UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI

POSGRADO

MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Optimizacion de las condiciones de cultivo de la levadura Wickerhamomyces anomalus

para la produccion de B-glucanos y su utilizacion en el desarrollo de un yogur funcional.

Trabajo de titulacion previa la obtencion del

Titulo de Magister en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Autora: Navarrete Pastds Maria Augusta
Tutor: MSc. Anchundia Miguel

Tulcan, 2024



CERTIFICADO DEL TUTOR

Certifico que el maestrante Navarrete Pastds Maria Augusta con el nimero de cédula
0402102362 ha elaborado el trabajo de titulacion: “Optimizacion de las condiciones de cultivo
de la levadura Wickerhamomyces anomalus para la produccion de B-glucanos y su utilizacion

en el desarrollo de un yogur funcional”.

Este trabajo se sujeta a las normas y metodologia dispuesta en la Codificacion del reglamento
de Régimen Académico y de estudiantes de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi con
RESOLUCION N° 171-CSUP- 2023, por lo tanto, autorizo su presentacion para la

sustentacion respectiva.

MSc. Anchundia Miguel
TUTOR

Tulcan, septiembre del 2024



AUTORIA DE TRABAJO

El presente trabajo de titulacion constituye un requisito previo para la obtencion del titulo de

Magister en Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Yo, Navarrete Pastas Maria Augusta con cédula de identidad nimero 0402102362 declaro: que
la investigacion es absolutamente original, auténtica, personal y los resultados y conclusiones

a los que he llegado son de mi absoluta responsabilidad.

Ha }qr'u_:;u‘-iu }Jumnaﬁ

Navarrete Pastds Maria Augusta
AUTORA

Tulcén, septiembre del 2024



ACTA DE CESION DE DERECHOS DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Navarrete Pastas Maria Augusta declaro ser autora de los criterios emitidos en el
trabajo de titulacion: “Optimizacién de las condiciones de cultivo de la levadura
Wickerhamomyces anomalus para la produccion de B-glucanos y su utilizacion en el
desarrollo de un yogur funcional” y eximo expresamente a la Universidad Politécnica

Estatal del Carchi y a sus representantes legales de posibles reclamos o acciones legales.

HI.} }-!‘u{iu“lu }Juwna{é

Navarrete Pastds Maria Augusta
AUTORA

Tulcan, septiembre del 2024



AGRADECIMIENTO

Quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a la Universidad Politécnica Estatal del
Carchi, en especial al Centro de Posgrado y sus directivos, por acogerme en su casona del

saber y cultivar en mi un amor por la ciencia, investigacion y desarrollo.

A mi tutor MSc. Miguel Angel Anchundia, a quién admiro por su excelente trabajo
profesional y por su calidad humana. Esta investigacion es un ejemplo de trabajo en
equipo, y en el camino surgi6 una admiracion y agradecimiento eterno, porque gracias a
su invaluable orientacion, paciencia y apoyo durante todo el proceso de este proyecto

pude culminar con éxito mi trabajo de investigacion.

Agradezco a todos los profesores y compafieros de la Maestria en Ciencia y Tecnologia
de los Alimentos, por sus ensefianzas, experiencias y contribuciones a mi carrera

profesional.

Mi gratitud se extiende a mi familia, padres y hermano, por su amor, apoyo y

comprension.



DEDICATORIA

A mis padres, Augusto Sadl y Ximena del Rocio, su amor ha sido incondicional, leal y

protector y gracias a ello, nuestros suefios se convierten en realidad.

A mi hermano, David Francisco, por su hermandad, por ser mi refugio y mi inspiracion.

A mis tios y padrinos, Rosa Elvira Navarrete y Armando Pineda Orbe; por ser una fuente

de sabiduria, donde mi corazon y alma han encontrado la seguridad en mis decisiones.

Vi



INDICE

RESUMEN ...ttt e e e e sae e beesnee s xiii
ABSTRACT ettt b et b e e be e nee e Xiv
CAPITULO Tttt 15
PROBLEMA ..ttt ettt n e ne e e 15
1.1. Planteamiento del problema..........cccccveiiiiiii i 15
1.2.  Preguntas de INVESLIQACION. ........ccceevveieiieiicie e et se e sra e 17
1.3.  Objetivos de INVESLIGACION .......cc.ccveiiieieiiesie et sre e sra e 17
1.3.1.  ODJetiVo GENEIAL........ccccieieiieie et 17
1.3.2.  ODjetivos ESPECITICOS .......ccoveiririiieiniees e 17

