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RESUMEN

Esta investigacion busco darles aplicacion a microorganismos de interés biotecnoldgico, por lo
que el objetivo fue elaborar bebidas probidticas de zanahoria, utilizando bacterias acido-lacticas
aisladas del Bosque Primario-Pungald (L. plantarum, L. curvatus) frente a una comercial (L.
bulgaricus YAU-1432). Se aplicé un Disefio Completamente al Azar bajo un modelo lineal
analizando 3 tratamientos con 5 repeticiones. Se determiné la cinética de crecimiento de cada
especie mediante un recuento microbiano. Para los andlisis fisicoquimicos y microbiol6gicos se
utiliz6 ADEVA, prueba de Tukey mediante una estadistica descriptiva respectivamente, para
andlisis sensoriales se aplico una prueba de Kruskal-Wallis y de aceptacion con escala hedonica
a 150 panelistas no entrenados, para el analisis econémico se utilizo el indicador Beneficio/Costo.
La cinética de crecimiento registré que el L. curvatus tuvo mayor crecimiento con 5,96x10’
UFC/ml. En andlisis fisicoquimicos las bebidas registraron diferencias estadisticas en cuanto a
pH, acidez y proteina, sin embargo, estos valores se relacionan con los requisitos establecidos por
la norma INEN 2395 y la Norma Oficial Mexicana 051-SCFI/SSA1. Microbioldgicamente las
bebidas presentaron la mayor poblacion de bacterias acido-lacticas (BAL) en el tratamiento con
L. plantarum, con 6,73x107 UFC/ml, el mismo tratamiento fue sensorialmente mas aceptado por
los catadores, determinandose muy buena en olor y excelente en color y sabor. EI mejor
Beneficio/costo fue de 1,47 utilizando las BAL aisladas, obteniendo por cada dolar invertido una
ganancia de 0,47 centavos. En conclusidn, se determinaron diferencias estadisticas por efecto de
la especie de Lactobacillus utilizado en las bebidas, siendo microbioldgica y sensorialmente
mejor la bebida elaborada con L. plantarum, en aspectos fisicoquimicos mejores las elaboradas
con L. curvatus y L. bulgaricus YAU-1432 y econdmicamente mejores las elaboradas con L.

plantarum y curvatus.

Palabras clave: <PROBIOTICO>, <FERMENTACION LACTICA>, <CINETICA DE
CRECIMIENTO>, <LACTOBACILOS (Lactobacillus)>, <Lactobacillus bulgaricus>,
<Lactobacillus curvatus>, <Lactobacillus plantarum>, <ZANAHORIA (Daucus carota

sativus)>.
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ABSTRACT

This research aimed to apply microorganisms of biotechnological interest by developing probiotic
carrot beverages using lactic acid bacteria isolated from Primary Forest-Pungala (L. plantarum,
L. curvatus) compared to a commercial strain (L. bulgaricus YAU-1432). The methodology
followed a Completely Randomized Design under a linear model, analyzing three treatments with
five replications each, with microbial count essential for determining the growth kinetics of each
species. Statistical analysis, descriptive in nature, used ANOVA and Tukey's test for
physicochemical and microbiological analyses. Kruskal-Walli’s test served as a tool for sensory
analyses, while the hedonic scale evaluated acceptance levels among 150 untrained panelists, and
the Cost-Benefit ratio facilitated economic analysis. Growth kinetics revealed that L. curvatus
exhibited higher growth with 5.96x10” CFU/mI. Physicochemical analyses indicated significant
differences in pH, acidity, and protein content among beverages, aligning with standards set by
INEN 2395 and the Official Mexican Standard 051-SCFI/SSAL. Microbiologically, beverages
exhibited the highest population of lactic acid bacteria (LAB) in the treatment with L. plantarum,
reaching 6.73x10” CFU/ml, which was also preferred by tasters, characterized as very good in
aroma and excellent in color and flavor. The best Cost-Benefit ratio was 1.47 utilizing isolated
LAB strains, yielding a profit of 0.47 cents per dollar invested. Finally, significant statistical
differences are noticeable on the Lactobacillus species used in the beverages. The beverages with
the best results in their microbiological and sensorial properties were those made with L.
plantarum. In addition, the beverages with the best results in their physicochemical properties
were those based on L. curvatus and L. bulgaricus YAU-1432, and economically, the beverages

made with L. plantarum and curvatus showed the best results.

Keywords: <PROBIOTIC>, <LACTIC FERMENTATION>, <GROWTH KINETICS>,
<LACTOBACILLI (Lactobacillus)>, <Lactobacillus bulgaricus>, <Lactobacillus curvatus>,
<Lactobacillus plantarum>, <CARROT (Daucus carota sativus)>.

.‘f’) i \ /f)
T, 32 }

X

/ ¢ A
'{-‘,,f/ 0 S 101
\ - » ...f

Lic. Monica Logrofio B. Mgs.
060274953-3

XV



INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son utilizadas como cultivos probidticos en fermentaciones
alimenticias, estan conformadas por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, en forma
de cocos o cocobacilos, son mesoéfilas, inmoviles, anaerobias, no patdgenas, de catalasa negativa
y no forman esporas, (Zérate, 2020, pags. 19-21). Son bacterias funcionales caracterizadas por ser
fermentadoras debido a que producen &cido lactico como resultado de su metabolismo, jugando
un papel muy importante en la conservacion de productos debido a que inhiben la presencia de
bacterias contaminantes y patégenas, gracias a su produccion de &cidos organicos y bacteriocinas,
disminuyen la susceptibilidad a la sinéresis que es la separacién del suero y mejoran las
caracteristicas sensoriales de los productos lacteos fermentados como textura, sabor y estabilidad
del producto final, (Thamires et al., 2021, pag. 3). Estos microorganismos son considerados GRAS
(Generalmente Considerado como Seguro) (Guel et al, 2018, pag. 6).

Ciertas bacterias acido-lacticas son consideradas probi6ticas, debido a que benefician a la salud
del consumidor, conservan el equilibrio en el microbiota intestinal, inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos, ayudan en la digestion etc., (Corrales & Arias, 2020, pag. 55). Dentro de
esta investigacién se realizara una bebida probidtica, dandole uso a tres especies de bacterias
acido-lacticas del género Lactobacillus. Las bebidas probiéticas son el resultado del proceso de
una fermentacion de ingredientes en liquidos como agua, leche o vinagre, que dentro de su
composicién contienen cultivos probidticos (IFEMA, 2022, pag.3). Su consumo es benéfico puesto
gue mejora significativamente la calidad de la salud, ayudando a restablecer el equilibrio natural
de las bacterias intestinales y reduciendo los sintomas de trastornos mentales como estrés,

ansiedad y depresion, etc. (Sudha, 2021, pags. 1-7)

Los probi6ticos son microorganismos vivos, que mas alla del efecto nutricional brindan un efecto
benéfico sobre la salud del consumidor, al ser digeridos en cantidades suficientes de acuerdo con
la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 2395, 2011, pags. 1-5), estas cantidades varian de entre >10°-108

UFC/ml de células viables dentro de un producto probi6tico, (Sanchez et al., 2015, pag. 4).

La utilizacion de zanahoria como sustrato en este producto beneficiara al crecimiento de bacterias
acido-lacticas debido a que es una excelente fuente de vitaminas y minerales, posee grandes
cantidades de hidratos de carbono y betacarotenos (Tirador, 2011, pag. 33), con lo cual se obtendra
un producto probidtico con mejores caracteristicas sensoriales, nutritivas y que beneficien a la
salud. La zanahoria de acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 1747, 2013, pag. 1), €S la

raiz de la planta herbéacea, cuyo nombre cientifico es Daucus carota sativus, posee un 90% de



agua, 1% de fibras de celulosa y 7% de azlcares. (Rosamel, 2019, pags. 85-90). Se produce
principalmente en la provincia de Chimborazo, con 10 300 toneladas anuales, siendo la

produccién total 28 130 toneladas. (Cruz et al., 2018 pags. 26-35)

Con la combinacién de bacterias &cido-lacticas y zanahoria, se obtiene una bebida probidtica
sumamente agradable, debido a que el contenido de la zanahoria es muy apetecible por las
caracteristicas sensoriales que posee, principalmente por su sabor dulce, que se debe a su
contenido en compuestos fendlicos, acidos clorogénicos y algunos terpenos. (Rosamel, 2019, pag. 90).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

Los microorganismos estan presentes en practicamente todo ambiente y lugar, por lo que existe
una gran diversidad microbiana. EI mundo busca constantemente la innovacion, asi como también
busca el maximo aprovechamiento de los recursos que brinda la tierra, y esto puede lograrse en
parte con los microorganismos ya que son de gran interés biotecnoldgico debido a los beneficios
que brinda su consumo y, a que pueden ser empleados en la elaboracion de diferentes productos,
(Ostos et al., 2019 pags. 9-12). Es por lo que, la utilizacion de bacterias &cido-lacticas obtenidas del
Bosque Primario-Pungala, resulta de gran interés de estudio, al darles posibles aplicaciones como
en este caso la elaboracion de bebidas probiéticas destinadas al ambito alimenticio.

Por otra parte, en la actualidad la humanidad busca consumir alimentos de calidad, nutritivos y
funcionales, lo cual se busca con la elaboracién de esta bebida probidtica. Las bacterias acido-
lacticas son utilizadas en alimentos para proporcionar una amplia variedad de beneficios
saludables. Algunos beneficios de consumir bacterias probidticas son la disminucion de pH dentro
del intestino, la produccion de sustancias con efecto antibacterial como lo son los &cidos
organicos, enzimas que benefician la digestion, influye en la reconstruccién y construccién de la

microflora intestinal normal después de ser sometidos a antibi6ticos etc. (Parra, 2010, pags. 9-10)

1.2 Justificacion

El uso de microorganismos dentro de la biotecnologia alimentaria es usado ampliamente para la
obtencion de diversos alimentos, el poder aprovechar los recursos que nos brinda la naturaleza,
utilizando las bacterias acido-lacticas que han sido aisladas del Bosque Primario-Pungala en
anteriores investigaciones resulta de gran interés, lo que se busca es elaborar un producto nutritivo
y a la vez funcional, que brinde variedad de beneficios saludables al consumidor. El uso de la
zanahoria para la elaboracién de la bebida probiotica resulta factible, debido a que la produccion
a nivel mundial de zanahoria sobrepasa los 14 millones de toneladas y en Ecuador se cultiva en
las principales provincias de Chimborazo, Cotopaxi y Tungurahua, en las cuales se aporta el 94%

de la produccion nacional, (Pereira, 2021, pag. 16).



