calificar a cada queso Ricotta
con una puntuacion del 1 al 5 siendo 1 la calificacion més baja y 5 la calificacion mas alta
(Quinde, 2017). Los prototipos se entregaron de forma aleatoria, incluyendo al control.

(Anexo 9y 10).
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Tabla 3.Valores de escala utilizados para entrenamiento sensorial en el entrenamiento de paladar del perfil de
sabores basicos: acido, amargo, dulce y salado.

ACIDO
PRODUCTO ESCALA
Solucion de écido citrico al 0.05% (p/v) en 1.00
agua
Salsa de Manzana 2.00
Jugo de naranja congelado 3.00
Encurtido de eneldo 4.00
Solucion de agua con &cido citrico al 0.20 % 5.00
viv
AMARGO
PRODUCTO ESCALA
Jugo de toronja 1.00
Barra de chocolate Hersey 2.00
Escarola cruda 3.00
Semilla de apio 4.00
Agua + cafeina 0.15% (p/v) 5.00
DULCE
PRODUCTO ESCALA
Agua azucarada 2% (en agua) 1.00
Galletas Ritz 2.00
Limonada comercial 3.00
Coca Cola-clasica 4.00
Solucion de sacarosa al 16% 5.00
SALADO
PRODUCTO ESCALA
Cloruro de sodio al 0.2% (p/v) 1.00
Mayonesa 2.00
Queso americano 3.00
Papas Frito Lay 4.00
Solucién de agua + NaCl 1.5% (p/v) 5.00
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2.4.2 Andlisis de datos.

Los datos obtenidos durante la prueba sensorial fueron analizados mediante
grafico de radar chart en Excel. Para determinar si existio alguna diferencia estadistica
significativa en el perfil sensorial entre el mejor de los tratamientos y el tratamiento
control empleados en este estudio, se utilizd un anélisis ANOSIM. Ademas, se empled la
prueba de Mann-Whitney que es una prueba no paramétrica de medias que ayudo6 a
identificar diferencias estadisticas significativas en el grado de aceptacion, entre el mejor
tratamiento de queso Ricotta que fue adicionado con bacterias lacticas con el tratamiento
control. Para las pruebas de ANOSIM y Mann-Whitney se emple6 el programa estadistico
Past Statistics V3.17 y se trabajé con promedios para calcular la desviacion estandar de

cada tratamiento.

3.- Resultados.

3.1 Obtencion de cultivos puros de bacterias lacticas nativas provenientes de

distintas zonas del Ecuador

A partir de las muestras que fueron recolectadas de hojas, agua, suelo, leche sin
pasteurizar, raspado de ubre de vaca y heces de animales rumiantes de varias partes del
Ecuador, después del proceso de incubacion se observaron matraces que aparentemente
presentaban contaminacion ya que expedian olores fuertes de putrefaccion, por lo tanto,
los cultivos de: agua de Limoncocha, hojas de Calacali, leche de vaca de Machachi, heces

de animales rumiantes de Machachi y Calacali fueron descartadas.
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Los cultivos de raspado de ubre de vaca de Machachi (L1), leche de vaca de
Calacali (L2) y hojas de Santo Domingo (L14) fueron los cultivos puros seleccionados
para la adicion de bacterias lacticas en quesos Ricotta. En la figura 2, se observan cultivos
de bacterias lacticas en medio de cultivo MRS (sdlido). Estos cultivos fueron
seleccionados debido a que en su proceso de incubacion presentaron olores agradables a

yogurt.

1) 2) 3)

T
- e —

Figura 2. Bacterias lacticas cultivos puros. 1) Raspado de ubre de vaca -Machachi (L1). 2) Leche de vaca — Calacali
(L2). 3)Hojas de Santo Domingo(L14).

