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RESUMEN

El yogur natural, un producto lacteo globalmente consumido por sus multiples beneficios,
a menudo se ve eclipsado por variedades aromatizadas y con aditivos debido a la limitada oferta
de sabores. Entre estos aditivos, la carragenina, utilizada para mejorar la textura del yogur, ha sido
objeto de preocupacion por sus posibles efectos adversos para la salud humana. Las bacterias acido
lacticas, microorganismos anaerobios presentes en diversos entornos, desempefian un papel crucial
en la produccion de productos lacteos, como el yogur natural, conocido por fortalecer el sistema
inmunoldgico. En este estudio, se busco aislar cepas nativas de bacterias lacticas en Ecuador con
el objetivo de mejorar las propiedades organolépticas del yogur natural en comparacion con sus
homologos comerciales. Se realizaron aislamientos de bacterias acido-lacticas en diversas regiones
de Ecuador, utilizando luego estas cepas para la elaboracion de yogures naturales. Estos fueron
comparados con yogures elaborados con cepas comerciales, incluyendo carragenina en dos de
ellos. Se midieron parametros fisicoquimicos como el pH, grados Brix y densidad, ya que estos
influyen en las propiedades organolépticas. Los resultados, analizados mediante ANOVA y prueba
de Duncan en el programa Infostat, revelaron diferencias significativas en pH, grados Brix y
densidad entre los yogures naturales elaborados con cepas nativas y aquellos con cepas
comerciales. En conclusion, se identificaron las cepas nativas L5-4, L5-3 y L13 como las mas
eficaces para mejorar las propiedades organolépticas del yogur natural, ofreciendo perspectivas

valiosas para la produccion de productos lacteos mas saludables y apetitosos.

Palabras claves: Bacterias acido lacticas, yogurt natural, parametros fisicoquimicos.



ABSTRACT

Plain yoghurt, a dairy product globally consumed for its many benefits, is often
overshadowed by flavoured and additive varieties due to limited flavour offerings. Among these
additives, carrageenan, used to improve the texture of yoghurt, has been the subject of concern due
to its possible adverse effects on human health. Lactic acid bacteria, anaerobic microorganisms
present in various environments, play a crucial role in the production of dairy products, such as
natural yoghurt, known to strengthen the immune system. In this study, we sought to isolate native
strains of lactic acid bacteria in Ecuador to improve the organoleptic properties of natural yoghurt
compared to its commercial counterparts. Isolations of lactic acid bacteria were carried out in
various regions of Ecuador, and then using these strains for the production of natural yoghurts.
These were compared with yoghurts made with commercial strains, including carrageenan in two
of them. Physical-chemical parameters such as pH, degrees Brix and density were measured, since
these influence the organoleptic properties. The results, analyzed by ANOVA and Duncan's test
in the Infostat program, revealed significant differences in pH, Brix degrees and density between
natural yoghurts made with native strains and those with commercial strains. In conclusion, native
strains L5-4, L5-3 and L13 were identified as the most effective in improving the organoleptic
properties of natural yoghurt, offering valuable perspectives for the production of healthier and

more appetizing dairy products.

Keywords: Lactic acid bacteria, natural yoghurt, physicochemical parameters.



indice de contenido

INEFOTUCCION ...ttt bbbt se et 12
1.1 ODbJetiVO GENETAL......cc.iiiiiiiece e 18
1.2 ODbJetiVO ESPECITICO .. .oviiiieiieiieieie e 18
1.3 HIPOLESIS .t ettt bbbt ebe e 19
L= (oo o] (o]0 - OSSR U S UUTPOURTPRTPSURN 19
2.1  Diagrama de flujo de trabajo........cccoooiiiiiiiiiiiice e 19
2.2 FASE 0B CAMPO....cueiiiieie ittt ettt ene s 20

2.2.1 Recopilacion de muestras ambientales............cooevrereiiiineneienenenee, 20
2.3 Aislamiento de bacterias acido lacticas y obtencion de cultivos axénicos........... 22

2.3.1 Elaboracion de medio de cultivo liquido MRS ..., 22

2.3.2 Inoculacion de muestras ambientales en medio de cultivo liquido MRS . 22
2.3.3 Obtencién de cultivos axénicos de bacterias acido lactico .........cceeeen..... 22
2.3.4 Estandares de MCFarland ...........ooooooooeoooeee et 24

2.4  Elaboracion de yogurt natural con incorporacion de cultivos axénicos de bacterias

ACTAO TACTICAS. ...ttt 25
2.4.1 Proceso de elaboracion de yogurt natural con bacterias acido lacticas..... 25
2.5  Andlisis de propiedades 0rganoléptiCas..........cccccvevverieiiiiiiere e 27
2.5.1 Analisis de pH Yy grados BriX........ccccooveiiiiiiiiciice e 27
2.5.2 Analisis de densidad...........ocooviiiiiiiiiii e 27
2.6 ANAlISIS de eStATISTICO. ... .cviieeeeiiiieieece e s 28

R ESUITATOS . .ttt ennnnnnnnnnnn 28



3.1  Obtener cultivos axénicos de bacterias acido lacticas procedentes de diferentes

ZONAS 08 ECUAAON. ......vitiiiiieeeee et bbb 28
3.1.1 Identificacion microscopica de BAL..........ccccooveviiiieiecieiic e 29
3.2 Andlisis de propiedades 0rganoléptiCas..........ccccvvreereiiieiiereiie e 29
3.2.1  FermMentaCiON ......cccoiiiieiiieieeiete st 29
3.2.2 ANALISIS A PH ..o 30
3.2.3  ANAlisis de Grados BIiX ........ccccciieiiiiniieiiiinicseee e 32
3.2.4  ANalisis de densSidad...........ocoovriiiiiiieie e 34
3.3 ANALSIS EStAAISTICO. ... et 35
3.3 1 PH oottt 36
3.3.2 Grados BriX .....ccciiiiiiiieisienieiee e 37
3.3.3  DENSIAG. ..o 38
DisCuSiON de RESUITAAOS ..........cviuiieiiiiieeeie s 40
CONCIUSTONES: ...ttt ekttt bttt 44
RECOMENUACIONES ...ttt ettt b 45
BIDHIOGIafia ......ocoveeeecece e 46

F N 1) 0 F TR 50



Indice de Tablas
Tabla 1 Composicidn del Yogurt Natural ............ccccceeieiieiiiie e 13
Tabla 2 Tipo de muestras y el lugar de reColeCcCiON............cccevvevieiiiie i 21

Tabla 3 Cantidad de (mL) de cultivo axénico de BAL para la elaboracion de 200 mL de yogurt

A (0] | USSP PP PRI 26
Tabla 4 Yogures comerciales con aditivo alimentario y sin aditivo alimentario....................... 26
Tabla5 Tiempo de fermentacion en dias de las diferentes cepas nativa ............ccccceeevevverieennenn, 29
TADIA B bbbttt e b b anes 30

Tabla 7 Resultados de Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
COMIBICIAIES ..ttt bbb st s et e b et et s bt e b e bt e st e st e st et e nbenbesbennenreas 32
Tabla 8 Resultados de la densidad de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
COMIBICIAIES. .ttt bbb st e et et e s b bt e bt be e st e st et e nbenbenbesbennenreas 34

indice de Figuras

Figura 1. Diagrama de flujo de trabajo ..........ccceoeiiiiniii e 20
Figura 2. Gréfica de los promedios de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativa y
COMIBICIAIES ..ttt bbbt h e s et e b et e st e e b e e bt e beene e st e st e benbenbesbesneareas 31
Figura 3. Grafica d los promedios de % Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas
NALIVA Y COMEICIAIES. ... .c.viivieii ettt e e st e et e e e e s be et e sssesbeesteeneesneenreas 33
Figura 4. Grafica de los promedios de la densidad g/mL de yogures naturales elaborados con cepas