1.4, JUSEIFICACION ...t 17
CAPITULO ottt 20
FUNDAMENTACION TEORICA ..ottt 20
2.1.  Antecedentes de 1a INVESLIGACION ........cccveiiiiiciieiere s 20
2.2, MAICO TEOFMICO ...cvviieieieeie ettt bttt ettt 24
2.2.1. Residuos agroindustriales de la industria azucarera. ...........c.ccoccocervrenens 24
2.2.2.  Optimizacion del medio de CUltiVo...........ccccoveiveiiiiciececee e, 25
2.2.2.1. Disefio de Plackett-Burman............ccccooreriineninniienesc e 26
2.2.2.2. Experimento del ascenso mas pronunciado ...........ccccceeeveereeiiesreennn. 26

2.2.2.3. Disefio Central Compuesto — Optimizacién de superficie de respuesta.

................................................................................. 27
2.2.3.  Condiciones de cultivo para 1evaduras. ...........ccocoovvveiiiieienenc s 27
2.2.4.  Fuentes de B-gIUCANOS. .........coiiiiiiiiiiiie e 28
2.2.5. B-glucanos extraidos de 1evaduras. ..........cococeverininineieie e 28
2.2.6. Funciones de los B-glucanos en la dieta. ........cc.coovviviieiniineniieiins 28
2.2.7. Actividad Antioxidante de 10s B-glUCAN0S. ........cccovviiiiiiiiieic s 29
2.2.8.  AlIMENtos fUNCIONAIES. .........coiiiiiiiieee e 29
2.2.9. . YOogur funCional. ..o 30

vii



2.2.9.1. Condiciones de Calidad del yogur. .........cccooviiiiniiniiienieneee e 30

2.2.10.  Alimentos funcionales con actividad antioxidante. ............c.ccccceevrennne 30
2.2.11.  Determinacion de la actividad antioxidante por DPHH. ...................... 31

2.3, MaArCO LEQAL ..ot 31
CAPITULO oottt 33
METODOLOGIA. ...ttt 33
3.1.  Descripcion del area de estudio/Grupo de estudio..........ccccvvevvereiieseeieseenne. 33
3.2.  Enfoque y tipo de iNVESHIGACION...........ccveieiieii e 33
32,1, ENFOQUE....ocieciecie et 34
3.2.2.  TIp0 de INVESIQACION .....ceciuveiiciiecieeie et 34

3.3. Definicidn y operacionalizacion de variables............ccccoovvveiievciicse e, 34
3.3.1.  Definicion de variables..........ccooiiiiiiiiiiee e 34
3.3.2.  Operacionalizacion de variables...........ccocovririrniineneineseee e 36

3.4, ProCEAIMIENTOS. ..ottt bbbttt bbb 38
3.4.1. FASE 1. Optimizacion de produccion de B-glucanos ...........ccccccevvvrenes 38
3.4.1.1. Disefio del medio de CUltiVO.........ccooveiieiiiiii 38
3.4.1.2. Disefio experimental Plackett Burman.............ccocooviviinencnennnnnn. 39
3.4.1.3. Experimento del ascenso mas pronunciado ............cccceeeerernenennnn. 39

3.4.1.4. Disefio Central Compuesto — Optimizacion de superficie de respuesta.

................................................................................. 40

3.4.1.5. Extraccion de B glucanos. ......cccoccviviiiiiiiiinieiii e 40
3.4.1.6. Determinacion del % de B-gIUCANO0S. .......ccovrverieiririiicereeeeee 40
3.4.2.  FASE 2. Elaboracion del yogur funcional............c.ccocoviiiiinnniinnne 41
3.4.2.1.  Formulacion del YOQUI. .......ccooiiiiiniiieie e 41
3.4.2.2.  Diagrama del ProCeSO0. ........ccceviiiriiiiiiie et 41
3.4.2.3.  Prueba sensorial de escala hedOnica............c.ccoovrvrininiinencicnenn, 42
3.4.2.4.  Analisis MIiCrobiolOgiCo ..........cviriiiiiiiiiies e 43
3.4.2.5.  Analisis FiSICOQUIMICOS. .....ccueiviiiiiiieieie e 43

viii



3.4.2.6.  Composicion NULFICIONAL ........ccccveieierieieiere e 45

3.4.2.7.  Actividad ANtIOXIAANTE ......ovveeieieieiiereee e 46
3.4.2.8.  ANAliSiS EStadiStiCO. ..cvevverieriiiiiiieieieiere e 46
CAPITULO IV 1ttt 47
RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt ettt en st 47
4.1. FASE 1. Optimizacion de produccion de B-glucanos. ..........ccevevvereciienneenne. 47
4.1.1. Disefio experimental Plackett Burman ............cccocvevvivevveiesiese e 47
4.1.2. Disefio del ascenso mas pronunCiado ..........ccceeeveveereiieeseeneseese e 50