3.2 Analisis sensorial perfil sabores basicos: dulce, salado, amargo y acido.

El analisis sensorial de sabores basicos: dulce, salado, &cido y amargo se interpreto
mediante la representacion grafica de Radar Chart, misma que entregé como resultado
que los quesos Ricotta con bacterias lacticas L14-C8, L14-C9y L14-C12 presentaron una
afinidad hacia los sabores acidos y amargos. Asi mismo las muestras restantes
representaron un perfil sensorial bajo en el aspecto de dulce, salado, &cido y amargo como
loson los L2-C1, L2-C3y L2-C9. El control represent6 una tendencia con mayor afinidad

hacia el sabor dulce pero no hacia los sabores amargos y salados. (Figura 3). (Anexo 11)
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Promedios de las replicas sensorial de sabores Basicos

— 1-C4 o | 1-C8 o] 1-C9 L2-C1 —| J-C3

— )-C9 | 14-C8 o] 14-CO —em—|]14-C]17 e—CONTROL

DULCE

AMARGO ACIDO

SALADO

Figura 3. Grafica de Radar Chart de sabores basicos: dulce, acido, amargo y salado.
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3.3 Prueba de aceptacion de los quesos Ricotta

La figura 4 representa la aceptacion de los quesos Ricotta a los que se adiciond
cultivos lacticos, asi como el queso Ricotta control. Hay que mencionar ademas que el
cultivo que tuvo mayor puntuacion fue el queso Ricotta Control con una valoracién de
4.8 y el segundo queso que tuvo una puntuacion aceptable fue el lote L2C3 con una
puntuacion 4.5, siendo una puntuacién considerablemente buena en relacion con los otros
quesos Ricotta que tuvieron una puntuacion baja como los lotes L14-C8, L14-C9y L14-
C12 con puntuaciones de 2.8 y 2.3. El anexo 12 representa los promedios de aceptacion

de los quesos Ricotta evaluados y su desviacion estandar de los tratamientos.

PROMEDIO DE ACEPTACION DE QUESO
RICOTTA CON BAL
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Figura 4. Grafica de promedio de la aceptacion de queso Ricotta con la adicion de bacterias lacticas.

3.4 Analisis estadisticos ANOSIM Y Mann-Whitney

El analisis estadistico que se realizd por ANOSIM, se comparoé el queso Ricotta

Control y el tratamiento L2-C3 a nivel de perfil sensorial de sabores basicos (dulce, acido,
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salado y amargo). Los analisis por ANOSIM arrojaron como resultado R=1 y p=0.095.
Esto indica que no hay diferencia estadisticamente significativa a nivel sensorial, en otras

palabras, el queso Control y L2-C3 son iguales en aspecto de perfil de sabor (dulce, &cido,

salado y amargo).

Se realizd la prueba estadistica Mann-Whitney entregando como resultado un
valor de p=0.059 relacionando el nivel de aceptacion del queso Ricotta Control y el queso
Ricotta L2C3. Por consiguiente, el valor de p=0.059 indica que no hay una diferencia
estadisticamente significativa en relacion de aceptacion entre los dos grupos de queso

Ricotta L2C3 y Control.

4.- Discusion

Respecto a los malos olores presentes en los matraces, entre ellos la muestra de
hojas de La Laguna de Limoncocha y hojas de Calacali, estos malos olores pueden
deberse a la presencia de la bacteria lactica Gram-positiva de la familia Lactobacillaceae
Pediococcus spp (Coelho et al., 2022; Erhardt et al., 2023; Zumarraga & Barbero, 2009),
debido a que en el proceso de fermentacion esta bacteria lactica Pediococcus spp aparte
de generar acido lactico genera diacetilo, un compuesto natural que simula el olor a
mantequilla, pero en grandes concentraciones genera olores fuertes caracteristicos como

a putrefaccion y agua estancada (Choi et al., 2016; Lin et al., 2020).

Los resultados obtenidos en la prueba de aceptacion del perfil sensorial indican
que los mejores tratamientos de queso Ricotta fueron el Control seguido por L2-C3
(figura4). Sin embargo, a nivel estadistico no se encontraron diferencias entre el control
y el tratamiento L2-C3, esto demuestra que la adicion de bacterias lacticas en un queso
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Ricotta no llegd a cumplir las condiciones organolépticas necesarias para el mejoramiento

de un queso Ricotta convencional. (Cobo et al., 2019; Morales et al., 2019).