1.3  Objetivos

1.3.1 Obijetivo general

Elaborar bebidas probioticas de zanahoria, utilizando bacterias &cido-lacticas aisladas del Bosque

Primario-Pungala

1.3.2  Objetivos especificos

e Determinar la cinética de crecimiento de las bacterias &cido-lacticas (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus bulgaricus YAU-1432) en diferentes
tiempos: 0, 24, 48 y 72 horas.

e Analizar los aspectos fisicoquimicos, microbiol6gicos y sensoriales de la bebida probiédtica
elaborada con bacterias acido-lacticas aisladas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
curvatus), frente a una comercial (Lactobacillus bulgaricus YAU-1432).

e Establecer los costos de produccion mediante el indicador beneficio/costo.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO
2.1 Bacterias acido-lacticas (BAL)
2.1.1  Condiciones de desarrollo de Bacterias &cido-lacticas: Lactobacillus
Los Lactobacillus son mesdfilos, se desarrollan a temperaturas que oscilan entre 30°C y 40°C,
sobreviven a temperaturas de 2°C a 53°C y se inactivan a temperaturas que sobrepasan los 70°C.
Son anaerobios (no requieren oxigeno para su desarrollo), pero son capaces de sobrevivir en
presencia de 5% de oxigeno, y crecen en pH que varian de 3,8 a 6,2. (Valverde, 2020, pag. 8)
2.1.2 Clasificacion de las Bacterias acido-lacticas
Las BAL se dividen en homofermentativas (L. delbrueckii, L. lactis, L. bulgaricus, L. casei, L.
plantarum y L. curvatus) y heterofermentativas (L. brevis y L. fermentum), segln los productos
de su metabolismo. (Nanfra et al., 2021 pag. 2). Las homofermentativas producen é&cido lactico como
Unico resultado de la fermentacion de los carbohidratos y las heterofermentativas a mas de
producir &cido lactico, también producen CO,, acido acético o etanol, (Zérate, 2020, pags. 21-22).
2.2 Lactobacillus

2.2.1 Clasificacion cientifica de Lactobacillus

Las especies del género Lactobacillus se encuentran en la nutricion humana, microbiologia de los

alimentos y en alimentos fermentados.

Tabla 2-1: Clasificacion de Lactobacillus

Dominio Bacterias

Filo Firmicutes

Clase Bacilos

Orden Lactobacillales

Familia Lactobacillaceae

Género Lactobacillus

Especie L. plantarum, L. bulgaricus, L. curvatus, L. lactis, etc.

Fuente: (Sudhanshu et al., 2018 pég. 2)



2.2.1.1 Lactobacillus plantarum

L. plantarum es una BAL tincion gran positiva, en forma de cocobacilos y bacilos cortos, no
produce gas, es considerada segura, y se utiliza en fermentacion de productos lacteos, vegetales
y productos carnicos. Estos microorganismos benefician al cerebro, intestino y corazon, es de
gran interés biotecnoldgico para el desarrollo de productos probiéticos (Liu et al., 2018 pags. 601-613).
Ademas, beneficia la biopreservacion de alimentos, e inhibe: E. coli, enteropatogenos, elimina

patdgenos dentro del intestino aumentando la mucina intestinal. (Osorio, 2018, péag. 22)

2.2.1.2 Lactobacillus curvatus

L. curvatus es un microorganismo relacionado con la fermentacion, posee forma de cocos y son
tincion gran positiva, es capaz de producir cidos organicos a partir de carbohidratos, forma parte
de las BAL, Produce bacteriocina Curvacin A, que inhibe la Listeria sp., es utilizado generalmente
en productos carnicos curados, (Lobo, 2017, pags. 15-16).

2.2.1.3 Lactobacillus Bulgaricus

Esta bacteria se desarrolla en condiciones anaerobias, su temperatura de crecimiento 6ptimo es
de 37°C, a nivel de laboratorio es ideal el agar MRS como medio de cultivo, mientras que su
periodo de incubacién son 2 dias, (Ramos, 2020, pag. 17). Por otra parte L. Bulgaricus es un
microorganismo de catalasa negativa, inmovil, tincion Gram positiva, no forma esporas, posee

forma de bacilos, y sus colonias varian de 1 a 3mm. (1SO 7889, 2003, pags. 1-11)

2.3  Fermentacion lactica

La fermentacidn lactica es un proceso celular donde a partir de la glucosa se obtiene energia,
dando como resultado acido lactico y bacteriocinas como metabolitos primarios. Las bacterias

toman la lactosa como alimento. (Moyano, 2018, pag. 13)

El &cido lactico es una molécula organica resultado del metabolismo anaerobio lactico. Es
empleado como acidificante, regulador de pH y conservante, acelerar procesos fermentativos,
aumentar la estabilidad y dar un sabor agrio en alimentos lacteos (Clapa, 2022, pag. 1). Su consumo
fortalece el sistema inmunoldgico, absorcion de minerales y vitaminas, posee cualidades

antioxidantes y protege de infecciones (Brennan, 2021, pags. 1-5).



Las bacteriocinas poseen estructura proteica y accion bactericida, son conservantes naturales que

no cambian las caracteristicas organolépticas del producto. (Bague, y Romero, 2021 pag. 31)

2.4  Bacterias acido-lacticas aisladas del Bosque Primario-Pungalé

En la investigacion titulada “Microorganismos de uso agroindustrial aislados del suelo de un
bosque primario de la Parroquia Pungal& cantén Riobamba” realizada por (Duchi, 2022, pag. 15), Se
aislaron, identificaron y purificaron bacterias &cido-lacticas con fines Agroindustriales.

2.5 Probiéticos

Un probidtico es un producto que contienen cepas de microorganismos vivos que al administrarse
en cantidades suficientes tiene un efecto benéfico en la salud del huésped. (Olveira y Gonzalez, 2007
pag. 5). Para ser considerado como probidtico el producto debe contener de entre >10° — 108
UFC/ml. (Corrales & Arias, 2020 pags. 54-66)

Segun (Garcia et al., 2018 péag. 110) en su estudio menciona que para gque las bacterias lacticas sean
referidas como probidticos y brinden un efecto benéfico en la salud de su consumidor las

cantidades ideales son en un rango de 108 — 107 UFC/ml dentro del producto.

2.6 Cinética de crecimiento de las bacterias acido-lacticas

2.6.1 Lactobacillus bulgaricus

(Olivera, 2018, p4g. 104) en su investigacion sobre Seleccion de bacterias acido-lacticas autdctonas
de leche, al estudiar la cinética de crecimiento de L. bulgaricus registré una poblacion de 4,90 x
10° UFC/ml a las 24 horas y a las 48 horas una poblacién de 2,82 x 10° UFC/mI luego de haber
inoculado el microorganismo en caldo MRS (diluciones con NaCl 0.85%), con una poblacion
inicial a las 0 horas de 1,58 x10” UFC/ml. En el mismo estudio se establecié que este

microorganismo reduce el pH a las 48 horas hasta un 4,18.

En la investigacion de (Chele y Saona, 2016 pag. 67) sobre la Evaluacion de la viabilidad de la bacteria
probidtica Lactobacillus paracasei en cocultivo con Lactobacillus bulgaricus a diferentes
concentraciones de inoculo en leche, se analizé la cinética de crecimiento bacteriano del L.
bulgaricus en leche realizando un recuento en placa con agar MRS, donde la poblacién inicial fue
de 4,40 x10* UFC/ml, a las 24 horas de 3,05 x 10° UFC/ml, a las 48 horas de 1,22 x 10" UFC/ml



y a las 72 horas de 2,40 x 10" UFC/ml y se establecié que este microorganismo es capaz de

producir hasta un 1,7% de acido lactico durante su fermentacion en leche.

(Miranda et al., 2018 pag. 8) en su estudio Obtencidn, caracterizacion y evaluacion de candidatos a
probiédticos desarrollados con residuos agroindustriales” establecié que el L. bulgaricus, en
condiciones de desarrollo de 37°C durante 24h en caldo MRS, presentan una concentracion

microbiana y de 9.3 x 108 UFC/ml, utilizando como sustrato melaza de cafia de azlcar

2.6.2 Lactobacillus plantarum

(Ossa et al., 2010 pégs. 97-102) en su estudio sobre la Evaluacion de sustratos para el crecimiento de
L. plantarum”, realizaron un recuento, donde el indculo inicial a las 0 horas fue de 1x10? UFC/ml,
y se determind el crecimiento, por medio de recuentos en placa sometidas a 30°C, a las 24 horas
se registrod una poblacion de 4,3 x10° UFC/ml, con un pH de 5,2 + 0,1.

(Vera et al, 2021 pags. 1-9) en su estudio “Obtencion de un candidato a probidtico de Lactobacillus
plantarum a partir de un medio de cultivo natural con materias primas agroindustriales™, realizé
un conteo microbiano del L. plantarum utilizando agar MRS, donde a las 24 horas obtuvo una
poblacién de 1 x 10 UFC/ml y a las 48 horas 1 x 10*2 UFC/ml, con una poblacién inicial a las 0

horas de 3,16 x 10%, utilizando como sustrato una combinacion de melaza y suero de leche.

(Proafio, 2013, pags. 1-7) en su estudio sobre El efecto del uso de probidticos (lactobacillus plantarum
& lactobacillus casei) y enzimas, en la fermentacion 4cido-lactica” evalud la cinética de
crecimiento en zumo de camote del L. plantarum y determiné un crecimiento exponencial hasta
las 24 horas con 5,01x10” UFC/ml y hasta las 48 horas con 6,3x107 UFC/ml, después del cual

inicio la fase estacionaria hasta las 72 horas, para el recuento bacteriano se ocupd agar MRS.

2.6.3 Lactobacillus curvatus

En el estudio realizado por (Yang et al, 2018 pag. 8) sobre “Influencia de los medios de cultivo, pH y
temperatura en el crecimiento y produccién de bacteriocinas de bacterias del acido lactico” se
analiz6 el crecimiento de L. curvatus utilizando como sustrato BHI a 44°C, donde la curva de
crecimiento exponencial fue de las 0 (1x10” UFC/ml) a 16 horas (3,16x10%*° UFC/mI), a partir de

la cual empez6 su fase estacionaria y luego su fase de muerte hasta las 24 h (1x10° UFC/ml).



(Terén et al, 2023 pags. 5-6) €n su investigacion sobre la cinética de crecimiento del L. curvatus,
evaluaron la cinética de crecimiento del L. curvatus en agar CDM (calcio, nitrito, sacarosa, acido
ascorbico) a temperaturas de 30°C durante 48h, obteniendo un crecimiento maximo de 4,44x10’
y 5,07x10” UFC/ml, hasta las 10-12 horas de incubacion, el inéculo a las 0 horas fue 5x10°
UFC/ml. Este crecimiento estuvo relacionado con la disminucion de pH alcanzando valores

minimos de 4,23.

(Sarabia, 2011, pag. 151) en su investigacion sobre cultivos iniciadores, analiz6 la cinética de
crecimiento del L. curvatus en agar MRS por 48 horas a 37°C, obtuvo un crecimiento exponencial
de las 0 horas con 2,30x10* UFC/mI a las 24 horas con 7,90x10* UFC/ml, que se extendi6 a las
48 horas con 5,50x10° UFC/ml, con una fase estacionaria hasta las 72 horas con 5,95x10° UFC/ml.