4.1.3. Disefio Central Compuesto — Optimizacién de superficie de respuesta. .. 51

4.2. FASE 2. Elaboracion del yogur funcional. ............ccccecoveiiiiiiciciiece e 54
4.2.1. Prueba sensorial de escala hedOnica. ...........ccoceveiiriiiiineneiieeees 54
4.2.2.  Analisis MiCrobiOlOQICOS. ......cviuiieiiiiierieiee e 56
4.2.3.  Analisis fiSICOQUIMICO. ......ooiiiiiiiiice e 57
4.2.4.  ANAlisis NULFICIONAIES. ........ooviiiiiiiei e 58
4.2.5.  Actividad AntIOXIAANTE. ........cocoiiiiiiiieeeee s 60

CAPITULO V .ttt 62
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......coooiiiiiiiieiieeesee e 62
5.1, CONCIUSIONES. ...ttt bbb 62
5.2, RECOMENUACIONES. ......ouetiiinieiiiteieiiet ettt 63
BIBLIOGRAFIA. ...ttt sen ettt ns st 64
ANEXOS. ..t 74



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Operacionalizacion de Variables............cccooeiiiiiiiieneee s 36
Tabla 2. Matriz del disefio experimental Plackett Burman. ...........ccccccoveveiiieieciennenne. 39
Tabla 3. Formulacion del yogur liquido con [-QIUCANO..........cccccovevveiieiieiieieee e 41

Tabla 4. Valores mas alto de produccion de f-glucanos obtenidos en los experimentos
del disefio Plackett-BUIrMan...........ccooiiiiiiiieiieee e 48
Tabla 5. Analisis de ANOVA para el disefio experimental Plackett-Burman del
tratamiento con ClOruro de AMONIO. .......covieiiiirinieeeie e e 49
Tabla 6. Disefio experimental del ascenso mas pronunciado y sus valores de produccion
de [-glucanos correspondientes. Las variables constantes fueron: pH (4,5), temperatura
(27,5°C) Y tIEMPO (B AIAS)...cveeveiirieireeieiieiteerie sttt re e e e sre e 50
Tabla 7. Diseiio central compuesto y sus valores de produccion de p-glucanos
correspondientes. Las variables constantes fueron: pH (4,5), temperatura (27,5 °C) y
HEMPO (B AIAS). ettt ettt 52
Tabla 8. Analisis de ANOVA para el Disefio Central Compuesto — Optimizacion de
SUPEITICIE A& RESPUESTA. ....c.veiveeiiecie ettt 52
Tabla 9. Resultado de la Prueba de Kruskal — Wallis del Analisis de Evaluacion
R T=] 0TS0 ] o - | OSSR 55
Tabla 10. Andlisis microbiologico del tratamiento T3 (1,5 de f-glucano). .................. 56
Tabla 11. Analisis fisicos quimicos del yogur natural (YN), yogur con fruta (YF) y del
tratamiento T3 (1,5 de B-QIUCAN0). ........ccccoiiiiiiiiiiee s 57
Tabla 12. Andlisis nutricionales del yogur natural (YN), yogur con fruta (YF) y del
tratamiento T3 (1,5 de B-QIUCAN0).........ccceiiiiiiiieiee s 59
Tabla 13. Capacidad antioxidante de los 3 distintos tratamientos, yogur natural (YN),

yogur con fruta (YF) y del tratamiento T3 (1,5 de S-glucano).........ccccovvvvrviiiininnnnn. 60



INDICE DE FIGURAS
Figura 1 Ubicacion de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi...........cccccoeneneee. 33

Figura 2 Instalaciones de los laboratorios de la Universidad Politécnica Estatal del

CAICNIL 1ottt bbb 33
Figura 3 Imagen del disefio de los medios de CUltivo. ...........cccccvevviiiiicii e 38
Figura 4 Diagrama del proceso para la elaboracion del yogur. .........c.ccccocovvveiveiincnnnnn, 42

Figura 5 Graficos de superficie de respuesta tridimensional para la influencia de

concertacion de bagazo y cloruro de amonio en la produccion de f-glucanos. ............. 53

Xi



INDICE DE ANEXOS

Anexo A Norma técnica ECUAOrIANa 2395 ........oveeieeiee et e e e e e e e e reeee e 74
Anexo B Ficha de Evaluacion SenSOrial. .........ooooeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 75
Anexo C. Preparacion del bagazo residual. ............cccoovveviiiiieiiccc e 76