NALIVA Y COMEBICIAIES. ...ttt e e e b e e nbe e taeeteennee e 35



indice de ilustraciones

lustracion 1. Analisis de la Varianza de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
(010] 0 T=T (ol =1 LSS PR TSRS 36
llustracion 2.Test de Duncan de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
(01000 T=T (ol =1 LSO RS RTRR 37
lustracion 3.Andlisis de la Varianza de Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas
NALIVAS Y COMEICIAIES. ...ttt b et sbeenteeneesneeee s 37
llustracion 4.Test de Duncan de Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas nativas
Y COMEICIAIES. ... b bbbttt e e et bbb bt 38
llustracion 5. Andlisis de la Varianza de densidad de yogures naturales elaborados con cepas
NALIVAS Y COMEBICIAIES. ...ttt bbbttt b ettt 39
llustracion 6.Test de Duncan de densidad de yogures naturales elaborados con cepas nativas y

COMIBICIAIES. e 40

Indice de Anexos

ANEXO L e 50
ANEXO 2. s 51
ANEXO 3. e 51

ANEXO 4. . 51


file:///C:/Users/Romina%20Alvarez/Downloads/TESIS%20Romina%20Isabella%20Alvarez%20Ordoñez.docx%23_Toc162450142
file:///C:/Users/Romina%20Alvarez/Downloads/TESIS%20Romina%20Isabella%20Alvarez%20Ordoñez.docx%23_Toc162450143
file:///C:/Users/Romina%20Alvarez/Downloads/TESIS%20Romina%20Isabella%20Alvarez%20Ordoñez.docx%23_Toc162450144
file:///C:/Users/Romina%20Alvarez/Downloads/TESIS%20Romina%20Isabella%20Alvarez%20Ordoñez.docx%23_Toc162450145

1. Introduccion

El instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN define al yogurt natural como “el
producto coagulado obtenido por fermentacion lactica de la leche o mezcla de esta con derivados
lacteos, mediante la accion de bacterias lacticas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Sreptococcus salivaris subsp. thermophilus, pudiendo estar acompafiadas de otras bacterias
benéficas que por su actividad le confieren las caracteristicas al producto terminado; estas bacterias

deben ser viables y activas desde su inicio y durante toda la vida til del producto”(NTE INEN

2395, 2011).

El yogurt natural, es la version menos adulterada y méas sencilla, ofrece un sabor puro y una
concentracion mas rica en calcio, superando a otras variedades de yogurt (Bankole et al., 2023).
De acuerdo con las directrices de (Alimentarius C., 2015), los aditivos presentes en el yogurt

natural se limitan principalmente a estabilizantes y espesantes.

El yogurt natural se caracteriza por ser un gel suave y viscoso, con un sabor acido fuerte
(Cheng, 2010) . El yogurt natural no tiene azucar ni saborizantes agregados, por lo que puede ser
menos dulce que el yogurt con sabor. A algunas personas les gusta el yogurt natural por su acidez
natural, mientras que a otras les gusta agregar edulcorantes, frutas u otras guarniciones para realzar
el sabor. De acuerdo con el informe de (Shahbandeh, 2023) , en el afio 2023, el valor global del
mercado de yogures lleg6 a los 168 mil millones de dolares. Se proyecta que para el afio 2028, esta

cifra aumente superando los 237 mil millones de dolares.

El yogurt es un producto lacteo con un alto contenido de nutrientes y es rico en diversos minerales
y vitaminas como calcio (Ca), sodio (Na), fésforo (P), magnesio (Mg), zinc (Zn), yodo (1), potasio
(K), vitamina A, vitamina D, vitaminas del complejo B, principalmente B2, B3 y B12 (Babio et

al., 2017). En la Tabla 1 se observa la composicion del yogurt natural segun la FAO.



Tabla 1
Composicién del Yogurt Natural

Composicion (por cada 100 g. de
Yogurt natural entero

yogurt)
Agua (9) 87.9
Energia (kcal) 61
Proteina (g) 3.5
Lipidos totales (grasas) (g) 3.3
Lactosa (g) 4.7
Carbohidratos, por diferencia (g) 4.66

Nota. Datos obtenidos de “Muehlhoff, E., Bennett, A. & McMahon, D. (2013). Milk and dairy products

in human nutrition. Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ), (p.67).

En 2021, se consumieron aproximadamente 222.100 millones de kilogramos de leche en
todo el mundo. De esta forma, se convirtio en el a producto lacteo mas consumido, seguido por el
yogurt con 56.286.8 millones (Abigail Orus, 2022). El queso, con un consumo cercano a los 20.700
millones, complet6 el podio. Los dos continentes que poseen el primer lugar en el consumo de
yogurt a nivel mundial en el afio 2020 son Asia con el 33.5 % de participacion seguido de Europa
y MENA. En los tltimos afios el consumo en estos continentes ha aumentado debido a los diversos

beneficios de la salud que aporta el yogurt.

El consumo de yogurt natural tiene multiples beneficios para la salud entre ellos mejora el
ambiente intestinal, estimula el sistema inmunitario innato, disminuye los niveles de colesterol en
la sangre, ayuda contra la diarrea y estrefiimiento cronico (Yao, 2023). Un estudio realizado por
Tang et al., (2022) sugiere que el yogurt se puede utilizar para tratar la enfermedad del higado
graso no alcohdlico. Los investigadores observaron que comer yogurt mejoraba los perfiles de

lipidos séricos y hepaticos (Tang et al., 2022)



En Ecuador la produccion de leche cruda es de 5,5 millones de litros/dia (INEC, 2023). De
acuerdo con los datos proporcionados por el Centro de la Industria Lactea (CIL), en el pais se
consume una cantidad promedio de 5.6 L de yogurt por persona al afio (Tapia, 2022). Respecto a
la produccidn total, se estima que un 44.6 % se comercializa en tiendas y bodegas, mientras que
un 41.9 % se distribuye en supermercados, y el restante 13.5 % se destina a mercados, kioscos y

ventas ambulantes dentro del mercado interno (Tapia, 2022).

En el mercado ecuatoriano, la Industria Lactea Tony lidera con el 49 % de la cuota total,
gracias a la inclusion de elementos probioticos activos en sus productos (Tapia, 2022). Por otro
lado, el 51 % restante pertenece a empresas como El Kiosco, Alpina, Pura Crema, entre otras,
reconocidas por su larga trayectoria y la aceptacion gue han ganado entre los consumidores (Tapia,

2022).

Bacterias acido-lacticas

Las bacterias del &cido lactico (BAL) constituyen un conjunto diverso y ubicuo de bacterias
presentes naturalmente en la leche, productos lacteos, plantas, vegetales fermentados, asi como en
el tracto gastrointestinal de humanos y animales, y también se hallan en el agua y el suelo. Estas
bacterias, son anaerobicas tipicamente sin capacidad de formar esporas, de catalasa negativa, y se
presentan mayormente en forma de cocos y bastones Gram positivos. Su destacada caracteristica
es su habilidad para generar acido lactico, el cual constituye el producto final de la fermentacion
de los carbohidratos. Las BAL se dividen en dos categorias principales: las homofermentativas,
que producen 2 moles de &cido lactico por cada mol de glucosa, y las heterofermentativas, que

generan acido lactico, &cido acético, dioxido de carbono y acido lactato (Koziorowska et al., 2022).



Numerosas cepas de bacterias del acido lactico (BAL) son consideradas probioticos, lo que
implica que son microorganismos reconocidos por sus efectos beneficiosos al ser consumidos en
cantidades apropiadas (Koziorowska et al., 2022). Las bacterias del acido lactico (BAL)
representan microorganismos de relevancia industrial y son extensamente empleadas en la
produccién de alimentos fermentados, particularmente en la elaboracion de yogurt. Las
caracteristicas de fermentacion que poseen las BAL constituyen un elemento crucial que incide en

las propiedades fisicoquimicas de los yogures (Dan et al., 2023a).

La fermentacién del acido lactico es un proceso que involucra bacterias acido lactico
(LAB) para convertir el azlcar-lactosa de la leche (C12H22011) en acido lactico (CsHsO3) (Muncan
et al., 2021). Este proceso conlleva a una disminucién del pH y a la formacién de yogurt, ya que

el acido lactico coagula la proteina caseina presente en la leche (Muncan et al., 2021).