Las muestras de las cuales no se obtuvo un buen resultado de aceptacion fueron
L14-C8, L14-C9, L14-C12 como consecuencia del origen de las bacterias, el cual es
vegetal (Vazquez-Ovando et al., 2016). Se ha reportado que muchas bacterias lacticas de
origen vegetal brindan caracteristica de amargor y al entrar en fermentacion los niveles
de acidez y amargo resultan muy fuertes y desagradables para el paladar (Gomez, 2019).
Sin embargo, se cree que esta caracteristica de amargor en las bacterias lacticas se debe a
la actividad enzimatica proteolitica que cambia en presencia del suero de leche
(Myagkonosov et al., 2022), esta condicion favorece a la proliferacion de BAL generando
pequefios péptidos que aportan el sabor amargo, pero en quesos frescos como el Ricotta
esta condicion entrega sabores desagradable reduciendo el nivel de aceptacion de estos

quesos Ricotta (Celik & Tarakci, 2017; Cobo-Monterroza et al., 2019; Gomez, 2019).

El objetivo principal de este trabajo fue mejorar las propiedades organolépticas de
un queso Ricotta con la adicion de bacterias lacticas, aunque no se llegé a mejorar las
propiedades organolépticas, se logré igualar las propiedades organolépticas de un queso
Ricotta convencional, por lo tanto, el queso L2-C3 podria tener potencial comercial en el
mercado. A partir de estos resultados, se rechaza la hipdtesis planteada en esta

investigacion.

5.- Conclusiones

e Partiendo de muestras ambientales en el presente trabajo se logro obtener cultivos
puros de bacterias lacticas de distintas zonas del Ecuador.
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e Se logré realizar prototipos de queso Ricotta utilizando bacterias lacticas nativas
del Ecuador

e Los tratamientos con mayor aceptacion, por parte del panel de cata, fueron el
tratamiento L2-C3 y el control.

e Al no detectarse diferencias estadisticamente significativas en el perfil sensorial

y en el grado de aceptacion entre el tratamiento L2-C3 y el tratamiento control se

rechaza la hipotesis planteada.

6.- Recomendaciones.

o Se recomienda realizar estudios moleculares o bioquimicos para determinar

qué tipo de bacterias lacticas estan presentes en este estudio.

. Por otra parte, se recomienda hacer otro tipo de quesos a los que se pueda

adicionar cultivos lacticos y evaluar su perfil organoléptico.
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8.- Anexos

ANEXO 1. Recoleccion de muestras ambientales.
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ANEXO 2. Cantidad de muestra utilizada y el orden que se llevo para la inoculacion de las bacterias lacticas.

Orden Muestra Cantidad Cadigo
1 Raspado de ubre de vaca 1 punta de cotonete L-1
2 Leche de vaca 10 mL L-2
3 Agua de montafia 10 mL L-3
4 Hojas 0,59 L-4
5 Hojas 059 L-5
6 Leche de vaca 10 mL L-6
7 Heces de vaca 0,59 L-7
8 Raspado de ubre de vaca 1 punta de cotonete L-8
9 Heces de vaca 0,59 L-9
10 Raspado de ubre de vaca 2 1 cotonete L-10
11 Agua de Laguna 10 mL L-11
12 hojas de reservorio 0,59 L-12
13 hojas 059 L-13
14 hojas 059 L-14
15 Agua 10 mL L-15
16 Leche 1,3 10 mL L-1,3
17 Leche 1,2 10 mL L-1,2
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ANEXO 3. Obtencién de cultivos puros. A y B) Por cada colonia se utilizd un tubo de ensayo con 9 mL de medio de
cultivo MRS.
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ANEXO 4. Tabla codigo de los cultivos usados para la elaboracién de queso Ricotta.

Ubicacion Lote Colonia Caodigo / Lote Actual
Raspado de ubre / L1 4 L1-C4
Machachi
Raspado de ubre / L1 8 L1-C8
Machachi
Raspado de ubre / L1 9 L1-C9
Machachi
Leche de vaca / Calacali L2 1 L2-C1
Leche de vaca / Calacali L2 3 L2-C3
Leche de vaca / Calacali L2 9 L2-C9
Hojas / Santo Domingo L14 8 L14-C8
Hojas / Santo Domingo L14 9 L14-C9
Hojas / Santo Domingo L14 12 L14-C12
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ANEXO 5. Estandares de Turbidez McFarland.
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ANEXO 6. Preparacion de los estandares del patrén de McFarland y concentracion aproximada de Unidades

Formadoras de Colonia (UFC) por mL de caldo de cultivo.