Anexo D Crecimiento de la levadura en los medios de cultivo con bagazo de cafa de

Y41 o | GRS 78
Anexo E Beta glucano extraido y listo para afiadirlo al yogur. .........ccccceeviiiiveinennnn, 79
ANeXo F. Yogur Natural Dase. ..........ccevveiiiieiiece e 80
Anexo G. Analisis Sensorial de 1a MUESEIa. ........c.ccvevveriererese e 81
Anexo H Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Color por Tratamiento........ 82
Anexo | Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Olor por Tratamiento........... 83
Anexo J Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Sabor por Tratamiento ......... 84

Anexo K. Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Viscosidad por Tratamiento.

Anexo L Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Aceptacion Global por

T TR AIMIENTO. ettt ettt e e e et e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e ee et eeeeeeeeeaaeneees 86

Xii



RESUMEN

La produccion de B-glucanos a partir de recursos residuales es una tendencia creciente en
temas de sostenibilidad. El B-glucano extraido de levaduras posee propiedades bioactivas
que pueden ser usadas en la industria de alimentos, especificamente en el desarrollo de
alimentos funcionales. EIl objetivo de la investigacion fue optimizar las condiciones de
cultivo de la levadura Wickerhamomyces anomalus para la produccion de B-glucanos y
utilizarlo en el desarrollo de un yogur funcional con actividad antioxidante. Se probaron
3 fuentes de nitrdgeno: extracto de levadura, cloruro de amonio y urea en el medio de
cultivo. Se optimizaron por superficie de respuesta las condiciones de cultivo para
mejorar la produccion de B-glucanos. Los B-glucanos extraidos fueron usados en la
formulacién de un yogur funcional, al cual se le realizaron pruebas sensoriales, analisis
microbioldgicos, nutricionales, fisicoquimicos y actividad antioxidante. La fuente de
nitrogeno con mayor produccion de B-glucanos (170,02 g/100 g de biomasa) fue el
cloruro de amonio y el nivel dptimo para la mayor produccion de B-glucanos, fue de 84,05
0/100 g biomasa, usando 12 g/L de bagazo y de 7,41 g/L de cloruro de amonio. De
acuerdo a la evaluacion sensorial se determind que el T3 (1,5 B-glucanos) fue el
tratamiento con mayor aceptacién en los parametros de sabor y aceptabilidad general. En
los anélisis microbioldgicos, fisico quimicos y nutricionales, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos de yogures YN (Yogur Natural), YF
(Yogur con Fruta) y T3 (1,5 de B-glucanos). Finalmente, el T3 (1,5 de B-glucano)
presento la mayor actividad eliminadora de radicales DPPH con un 75,88 %, la cual fue
significativamente mayor en los tratamientos YF (64,85%) y YN (49,11%), evidenciando
que existe una actividad sinérgica entre los p-glucanos mas la fruta en el yogur, por lo
que la actividad captadora de radicales DPPH, aumentd al agregar los 3-glucanos.

Palabras claves.

B-glucanos, bagazo residual, Optimizacion por superficie de respuesta, yogur funcional,
actividad antioxidante.
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ABSTRACT

The production of B-glucans from residual resources is a growing trend in sustainability
issues. B-glucan extracted from yeast has bioactive properties that can be used in the food
industry, specifically in the development of functional foods. The objective of the
research was to optimize the culture conditions of the yeast Wickerhamomyces anomalus
for the production of B-glucans and use it in the development of a functional yogurt with
antioxidant activity. 3 nitrogen sources were tested: yeast extract, ammonium chloride
and urea in the culture medium. Response surface culture conditions were optimized to
improve B-glucan production. The extracted B-glucans were used in the formulation of a
functional yogurt, to which sensory tests, microbiological, nutritional, physicochemical
and antioxidant activity analyzes were carried out. The nitrogen source with the highest
production of B-glucans (170.02 g/100 g biomass) was ammonium chloride and the
optimal level for the highest production of B-glucans was 84.05 g/100 g biomass. , using
12 g/L of bagasse and 7.41 g/L of ammonium chloride. According to the sensory
evaluation, it was determined that T3 (1.5 B-glucans) was the treatment with the greatest
acceptance in the parameters of flavor and general acceptability. In the microbiological,
physical, chemical and nutritional analyses, no significant differences were found
between the YN (Natural Yogurt), YF (Yogurt with Fruit) and T3 (1.5 B-glucan) yogurt
treatments. Finally, T3 (1.5 B-glucan) presented the highest DPPH radical scavenging
activity with 75.88%, which was significantly higher in the YF (64.85%) and YN
(49.11%) treatments, showing that there is a synergistic activity between the B-glucans
plus the fruit in the yogurt, so the DPPH radical scavenger activity increased when adding
the B-glucans.