Estudios de mejoramiento de propiedades organolépticas de yogurt natural

Un estudio llevado a cabo por Li et al.(2022b) en Xinjiang, China, revel6 que las bacterias
lacticas autdctonas de esta regidn generaron yogures con sabores y caracteristicas sensoriales
distintivas, como una textura mas densa en comparacion con el grupo de control. Un estudio
llevado a cabo por Han et al. (2016) descubrié que los cultivos iniciadores aislados de productos

lacteos fermentados chinos tenian la capacidad de mejorar la textura del yogurt natural.

El estudio de Ramos et al. (2023) revel6 que los yogures elaborados a partir de cepas
aisladas de alimentos fermentados exhibieron mayores niveles de retencion de agua, concentracion
de exopolisacaridos (EPS) y una sensacién mas viscosa en la boca en contraste con el yogurt
producido unicamente con el cultivo iniciador comercial, el cual presentd una textura mas liquida.

Una investigacion llevada a cabo por Kilig et al. (2022a) revel6 que los cultivos iniciales aislados



de semillas de leguminosas poseen el potencial de ser utilizados como iniciadores comerciales, lo
que podria resultar en una mejora significativa de la calidad del yogurt. Los hallazgos de Sézeri
Atik et al. (2023) destacaron que los cultivos iniciales extraidos de yogures artesanales de las
aldeas de Konya (Turquia) tienen el potencial para ser recomendados como iniciadores de yogurt,

segun lo sugerido por el estudio.

La limitada diversidad de bacterias lacticas utilizadas en la industria ha repercutido en la
escasez de variedad de yogures naturales disponibles en el mercado local. El sabor ha jugado un
papel importante a la hora de determinar la aceptabilidad y preferencia del yogurt por parte de los
clientes(Chen et al., 2017). A nivel global, el consumo de yogurt esta en aumento, pero las
preferencias regionales difieren notablemente. Mientras en Oriente Medio, el sur de Asia, el norte
de Africa y los paises 4rabes se favorece el yogurt natural, en Europa y América del Norte se
prefiere el yogurt aromatizado, debido a la menor apreciacion del sabor acido caracteristico del
yogurt sin aditivos (Gurkan & Hayaloglu, 2017). Para mejorar sus propiedades organolépticas,
especialmente la textura, se ha recurrido a la adicidon de carragenina como aditivo en el proceso
productivo. Sin embargo, recientes investigaciones han vinculado la carragenina con problemas

de salud en animales.

Estudios han demostrado que la presencia de carragenina en la dieta podria tener efectos
adversos, tales como reducir la bioaccesibilidad de proteinas y péptidos, alterar la funcion epitelial
normal, promover la inflamacion intestinal y; por ende, comprometer la salud de quienes la
consumen (Fahoum et al., 2017). Investigaciones con ratones y células HepG2 humanas sugieren
que la carragenina podria contribuir al desarrollo de la diabetes en la dieta humana (Bhattacharyya
et al., 2012). Asimismo, se ha observado que la exposicion de la carragenina, resulta en el

desarrollo de inflamacion intestinal en modelos animales (Pogozhykh et al., 2021). Ademas, se ha



documentado que tanto los carragenanos como otras gomas alteran la composicién y funcion de la
microbiota intestinal humana (Naimi et al., 2021). Por tanto, es crucial investigar y encontrar
cepas de bacterias lacticas capaces de mejorar las propiedades organolépticas del yogurt de manera
natural, sin la necesidad de aditivos como la carragenina, lo que permitiria la produccion de

yogures mas saludables y diversificados.

La investigacion propuesta busca abordar una preocupacion significativa en la industria
alimentaria, especificamente en el &mbito de los productos lacteos fermentados, centrandose en
los yogures naturales. Actualmente, la oferta comercial de yogures naturales es limitada en
diversidad y suele contener aditivos que pueden ser perjudiciales para la salud. En este contexto,
se plantea la importancia de la identificacidn de cepas de bacterias lacticas que puedan mejorar las
caracteristicas organolépticas del yogurt es esencial. Esta investigacion no solo beneficiara a la
industria lactica al optimizar sus procesos productivos, sino que también contribuira a la reduccion
de costos. El aumento en la produccion de nuevos cultivos iniciadores se vuelve crucial para esta
industria, ya que permitira la elaboracién de yogures con las cualidades sensoriales deseadas, lo
cual impactara positivamente en el panorama econémico, como sefialan estudios recientes (Kilic

etal., 2022).

Resultados de investigaciones previas han revelado la complejidad bioquimica del
desarrollo del sabor del yogurt, destacando la influencia directa de las cepas de bacterias lacticas
utilizadas como cultivos iniciadores (Chen et al., 2017). Ademas, se ha demostrado el interés en
los polisacaridos producidos por estas bacterias por su potencial aplicacion en la mejora de textura

y otros aspectos relevantes en la industria lactea fermentada (Han et al., 2016).

Las bacterias del acido lactico (BAL) juegan un papel fundamental en la calidad de los

productos lacteos fermentados, incluyendo el sabor, la textura y el aroma (Li et al., 2022) .Por lo



tanto, la mezcla entre cepas de bacterias lacticas nativas y comerciales representa una oportunidad
promisoria para crear productos lacteos fermentados que sean auténticos y unicos, cumpliendo con
las preferencias de los consumidores y generando una mayor aceptacion en el mercado (Li et al.,

2022a).

En resumen, esta investigacion busca contribuir significativamente al campo de la industria
lactica al proponer la utilizacion de cepas bacterianas especificas para mejorar las caracteristicas
organolépticas de los yogures naturales. Los beneficios potenciales incluyen la optimizacion de
procesos productivos, la reduccion de costos, y la creacién de productos mas atractivos y
saludables para los consumidores, lo que impulsaria el crecimiento y la competitividad de la

industria en su conjunto.

1.1 Objetivo general
Determinar cepas de bacterias acido lacticas nativas de Ecuador con potencial para mejorar
las propiedades organolépticas del yogurt natural, para su posterior comparacion con su homoélogo

comercial.

1.2 Objetivo especifico
e Obtener cultivos axénicos de bacterias acido lacticas procedentes de diferentes

zonas de Ecuador.

e Producir yogurt natural empleando cultivos axénicos de bacterias acido lacticas

nativas de Ecuador

e |dentificar las diferencias organolépticas entre el yogurt natural obtenido en el

presente estudio y el yogurt natural comercial.



e Determinar la cepa de bacterias acido-lacticas con mayor capacidad de

mejoramiento de las propiedades organolépticas del yogurt.

1.3 Hipdtesis
e HO (Nula): EI empleo de bacterias acido lacticas nativas de Ecuador consigue

propiedades organolépticas de yogurt natural similares a su homologo comercial.

e H1 (Alternativa): El empleo de bacterias acido lacticas nativas de Ecuador consigue

propiedades organolépticas de yogurt natural diferentes a su homdélogo comercial.

2. Metodologia

2.1 Diagrama de flujo de trabajo

Esta investigacion se realizo en dos fases, una de campo y otra de laboratorio. La fase de
campo consistio basicamente en la toma de muestras ambientales, mientras la fase de laboratorio
consistio en el aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL), obtencién de cultivos axénicos,
elaboracion de yogurt con las cepas aisladas y el analisis de pardmetros fisico quimicos y

propiedades organolépticas (Figura 1)
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Para la obtencion de bacterias acido-lacticas fueron recopiladas meticulosamente de

diversas regiones y sectores de Ecuador, abarcando la Sierra, la Costa y el Oriente del pais. La

seleccion de los sectores en las diferentes regiones de Ecuador se fundamento en la presencia de

ganado dedicado a la industria lactea en estas areas especificas. Las muestras recolectadas

incluyeron hojas, agua, leche sin pasteurizar y queso, obtenidas de variadas ubicaciones. Para el




transporte de las muestras de agua y leche sin pasteurizar, se emplearon tubos de ensayo
esterilizados, mientras que para las muestras de hojas y queso se utilizaron fundas de plastico

ziploc y papel aluminio estéril.