2.7  Aspectos fisicoquimicos de bacterias acido-lacticas en bebidas probidticas
De acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 2395, 2011, pags. 1-5) sobre “Leches
fermentadas. Requisitos”, se establecen 10s requisitos en cuanto a grasa y proteina que se aplican

a leches fermentadas con adicién de microorganismos probidticos:

Tabla 2-2: Especificaciones de las leches fermentadas

Entera Semidescremada Descremada Método de
Requisitos Min% Max% Min% Max% Min% Max% ensayo
Grasa 2,5 1.0 <2,5 <1,0 NTE INEN 12
Proteina, % m/m en 2,7 2,7 2,7 ... NTEINEN 16

yogurt, kéfir, kumis,

leche cultivada

Fuente: (INEN 2395, 2011, pag. 3)

Por otra parte, el (CODEX STAN 243, 2022, pags. 2-3) sobre leche y productos lacteos establece los

requisitos en cuanto a la composicién de leches fermentadas:



Tabla 2-3: Requisitos de composicion de leches fermentadas

Requisitos Leche fermentada
Proteina lactea % min 2,7 %
Grasa lactea % menos del 10%
Acidez valorable expresada como % de acido lactico min 0,3%
Suma de microorganismos que comprenden el cultivo (Streptococcus min 107

thermopbhilus y toda especie de Lactobacillus) en ufc/ml

Fuente: (CODEX STAN 243, 2022, pags. 2-3)

2.7.1  Acido lactico y pH

De acuerdo con la norma (INEN 13, 1984, pags. 1-7), los productos lacteos sometidos a procesos
fermentativos deben contener un porcentaje de acido lactico de 0,8 % a 1,8% y un pH de 4,2 a
4,8, siendo 4,6 el pH Optimo, segun lo establece la (NOM-051-SCFI/SSAL, 2010, pags. 1-98) (Ley
General de Salud en México)

En el estudio de (Pérez y Sanchez 2023, pags. 2-3) sobre “Leches fermentadas: Aspectos nutritivos,
tecnologicos y probidticos mas relevantes” se establece que las BAL modifican las caracteristicas
de la leche durante la fermentacién, prefieren los ambientes ligeramente acidos para un mejor
desarrollo, reducen el pH de 4,5-5,8, este medio crea condiciones indeseables para patégenos y

permite el mejor desarrollo para los microorganismos probiéticos.

(Barrientos, 2011, pags. 25-27) €n su investigacion sobre las propiedades fisicoquimicas de la leche en
procesos fermentativos, registrd que al utilizar L. bulgaricus, el contenido de &cido lactico fue de
1,7%. (Lluglla, 2020, pags. 30-36) en su investigacion sobre el Desarrollo de una bebida de harina de
cafia de maiz y salvado de arroz con doble fermentacion, utilizando suero de leche, determino que

el L. bulgaricus llega a disminuir el pH hasta lograr un 2,7% de écido léctico.

(Proafio, 2013, pag. 4) en su estudio “Efecto del uso de Probioticos (Lactobacillus plantarum &
Lactobacillus casei) y enzimas, en la fermentacion acido-lactica” determiné que los cambios en
el lacto-jugo de vegetales fermentados como la zanahoria son la reduccion de pH (3,8 a 4,5) e
incremento de acidez. Estableci6 que a las 48 horas de fermentacion del L. plantarum, el acido
lactico es de 1,23%, con pH de 3,13-3,57.

En el estudio de (Martinez, 2018, pag. 25) “Efecto de la fermentacion de la leche con diferentes

bacterias lacticas en las caracteristicas de las leches fermentadas” se determin6 que la leche
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fermentada con L. curvatus, presentdé 0,65% de &cido lactico y pH de 4,32, al utilizar L.
bulgaricus, el acido lactico fue 0,60% y el pH 4,48 mientras que al utilizar L. plantarum el acido

lactico fue 0,48% y el pH 4,93, presentando diferencias.

2.7.2 Proteinay grasa

(Martinez, 2018, pag. 22) en su investigacion, establecié que el contenido de proteina al utilizar L.
curvatus fue 3,39%, al utilizar L. bulgaricus, fue 3,64% y al utilizar L. plantarum fue 3,48%. Por
otra parte, determin6 que el contenido de grasa al utilizar L. curvatus fue 3,87 +0,35%, al utilizar
L. bulgaricus, fue 4,23 £ 0,22% vy al utilizar L. plantarum fue de 3,76+0,19%, concluyendo que

estadisticamente no existen diferencias significativas en cuanto a grasa.

(Lluglla, 2020, pag. 36) en su investigacion sobre el Desarrollo de una bebida a base con doble
fermentacion.” menciona que la fermentacion es un factor importante en la cantidad de proteina
obtenida debido a que las BAL producen hidrolasas que hidrolizan las proteinas, este proceso
consta de dos etapas, la primera es la desnaturalizacion y la segunda la degradacién de las

proteinas, esta degradacion es la que provoca la pérdida de la actividad proteica.

2.8 Aspectos antimicrobianos de bacterias acido-lacticas en alimentos

Las BAL sintetizan compuestos antibacterianos de naturaleza peptidica (cadenas cortas de
aminoéacidos) llamados bacteriocinas, que pueden actuar sobre las esporas y microorganismos de
deterioro durante su germinacion. Su produccion se da durante la fase exponencial de crecimiento

y que cesa en la fase estacionaria. (Olivera, 2018, pag. 59)

(Vésquez et al., 2009 pag. 8) en su estudio “Evaluacion de bacteriocinas como medio protector para la
biopreservacion” menciona que el mejor tratamiento para el control de coliformes e inhibicion de

Salmonella, E. coli y Listeria fueron al utilizar bacteriocinas producidas por L. plantarum.

Las BAL del género lactobacillus reducen el crecimiento patégeno, bacterias y hongos por
competencia de sustratos y por la produccion de metabolitos antimicrobianos como acidos

organicos, bacteriocinas, enzimas etc. (Herrera, 2021, pag. 10)

En el estudio sobre “Caracterizacion de los metabolitos de bacterias acido-lacticas y efecto
inhibitorio de las bacteriocinas en microorganismos patdgenos en alimentos” se establece que el

Lactobacillus plantarum posee un gran poder inhibitorio gracias a las bacteriocinas, siendo activo
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frente a bacterias Gram negativas, teniendo efecto en Escherichia coli y Salmonella spp., dentro

de productos lacteos, frutas y aguas. (Fernéndez et al., 2014 pag. 57)

(Caro y Ledn, 2014 pag. 192) en su investigacién sobre la Inhibicion del crecimiento de Aspergillus
ochraceus mediante fermentacién, menciona que el acido lactico en concentraciones de 0,2% a
2.5% es capaz de inhibir bacterias y hongos

2.8.1 Requisitos microbiol6gicos en leches fermentadas (INEN 2395, 2011, pags. 1-5)

En esta norma se encuentran las leches fermentadas adicionadas con microorganismos

probidticos, donde se establecen los requisitos microbioldgicos:

Tabla 2-4: Requisitos microbiol6gicos: leche fermentada sin tratamiento térmico luego de la

fermentacion

Requisito n (No m(méx.niveldebuena M (méx. nivel aceptable de Método de
muestras)  calidad) calidad) ensayo
Coliformes  totales, 5 10 100 NTE INEN
UFC/ml 1529-7
Recuento de E. coli, 5 <1 - NTEINEN
UFC/ml 1529-8
Recuento de mohos y 5 200 500 NTE INEN
levaduras, UFC/ml 1529-10
Producto Yogurt, leche cultivada, leches fermentadas con ingredientes y leche concentrada
Min. Max.

Bacterias probidticas

108 UFC/ml

Fuente: (NTE INEN 2395, 2011, pags. 1-5)

2.9  Aspectos sensoriales de productos alimenticios con bacterias acido-lacticas

(Lluglla, 2020, pags. 30-36) en su investigacion menciona que el pH y acidez influyen en el color, olor,
sabor y estabilidad microbiana de productos fermentados. (Parra, 2010, pags. 6-10) establece que las
BAL son utilizadas en la agroindustria no solamente por su habilidad de acidificar y preservar
alimentos, sino que también aportan textura, sabor, olor y desarrollan el aroma de los alimentos
fermentados, esto gracias a la produccion de pequefias cantidades de acetaldehido y di

acetaldehido por la fermentacion de citratos, otorgando asi sabor y aromas agradables.
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(Ramirez et al., 2011 pags. 5-6) en su investigacion establecio que el L. bulgaricus provee un sabor y
gusto suave y delicado, por lo que se muy utilizado en bebidas fermentadas a base de leche. (Proafio,
2013, pags. 1-7) en su estudio sobre “Efecto del uso de probidticos (Lactobacillus plantarum &
Lactobacillus casei) y enzimas amilasas & pectinasas, en la fermentacién &cido-lactica de
camote” realizo un analisis sensorial de una fermentacién lactica, donde el tratamiento con L.

plantarum fue asignado por los catadores como el mejor en sabor, aceptabilidad y acidez.

(Morais, 2004, pag. 92) realizd un estudio de adecuacion de cepas lacticas autdctonas aisladas de leche
cruda de oveja, donde realiz6 diferentes combinaciones de fermentos encontrandose dentro de
estos el L. curvatus, L. plantarum. L lactis. Etc., donde se determin6 que el L. curvatus provoca
un efecto de rancidez en el producto segun lo describieron los catadores.
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Localizacion y duracion del experimento
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la planta de procesamiento ARSAICO Cia.
Ltda., localizada en el Km 2 % S/N via Chambo-Quimiag de la comunidad Airobn Chambo-
Chimborazo. La investigacion experimental fue desarrollada en los laboratorios de Ciencias
Bioldgicas y el laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias
Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Panamericana Sur km 1%,
localizada en la parroquia Lizarzaburu del canton Riobamba de la Provincia de Chimborazo.

3.2 Duracion del experimento

Los analisis experimentales microbioldgicos, bromatol6gicos y sensoriales tuvieron una duracion

aproximada de 70 dias.

3.3 Unidades experimentales

Para la elaboracién de esta bebida se determinaron 15 unidades experimentales de 250 ml cada
bebida, con lo que se obtendrad un total de 3750 ml provenientes de los 3 tratamientos con 5
repeticiones cada uno.

3.4  Materiales, Equipos e Insumos

3.4.1 Materiales

e  Mascarilla

e Cofia
e  Guantes
e  Mandil

e  Papel film
e Papel aluminio
e Toallas de cocina

e Cotonetes de madera
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Espétula

Frascos termorresistentes
Cajas Petri

Vasos de precipitacion
Matraces

Probetas

Tubos de ensayo
Gradillas

Mechero

Pipetas Pasteur

Pipetas

Micropipetas

Puntas plasticas de 10 ml
Puntas plasticas de 1 ml
Papel filtro N°4
Tamizador

Bureta

Soporte universal
TermoOmetros
Recipientes de vidrio de 250ml
Butirometros Gerber

Pinzas

3.4.2 Equipos

Desecador

Incubadora

Autoclave

Cuenta colonias
Extractor de pulpas
Balanza analitica
Agitador magnético
Refrigerador

Céamara de flujo laminar

Reverbero eléctrico
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e  Centrifuga
e  Equipo de titulacion
e Equipo de Kjeldahl

e  Equipo de destilacion

3.4.3 Insumos

e  Zanahoria

e Azlcar

e Gelatina

e  Sorbato de potasio

e Agua destilada

e Agar MRS
e Caldo MRS
e Agar PDA

e  Agar MacConkey

e  Agar verde brillante

e Alcohol al 70%

e Alcohol al 97%

e Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus curvatus
e Lactobacillus bulgaricus YAU-1432
e Acido sulfarico

e  Alcohol amilico

e Acido sulfarico 0,IN

e Hidrdxido de sodio

e Acido bérico

e Tabletas Kjeldahl

e Acido clorhidrico

e Indicador Tashiro

e Fenolftaleina



3.5  Tratamientos y Disefio Experimental

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron 3 tratamientos experimentales (Lactobacillus
bulgaricus YAU-1432, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus) por cada bebida
elaborada, mismas que fueron de 250 ml cada una, el tratamiento 1 actu6 como testigo. Las
mediciones experimentales fueron modeladas bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA),

cuyo modelo lineal es el siguiente:

Yij=p + ai + €ij
Yij = Valor del pardmetro en determinacion (observacion i repeticion j)
p = Efecto de la media observacion

ai = Efecto de los tratamientos

€ij = Efecto del error experimental (factores no controlados)

Tabla 3-1: Esquema del experimento

Tratamientos Cédigo N° Repeticiones T.U.E* (ml) ml/Trat.