Escala McFarland BaCl> 1% (p/v) H2S04 1% (v/v) N° Bacterias UFC/
mL mL mL

0.5 0.005 0.995 1.5*108
1 0.01 0.99 3.0*108
2 0.02 0.98 6*108
3 0.03 0.97 9*108
4 0.04 0.96 1.2*10°
5 0.05 0.95 1.5*10°
6 0.06 0.94 1.8*10°
7 0.07 0.93 2.1*10°
8 0.08 0.92 2.4*10°
9 0.09 0.91 2.7%10°
10 0.10 0.9 3.0*10°
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ANEXO 7. Comparacion de los estandares de turbidez McFarland.
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ANEXO 8. Ecuacion factor de conversion para los calculos para la incorporacion de bacterias lacticas en el queso
Ricotta.

Ecuacion 1
[N] = UFC escala Mcfarland/ mL * Fd

Donde:

UFC Mcfarland

N= Concentracién del microorganismo —

Fd= Factor de dilucién

Ecuacién 2

V=KxQ * 1000

1
[N]
Donde:

V= volumen de caldo de cultivo de bacterias lacticas a afiadir a la leche [uL]

o _ 1#10°URC
~ grqueso

Q= 30 gramos de queso
., . L oan . UFC
N= concentracion de bacterias lacticas en el caldo de cultivo, expresada en [H ]

Nota: Para poder determinar la cantidad de caldo de cultivo de bacterias lacticas para

adicionar en los quesos Ricotta se realiz6 2 ecuaciones de factores de conversion.

Ec 1. Donde N= es la concentracion de microorganismos que se obtiene de la comparacion
visual de los estdndares de McFarland / mL (los mililitros estdn en los estandares de

McFarland) y multiplicamos por el factor de dilucion (25).

Para determinar el volumen necesario para adicionar en los quesos Ricotta se realizo una
Ec 2.

Donde V= volumen de caldo de cultivo de bacterias lacticas necesarias para adicionar en el
queso Ricota. K= 1*10® UFC/gr queso es una constante, ya que se impuso que todos los
quesos partieran con esa concentracion de bacterias lacticas. Q= 30 g de queso es la masa
de queso que tenia cada tratamiento y N es la concentracion de microorganismos de los

estandares de McFarland por su factor de dilucion.
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ANEXO 9. Formulario del entrenamiento sensorial perfil de sabores basicos: dulce, acido, salado y amargo.

ENTRENAMIENTO SENSORIAL / FORMULARIO DE PERFIL DE SABOR

NOMBRE
EDAD
Hoja #
Analice las muestras dependiendo de la intensidad del sabor del producto tomando en
cuenta la siguiente Intensidad de sabor (dulce, &cido, salado y amargo): 1

imperceptible;2 ligero; 3 moderado; 4 fuerte y 5 muy fuerte. Al finalizar el proceso de
cata de cada queso calificar al producto del 1 al 5.

Intensidad: Calificac_ifﬁn/
aceptacion
1 imperceptible 1 Me disgusta mucho
2 ligero 2 Me disgusta moderadamente
3 moderado 3 No me gusta ni disgusta
4 fuerte 4 Me gusta moderadamente
5 muy fuerte 5 Me gusta mucho

Calificacion/

sabor/ lote | DULCE |ACIDO| SALADO | AMARGO L
Aceptacion

L1-C4

L1-C8

L1-C9

L2-C1

L2-C3

L2-C9

L14-C8

L14-C9

L14-C12
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ANEXO 10. Tabla de Estandares de perfil sensorial de sabores basicos y la cantidad sugerida para el entrenamiento

sensorial.