Keywords.

B-glucans, residual bagasse, response surface optimization, functional yogurt, antioxidant
activity.
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CAPITULO |

PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Actualmente, los residuos agroindustriales son un problema comun en la mayoria de las
plantas de procesamiento de alimentos, por lo que, es necesario buscar una reutilizacion
viable, para el desarrollo de alimentos nutritivos que no generen un impacto ambiental
(Morales, 2023), Genny et al. (2021) hacen énfasis en usar los residuos agroindustriales,
con el fin de generar una economia circular, es decir, optimizar los procesos y materiales
de una procesadora de alimentos para que los residuos de esta puedan convertirse en la

materia prima de otra.

En Ecuador, el sector azucarero ha tenido una gran transcendencia en la economia del
pais. Segun el Banco Central del Ecuador hasta el afio 2020 el sector de elaboracion y
refinacion de azucar registré $124,45 MM de valor agregado bruto, por lo que contribuye
con el 0,19% al PIB nacional (Corporacion Financiera Nacional, 2021). Las provincias
con mayor numero de empresas dedicadas a la manufactura de azicar son Guayas con el
60%, Tungurahua con el 20% y Cafiar e Imbabura con el 10% (Banco Central del
Ecuador, 2022). Por lo que, el incremento del sector azucarero es directamente

proporcional al incremento de desechos provenientes de dicha industria.

Mostacilla y Sandino (2013) indican que el proceso de produccion de azucar genera
residuos que se los agrupa por su estado, tales como, en estado sélido: ceniza, bagazo y
cachaza, en estado liquido: melaza, aguas del proceso de azucar y agua de lavado en el
ingenio y finalmente en estado gaseoso, como 6xido de nitrogeno y didxido de azufre.
Estos residuos se producen en grandes cantidades provocando graves problemas de
contaminacion, ya que afectan a las comunidades aledafias a los ingenios azucareros, a
los mantos acuiferos e incrementan la contaminacién al medio ambiente (Garcia Ramos
etal., 2022).
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El bagazo es uno de los residuos mas generados en el procesamiento de la cafia de azlcar
ya que se producen 0,14 toneladas (Tn) de bagazo por cada Tn de cafia procesada (Melati
et al., 2017). En el Ecuador el bagazo de cafia de azucar ha sido investigado como una
fuente de carbono renovable de bajo costo que se utiliza principalmente para la generacién
de bioenergia o es usado como generador de vapor en ingenios azucareros y destilerias
(Alvarado, 2021). Sin embargo, no existen investigaciones del uso del bagazo como

medio de cultivo para la produccién biotecnoldgica de biomoléculas como el B-glucano.

La produccién y uso excesivos de ciertos residuos peligrosos dentro de los sectores
quimico-industriales han generado una creciente preocupacion publica por su notorio
impacto en la salud y el bienestar ambiental. Por lo tanto, el mercado de productos
naturales sostenibles a través de una ruta méas verde ha llamado enormemente la atencion
de los productores y consumidores en la tltima década (Newman y Cragg, 2020). Una de
estas rutas verdes es la produccion biotecnologica de B-glucanos, que como cualquier
producto fermentativo, depende del microorganismo utilizado y de las condiciones de
cultivo, por lo que es necesario optimizar el crecimiento de la levadura en el medio

residual del bagazo para obtener la mayor cantidad de (3-glucanos.

Actualmente, entre los consumidores existe una creciente preocupacion sobre el impacto
de la composicion de la dieta en la salud, por lo que se ha fomentado a la industria
alimentaria a disefiar alimentos funcionales que aporten los nutrientes esenciales, ademas
de componentes con efectos benéficos sobre las funciones fisiol6gicas, como los
prebidticos, probidticos, péptidos bioactivos, carotenoides, antioxidantes, entre otros
(Sushytskyi et al., 2023).

Entre las tendencias de consumo de alimentos funcionales, se encuentran los productos
que tienen actividad funcional antioxidante, ya que los consumidores desean proteger las
células de su cuerpo del dafio causado por los radicales libres. Si los radicales libres
saturan la capacidad del cuerpo para regularlos, se produce una condicion conocida como
estrés oxidativo, donde se alteran negativamente los lipidos, proteinas y el ADN
desencadenando una serie de enfermedades humanas (Lobo et al., 2010). Algunos de
estos radicales libres se producen durante los procesos normales del cuerpo, como
respirar, hacer ejercicio y digerir los alimentos. Ademas de que existen factores externos
como el estres diario, el humo del cigarrillo y los contaminantes en el aire, el agua y los

alimentos. Por lo que una dieta rica en antioxidantes ayuda a mantener un equilibrio entre
16



los radicales libres y los antioxidantes y asi mantener una funcién fisiol6gica adecuada
(HealthLink BC, 2023).