T1: Lactobacillus T1 5 250 1250
bulgaricus YAU-1432

T2: Lactobacillus T2 5 250 1250
plantarum

T3: Lactobacillus curvatus T3 5 250 1250
Total, mililitros 3750

*T.U.E.: Tamafio de la unidad experimental
Realizado por: Vinueza O., 2023.

Tabla 3-2: Esquema ADEVA

Fuente de variacion Grados de libertad
Total (n-1) =14
Tratamientos t1)=2
Error (n-1) — (t-1) =12

Realizado por: Vinueza O., 2023.
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3.6 Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales fueron fundamentadas en la norma (CODEX STAN 243, 2022, pégs. 2-

3) y en la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 2395, 2011, pags. 1-5) para leches fermentadas:
3.6.1 Cinética de crecimiento de las bacterias acido-lacticas

3.6.1.1 Analisis microbioldgico

e Recuento de Bacterias Acido-Lacticas (UFC/mI)

3.6.2  Aspectos fisicoquimicos, microbiol6gicos y sensoriales de la bebida probidtica
3.6.2.1 Analisis fisicoquimicos

e  Proteina (%)

o Grasa (%)

e Acidez (calculada como acido lactico %)
e pHaZ20°C

3.6.2.2 Analisis microbiolégico

e Coliformes totales, UFC/ml
e  Escherichia coli, UFC/ml
e  Mohosy levaduras, UFC/mlI

e Bacterias Acido-Lacticas UFC/ml

3.6.2.3 Analisis sensorial

e Olor
e Color
e Sabor
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3.6.3  Costos de produccion

e  Costos de produccién USD/ml

3.7 Analisis Estadisticos y Pruebas de significancia

e Andlisis de varianza (ADEVA), para la diferencia de las medias
e  Separacion de medias (P <0,05) a través de la Prueba de Tukey
e  Estadistica descriptiva

e  Prueba de Kruskal-Wallis

3.8 Procedimiento experimental

3.8.1 Formulacién de la bebida probidtica de zanahoria

En la tabla 3-3 se establece la formulacién utilizada para cada tratamiento:

Tabla 3-3: Formulacion de la bebida probiética de zanahoria con

diferentes especies de Lactobacillus

Descripcion Cantidad (%)
Leche 40,00
Zumo de zanahoria 5,694
Azlcar 3
Sorbato de potasio 0,004
Gelatina 0,001
Probidtico (Lactobacillus) 0,005
Total 100 %

Realizado por: Vinueza O., 2023.

3.8.2 Elaboracién de la bebida probiética de zanahoria
Para la elaboracion de la bebida probidtica de zanahoria con diferentes especies de Lactobacillus,

se realiz6 el procedimiento detallado a continuacion, mismo que fue basado en el estudio de

(Huapaya, 2014, pags. 54-55).
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3.8.2.1 Recepcidén de la materia prima

Las zanahorias utilizadas son de la variedad preda (tierna, jugosa y posee sabor dulce) y se obtuvo

de la empresa ARSAICO Cia. Ltda., y la leche entera pasteurizada de Nutrileche.

3.8.2.2 Limpieza y desinfeccion (Materiales y equipos)

Se limpiaron y desinfectaron todos los equipos y materiales a utilizar dentro del proceso de
elaboracion con alcohol al 70%, alcohol al 97%, y con el uso de una autoclave

3.8.2.3 Seleccién

Se seleccionaron las hortalizas (zanahorias), verificando los dafios fisicos aparentes.

3.8.2.4 Lavado y desinfeccion

Se lavaron las zanahorias con agua potable, para eliminar la suciedad y se desinfectaron con una

solucion de agua destilada y cloro (1,25ml/It), sumergiéndolas en la solucidn preparada durante 5

min. Se lavaron las hortalizas y se escurrieron. (OIRSA, 2020, péag. 8)

3.8.2.5 Pelado

Se pelaron las zanahorias eliminando toda su corteza

3.8.2.6 Despulpado mecanico

Con un extractor de pulpas se separo la materia seca para obtener el extracto de zanahoria

3.8.2.7 Filtrado

Se filtrd el extracto con papel filtro N°4, eliminando asi todo tipo de impurezas.

3.8.2.8 Mezclado y homogenizacion

Se mezclaron la leche y el extracto de zanahoria y se procedié a homogenizarlos en una licuadora

durante 30 segundos.
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3.8.2.9 Pasteurizacion

Una vez homogenizado los ingredientes a 75°C durante 10 min, se adiciond azlcar

3.8.2.10 Enfriado

Realizado para provocar el golpe térmico mediante un bafio en agua a 6°C, hasta alcanzar 20°C

3.8.2.11 Adicidn de estabilizante

Se afiadio gelatina sin sabor para que funcione como estabilizante

3.8.2.12 Adicion de conservante

Se afadio sorbato de potasio que actué como conservante, inhibiendo hongos y levaduras

3.8.2.13 Inoculacién e incubacion de bacterias acido-lacticas

Se adicionaron los microorganismos a 30°C por un periodo de incubacion de 48 horas.

3.8.2.14 Envasado

Se lo realizé de forma manual a una temperatura de 20°C en envases de vidrio de 250ml

3.8.2.15 Almacenamiento

Refrigeracion a 4°C para mantener las propiedades organolépticas y detener la fermentacion.

3.9 Metodologia de Evaluacion

3.9.1 Anadlisis microbioldgico

3.9.1.1 Coliformes totales

Se baso en la norma (INEN 1529-7, 1990, pags. 3-6), con la técnica de recuento en placa por siembra

en profundidad en Agar Cristal Violeta-rojo neutro Bilis (VRB), incubando a 30 + 1°C.
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3.9.1.2 Escherichia coli

Para determinar la presencia de E. coli, se utilizé Agar Mac Conkey, a temperatura de incubacién
de 37°C. Se tomd como base de analisis la norma (INEN 1529-8, 1990, pags. 5-6), donde se especifica
que la incubacion de placas invertidas se realiza a una temperatura de 35 a 37°C, durante 24 horas.
3.9.1.3 Mohosy levaduras

Se realiz6 un cultivo entre 22°C y 25°C, con la técnica de recuento en placa por siembra en
profundidad, utilizando agar PDA (Potato Dextrosa Agar) fundido y templado a 45 + 2°C. El
proceso se realiz6 segun lo establece la norma la norma (INEN 1529-10:98, 1998, pégs. 3-7).

3.9.1.4 Bacterias acido-lacticas

Se tomd como base la norma (1ISO 16068, 2013, pégs. 7-11), se utiliz6 agar Man Rogosa y Sharpe

(MRS), inoculacién en placa vertida y un tiempo de inoculacion de 72 h a temperatura de 30°C.

3.9.2  Andlisis fisicoquimicos

3.9.2.1 Proteina

Esta determinacién se realizé por duplicado, identificando el contenido de nitrégeno total
mediante el método de Kjeldahl, y multiplicando esto por el factor 6,38 para ser expresado como
proteina. El procedimiento se basé en la norma (INEN 16, 1984, pags. 3-6).

3.9.2.2 Grasa

La determinacidn de grasa se realizd en base a la norma (INEN 12, 1973, pags. 3-5) mediante el método
de Gerber, con una separacion mediante acidificacion y centrifugacion de la materia grasa,
determinando su contenido mediante una lectura directa en un butirémetro estandarizado.

3.9.2.3 Acidez (expresada como contenido de acido lactico)

Se realizdé una titulacion con una solucién estandarizada de hidréxido de sodio, utilizando

fenolftaleina como indicador, siguiendo el procedimiento de la norma (INEN 13, 1984, pags. 1-5)
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3924 pH

Se utilizé un medidor de pH, que midié la acidez mediante aparatos comerciales estandarizados

frente a soluciones tampdn estandar, siguiendo lo establecido por (AOAC 973.41, 1998, pégs. 1-5)
3.9.3  Analisis sensorial

Se utilizaron las directrices para el uso de escalas de respuestas cuantitativas presentes en lanorma
(NTE INEN-1SO 4121, 2014, pags. 1-10). Se realiz6 una prueba de aceptabilidad con una escala heddnica
donde “mala” tendra una valoracion de 1 y “excelente” tendra una valoracion de 5, esta prueba se
logro realizar con la participacion de 150 panelistas no entrenados, con una cantidad de 50ml por
muestra de bebida probidtica, donde los panelistas evaluaron pardmetros de olor, color y sabor.

3.9.4 Costos de produccion

Los costos de produccién de la bebida probidtica se realizaron por medio de las ecuaciones

presentadas a continuacion:

Costo de produccion = total de egresos cantidad / de ml de bebida elaborada

Beneficio / Costo = total de ingresos / costo por ml de bebida probidtica
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Cinética de crecimiento de tres especies de Lactobacillus

Los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento de las diferentes especies de Lactobacillus
se presentan en la tabla 4-1.

Tabla 4-1: Cinética de crecimiento de tres especies de Lactobacillus en diferentes tiempos

Tiempo Lactobacillus (UFC/ml)
(horas) Curvatus Plantarum Bulgaricus YAU- E.E Prob.
1432
0 1,95x10%a 1,04x10%¢ 1,08 x10%b 9,49 0,0001
24 3,95x107a 3,25x107b 3,18x107c  8,4x10* 0,0001
48 582x107a 4,54 x107b 4,53x107b 1,0x 10° 10,0001
72 5,96 x 107 a 517x107b 4,57 x107c 1,1x10° 10,0001

E.E. Error estandar

Prob. < 0,01 Hay diferencias altamente significativas (**)

Medias con letras iguales en una misma fila no difieren estadisticamente.
Realizado por: Vinueza O., 2023.

Como indica la tabla 4-1 el mayor crecimiento microbiolégico se registré en el Lactobacillus
curvatus con 5,82 x10” UCF/ml y 5,96 x107 UCF/ml a las 48 y 72 horas respectivamente y un
menor crecimiento en el Lactobacillus bulgaricus con 4,53 x 10’ UFC/ml y 4,57 x 10" UFC/ml a
las 48 y 72 horas, registrandose diferencias estadisticas entre los tratamientos estudiados. Esto
posiblemente se deba a la influencia del sustrato utilizado. Estos resultados son superiores a lo
registrado por (Terén et al, 2023 pags. 5-6) quienes obtuvieron poblaciones de 5,07 x10” UFC/ml, en
su investigacion sobre cinética de crecimiento de Lactobacillus curvatus donde utilizaron como
sustrato caldo CDM a 30°C, e inferiores a lo registrado por (Yang et al, 2018 pag. 8), €n su
investigacion sobre la influencia de medios de cultivo, pH y temperatura en el crecimiento de
bacterias acido lacticas, donde obtuvo poblaciones de 1 x 10*° UFC/ml, al analizar la cinética de
crecimiento del Lactobacillus curvatus utilizando BHI como sustrato a 44°C, esta diferencia

posiblemente se deba al sustrato y temperaturas utilizadas.