Todas las muestras recolectadas se mantuvieron bajo congelacion hasta su llegada al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Internacional SEK, garantizando asi su integridad
y preservacion para el analisis subsiguiente. La Tabla 2 detalla exhaustivamente la procedencia de

las 14 muestras recolectadas, especificando el lugar, sector, tipo de muestra, y el codigo

correspondiente.

Tabla 2

Tipo de muestras y el lugar de recoleccion.

Sierra
Numero Lugar Sector Muestra Cadigo
1 Machachi Hojas L-1
2 Machachi Aychapicho Leche de vaca L-2
3 Calacali Leche de vaca L-3
4 Calacali Leche de vaca L-4
5 Calacali El Refugio Leche de vaca L-5
6 Calacali Agua de L-6
montana
7 Calacali Hojas L-7
Costa
Numero Lugar Sector Muestra Cadigo
8 Portoviejo Hojas de cacao L-8
9 Portoviejo Puente Mejia Hojas de L-9
mango
10 Portoviejo Agua de L-10
reservorio
11 Santo El Rancho Hojas L-11
Domingo
12 Manta La Chacra Queso manaba L-12
13 Esmeraldas Cascajal Leche de vaca L-13
Oriente
Numero Lugar Sector Muestra Cadigo
14 Shushufind Limoncocha Agua de L-14

Laguna




2.3 Aislamiento de bacterias acido lacticas y obtencion de cultivos axénicos

2.3.1 Elaboracion de medio de cultivo liquido MRS

Se utiliz6 el medio de cultivo liquido MRS (Man, Rosa y Sharpe) para realizar el
aislamiento de las bacterias lacticas. Este medio se compone de dextrosa (20 g/L), extracto de
levadura (5 g/L), proteasa peptona (10 g/L), sulfato de magnesio (0,1 g/L), sulfato de manganeso
(0,05 g/L), fosfato dipotasico (2 g/L), Tween 80 (1 mL/L), acetato de sodio (5 g/L) y citrato de

amonio (2 g/L), con un pH de 6,2 (Dishisha et al., 2014).

2.3.2 Inoculacién de muestras ambientales en medio de cultivo liquido MRS

Se recolectaron muestras de diversas regiones de Ecuador, las cuales fueron clasificadas
en muestras sélidas y liquidas. Para las muestras sélidas, como hojas y queso, se procedio a pesar
0,5 g; mientras que, para las muestras liquidas, como agua y leche sin pasteurizar, se midié un
volumen de 10 mL. Posteriormente, las catorce muestras fueron colocadas en matraces estériles
de 250 mL, cada uno rotulado con el codigo de muestra que se encuentra en la tabla 1. En total, se
prepararon catorce matraces, los cuales fueron aforados con 250 mL de medio MRS y sellados con
corchos para crear un ambiente anaerobio. Estos catorce matraces se incubaron durante 72 horas a
una temperatura de 30 °C (Mohamad et al., 2020). Una vez terminada el periodo de incubacion de

los matraces, se procedi6 a descartar los matraces que generaban malos olores.

2.3.3 Obtencion de cultivos axénicos de bacterias acido lactico

Para obtener cultivos axénicos de bacterias acido-lacticas, se realizé la inoculacion de estas
bacterias, provenientes de los matraces, en cajas Petri conteniendo medio MRS agar.
Posteriormente, se incubaron durante 72 h a 30 ° C (Mohamad et al., 2020). Al concluir la

incubacion, se seleccionaron los cultivos de Leche de Calacali (L3), Leche de Calacali (L5), agua



del reservorio Portoviejo (L10), hojas de Santo Domingo (L11), queso de Manta (L12) y leche de
Esmeraldas (L13), debido a que presentaban aromas similares a productos lacteos como el yogurt.
Esta similitud se atribuye a la diversidad de componentes aromaticos generados por las distintas

cepas de bacterias acido-lacticas (Krastanov et al., 2023).

Para la identificacion de BAL una vez terminado el periodo de incubacion de las cajas Petri
seleccionadas para el estudio, se llevo a cabo una tincion de Gram. Se recolect6 1 colonia de las
cajas de Petri al azar y se colocd en un portaobjetos. Primero, se emplearon gotas de cristales
violetas, dejandolas reposar durante un minuto. Después, se llevé a cabo un lavado con agua
destilada y se seco la muestra. Acto seguido, se utilizaron gotas de yodo por un minuto, seguido
de un enjuague con agua destilada y otro secado. A continuacion, se agregaron gotas de etanol
durante 20 segundos, seguidas de una gota de safranina que se dej6 actuar durante 30 segundos.
Tras completar el proceso de enjuague y secado, se procedid a la observacion de la forma de las

bacterias bajo el microscopio (Abdullah et al., 2021).

Después de la identificacién microscépica de BAL se procedié a elegir las colonias mas
aisladas posible de las cajas Petri de los cultivos seleccionados (Wu et al., 2022). Cada colonia
seleccionada se inoculo en un tubo de ensayo estéril con medio de cultivo liquido MRS. Los tubos
de ensayo inoculados se etiquetaron de acuerdo con el cédigo de procedencia de la muestra
siguiendo las indicaciones presentadas en la tabla 1 y se registré el numero de colonia.

Posteriormente se incubaron los tubos de ensayo a 30 °C por 72 horas.

Para preservar las colonias puras, una vez finalizado el periodo de incubacion de 72 horas
a 30 °C, se empled un asa microbiolégica para transferirlas desde los tubos de ensayo a tubos
Eppendorf que incluian una solucion compuesta por 900 puL de medio de cultivo MRS y 100 pL

de glicerol. Posteriormente, se procedié a congelarlos a -4 °C.



2.3.4 Estandares de McFarland

Los estandares de turbidez de McFarland se emplearon para determinar la concentracion
del cultivo axénico de bacterias acido-lacticas, lo cual es un dato crucial para calcular el volumen
de inoculacion necesario en la produccién de yogurt natural. Para utilizar los estandares de
McFarland, se reactivaron inicialmente los cultivos axénicos almacenados a -4°C. Esta
reactivacion se llevo a cabo utilizando tubos de ensayo estériles que contenian 10 mL de medio
MRS, a los cuales se les afiadieron 750 pL de los cultivos axénicos almacenados. Una vez
inoculados, los tubos de ensayo se incubaron a 30 °C durante 72 horas(Tavakoli et al., 2019).
Finalizada la incubacion, se realizaron diluciones para cada cultivo axénico activado, llevandose
a cabo diluciones de 1:2, 1:4, 1:6, 1:10, 1:15 y 1:25 en 1 cm3 en tubos de ensayo. Las diluciones
de los cultivos axénicos fueron evaluadas visualmente con respecto a los estandares de turbidez de
McFarland para establecer una correlacion con la cantidad de células de acuerdo con cada estandar
utilizado (Fiallos, 2017).Una vez determinada la concentracion de células de los cultivos axénicos,
se procedio a utilizar la siguiente ecuacién para calcular el volumen del in6culo de cultivo axénico

a emplear en la elaboracion del yogurt natural (Bustos, 2017).
Ecuacion 1
Cmo * Vo = Cmf = Vf (Bustos, 2017).
Cmo: Es la concentracién inicial del in6culo en unidades de UFC/mL
Vo: Es el volumen de inoculo para la incubacién
Cmf: Es la concentracion final deseada del in6culo en unidades de UFC/mL

Vf: Es el volumen del medio de cultivo al que se va a in6cular



Por lo tanto, los datos y la ecuacion 1 para determinar el volumen del indculo del cultivo axénico
necesario para la elaboracién de yogurt quedan de la siguiente manera:
Fd= Factor de dilucion

., . . UFC Mcfarland
Cmo: Concentracion del cultivo axenico % * Fd (Andrade, 2023)

Vo: Volumen de inoculo para la incubacién (Lo que se desea obtener)

. 1¥108 UFC

Cmf: (Andrade, 2023)

mL leche

Vf: 200 mL de leche

Ecuacién 2 (La ecuacion 2 se obtiene al despejar Vo de la ecuacion 1)

vo = £ 41000 (Bustos, 2017).