Por lo antes expuesto, es importante investigar el uso del bagazo residual como fuente de
carbono para el crecimiento de levaduras y optimizar las condiciones del cultivo para la
mayor produccion de B-glucanos; los mismos que serdn utilizados en el disefio de un
yogur funcional que cumpla con la demanda de los consumidores por alimentos

funcionales con actividad antioxidante.
1.2. Preguntas de Investigacion.

1. ¢(Cudles son las condiciones Optimas de crecimiento de la levadura
Wickerhamomyces anomalus para la obtencion de mayor cantidad de B-glucanos?

2. ¢Cudl es la formulacion del yogur funcional con pB-glucanos con mayor
aceptabilidad sensorial?

3. ¢Existe capacidad antioxidante en la formulacion del yogur funcional con mayor

aceptabilidad sensorial?
1.3. Objetivos de investigacion
1.3.1. Objetivo General

Optimizar las condiciones de cultivo de la levadura Wickerhamomyces anomalus para la

produccion de B-glucanos y utilizarlo en el desarrollo de un yogur funcional.
1.3.2. Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones Optimas de crecimiento de la levadura
Wickerhamomyces anomalus para obtener la mayor produccion de B-glucanos.

2. Formular un yogur funcional a diferentes concentraciones de [-glucanos
extraidos.

3. Analizar los parametros fisicoquimicos, microbioldgicos, sensoriales y la

actividad antioxidante de la mejor formulacion.

1.4. Justificacion

La reutilizacion de los residuos de la industria azucarera pretende promover una economia

circular por medio de un uso Util e innovador para la industria de alimentos, que a su vez
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aproveche y reduzca los desperdicios agroindustriales (Genny et al., 2021). Estos
residuos se caracterizan por ser una fuente de alto contenido de carbono, de tal manera
que si se usan como sustrato para el crecimiento de las levaduras, las cuales tengan los
suficientes nutrientes para su crecimiento, obteniendo una mayor cantidad de levaduras y

por ende una mayor cantidad de produccion de B-glucanos (Rizal et al., 2020).

El bagazo de cafia de azUcar es una fuente de carbono renovable de bajo costo que puede
ser utilizada para la produccion de B-lucanos, ya que poseen una gran cantidad de
carbohidratos, por lo que representa una fuente de carbono sostenible para la produccién
microbiana de B-glucanos (Chandel et al., 2020). La produccion biotecnoldgica de -
glucano es una alternativa potencial gracias a que es una ruta sostenibilidad, se obtiene
un alto grado de pureza, es una produccion eficiencia y de rapido crecimiento microbiano
(Zbikowska et al., 2020).

Los B-glucanos son polimeros bioactivos que se encuentran ampliamente en plantas como
cebada y avena y en microorganismos como en bacterias, hongos y levaduras. Los f-
glucanos extraidos de levaduras han presentado actividad antioxidante, antimicrobiano,
criopreservantes y fijacion de grasa (Morales, 2023). Por lo que los B-glucanos extraidos

de levaduras tienen propiedades bioactivas de importancia (Zheng et al., 2022).

Optimizar las condiciones de cultivo de la levadura, es esencial en la produccion de
cualquier metabolito microbiano. En este caso, se pretende realizar la optimizacién con
el fin de obtener mayor produccion del compuesto bioactivo f-glucano y asi mejorar el
rendimiento del polisacarido, ya que varia enormemente entre la optimizacion previa y

posterior (Mahapatra y Banerjee, 2013).

Las levaduras son consideradas como una fuente de B-glucanos bioactivos que tienen la
capacidad de retrasar, impedir o eliminar el dafio oxidativo en las células humanas
(HealthLink BC, 2023). Los antioxidantes protegen las células del cuerpo del dafio
causado por los radicales libres ya que inhiben significativamente la accion dafiina y
lesiones al ADN, asi como también, la peroxidacion lipidica en liposomas inducida por

radicales hidroxilo y eliminan los radicales libres (Mo et al., 2017).