Con respecto al Lactobacillus. bulgaricus, los resultados registrados son superiores a lo
establecido por (Chele y Saona, 2016 p4g. 67) en su investigacion sobre “Evaluacién de viabilidad de
la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei en cocultivo con Lactobacillus bulgaricus a
diferentes concentraciones en leche”, donde se obtuvo un crecimiento maximo de 2,40x107

UFC/ml a partir de una poblacién inicial de 4,40x10* UFC/ml, e inferiores a los obtenidos por
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(Olivera, 2018, pag. 104) en su investigacidn sobre “Seleccidn de bacterias acido-lacticas autéctonas
de leche” donde obtuvo una carga microbiana maxima de 5,01x10° UFC/ml, a partir de una
poblacion inicial de 1,58x107 UFC/ml. Estas diferencias pudieron ser causadas por efecto de la

carga microbiana inicial utilizada.

4.2  Caracterizacion fisicoquimica

Las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida probidtica de zanahoria elaborada con diferentes
especies de Lactobacillus se muestran en la tabla 4-2, presentada a continuacion:

Tabla 4-2: Caracteristicas fisicoquimicas de las bebidas probidticas de zanahoria elaboradas con

diferentes especies de Lactobacillus

Lactobacillus

Curvatus Plantarum Bulgaricus YAU-1432
Parametro Media Media Media E.E Prob.
pH a 20°C 433¢c 4,82a 442b 0,01 0,0001
Acidez (% de acido lactico) 1,30 a 1,14c 1,24b 0,01 0,0001
Proteina (%) 3,28 ¢ 3,53b 3,74a 0,01 0,0001
Grasa (%) 2,78 a 2,79a 2,78a 0,01 0,7828

E.E. Error estandar

Prob. > 0,05 No hay diferencias significativas (ns)

Prob. < 0,01 Hay diferencias altamente significativas (**)

Medias con letras iguales en una misma fila no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey.
Realizado por: Vinueza O., 2023.

421 pH

En la tabla 4-2 se muestra que el pH de las bebidas probiéticas de zanahoria elaboradas con
diferentes especies de Lactobacillus, presentaron diferencias altamente significativas por efecto
de la especie de Lactobacillus utilizada, registrandose el mayor pH de 4,82 al utilizar
Lactobacillus plantarum y un pH mas bajo al utilizar Lactobacillus curvatus con 4,33, esto pudo
deberse posiblemente a la influencia del sustrato. Los valores obtenidos se encuentran dentro de
lo que establece la Ley General de Salud en México (NOM-051-SCFI/SSAL, 2010, pags. 1-98) donde se
establece que las leches fermentadas deben contener pH que varian de 4,2 a 4,8. Los datos
obtenidos ademas son similares a lo que establece (Martinez, 2018, pag. 25) en su investigacion
“Efecto de la fermentacion de leche con diferentes bacterias lacticas en las caracteristicas de
leches fermentadas™ donde registr6 que el Lactobacillus. curvatus produce un descenso de pH de

4,32, el Lactobacillus bulgaricus un pH de 4,48 y el Lactobacillus plantarum un pH de 4,93.
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4.2.2  Acidez (% de &cido lactico)

Como se observa en la tabla 4-2 la bebida probiotica de zanahoria elaborada con Lactobacillus
plantarum present6 1,14 % de acidez, considerandose menos &cida que al utilizar Lactobacillus
curvatus y Lactobacillus bulgaricus YAU-1432, que obtuvieron valores de 1,30 % y 1,24 %
respectivamente, valores que estadisticamente son diferentes, diferencias que pudieron deberse a
la influencia del pH y del sustrato. Estos resultados se encuentran dentro de lo que establece la
norma (INEN 13, 1984, pags. 1-7), donde se especifica que el contenido de &cido lactico debe ser de
0,8% a 1,8% en productos lacteos fermentados.

Los datos registrados fueron superiores a los obtenidos por (Martinez, 2018, pag. 25) en su
investigacion “Efecto de la fermentacion de la leche de cabra con diferentes bacterias lacticas en
las caracteristicas de leches fermentadas” donde registrdé que la leche fermentada a 25°C con
Lactobacillus curvatus, presentd un contenido de &cido lactico de 0,65%, al utilizar Lactobacillus
bulgaricus un 0,60% vy al utilizar Lactobacillus plantarum 0,48%, e inferiores a los que registra
(Barrientos, 2011, pags. 25-27) €n su investigacion sobre las propiedades fisicoquimicas de la leche en
procesos fermentativos, que registré 1,7% al utilizar Lactobacillus bulgaricus y a (Proafio, 2013,
pag. 4) que registro 1,23% de acido lactico al utilizar Lactobacillus plantarum a 40°C en su
investigacion sobre “Efecto del uso de Probioticos y enzimas en la fermentacion acido-lactica”,

estas diferencias pueden deberse a la composicion del sustrato y a las temperaturas utilizadas.

4.2.3 Proteina (%)

Como se muestra en la tabla 4-2, las especies de Lactobacillus utilizadas variaron
estadisticamente el contenido proteico de las bebidas probi6ticas de zanahoria, registrandose el
mayor valor de 3,74% al utilizar Lactobacillus bulgaricus YAU-1432, y el menor valor de 3,08%
al utilizar Lactobacillus curvatus, estas diferencias pudieron deberse a la influencia del sustrato y
a la produccién de bacteriocinas de cada especie de Lactobacillus. Los valores obtenidos se
encuentran dentro de los parametros establecidos por la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 2395,
2011, pags. 1-5) sobre “Leches fermentadas. Requisitos”, donde se establece que el contenido de
proteina debe ser minimo 2,7%, similar a lo establecido por el (CODEX STAN 243, 2022, pags. 2-3) de
“Leche y productos lacteos” donde se establece el mismo valor, y similar a lo registrado por
(Martinez, 2018, pag. 22) en su investigacion “Efecto de la fermentacion de leche de cabra con
diferentes bacterias lacticas en las caracteristicas de las leches fermentadas” donde determin6 que
al utilizar Lactobacillus curvatus el contenido proteico fue de 3,39%, con Lactobacillus

bulgaricus fue de 3,64% y con Lactobacillus plantarum, el contenido proteico fue de 3,48.
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4.2.4 Grasa (%)

En la tabla 4-2, se identifica que el porcentaje de grasa no presenta diferencias significativas por
efecto de las especies de Lactobacillus utilizadas, por cuanto los valores registrados al utilizar
Lactobacillus bulgaricus YAU-1432 y Lactobacillus curvatus fueron del 2,78% vy al utilizar
Lactobacillus plantarum el resultado fue de 2,79%, siendo numéricamente mejor el valor 2,78%.
Estos resultados se encuentran dentro de los requisitos establecidos por la Norma Técnica
Ecuatoriana (INEN 2395, 2011, p. 3), donde se menciona que el contenido de grasa debe tener minimo
de 2,5%, mientras que el (CODEX STAN 243, 2022, pags. 2-3) establece que estos productos deben

contener un porcentaje menor al 10%.

Por otra parte, los valores obtenidos son inferiores a los registrados por (Martinez, 2018, pag. 22) en
su investigacion “Efecto de la fermentacion de leche de cabra con diferentes bacterias lacticas en
las caracteristicas de las leches fermentadas” donde obtuvo valores que llegaron hasta 4,23%,
pero se establecio que no existieron diferencias estadisticas en el contenido de grasa por efecto

del Lactobacillus utilizado. Esta diferencia pudo deberse al tipo de muestra utilizada.

4.3 Carga microbioldgica

La carga microbiolGgica realizada de la bebida de zanahoria elaborada con diferentes especies de

Lactobacillus present6 los resultados que se muestran en la tabla 4-3:

Tabla 4-3: Carga microbiolégica de las bebidas probidticas de zanahoria elaboradas con

diferentes especies de Lactobacillus

Lactobacillus

Determinacion Curvatus Plantarum Bulgaricus YAU-1432 E.E Prob.
Coliformes totales UFC/ml Ausencia Ausencia Ausencia
E. coli UFC/mI Ausencia Ausencia Ausencia
Mohos y levaduras UFC/ml Ausencia Ausencia Ausencia
Bacterias acido-lacticas UFC/ml  4,65x10’c 6,73 x107a 528x107b 4,20 x10° 0,0001

E.E. Error estandar
Prob. < 0,01 Hay diferencias altamente significativas (**)
Realizado por: Vinueza O., 2023.

De acuerdo con la tabla 4-3, las bebidas probidticas presentaron ausencia total de Coliformes
totales, E. coli, mohos y levaduras en las bebidas probioticas de zanahoria, lo cual pudo deberse
a que las BAL producen metabolitos antimicrobianos como resultado de su fermentacion. Estos
resultados se encuentran dentro de lo establecido en la norma (INEN 2395, 2011, pags. 1-5), que

determina que debe existir ausencia de microorganismos patdgenos dentro de estos productos.
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Se identificd la presencia de bacterias &cido-lacticas, ocupando el mayor contenido el
Lactobacillus plantarum, con 6,73 x 10" UFC/ml, mientras que el menor contenido se obtuvo al
utilizar Lactobacillus curvatus con 4,65 x 10" UFC/ml, presentando diferencias altamente
significativas por efecto de la especie utilizada, estas diferencias pudieron deberse al efecto del
sustrato. Estos valores se encuentran dentro de los parametros que determina el (CODEX STAN 243,
2022, pags. 2-3) donde se establece que la suma de microorganismos que comprenden el cultivo de
toda especie de Lactobacillus debe contener 10 UFC/ml. Asi mismo (Corrales & Arias, 2020, péags.
54-66) en su estudio sobre Los probidticos determinan que un probidtico debe contener de >10° a
108 UFC/ml de células viables, similar al estudio de (Garcia et al., 2018 pag. 110) sobre bebidas lacteas
fermentadas con potencial funcional, donde establece que un producto probidtico debe contener
de 10% a 10’ UCF/ml.

4.4  Valoracién sensorial

La tabla 4-4 muestra la valoracién sensorial de la bebida probiotica de zanahoria donde se evalu6

el olor, color y sabor.

Tabla 4-4: Caracteristicas sensoriales de las bebidas probiéticas de zanahoria elaboradas con

diferentes especies de Lactobacillus

Lactobacillus

Atributo Curvatus Plantarum  Bulgaricus YAU-1432 H. cal. Prob.
Olor 3 Buena 4 Muy buena 4 Muy buena 89 0,0001
Color 5 Excelente 5  Excelente 5  Excelente 0,2 0,8729
Sabor 3 Buena 5  Excelente 4 Muy buena 145  0,0001

H. cal. valor calculado de la prueba Kruskal-Wallis

Prob. > 0,05 No hay diferencias significativas (ns)

Prob. < 0,01 Hay diferencias altamente significativas (**)
Realizado por: Vinueza O., 2023.

En la tabla 4-4 se establece que las bebidas probi6ticas de zanahoria elaboradas con Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus bulgaricus YAU1432, no presentaron diferencias significativas en
nivel de agrado de olor, por efecto de la especie utilizada, obteniendo una valoracién de muy
buena, a diferencia de cuando se utilizé Lactobacillus curvatus, que presentd una valoracion de
buena. En cuanto al color no existieron diferencias estadisticas, obteniendo todos los tratamientos
una valoracion de excelente. En sabor las tres bebidas presentaron diferencias significativas,
siendo el tratamiento con Lactobacillus plantarum la mas aceptada y el tratamiento con
Lactobacillus curvatus la menos aceptada por los catadores, esto pudo deberse a la influencia del

contenido de acidez, lo que concuerda con lo que menciona (Lluglla, 2020, pags. 30-36) en su estudio
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“Desarrollo de una bebida con doble fermentacion” donde determino que la acidez juega un papel

importante en las caracteristicas sensoriales como olor y sabor de los productos fermentados.