PRODUCTO ESCALA  CANTIDAD
Solucién de acido citrico al 0.05% (p/v)
1.00 25 mL
en agua
Salsa de manzana 2.00 25 mL
ACIDO Jugo de naranja congelado 3.00 25 mL
Encurtido de eneldo 4.00 2590
Solucion de agua con &cido citrico al
5.00 25 mL
0.20 % viv
Jugo de toronja 1.00 25mL
Barra de chocolate Hersey 2.00 1 cubo
AMARGO Escarola cruda 3.00 1 hoja
Semilla de apio 4.00 0,059
Agua + cafeina 0.15% (p/v) 5.00 25mL
Agua azucarada 2% p/v 1.00 25mL
_ 1
Galletas Ritz 2.00 )
galleta(tajada)
DULCE - .
Limonada comercial 3.00 25 mL
Coca Cola-clésica 4.00 25mL
Solucién de sacarosa al 16% (en agua) 5.00 25mL
Cloruro de sodio al 0.2% (p/v) 1.00 25mL
Mayonesa 2.00 1 cucharadita
SALADO Queso Americano 3.00 1 tajada
Papas frito lay 4.00 1 papa
Solucion de agua + NaCl 1.5% (p/v) 5.00 25mL
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS NATIVAS DEL ECUADOR PARA EL MEJORAMIENTO DE LAS PROPIEDADES

ANEXO 11. Promedios del Perfil sensorial de Sabores Basicos de los quesos Ricotta y su respectiva desviacion estandar

ORGANOLEPTICAS EN UN QUESO TIPO RICOTTA

DULCE ACIDO SALADO
TRATAMIENTO|R1 [R2|R3| PRO |[R1|R2|R3| PRO | R1 | R2 | R3 |PRO
L1-C4 1,2[1,2[12] 12 [30]30][30] 30 [10|10[1,0] 1,0
L1-C8 1,311,3/1,3| 13 |25(25(25| 25 [38]39 |38/ 338
L1-C9 1,311,311,3| 13 |1,7(1,7]17] 1,7 [22]23 |22 ] 22
L2-C1 1,011,0/1,0| 10 |40(40[40| 40 [35]35 |35 35
L2-C3 1,5/15/15| 15 |20(31(20| 24 |[25]25 |25 25
L2-C9 12112112 12 |27(27]27] 27 [20]20|20] 20
L14-C8 1,311,311,3| 1,3 |20(20(20] 20 [30]29 |29 29
L14-C9 1,711,711,7| 1,7 |28(28(28| 28 |28]28 |28/ 238
L14-C12 1,011,0/1,0| 10 |22(22[22] 22 |45]45|45] 45
Control 2,0(2,0(20| 20 [31(30[30| 30 [20]20|20] 20
NUMERO DE

DATOS
VALOR MEDIO

10

DESVIACION
ESTANDAR

1,46

1,24

0,46

1,40

0,48

0,61

0,76

0,58

1,75

0,52

2,4
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS NATIVAS DEL ECUADOR
PARA EL MEJORAMIENTO DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
EN UN QUESO TIPO RICOTTA

ANEXO 12. Promedios aceptacion de los quesos Ricotta y su respectiva desviacion estandar.

L1-C4 2,5 2,5 2,7 2,6 0,09
L1-C8 2,0 2,1 24 2,2 0,17
L1-C9 3,0 31 2,9 3,0 0,08
L2-C1 3,5 3,5 3,8 3,6 0,12
L2-C3 4,5 4,4 4,5 4,5 0,05
L2-C9 3,0 3,2 3,5 3,2 0,21
L14-C8 1,5 1,8 1,5 1,6 0,12
L14C9 1,0 1,0 1,5 1,2 0,24
L14-C12 1,3 1,0 1,0 1,1 0,14
Control 4,8 4,5 5,0 4,8 0,20
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS NATIVAS DEL ECUADOR
PARA EL MEJORAMIENTO DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
EN UN QUESO TIPO RICOTTA

ANEXO 13. Bacterias Lacticas a 100x
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS NATIVAS DEL ECUADOR
PARA EL MEJORAMIENTO DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
EN UN QUESO TIPO RICOTTA

ANEXO 14. Entrenamiento sensorial.
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