mo

2.4 Elaboracion de yogurt natural con incorporacion de cultivos axénicos de bacterias
acido lacticas.

2.4.1 Proceso de elaboracion de yogurt natural con bacterias acido lacticas

Se utilizo6 leche de vaca comercial pasteurizada, la cual se someti6 a un calentamiento en
una plancha calefactora hasta alcanzar los 95°C, y luego se procedio a enfriarla hasta llegar a los
40°C (Kilic et al., 2022b).Una vez la leche llego a los 40 °C, se procedié a transferir cada cultivo
axénico de BAL a recipientes plasticos de 200 ml, los cuales habian sido previamente esterilizados
bajo luz UV durante 20 minutos. Después de agregar los cultivos axénicos de BAL, se
incorporaron 200 mL de leche a cada vaso y se procedié a mezclar. Los vasos fueron incubados a
40 °C hasta lograr la fermentacion deseada. Para determinar la finalizacion de la fermentacion, se

verificd la textura, asegurandose de que fuera mas densa y firme. Una vez completada la



fermentacion, se procedié a mezclar y luego se almaceno en el refrigerador a 4 °C durante 12 horas

para posteriormente realizar los analisis de los pardmetros fisicoquimicos (Li et al., 2022a).

En la Tabla 3 se especifica la cantidad precisa de volumen de cultivos axénicos en
microlitros de BAL con medio MRS que se emplearon para cada 200 mL de leche. Este
procedimiento se llevo a cabo en tres repeticiones para cada cultivo axénico de BAL, totalizando

30 yogures naturales.

Tabla 3
Cantidad de (mL) de cultivo axénico de BAL para la elaboracién de 200 mL de yogurt natural.

] , . Volumen en mL de cultivo axénico de BAL
Cultivos axénicos de BAL

Replica 1 Replica 2 Replica 3
L3-5 2.22 2.22 2.22
L3-9 1.33 1.33 1.33
L3-11 2.22 2.22 2.22
L3-15 2.22 2.22 2.22
L5-3 1.67 1.67 1.67
L5-4 2.22 2.22 2.22
L10-6 3.33 3.33 3.33
L11-12 1.33 1.33 1.33
L12 1.33 1.33 1.33
L13 3.33 3.33 3.33

Se seleccionaron tres yogures naturales comerciales con y sin contenido de carragenina,
como se detalla en la Tabla 4, para realizar la comparacion de propiedades fisicoquimicas con los

yogures naturales elaborados con cultivos axénicos nativos.

Tabla 4
Yogures comerciales con aditivo alimentario y sin aditivo alimentario
Yogures comerciales Aditivo alimentario
Cepa comercial 1 Carragenina
Cepa comercial 2 Carragenina

Cepa comercial 3 Sin aditivo




2.5 Andlisis de propiedades organolépticas

Para determinar la posible mejora de las propiedades organolépticas de los yogures
naturales, se evaluaron los parametros fisicoquimicos como el pH, los grados Brix y la densidad.
Estos parametros fueron analizados debido a su influencia directa en las propiedades
organolépticas de los alimentos (Vasquez Castillo, 2017). Cada uno de los 30 yogures con cultivos
axénicos fue medido cuatro veces en relacion con cada parametro fisicoquimico, lo que resulto en
un total de 12 mediciones por parametro fisicoquimico para cada cultivo axénico BAL. En el caso
de los yogures comerciales, cada muestra fue evaluada 12 veces para cada parametro

fisicoquimico.

2.5.1 Anadlisis de pH y grados brix

Se midio el pH de los yogures a una temperatura de 20 °C utilizando un medidor de pH
Orion Star A111 de Thermo Scientific, el cual fue calibrado previamente. El porcentaje de grados
Brix de los yogures se midi6 a una temperatura de 20 °C utilizando un Refractémetro 30GS de

Mettler Toledo.

2.5.2 Anadlisis de densidad

La densidad del yogurt se determiné dividiendo la masa del yogurt en gramos entre los 50
mL de yogurt utilizados (Gupta et al., 2022). Para calcular la masa del yogurt, se empled una
balanza analitica. Se pes6 un vaso precipitado de 100 mL inicialmente vacio, y posteriormente, se
volvid a pesar el mismo vaso con 50 mL de yogurt a una temperatura de 20 °C. Una vez registrados
ambos pesos, se restd el valor del vaso con los 50 mL de yogurt al valor del vaso vacio para obtener

la masa del yogurt.



2.6 Analisis de estadistico

El anélisis estadistico se realizé empleando Infostat, un software especializado en analisis
estadistico reconocido por su precision y confiabilidad (Di Rienzo et al., 2020). Utilizamos este
software para llevar a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) y el test de Duncan, con un nivel
de confianza del 95%. El objetivo fue contrastar las medias de los diferentes parametros
fisicogquimicos medidos en los yogures, con el fin de identificar posibles diferencias significativas

entre estos conjuntos de datos, segun lo descrito por DeJarnette & Mamidala (2023).

3. Resultados

3.1 Obtener cultivos axénicos de bacterias acido lacticas procedentes de diferentes zonas
de Ecuador.

Tras examinar las muestras recolectadas de diferentes areas de Ecuador, las cuales
proceden de hojas, leche de vaca no pasteurizada, queso, agua de montafia y reservorio; se
detectaron matraces con indicios de contaminacion durante el proceso de incubacién. Estos
matraces emitian olores intensos de descomposicion, lo que llevd al descarte de los cultivos

obtenidos de: leche de vaca de Machachi, hojas de Calacali, y agua de Limoncocha.

Los cultivos seleccionados para el estudio fueron: Leche de Calacali (L3), Leche de
Calacali (L5), agua del reservorio Portoviejo (L10), hojas de Santo Domingo (L11), queso de
Manta (L12) y leche de Esmeraldas (L13) debido a que presentaban aromas similares a productos
lacteos como el yogurt. Esta similitud se atribuye a la diversidad de componentes aromaticos

generados por las distintas cepas de bacterias acido-lacticas (Krastanov et al., 2023).



3.1.1 Identificacion microscépica de BAL
En la imagen 1 se observa bacilos Gram positivos lo que indica que son bacterias acido lacticas,
este resultado se obtuvo utilizando el método de tincién gram analizado en un microscopio optico

en un lente de 100X con aceite de inmersion.

Imagen 1. Colonia pura de cultivo de leche de Esmeraldas.

3.2 Analisis de propiedades organolépticas

3.2.1 Fermentacion

El tiempo de fermentacion de la leche vari6 dependiendo de cada cepa. La cepa con
fermentacion més rapida fue L5-4, con un dia de fermentacion, mientras que L10-6 fermento la
leche en 6 dias, siendo asi la cepa con la fermentacion mas lenta. Los tiempos de fermentacién de

las diferentes cepas, se muestran en la Tabla 5.

Tabla5
Tiempo de fermentacion en dias de las diferentes cepas nativa

Fermentacion
Cepas L3-5 L3-9 L3-11 L3-15 L5-3  L5-4 L10-6 L11-12 L12  L13

Dias 4 2 4 5 1 3 6 3 3 3




3.2.2 Analisis de pH
Se midié el pH de los yogures elaborados con las diez cepas nativas, mas tres yogures elaborados con cepas comerciales. Estas

mediciones se realizaron con doce repeticiones, las cuales se observan en la Tabla 6.