(Parra, 2010, pags. 6-10) en su investigacion “Bacterias acido-lacticas: papel funcional en alimentos”
asegura que las BAL influyen positivamente en olor, textura, sabor y aroma de alimentos
fermentados ya que producen pequefias cantidades de acetaldehidos otorgando asi sabor y aromas

agradables, posiblemente por este motivo ningun tratamiento fue rechazado por los catadores.

El Lactobacillus bulgaricus provee un sabor y gusto suave y delicado, por lo cual es ampliamente
utilizado en bebidas fermentadas segun (Ramirez et al., 2011 péags. 5-6) en su investigacion “Bacterias
lacticas: Importancia en alimentos”. En cuanto al Lactobacillus plantarum (Proafio, 2013, péags. 1-7)
en su estudio “Efecto del uso de probioticos y enzimas, en la fermentacién acido-lactica” y (Morais,
2004, pag. 92) en su “Estudio de adecuacion de cepas lacticas autoctonas aisladas de la leche cruda”,
fue asignado como el mejor tratamiento en atributos de sabor y aceptabilidad en productos
alimenticios, a diferencia del Lactobacillus curvatus que de acuerdo con los autores aporta un

efecto de rancidez en los productos.

45 Valoracién econdmica

La valoracion econdmica de las bebidas probidticas de zanahoria elaboradas con diferentes

especies de Lactobacillus se presenta en la tabla 4-5.
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Tabla 4-5: Valoracion econdmica de las bebidas probidticas de zanahoria elaboradas con

diferentes especies de Lactobacillus

Descripcion Cantidad  Ud. Precio ud. Lactobacillus

unitario Bulgaricus  Plantarum  Curvatus

YAU-1432

Costos directos de fabricacion
Leche 1,11 Lt 0,8 Lt 0,06 0,06 0,06
Zanahoria 2,53 Lt 0,22 Lt 0,04 0,04 0,04
Azlcar 112,51 g 1 Kg 0,002 0,002 0,002
Sorbato de potasio 15 g 0,01 g 0,001 0,001 0,001
Gelatina 0,19 g 0,03 s 0,0001 0,0001 0,0001
Lactobacillus curvatus 0,25 g 0,57 g 0 0 0,14
Lactobacillus plantarum 0,25 g 0,57 g 0 0,14 0
Lactobacillus bulgaricus 0,25 g 1,13 g 0,28 0 0
YAU-1432
Total 0,38 0,24 0,24
Costos indirectos de fabricacion
Mano de obra 10 dia 0,08 0,08 0,08
Botellas de vidrio 15 ud. 0,2 Ud. 0,20 0,20 0,20
Gas 0,25 tq 1,8 tq 0,03 0,03 0,03
Agua 3 Lt 0,3 Lt 0,06 0,06 0,06
Total 0,37 0,37 0,37
Costo de produccion 0,75 0,61 0,61
Cantidad de producto (ml) 250 250 250
Precio de la bebida 0,90 0,90 0,90
probidtica (3$)
Utilidad / 250 ml 0,15 0,29 0,29
Ingresos por cada 250 ml 0,88 0,86 0,86
Beneficio/costo 1,19 1,47 1,47

Realizado por: Vinueza O., 2023.

Como se establece en la tabla 4-5, cada envase de 250 ml de bebida probidtica de zanahoria tuvo
un costo de produccion de 0,75 centavos y un beneficio/costo de 1,19 al utilizar L. bulgaricus
YAU-1432, donde por cada délar invertido habra una ganancia de 0,19 centavos, al utilizar L.
plantarum y L. curvatus, el costo de produccién fue de 0,61 centavos, obteniendo un
beneficio/costo de 1,47, donde por cada dolar invertido la ganancia serd de 47 centavos.
Determinandose asi que las bebidas son rentables al utilizar las diferentes especies de

Lactobacillus, siendo mejor las bebidas elaboradas con Lactobacillus aislados.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1

Conclusiones

Al evaluar la cinética de crecimiento de tres bacterias acido-lacticas (L. plantarum, L.
curvatus, L. bulgaricus YAU-1432) en diferentes tiempos (0, 24, 48, 72 horas), se registra
el mayor crecimiento del L. curvatus (5,96 x 10 UFC/ml) y el menor crecimiento del L.
bulgaricus YAU-1432 (4,57 x 10" UFC/ml) durante el proceso.

Al analizar los pardmetros fisicoquimicos, de las bebidas probidticas elaboradas con las
bacterias acido-lacticas, los valores de pH, acidez, proteina y grasa tienen relacién con los
requisitos establecidos en la norma NTE INEN 2395 y en la Norma Oficial Mexicana
NOM-051-SCFI/SSAL. Microbioldgicamente se registrd presencia de microorganismos
probidticos, mayormente en el tratamiento con L. plantarum (6,73 x 10" UFC/ml),
demostrando que el efecto de estas bacterias fue benéfico ya que inhibieron los patégenos
como coliformes, E. coli, mohos y levaduras. Mientras que sensorialmente la bebida
probidtica mas aceptada por los catadores fue la realizada con L. plantarum obteniendo una

valoracion de muy buena en olor y excelente en cuanto a color y sabor.
Se estableci6 que el mejor costo de produccidn fue en los tratamientos con L. curvatus y L.

plantarum, con una relacion de beneficio/costo de 1,47 donde se indica que por cada dolar

invertido existird una ganancia de cuarenta y siete centavos.
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5.2

Recomendaciones

Elaborar una bebida probidtica utilizando Lactobacillus plantarum, debido a que presenta
la mayor aceptacion por parte de los catadores, las mejores cargas microbianas para ser un
producto probidtico y cumple con los requisitos establecidos en caracteristicas

fisicoguimicas.

Mantener un sistema de conservacion para los microorganismos aislados Lactobacillus

curvatus y Lactobacillus plantarum.

Ampliar la investigacion con el desarrollo de nuevos productos probioticos a base del L.

curvatus y L. plantarum aislados.
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GLOSARIO

BAL: Bacterias Acido-Lé4cticas

ACIDO LACTICO: Acido organico natural de importancia industrial en aplicaciones

farmacéuticas como electrolito y fuente de minerales

BACTERIOCINAS: Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por bacterias que presentan un

amplio potencial como conservador de alimentos.

PROBIOTICO: Que contiene bacterias vivas que contribuyen al equilibrio de la flora intestinal

y potencian el sistema inmunolégico.

UFC: Unidades formadoras de colonias

ESCALA HEDONICA: Las escalas heddnicas verbales recogen una lista de términos

relacionados con el agrado o no del producto por parte del consumidor.

ANALISIS SENSORIAL: es una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan panelistas
humanos que utilizan los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido para medir las
caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los productos alimenticios, y de muchos otros

materiales.

CONTEO BACTERIANO: Es una técnica general ampliamente utilizada para estimar el
nimero de microorganismos, se utiliza como un indicador de la poblacidn bacteriana en las

muestras

CINETICA DE CRECIMIENTO: Son los procesos y reacciones de la vida microbiana:

reproduccion, desarrollo, muerte, adaptacion e interacciones ambientales.
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ANEXOS

ANEXO A: DIAGRAMA DE ELABORACION DE LA BEBIDA PROBIOTICA

BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA
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ANEXO B: VALOR NUTRICIONAL DE LA ZANAHORIA POR CADA 100G

Parametro Contenido
Agua 86,0 (9)
Carbohidratos 10,70 (g)
Grasas 0,1(g)
Proteina 0,9 (9)
Fibra 1,2 (9)
Calorias 36 (Kcal)
Cenizas 1,1(g)
Calcio 80 (mg)
Fdsforo 30 (mg)
Hierro 1,5 (mg)
Vitamina A 10500 (U.1)
Tiamina 0,04 (mg)
Riboflavina 0,04 (mg)
Niacina 0,50 (mg)
Acido ascorbico 3,0 (mg)

ANEXO C: CINETICA DE CRECIMIENTO DE L. CURVATUS UFC/ML
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ANEXO D: CINETICA DE CRECIMIENTO DE L. BULGARICUS YAU-1432 UFC/ML
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ANEXO E: CINETICA DE CRECIMIENTO DE L. PLANTARUM UFC/ML
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ANEXO F: VALORACION DEL PH DE LAS BEBIDAS PROBIOTICAS DE ZANAHORIA
ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
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ANEXO G: VALORACION DE LA ACIDEZ (% DE ACIDO LACTICO) DE LAS BEBIDAS
PROBIOTICAS DE ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE
LACTOBACILLUS
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ANEXO H: VALORACION DEL % DE PROTEINA DE LAS BEBIDAS PROBIOTICAS DE
ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
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ANEXO |: VALORACION DE LA GRASA EXPRESADA EN % DE LAS BEBIDAS
PROBIOTICAS DE ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE
LACTOBACILLUS
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ANEXO J: NIVEL DE AGRADO DE OLOR DE LAS BEBIDAS PROBIOTICAS DE
ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
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ANEXO K: NIVEL DE AGRADO DE COLOR DE LAS BEBIDAS PROBIOTICAS DE
ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
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ANEXO L: NIVEL DE AGRADO DE COLOR DE LAS BEBIDAS PROBIOTICAS DE
ZANAHORIA ELABORADAS CON DIFERENTES ESPECIES DE LACTOBACILLUS
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ANEXO M: REPORTE DE RESULTADOS MICROBIOLOGICOS DE LA BEBIDA
PROBIOTICA DE ZANAHORIA

ANALISIS MICROBIOLOGICO
Tratamiento Rep. | Cod. Escherichia | Coliformes Mohos y | Bacterias

coli totales o

UFcmy | Urcmiy levaduras | Probioticas
L. bulgaricus YAU-1432 | 1 Tl Ausencia Ausencia Ausencia | 5,37x107
L. bulgaricus YAU-1432 | 2 Tl Ausencia Ausencia Ausencia | 5,24x107
L. bulgaricus YAU-1432 | 3 Tl Ausencia Ausencia Ausencia |5,35x10’
L. bulgaricus YAU-1432 | 4 Tl Ausencia Ausencia Ausencia |5,20x107
L. bulgaricus YAU-1432 |5 Tl Ausencia Ausencia Ausencia |5,22x107
L. platarum 1 T2 Ausencia Ausencia Ausencia | 6,65x107
L. platarum 2 T2 Ausencia Ausencia Ausencia | 6,70x107
L. platarum 3 T2 Ausencia Ausencia Ausencia | 6,67x107
L. platarum 4 T2 Ausencia Ausencia Ausencia | 6,85x107
L. platarum 5 T2 Ausencia Ausencia Ausencia | 6,78x107
L. curvatus 1 T3 Ausencia Ausencia Ausencia | 4,55x107
L. curvatus 2 T3 Ausencia Ausencia Ausencia | 4,59x107
L. curvatus 3 T3 Ausencia Ausencia Ausencia | 4,79x107
L. curvatus 4 T3 Ausencia Ausencia Ausencia | 4,77x107
L. curvatus 5 T3 Ausencia Ausencia Ausencia | 4,57x107