Actualmente, gracias a la excelente bioactividad de los B-glucanos se han utilizado en
distintas areas, como medicina, alimentos, cosméticos y suplementos alimenticios (Zhang

et al., 2023). Usar los B-glucanos extraidos de las levaduras en el disefio de un alimento
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funcional permite cumplir con la demanda creciente de la poblacion por consumir
alimentos de valor nutritivo y promover una economia circular aprovechando los

desechos agroindustriales de la industria azucarera.

En el Ecuador, el consumo de productos lacteos aumento después de la emergencia
sanitaria del COVID del afio 2020. Las principales industrias lacteas del pais, apuntan a
un incremento del 16% al 17% del consumo de leche liquida y sus derivados (EI Universo,
2020). Segun Dominguez, (2019); del 100% de la produccion de leche, el 25% se destina
a la produccion de derivados lacticos entre ellos el yogur. En el pais, el consumo del yogur
se ha incrementado, gracias a que es considerado como un producto de primera necesidad
para las familias (Lideres, 2020); con especial enfoque en los nifios, ya que les ayuda a

tener un crecimiento sano y lleno de nutrientes (Marciel, 2015).

Este tema de investigacion contribuye a los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) de
la agenda 2023 de la UNESCO, especificamente al objetivo 12 “Produccion y consumo
responsable”, ya que se promueve la reutilizaciéon de recursos en lugar de desecharlos,
fomentando una economia circular. Con el fin de promover una produccion y consumo
sostenibles, es decir, que utilicen eficientemente los recursos, minimicen los residuos, y
reduzcan los impactos ambientales negativos a lo largo del ciclo de vida de los productos
(UNESCO IESALC, 2023).

De la misma manera, el trabajo de titulacion se alinea con la linea de investigacion de
Agroindustrias y Produccion Sostenible de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi
(UPEC), ya que se pretende desarrollar un producto innovador (yogur funcional), el cual
encaja con el enfoque de la UPEC en agregar valor a los productos alimentarios mediante
la innovacién en procesos y productos agroindustriales. Por medio de una produccion
sostenible y tecnologias limpias, ya que el uso de levaduras para la produccién de
compuestos bioactivos, se considera parte de la investigacion de biotecnologia aplicada a
la agroindustria, la cual busca optimizar las condiciones de cultivo y promover practicas

mas limpias y eficientes.

19



CAPITULO 1I
FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. Antecedentes de la investigacion

Los residuos agroindustriales son generados en altas cantidades provocando
contaminacion al medio ambiente y a las aguas residuales, por lo que supera la capacidad
de regeneracion natural del medio ambiente. Con el fin de solventar esta problemaética,
Avramia y Amariei (2021) en su revision describieron el proceso de obtencion de -
glucanos insolubles a partir de residuos de levadura de la industria y proporcionaron una
idea de como un subproducto de la elaboracion de cerveza podia ser usado en la industria
alimentaria. Ellos determinaron que los B-glucanos provenientes de Saccharomyces
cervisiae eran usados como sustitutos de grasa en mayonesa, por sus propiedades de
pegado sobre harina de trigo y almiddn, capacidad gelificante, actividad prebiotica,
actividad antioxidante y finalmente como agente espesante y emulsificante. Concluyendo
que el subproducto de la elaboracion de cerveza, es decir la levadura Saccharomyces
cervisiae, tiene una composicion quimica que es utilizada y aprovechada en la industria

de alimentos.

Varelas et al. (2016), usaron por primera vez la biomasa de levadura para la produccion
de B-glucanos con el fin de elaborar alimentos con valor afiadido como parte de la
industria vitivinicola integral y sostenible. Para el aislamiento de 3-glucanos a partir de
lias de vino, primero se realiz6 una lisis de las levaduras a 55°C, pH 5,0 y 48 h con acido
acético, después se realizo la extraccion alcalina con NaOH. Como resultado se obtuvo
que la fraccion mas pura de f-glucano y con mayor rendimiento de lias de vino fue cuando
se usd NaOH a2 M, 0,5 h y 90°C, muestra 1:5 concentracion de NaOH. Concluyendo que
las lias de desecho de levaduras constituyen una forma innovadora de produccion de f-

glucanos, los mismos que pueden tener aplicaciones en la creacion de nuevos
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nuevos productos de B-glucanos con polifenoles del vino e incorporarlo en alimentos

funcionales.