Tabla 6

Resultados del pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas y comerciales

N° de mediciones pH
L35 L3-9 L3-11 L3-15 1L5-3 L54 L10-6 L11-12 L12 L13 Cepacomerciall Cepacomercial2  Cepacomercial 3

1 400 4.01 4.00 4.00 500 4.36 4.00 4.00 400 5.00 3.85 4.00 4.00
2 400 4.01 4.00 4.00 503 438 4.00 4.00 400 5.00 3.93 4.00 4.00
3 400 4.01 4.00 4.00 500 432 4.00 4.00 400 5.00 4.00 4.00 4.00
4 400 4.01 4.00 4.00 500 4.32 4.00 4.00 400 5.00 4.02 4.00 4.00
5 400 4.01 4.00 4.00 500 432 4.00 4.00 400 5.00 4.02 4.00 4.00
6 401 4.0 4.00 4.00 504 432 4.00 4.00 4.00 5.01 4.00 4.00 4.00
7 401 4.02 4.00 4.00 504 43 4.00 4.00 400 5.01 4.10 4.00 4.00
8 401 4.02 4.00 4.00 504 43 4.00 4.00 4.00 5.01 4.10 4.00 4.00
9 401 4.02 4.00 4.01 504 43 4.00 4.00 400 5.02 3.98 4.00 4.00
10 401 4.02 4.00 4.01 504 43 4.00 4.00 4.00 5.02 4.10 4.00 4.00
11 401 4.02 4.00 4.01 504 43 4.00 4.00 400 5.02 4.10 4.00 4.00
12 401 4.03 4.00 4.01 505 43 4.00 4.00 4.00 5.02 4.10 4.00 4.00




En la Figura 2 se muestran los resultados del analisis del pH de los yogures naturales elaborados
con cepas nativas y comerciales, en esta figura se observa que el promedio mas alto del pH se
encuentra en el yogurt natural elaborado con la cepa nativa L5-3, con un pH de 5.03. Por otro lado,
los promedios mas bajos de pH se registran en las cepas L3-11, L3-15, L10-6, L11-12, asi como

en las cepas comerciales 2 y 3, todas presentando un pH de 4.00.

Figura 2. Gréfica de los promedios de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativa y

comerciales
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3.2.3 Andlisis de Grados Brix
En la Tabla 7, se observan los resultados de las 12 mediciones de porcentaje de Grados Brix de cada yogurt natural elaborado
con cepas nativas, mas tres yogures elaborados con cepas comerciales.

Tabla 7

Resultados de Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas nativas y comerciales

N° de mediciones Grados Brix %
L3-5 L3-9 L3111 1L3-15 L53 L54 L10-6 L11-12 L12 L13 Cepacomerciall  Cepacomercial2  Cepacomercial 3
1 7.7 7.3 7.4 7.2 7.4 7.5 7.0 8.0 7.2 8.7 7.4 7.3 7.0
2 7.4 7.2 7.4 7.2 7.2 7.3 6.9 8.0 7.0 8.7 8.3 7.2 7.0
3 7.1 7.3 7.3 7.3 7.2 7.4 6.8 8.3 7.1 8.6 7.4 7.4 6.6
4 7.6 7.4 7.3 7.0 74 7.5 7.0 7.8 7.2 8.0 7.3 7.5 6.6
5 7.7 7.4 7.3 7.2 8.2 7.6 7.4 8.2 7.0 8.5 7.8 7.6 7.0
6 1.7 7.3 74 7.0 74 74 7.0 8.0 7.0 8.2 7.2 7.6 7.3
7 7.1 7.2 7.4 7.0 8.0 7.4 7.1 7.9 6.8 8.7 7.4 8.0 6.6
8 7.4 7.3 7.1 7.2 7.2 7.6 6.7 8.0 7.0 8.0 75 7.6 6.6
9 7.8 7.0 7.3 7.4 7.1 7.6 7.0 8.3 7.0 8.5 7.4 7.6 6.6
10 7.8 7.2 7.4 7.2 7.2 7.4 6.8 8.2 7.0 8.7 7.2 7.5 7.3
11 7.7 7.2 7.2 7.3 7.2 1.7 7.0 8.0 6.8 8.4 7.3 7.2 7.3
12 7.6 7.3 7 7.3 7.2 7.5 7.0 8.0 6.8 8.7 7.2 7.2 6.6




Los resultados de los promedios de las 12 mediciones de porcentaje de Grados Brix de cada
yogurt natural elaborados con cepas nativas y comerciales se puede observar en la Figura 3, y
podemos observar que el yogurt natural con el promedio més alto de porcentaje de Grados Brix es
el de la cepa nativa L13 con un % de Grados Brix de 8.48, y el promedio més bajo de porcentaje

de Grados Brix es del yogurt natural elaborado con la cepa comercial 3 con un % de grados Brix
de 6.88.
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Figura 3. Gréfica d los promedios de % Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas
nativa y comerciales



3.2.4 Andlisis de densidad
En la Tabla 8, se observan los resultados de las 12 mediciones de la densidad de cada yogurt natural elaborados con cepas nativas,

mas tres yogures elaborados con cepas comerciales.

Tabla 8
Resultados de la densidad de yogures naturales elaborados con cepas nativas y comerciales.
Numero Densidad g/mL
demediciones — 3139 (311 L1315 (53 L54 L106 L1112 L12 L13 Cepacomercial L  Cepacomercial 2 Cepacomercial 3

1 1055 1076 1025 1017 1072 1048 1025 1020 1050 1.025 1.064 1.026 1.044
2 1064 1058 1020 1047 1065 1045 1021 1020 1.045 1.031 1.047 1.038 1.018
3 1.064 1055 1026 1041 1072 1048 1020 1026 1042 1024 1.052 1.033 1.015
4 1.066 1055 1028 1030 1068 1037 1026 1040 1064 1.016 1.059 1.034 1.022
5 1057 1055 1023 1031 1068 1040 1027 1024 1045 1.020 1.052 1.040 1.024
6 1057 1042 1032 1023 1065 1039 1024 1027 1041 1.026 1.049 1.021 1.037
7 1052 1050 1033 1016 1072 1033 1036 1026 1.040 1.000 1.059 1.029 1.019
8 1.063 1049 1038 1012 1062 1019 1037 1028 1011 1.028 1.052 1.033 1.015
9 1.064 1060 1025 1020 1071 1045 1022 1023 1049 1.037 1.041 1.036 1.025
10 1.060 1056 1027 1027 1076 1052 1033 1024 1044 1014 1.045 1.029 1.027
11 1058 1049 1027 1019 1066 1029 1017 1043 1035 1.019 1.051 1.028 1.017

=
N

1.056 1.052 1.022 1.015 1072 1.042 1.035 1.051 1.036 1.028 1.047 1.027 1.015




Los resultados de los promedios de las 12 mediciones de la densidad de los yogures
naturales elaborados con cepas nativas y comerciales se muestra en la figura 4 , los resultados
mostraron que el yogurt natural con mayor densidad fue el yogurt elaborado con cepa L5-3 con
1,07 g/mL de densidad, seguido del yogurt natural elaborado con la cepa L3-5 con una densidad
de 1,06 g/mL, mientras que el yogurt natural con densidad mas baja fue el de la cepa nativa L3-15

, L13 y cepa comercial 3 con densidad de 1,02 g/mL.
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Figura 4. Gréfica de los promedios de la densidad g/mL de yogures naturales elaborados con
cepas nativa y comerciales.

3.3 Anadlisis estadistico

Los resultados del analisis estadistico se obtuvieron mediante el uso de un ANOVA vy test
de Duncan utilizando el 95 % de confianza y se realiz6 en Infostat (Di Rienzo J.A et al.,2020) para
cada parametro fisicoquimico, empleando los datos de los andlisis de los parametros
fisicoquimicos de yogures elaborados con cepas nativas y comparandolos con los resultados
obtenidos de cepas comerciales. El proposito fue determinar si existe una diferencia significativa

entre las cepas nativas y comerciales, con el objetivo de identificar posibles variaciones



organolépticas entre el yogurt natural producido en este estudio y el yogurt natural disponible

comercialmente.

331 pH
En el ANOVA se puede observar que el p-valor es < 0.001 lo que significa que existe

diferencias significativas con respecto al pH de las cepas nativas y comerciales.

Anélisis de la Varianza de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas y

comerciales.

Analisis de la varianza

Variable N RE R® &z CV
pH 156 1.00 1.00 0.57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 27.43 12 2.29 3927.72 <0.0001
Cepas 27.43 12 2.29 3927.72 <0.0001
Error 0.08 143 5.8E-04

Total 27.51 155

llustracién 1. Analisis de la Varianza de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas
y comerciales.