ANEXO N: REPORTE DE RESULTADOS DE CINETICA DE CRECIMIENTO DE
LACTOBACILLUS

ANALISIS MICROBIOLOGICO
Tratamiento Rep. [Cod. |0 horas 24 horas 48 horas |72 horas
L. bulgaricus YAU-1432 |1 T1 1,05x103 3,29x107 4,58x107 | 4,57x107
L. bulgaricus YAU-1432 |2 T1 1,02x103 3,26x107 4,52x107 | 4,52x107
L. bulgaricus YAU-1432 |3 T1 1,04x103 3,23x107 4,57x107 | 4,59x107
L. bulgaricus YAU-1432 |4 T1 1,05x103 3,23x107 4,52x107 | 4,59x107
L. bulgaricus YAU-1432 |5 T1 1,03x103 3,25x107 4,51x107 | 4,58x107
L. platarum 1 T2 1,08x10° 3,19x107 4,54x107 |5,15x107
L. platarum 2 T2 1,08x10° 3,16x107 4,51x10" |5,18x107
L. platarum 3 T2 1,07x103 3,18x107 4,55x107 |5,19x107
L. platarum 4 T2 1,09x10° 3,18x107 4,55x107 | 5,14x107
L. platarum 5 T2 1,08x10° 3,18x107 4,54x107 |5,18x107
L. curvatus 1 T3 1,91x10° 3,97x107 5,80x107 | 5,98x107
L. curvatus 2 T3 1,98x10° 3,94x107 5,84x107 | 5,94x107
L. curvatus 3 T3 1,97x10° 3,97x107 5,85x107 | 5,95x107
L. curvatus 4 T3 1,96x10° 3,93x107 5,82x107 | 5,98x107
L. curvatus 5 T3 1,91x10° 3,96x107 5,81x107 |5,93x107




ANEXO N: REPORTE DE RESULTADOS FISICOQUIMICOS DE LA BEBIDA
PROBIOTICA DE ZANAHORIA

ANALISIS FISICOQUIMICO
Tratamiento Rep. Cod. pH Proteina Acidez (% de | Grasa (%)
acido lactico)
L. bulgaricus YAU-1432 |1 T1 4,40 3.771 1,242 2,80
L. bulgaricus YAU-1432 |2 T1 4,45 3.736 1,250 2,80
L. bulgaricus YAU-1432 |3 T1 4,40 3.732 1,224 2,75
L. bulgaricus YAU-1432 |4 T1 4,42 3.714 1,251 2,75
L. bulgaricus YAU-1432 |5 T1 4,45 3.759 1,229 2,80
L. platarum 1 T2 4,83 3.573 1,106 2,80
L. platarum 2 T2 4,81 3.514 1,199 2,80
L. platarum 3 T2 480 |3.538 1,196 2,80
L. platarum 4 T2 4,85 3.515 1,101 2,80
L. platarum 5 T2 4,80 3.509 1,103 2,75
L. curvatus 1 T3 4,34 3.292 1,296 2,80
L. curvatus 2 T3 4,35 3.271 1,288 2,80
L. curvatus 3 T3 4,30 3.254 1,304 2,75
L. curvatus 4 T3 4,34 3.297 1,289 2,80
L. curvatus 5 T3 4,31 3.285 1,301 2,75




ANEXO O: FICHA DE LA PRUEBA DE AFECTIVIDAD EN ESCALA HEDONICA DE LA
BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

- 8

“ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO"
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS St
CARRERA DE AGROINDUSTRIA

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL

“ELABORACION DE BEBIDAS PROBIOTICAS DE ZANAHORIA, UTILIZANDO
BACTERIAS ACIDO LACTICAS AISLADAS DEL BOSQUE PRIMARIO-PUNGALA®

DATOS:
Fecha:

MUESTRA: Bebida probidtica de zanahoria con utilizacion de bacterias dcido-licticas.

INSTRUCCIONES

A continuacion, se le presenta a wsted 3 muestms de Bebida probiotica de zanahoria, Por favor
inicie la degustacion, seleccione ¢l nivel de agrado en base a la escala mostrada v coloque el

puntaje que usted considere adecuado para evaluar los atributos de cada muestra,

Mota: Pam limpiar ¢l paladar entre muestra v muestra enjuagar ¢l paladar con agua,

PUNTAJE NIVEL DE AGRADO

5 Excelente

4 Muy buena

3 Buena

2 Regular

1 Mala
CARACTERISTICAS A MUESTRAS
EVALUAR 141 182 343
Olor
Color
Sabor

GRACIAS POR S5U PARTICIPACION




ANEXO P: RESULTADOS REGISTRADOS DE LA VALORACION SENSORIAL DE LA

BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

]
S
B 4~
> DO ¢
m 35 I Q
= a8 > 4 M I M T T O[T T[N T O T[T |0 TN MO
1T~
G
S
—
<
8
c
NG
= a n |, oM™k (O | (LW | [k | (kF|[WO | MWL (W |Ww|Ww[(w | |w( T (L | |[Ww
4 @
= 3
S
c
o = 3
O - o N | | M [N [N | [ N[ |d [ (| | |N [ [ [N N (WO | M0
m
A o O | N [ [ |0 |© ([~ ] |00 [O|d | N[ | |0 |[©O© (|0 |0 [O|d|N M (S |0 |©
wn pza | | [ [ [ || [ [N NN N[N |N NN | N[ NfO O o oo | m[(o;m|[;m
i1 @«
2 3
£
~
> 2 ¢
o 35 I Q
= a > 4 Sl I N I~ o B I o T I I Vo O S I s 0 R N o I I L I T I A o T o T I o N o M I o R I B o B I o T I Mo T I Vo I I Mo I IR Mo B B Vo)
e
G
S
—
<
8
c
NG
= a < IS (o (o (W W (LMW OO (WO W W (W || |0 (.o
4d @
= g
2
<
c
x — 35
o = © < IS | M (Lo (. MmO WO T (O (WO WL (WL | |, MmO m|on (W.v
|
O e O | N [ | |[© ([~ |0 |00 [O|d | N[ | |0 |[©O© (|0 |00 [O|d|NN M (S |0 |©
®) P A A |[d ||| a|a]a |49 ||| [N NN [o (||| || o™
s~
(%]
SHE N
e <
5 9
> 2
o 5 <
F a2 > S IR IS IS I T I T I T I AT T I I I O I T ISV I B I IS < N IR RO o N I+ N A R IS I I
7T
G
)
c
<
8
c
N8
o < S| M (oW LM M ST |OM T (O[T ™MW | ™M (O M0 [
4 @
= 3
<
>
= 3
o = o ™[t | |m |||t [ || |o oo ||| [N [N || |N|™ ™
o
= 2 o |ld [N |m|x [ ]|o |~ |o|lo|lold|ld o | (w]|lo[~|o|o|o|d|la|;m s w0
O =z | | [ [ [ || [ [N |N NN N|NN N | N [NfO O MO MO M [(o;m|[;m




A - S o~ T (N O S s B R I o A I A AT - I ' B S Y o T o B S N I @ B oo T I ¥ o o0 N I Vo T (R wl I U0 I B o N Vo T e O R I VO B IR U S R K22 I 2 . - o - o I Vo T I o S B N (N T T I o M o]
[Tl I Vo N I Vol R o RN IR SN I L I " 2 I o N Vo T B B A N U0 N I (R o R Vo R I (N T 2 I Y@ N oo T I o o O I Vo T o~ TR I o S o A o T IS A I N T T I o 2 I Yo I I I I T R I (N T R I Vo R I Vo T (N Fo R N Vo R N Vo R [N To T IS S N Vo]
™Mo (M ™m | (| |- | ([N |N |+ [0 [N |N MmN | NNmm oMM NN NS [N m || m | (0 (Mm | m
~ |0 |9 [©O|d | N [ ([ |1 [© | |0 | (O |d [N (M| |1 [O© | |03 |0 |d ([N [M|Sg [ |© | |00 |0 ([N M| (I |© |~ (o [ O
M MO Mg | JF |9 [ (9 |9 [ |9 |9 | ([0 |0 |10 (0|0 |v (W |n |.v (W |© |© O |([© |© [[© |© |© |© [([O© |~ [~ [P~ [~ |~ [P~ |~ |~ [~ [~ |
[Tl IS S A T 2 I T T I B I S .2 T I e T I o T I o I Y o0 TN I Vo T I o I (N Vo T N Vo R N Yo A I Y0 A N VO T N " 2 I "o I o Y T I Vo oo I Vo B N Vo T IS S o0 B RS U Vo R N To R I U LT I oo T I Yo R I Uo R I Vo T i Yo
[Tl IS A T 2 I o T I o B o o T .~ TR I o2 T o0 JON Y ¥ B I Vo I o N o0 TN S (N N VN I W0 R (Vo R I o A 1 2 2 I "o T o T I o T I o e 0 BN 0w I VT IS Y I U B N Mo TR IS S S Y o B 2 I o oo B I T T o 0 I I o R [ Vo R (N Vo T I ¥ o)
oI | (LML (W (L IS ([ fF | O oM |k (L | Ikt (M| | (W |w | (|| (T | (LML L M| T (L[| K (L |.L | |(w|w
~ |0 | [©O|d | N [ (¥ |1 [© | |0 |0 (O |d ([N [ | |1 [O© | |03 |0 |d ([N [Mm| [ | | |00 |0 (N M| (W |© |- (o [ O
™M MO Mg | JF |9 (7§ (9|9 [ |9 |9 | [0 |0 |10 (0|0 |.v(w |nw |.v (W |© |© O |([© |© [[© |© |© |O© [O© |~ [~ [P~ [~ |~ [P~ |~ |~ [~ [~ |
< |9 N [+ o | (0 (6 mm|ss | M | LMk | 0O (K| (k| 0| (W | (LN |NmIL || (IKF | | (IO M (S| ;o <
(ST o~ TN I N IR Vo R (N o B N Vo TN IR U T R I R I I 0 20 - I o B o0 TN N I~ N I o B I o B I o I o B IS o oo T I T T S I o B~ T I~ o I I ISP T I Y S U Vo NG R I R I U o 2 I i B i 9P )
| | M (O N[0 N[NNI M N [HM M NN MM NN T NO MM NM (T M T[0T DM N
~ |00 | [©O|d | N [ (¥ |1 (O | |0 |0 (O |d [N [Mm | |1 (O | |0 ([0 |0 |d ([N M| [ | | |00 |0+ (N M| (I |© |~ (o (o O
M MO Mg |7 |9 (7§ (9|9 [ |9 |9 |9 [0 |0 |10 (0 |0n |.v(w |w|.w (W |© |© O |([© |© O |© |© |O© [O© |~ [~ [P~ [P~ |~ [P~ |~ |~ [~ [~ |




0 | | ([ | | ¥ ([N [ | [N N | T (|0 (WO (O™ N[O O (N M T Mm M T[T T 00T T |10
0 |n .o (b o (D (T T T T T WO (OO MO ™MW | |0 (W[ W[ M| (.M NS M (T (O[T O
N | | [ MO MmN M NN NM | (T T[N T[] [N|N AT OO M |NMMm M| [ (| [N N