En el test de Duncan, se observan diferencias entre las medias de las cepas nativas y
comerciales. Es notable que las cepas que comparten letras no presentan diferencias significativas,
mientras que aquellas que no comparten letras si muestran diferencias significativas. Entre las
cepas nativas y comerciales, se destacan aquellas con mayores diferencias significativas, como la
cepa L3-5 con un pH de 5.03 y la cepa L13 con un pH de 5.01, las cuales comparten la letra A.
Esto indica que no hay una diferencia significativa entre esas dos cepas, pero si la hay con el resto
de las cepas nativas y comerciales. En segundo lugar, se encuentra la cepa L12 con un pH de 5.00,
que comparte la letra B con la cepa L13, lo que indica que entre esas dos cepas no hay diferencias

significativas, pero si las hay con las demas. La cepa L5-4 con un pH de 4.34 es la que tiene una



diferencia mas significativa con respecto a las demas cepas, ya que no comparte letra con ninguna

otra.

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.0006 gl: 143

Cepas Medias n E.E.
L5-3. 5.03 12 0.01 A
L13. 5.01 12 0.01 A B
L12. 5.00 12 0.01 B
L5-4. 4.34 12 0.01 C
Cepa Comercial 1 4.03 12 0.01 D
L3-9. 4.02 12 0.01 D E
L3-5. 4.01 12 0.01 D E
L3-1S5. 4.00 12 0.01 E
Cepa Comercial 3 4.00 12 0.01 E
L10-6. 4.00 12 0.01 E
L11-12. 4.00 12 0.01 E
Cepa Comercial 2 4.00 12 0.01 E
L3-11. 4.00 12 0.01 E
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

llustracién 2.Test de Duncan de pH de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
comerciales.

3.3.2 Grados Brix
Al analizar el porcentaje de grados Brix en el ANOVA, se observa que el valor p es <
0.001, lo cual indica la presencia de diferencias significativas en relacion con el porcentaje de

grados Brix entre las cepas nativas y comerciales.

Analisis de la varianza

Variable N R®* R*
Grados Brix 156 0.80 0.

cv

< |
[Rel) S B

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S gl CM F p-valor

Modelo 27.8 12 2.32 47.31 <0.0001

Cepa 27.85 12 2.32'47.31 %0.0001

Error 7.01 143 0.05

Total 34.86 155

llustracion 3.Analisis de la Varianza de Grados Brix de yogures naturales elaborados con
cepas nativas y comerciales.



En el test de Duncan, se pueden observar las diferencias entre las medias de las cepas nativas y
comerciales. Es evidente que las cepas que comparten letras no presentan diferencias
significativas, mientras que aquellas que no comparten letras si muestran diferencias notables.
Destacan especialmente las cepas L13 con un 8.48% y L11-12 con un 8.06% de grados Brix, ya
que poseen el mayor porcentaje de grados Brix en comparacion con el resto de las cepas nativas y

comerciales.

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.0491 gl: 143

Cepa Medias n E.E.
L13. 8.48 12 0.06 A
L11-12. 8.06 12 0.06 B
L3-5. 7.55 12 0.06 o
L5-4. 7.49 12 0.06 cC
Cepa Comercial 2 7.48 12 0.06 cC D
Cepa Comercial 1 7.45 12 0.06 C D E
L5-3. 7.39 12 0.06 C D E
L3-11. 7.29 12 0.06 D E FE
L3-9. 7.26 12 0.06 E E
L3-15. 7.19 12 0.06 F
Li12. 6.99 12 0.06 G
L10-6. 6.98 12 0.06 G
Cepa Comercial 3 6.88 12 0.06 G
Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p 0.05)

llustracién 4.Test de Duncan de Grados Brix de yogures naturales elaborados con cepas
nativas y comerciales.

3.3.3 Densidad
Al analizar la densidad (g/mL) en el ANOVA, se observa que el valor p es < 0.001, lo cual
indica la presencia de diferencias significativas en relacién con el porcentaje de grados Brix entre

las cepas nativas y comerciales.



Analisis de la varianza

Variable N R* R*
Densidad (g/ml) 156 0.79 0.

<J |
~J
- |
J |«
w

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0.03 12 2.9E-03 43.52 <0.0001
Cepas 0.0 12 2.9E-03 43.52 <0.0001
Error 0.01 143 6.7E-05

Total 0.04 155

lustracion 5. Andlisis de la Varianza de densidad de yogures naturales elaborados con cepas
nativas y comerciales.

En el test de Duncan, se pueden apreciar las diferencias entre las medias de las cepas
nativas y comerciales. Se destaca que las cepas que comparten letras no presentan diferencias
significativas, mientras que aquellas que no comparten letras si muestran diferencias notables. La
cepa con la mayor diferencia significativa entre todas es la L5-3, con una densidad de 1.07 g/mL,
siendo asi la de mayor densidad en comparacion con las deméas cepas nativas y comerciales.
Posteriormente, se encuentran la cepa L3-5 con 1.06 g/mL y la L3-9 con 1.05 g/mL, las cuales
comparten la letra B. Esto indica que entre ellas no existe una diferencia significativa, pero si la

hay con el resto de las cepas.



Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.0001 gl: 143

Cepas Medias n E.E.
L5-3. 1.07 12 2.4E-03 A
L3-5. 1.06 12 2.4E-03 B
L3-9. 1.05 12 2.4E-03 B C
Cepa Comercial 1 1.05 12 2.4E-03 cC
L12 1.04 12 2.4E-03 D
L5-4 1.04 12 2.4E-03 D
Cepa Comercial 2 1.03 12 2.4E-03 E
L11-12 1.03 12 2.4E-03 E F
L3-11. 1.03 12 2.4E-03 E F
L10-6. 1.03 12 2.4E-03 E F
L3-15. 1.02 12 2.4E-03 E F
Cepa Comercial 3 1.02 12 2.4E-03 F
L13. 1.02 12 2.4E-03 F
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p 0.05)

llustracion 6.Test de Duncan de densidad de yogures naturales elaborados con cepas nativas y
comerciales.

4. Discusion de Resultados

En relacion con los olores desagradables detectados en los matraces descartados,
incluyendo la muestra de hojas de la Laguna de Limoncocha y hojas de Calacali, dichos olores
podrian atribuirse a la presencia de bacterias acido-lacticas Gram-positivas, pertenecientes a la
familia Lactobacillaceae, especificamente Pediococcus spp (Andrade, 2023). Este fendmeno se
explica por la capacidad de la bacteria Pediococcus spp para generar acido lactico durante el
proceso de fermentacion, acompafiado de la produccion de diacetilo, un compuesto natural que,
en altas concentraciones, produce olores intensos que recuerdan a la putrefaccion y agua estancada

(Andrade, 2023).

Los resultados del tiempo de fermentacion podemos resaltar a la cepa nativa L5-3 con un
tiempo de fermentacion de 1 dia, siendo asi la cepa con la fermentacion més rapida, por lo que esta
cepa es una buena candidata para usarse en un cultivo iniciador para yogurt natural. Cabe destacar
que la fermentacion mixta con los dos microorganismos le da al yogurt buenas propiedades de

textura. Ademas, la produccion de metabolitos como aminoéacidos y péeptidos cortos contribuye a



la formacion de sustancias aromaticas en el yogurt (Dan et al., 2023b). Teniendo en cuenta esta
informacion se podria resaltar que los resultados de L5-3 son muy buenos ya que solo se us6 una

cepa axénica para la fermentacion sin combinacion de ninguna mas.

En los resultados obtenidos del ANOVA de la comparacion de pH, se obtuvo un valor de
p<0.001, esto indica que existe una diferencia estadisticamente significativa entre el pH de los
yogures fermentados con cepas nativas en comparacion con el pH de los yogures fermentados con

cepas comerciales.

Schimidt et al. (2012) sefialan que el rango de pH més adecuado para la elaboracién de
yogurt a partir de leche de vaca es de 4,0 a 4,4. Este intervalo especifico de pH se enfatiza como

crucial para prevenir la aparicion de sabores excesivamente amargos o agrios en el producto final.