O |d N [ | |V |[© (]| | |©O|d | N [M|g | [O© (|~ ][O |OC|d N[ |
N | (S |0 O (0D O |d| N ™M (T |V [O [ ]]0| [O|O | || |||l |d|d[dA|dA|dA[dA |||+ [+ | N [N [N | N N
W |0 |0 [0 [O |©O |©O |O [O [OO |OO |OO |0 |0 [0 | || | |d|[dA|dA || |[dA|[HA[HA |A |A|[HA[HA[HA |HA |HA [ [HA [HA |[HA |HA [HA [A [ A [ | A
B I o T I i N Vo R (Vo B I Vo T I Vo R I Vo R R A N VO R I 0 0 o T - I o B I ¥ T I Vo T I W0 [ Vo T Vo I o I o I U o T I Vo T I Vo R [ Vo N S Vo T IR S (N 0 A (N U0 I N Yo 2 I o I o B A o S I T T IS A B R To B Yo I N T
B I U T I i N o R (o I I Vo T I Vo R I o R R A N VO R I 0 (o o B o~ I o I o0 TN I Vo I o B [ ¥ o T I Vo I o I o R I U o T I Vo T I Vo R (N o N N Vo T IR AR B I I o B o B I Y N T T I o IS S I U B I Vo I I ¥ o)
N I T o I I i (N WO R I o R I Vo B I o A N ¥0 M IS0 I o T s s o0 T I o T I o B S w0 R I Vo T I o ) ' O I Vo T I o T I Mo I Vo R AN Vo T I o R I VO T IR U QO I B I L I o B S - S o o0 T I o I S BN T o I (N Vo T N Vo R M T o}

O |d N[ | |V |[© (]| | |©O|d | N [M|g | [O© (|~ ][O |d [N |
N M (S |WO O (0D O |d N M (T |V [O [~ ]]0 |  [O|O ||| |0 ||| [©|d|d[dA|dA|dA[HA|dA | |A [N N[N | N N
W |©® |O [0 |© |©O ([0 [0 |©O OO | | O [0 | oo | |0 (A | |A [+ | | [A | |A[HA |A |A[HA |HA |A [A |HA |A A (A | A (A A | A | A
< | M S0 M T T T|O| O MmOM | T 0T T OO N M (T T MO MM T T TN T (TN N (DO Mm;m S
< (S| m Mo m | M0 (WM M ST NN M T T[T TT|O M N (OMOmMm T MO MMM T 0TS
™M | |N [N |N| MmO [Mm [ MM |N N NTF |00 M N[O NMm T[N N A A N[O OMm | AT M| NN |0 [N NN

O |d N[ | |V |[© (]| [ |O|d | N [Mm | | [~ |0 00| |d N[ |
N (S |0 |O (0D O |d N M T |V [O [~ ]0 | O[OC|O|O|O|C |0 ||| [©O|dA|d|[HA|A|A[HA|HA | |[H [+ |N N[N | N | N
O |0© |0 (0O |O [0 [0 [O |O [OO |OO |OO | [0 |0 |© [ | | |dA|[dA|dA|dA|[dA|[dA |dA [ [ |dA|[dA|[A|[dA |dA [ | |A | [HA|A |A[HA|A |A |




125 |4 3 5 125 |5 5 5 125 |5 5 5
126 | 3 2 3 126 | 5 5 5 126 | 2 5 4
127 | 2 4 4 127 | 4 5 5 127 | 2 5 3
128 | 5 5 5 128 |5 5 5 128 | 3 4 5
129 |5 4 3 129 |5 3 3 129 | 4 5 4
130 | 3 4 4 130 | 3 4 3 130 | 3 4 3
131 |4 5 4 131 |5 5 5 131|5 5 4
132 |3 3 4 132 |5 5 5 132 | 2 4 3
133 |2 3 4 133 |5 5 5 1332 5 5
134 | 2 5 5 134 |5 5 5 134 |3 5 3
135 |4 5 5 135 |5 5 5 1353 5 5
136 | 3 4 4 136 |5 5 5 136 | 3 5 4
137 |3 3 3 137 |5 5 5 137 |3 5 5
138 | 4 5 4 138 |5 5 5 138 | 2 5 4
139 |3 3 5 139 |5 5 5 1392 5 4
140 | 2 3 4 140 | 5 5 5 140 | 4 5 3
141 | 4 5 5 141 | 4 4 5 141 | 4 5 5
142 |2 3 2 142 | 4 4 4 142 | 2 5 4
143 |3 4 2 143 |3 4 3 143 | 4 5 4
144 13 4 3 144 |5 5 5 144 | 3 5 3
145 |3 4 5 145 |5 5 5 1451 5 4
146 | 2 5 5 146 | 3 4 4 146 | 3 4 5
147 |3 3 5 147 |5 4 3 147 | 2 5 4
148 | 4 4 4 148 |5 5 5 148 | 3 5 4
149 | 4 5 4 149 |5 5 5 149 | 5 5 4
150 | 3 5 5 150 | 4 4 4 150 | 4 4 5

ANEXO Q: ANALISIS DE VARIANZA DEL OLOR, COLOR Y SABOR DE LA BEBIDA
PROBIOTICA DE ZANAHORIA

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p

Olor L. curvatus 150 2,78 1,05 3 89,47 <0,0001
Olor L. plantarum 150 3,90 0,78 4

Olor L. bulgaricus 150 3,79 0,91 4

Variable Tratamiento N Medias  D.E. Medianas H p
Color L. curvatus 150 4,51 0,70 5 0,20 0,8729
Color L. plantarum 150 4,53 0,68 5

Color L. bulgaricus 150 455 0,67 5

Variable Tratamiento N Medias  D.E. Medianas H p
Sabor L. curvatus 150 2,83 1,21 3 145,02  <0,0001
Sabor L. plantarum 150 4,53 0,69 5

Sabor L. bulgaricus 150 3,97 0,85 4




ANEXO R: ANALISIS DE VARIANZA DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE TRES
ESPECIES DE LACTOBACILLUS

0
VariableN R2 RZA] CV
0 15 1,00 1,00 1,57

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2626973,33 2 1313486,67 2918,86 <0,0001
ESPECIE 2626973,33 2 1313486,67 2918,86 <0,0001
Error 5400,00 12 450,00

Total 2632373,33 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=35,79315
Error: 450,0000 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

Lactobacillus curvatus 1946,00 5 9,49 A

Lactobacillus bulgaricus Y... 1080,00 5 9,49 B
Lactobacillus plantarum 1038,00 5 9,49 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

24
VariableN R2 R2 Aj CcVv
24 15 1,00 1,00 0,55

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 183409333333333,00 2 91704666666666,70 2571,16 <0,0001
ESPECIE  183409333333333,00 2 91704666666666,70 2571,16 <0,0001
Error 427999999999,98 12 35666666666,66

Total 183837333333333,00 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=318658,04491
Error: 35666666666,6649 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

Lactobacillus curvatus 39540000,00 5 84459,06 A

Lactobacillus plantarum 32520000,00 5 84459,06 B
Lactobacillus bulgaricus Y... 31780000,00 5 84459,06 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

48
VariableN R? R2 Aj CcVv
48 15 1,00 1,00 0,49




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 550409333333333,00 2 275204666666667,00 4717,79 <0,0001
ESPECIE  550409333333333,00 2 275204666666667,00 4717,79 <0,0001
Error 699999999999,98 12 58333333333,33

Total 551109333333333,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=407522,90432
Error: 58333333333,3316 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

Lactobacillus curvatus 58240000,00 5 108012,34 A
Lactobacillus plantarum 45400000,00 5 108012,34 B
Lactobacillus bulgaricus Y... 45380000,00 5 108012,34 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

72
VariableN R? R2 Aj CcVv
72 15 1,00 1,00 0,47

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 483257333333333,00 2 241628666666667,00 3918,30 <0,0001
ESPECIE  483257333333333,00 2 241628666666667,00 3918,30 <0,0001
Error 740000000000,04 12 61666666666,67

Total 483997333333333,00 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=419004,66923
Error: 61666666666,6701 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

Lactobacillus curvatus 59560000,00 5 111055,54 A

Lactobacillus plantarum 51680000,00 5 111055,54 B
Lactobacillus bulgaricus Y..  45700000,00 5 111055,54 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO S: ANALISIS DE VARIANZA DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

PH
VariableN R? R2 Aj CcVv
PH 15 0,99 099 051

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 0,67 2 0,34 644,19 <0,0001
TRATAMIENTOS 0,67 2 0,34 644,19 <0,0001
Error 0,01 12 5,2E-04

Total 0,68 14




Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03860
Error: 0,0005 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

L. plantarum 4,82 5 0,01 A

L. bulgaricus YAU-1432 4,42 5 0,01 B

L. curvatus 4,33 5 0,01 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ACIDEZ (% DE ACIDO LACTICO)

Variable N R2 R2ZA] CV
ACIDEZ 15 0,84 0,82 252

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,06 2 0,03 32,05 <0,0001
TRATAMIENTOS 0,06 2 0,03 32,05 <0,0001
Error 0,01 12 9,5E-04

Total 0,07 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05214
Error: 0,0010 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

L. curvatus 1,30 5 0,01 A

L. bulgaricus YAU-1432 1,24 5 0,01 B

L. plantarum 1,14 5 0,01 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

GRASA %

Variable N R2 R2 Aj CcVv
GRASA % 15 0,04 0,00 0,93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3,3E-04 2 1,7E-04 0,25 0,7828
TRATAMIENTOS 3,3E-04 2 1,7E-04 0,25 0,7828
Error 0,01 12 6,7E-04

Total 0,01 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04357
Error: 0,0007 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

L. plantarum 2,79 5 0,01 A
L. curvatus 2,78 5 0,01 A
L. bulgaricus YAU-1432 2,78 5 0,01 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



PROTEINA %

Variable N R? R2 Aj CVv
PROTEINA % 15 0,99 0,99 0,64

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,54 2 0,27 527,48 <0,0001
TRATAMIENTOS 0,54 2 0,27 527,48 <0,0001
Error 0,01 12 5,1E-04

Total 0,54 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,03804
Error: 0,0005 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

L. bulgaricus YAU-1432 3,74 5 0,01 A

L. plantarum 3,53 5 0,01 B

L. curvatus 3,28 5 0,01 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO T: ANALISIS DE VARIANZA DE LAS CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

Variable N R? R2 Aj cVv
BAL UFC/ML 15 0,99 0,99 1,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 1135129333333330,00 2 567564666666667,00 641,07 <0,0001
ESPECIE 1135129333333330,00 2 567564666666667,00 641,07 <0,0001
Error 10623999999999,40 12 885333333333,28

Total 1145753333333330,00 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1587621,72718
Error: 885333333333,2817 gl: 12

ESPECIE Medias n E.E.

Lactobacillus plantarum 67300000,00 5 420792,90 A

Lactobacillus bulgaricus Y..  52760000,00 5 420792,90 B
Lactobacillus curvatus 46540000,00 5 420792,90 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO U: ELABORACION DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

Pesaje de azucar

Inoculacion de bacterias BAL  Incubado Materia prima

ANEXO V: ANALISIS FiSICOQUIMICO DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA

Digestion Destilacion Titulacion



Determinacion del contenido de grasa

Centrifuga Bafio de agua a 65 °C Lectura de datos

Determinacion de pH y acidez

—

Determinacion de pH Titulacion para determinacion de acidez

ANEXO W: ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE
ZANAHORIA

Incubacion Ausencia de patdgenos

aie
~ 2 X
g o

Conteo de probioticos




ANEXO X: ANALISIS DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus

Preparacion de caldos de Siembra de Lactobacillus Incubacion
cultivo y diluciones

Conteo de Lactobacillus Caja Petri con Lactobacillus  Caja Petri con

Lactobacillus

ANEXO Y: ANALISIS SENSORIAL DE LA BEBIDA PROBIOTICA DE ZANAHORIA
= ,: MR

Preparacion de las muestras Indicaciones Catacion
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