Segun la informacidn proporcionada por HANNA INSTRUMENTS en 2015, se establece
que el pH oOptimo se sitda entre 4,0 y 4,6. En este intervalo, la cantidad de acido lactico presente
es considerada ideal para la produccidn de yogurt, ya que aporta la acidez caracteristica, contribuye

al espesamiento y actlla como conservante contra cepas de bacterias no deseadas.

Considerando esta informacion, y teniendo en cuenta los resultados del test de Duncan de
pH, se resalta que la cepa con el pH éptimo es la cepa nativa L5-4, con un pH de 4,34, ya que se
situa en el rango de 4,0 a 4,6. Esto implica que el yogurt natural elaborado con esta cepa no
presentara un sabor excesivamente amargo o agrio, ademas de que ejerce funciones como
conservante contra cepas de bacterias no deseadas. Por otro lado, las cepas nativas que registraron
un pH superior a 4,6 no tendrian la misma eficacia como conservante contra bacterias no deseadas.

Es relevante destacar que la cepa nativa L5-4 exhibe el pH mas idéneo en comparacion con las



cepas comerciales y otras cepas nativas, lo que la posiciona como la mas adecuada en términos de

estabilidad y eficacia en la elaboracion de yogurt.

El ANOVA de los porcentajes de grados Brix arrojo un valor de p < 0.001, en ese sentido
se puede destacar que si existe una diferencia significativa del porcentaje de grados Brix de las
cepas nativas en comparacion con el porcentaje de grados Brix de las cepa comerciales, En
relacion con los resultados de test de Duncan del porcentaje de Grados Brix de los yogures
naturales de cepas nativas y comerciales, destaca el yogurt natural de la cepa nativa L13, que
presenta un 8.48% de Grados Brix, posiciondndose como la cepa con el mayor porcentaje. De
manera similar, el yogurt natural de la cepa nativa L11-12 exhibe un notable 8.06% de Grados
Brix, situandose como otra cepa con un porcentaje significativamente superior al de las cepas
comerciales y otras cepas nativas. Por lo que los yogures naturales elaborados con la cepa L13 y
L11-12 presentaron un sabor mas dulce que el resto de cepas, ya que la caracteristica fisicoguimica

de los grados Brix esta relacionada con la sensacion dulce (Garcia-Mogollon et al., 2015).

En el resultado del ANOVA de la densidad de los yogures naturales se puede destacar que
si existe una diferencia significativa de la densidad de las cepas nativas con la densidad de las

cepas comerciales (medidas en g/mL), ya que el valor de p obtenido fue < 0.001.

En el analisis del test de Duncan sobre la densidad de los yogures naturales de cepas
comerciales y nativas, se destaca que el yogurt natural elaborado con la cepa nativa L5-3 exhibe
una densidad de 1.07 g/mL, posicionandose como el yogurt con mayor densidad en comparacion
con los demas yogures elaborados con cepas comerciales y nativas. De manera similar, los yogures
naturales elaborados con las cepas L3-5 y L3-9 presentaron densidades de 1.6 g/mL y 1.05 g/mL,
respetivamente, superando en este parametro a los yogures naturales de las cepas comerciales.

Aunque L3-5 y L3-9 no presentan diferencias significativas entre si, los yogures elaborados con



estas cepas, si muestran diferencias significativas con respecto al resto de cepas comerciales y
nativas. Los términos que se usan para describir la textura de los alimentos estan directamente
relacionados con la densidad, viscosidad, tension superficial, y otras propiedades fisicas de un

producto alimenticio en particular(Alemu, 2022).

Investigaciones revelaron que la densidad impacta significativamente en la percepcion
dinamica de la textura (Devezeaux de Lavergne et al., 2017) (Pereira et al., 2021). Segun lo
expuesto por Gupta y colaboradores en el afio 2022, los consumidores experimentan un mayor
disfrute al saborear un yogurt que exhibe una consistencia firme y una textura densa (Gupta et al.,

2022).

Considerando que los yogures elaborados con la cepa L5-3, obtuvieron una mayor densidad
en comparacion con el resto de cepas nativas y comerciales, esta cepa puede ser una buena
candidata para mejorar la textura del yogurt natural y reemplazar la carragenina como aditivo
alimentario que se usa en la industria lactea para espesar los yogures. Se han reportado estudios
similares, en donde se utilizan otras especies de bacterias acido-lacticas para mejorar la textura del
yogurt, como lo reportado por Linares y colaboradores en el 2016, quienes indican que el
exopolisacarido (EPS) producido por Streptococcus thermophilus es capaz de reemplazar los
estabilizadores quimicos o la grasa de la leche para brindar efectos reoldgicos, sensacion en la

boca y cremosidad considerables al yogurt comercial (Linares et al., 2016).

Con los resultados de los andlisis estadisticos se da por cumplido el objetivo de la
investigacion el cual era determinar cepas de bacterias acido lacticas nativas de Ecuador con
potencial para mejorar las propiedades organolépticas del yogurt natural, para su posterior

comparacion con su homologo comercial.



De igual forma se da por aceptada la hipétesis alternativa, que sostiene que el empleo de
bacterias acido lacticas nativas de Ecuador consigue propiedades organolépticas de yogurt natural

diferentes a su homologo comercial.

5. Conclusiones:

Las cepas nativas de Bacterias Acido-lacticas (BAL) con mayor potencial para su
aplicacion en la industria lactea, especificamente en la elaboracién de yogurt natural, son las cepas
L5-4, L5-3y L13. La cepa L5-4 destaco al alcanzar un pH de 4.34, posicionandose como la cepa

con el pH 6ptimo en comparacion con las cepas comerciales.

Por otro lado, la cepa L5-3 demostré una fermentacion més rapida en comparacion con las
demas cepas nativas, ademas de obtener una mayor densidad que las cepas comerciales, lo que la
convierte en una excelente opcion para sustituir aditivos alimentarios como la carragenina en los

yogures comerciales, contribuyendo asi a la obtencion de yogures naturales mas saludables.

Adicionalmente, la cepa L13 sobresali6 al presentar un porcentaje superior de grados Brix
en comparacion con el resto de las cepas comerciales y nativas, lo que la posiciona como una

candidata ideal para la elaboracion de yogures naturales con un perfil mas dulce.

En conjunto, las cepas L5-4, L5-3 y L13, originarias de Ecuador, exhiben un gran potencial
como cultivos iniciadores para mejorar las propiedades organolépticas del yogurt natural. Estas
conclusiones resaltan la importancia de considerar y aprovechar las caracteristicas distintivas de
estas cepas nativas en la busqueda de alternativas mas saludables y sabrosas en la produccion de

yogures.



Al observar diferencias significativas en los ANOVA realizados para pH, grados Brix y
densidad, se confirma la hipdtesis alternativa que sugiere que el empleo de bacterias acido lacticas
nativas de Ecuador consigue propiedades organolépticas de yogurt natural diferentes a su

homologo comercial.

6. Recomendaciones
e Serecomienda la realizacion de técnicas moleculares y secuenciacion de ultima
generacion para la identificacion de las variantes génicas de las cepas nativas

BAL L5-4, L5-3 y L13 utilizadas en esta investigacion.

e De la misma manera se recomienda realizar una cata con un profesional, para
conocer la opinidn de las personas respecto al sabor de los productos elaborados

con estas cepas, aunque esto implique pasar por el comité de ética.

e También se recomienda crear un cultivo indicador con L5-4, L5-3 y L13 para

la elaboracion de yogurt natural y compararlo con yogures comerciales.

e De igual forma, se recomienda utilizar estas cepas nativas para la elaboracién

de mas productos lacteos y observar si mejoran las propiedades organolépticas.
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8. Anexos:

ANEXO 1.

Cultivo de muestra de leche sin pasteurizar en medio de cultivo MRS liquido




ANEXO 4.

Cultivo de muestra ambiental en medio de cultivo MRS solido




ANEXO 7.

Estandares de McFarland




ANEXO 10.

Calentamiento de la leche de vaca para la preparacion de yogurt