La optimizacion es esencial en la produccién de cualquier metabolito microbiano, ya que
se obtiene mayor cantidad del compuesto y se mejora el rendimiento del producto. Un
ejemplo de lo mencionado se observa en la investigacion realizada por Mahapatra y
Banerjee (2013) quienes investigaron la  optimizacion de la produccion de
expolisacaridos a partir de un hongo filamentoso Fusa rium solani SD5, con el objetivo
de mejorar la produccion de exopolisacaridos. En cuanto a la optimizacién se empleo el
método de una variable a la vez y la metodologia de la superficie de respuesta para
encontrar las condiciones dptimas del medio de crecimiento y de fermentacion. Como
resultado se obtuvo que el organismo produjo el maximo de exopolisacaridos después de
13,68 dias de incubacion a 28°C en caldo de papa dextrosa suplementado con (% g/l) 9,8
glucosa; 0,69 de extracto de levadura, 0,05 de KCI; 0,05 de KH,P0O, y a un pH de 6,46.
Cuando se usé 50 ml de medio en un matraz Erlenmeyer de 250 ml se dio la méxima
produccion de exopolisacaridos. El organismo produjo mas del doble de exopolisacaridos
en condiciones Optimas (2,276 + 0,032 g/l) en comparacién con las condiciones
preoptimizadas (0,96 + 0,021 g/lI). Por lo que se concluye que este tipo de investigaciones
son necesarias para la produccion de exopolisacéaridos en biorreactores a gran escala

destinados a su industrializacion ya sea para las industrias farmacéuticas o alimentarias.

La investigacion realizada por Atta-Allah et al. (2023) tuvo como objetivo evaluar un
modelo estadistico para mejorar la produccion microbiana de B-glucanos a partir de
recursos de desechos. Teniendo en cuenta el objetivo, el presente estudio fue llevado a
cabo para la mayor obtencion de p-glucanos a partir del microorganismo Kluyveromyces
lactis cultivado sobre residuos de frutas, verduras y suero; un subproducto de la
fabricacion de queso. También se optimizd el proceso de produccion mediante la
metodologia de superficie de respuesta. Se obtuvo que las concentraciones de minerales
y vitaminas influyeron significativamente en el rendimiento de p-glucano
para Kluyveromyces lactis. El rendimiento maximo de B-glucano recuperado de K. lactis
fue de 407 mg/100 ml. Por lo que se concluye que enriquecer los medios basados en
desechos agroindustriales con ingredientes nutricionales mejora el rendimiento de -
glucanos, cumpliendo con la creciente demanda de B-glucanos utilizados en las industrias

alimentaria y farmacéutica.
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Abdeshahian et al. (2020), tuvieron como objetivo producir -glucanos a partir de fuentes
de carbono econdémicas como las sustancias lignocelul6sicas. Utilizaron el bagazo de cafia
de azlcar para la produccion de B-glucano extracelular a partir de Lasiodiplodia
theobromae CCT3966. Primeramente, el bagazo de azucar lo sometieron a un
pretratamiento acido y alcalino y posteriormente a una hidrolisis enzimética usando
enzima celulasa. Como resultado obtuvieron que se liber6 una cantidad de glucosa de
48,65 g/l después de la hidrolisis enzimatica con una conversion de celulosa a glucosa del
69,09%. Para la produccion del B-glucano, se cultivo la cepa fungica en el hidrolizado del
bagazo de cafia de azicar mas la fuente de nitrégeno: extracto de levadura (1g/l) a 28 °C
y un pH del cultivo inicial de 7. El mayor rendimiento y productividad de B-glucano fue
de 0,047 gg?, se obtuvo a las 72 h de fermentacion. Concluyendo que la produccion de
B-glucano a partir de hidrolizado fue consistente con el modelo cinético del proceso, por
lo que el bagazo de cafia de azlcar podria ser una fuente prometedora de obtencion de

glucosa.

Ascencio et al. (2021), investigaron la produccion de Lasiodiplodan, un (1—6)-p-d-
glucano, el cual es un exopolisacarido con alto valor comercial y muchas aplicaciones en
alimentos, por medio de alternativas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. El
objetivo de su investigacion fue la produccidn de lasiodiplodan a partir de bagazo de cafia
de azucar, un importante residuo agricola lignoceluldsico, por Lasiodiplodia
theobromae CCT 3966. Para lo cual, usaron como fuente de carbono el bagazo de cafia
de azucar hidrolizado, suplementado con salvado de soja o salvado de arroz (fuente de
nitrogeno) fue de 16,2 [6,8 x 10 3 Da] y 22,0 [7,6 x 10 3Da] g/L, respectivamente. Como
resultados obtuvieron que Lasiodiplodan mostr6 alta pureza, baja solubilidad,
comportamiento  pseudoplastico 'y estaba compuesto por unidades de
glucosa. Concluyendo que este es el primer informe sobre la produccion mas alta de
lasiodiplodan basado en bagazo de cafia de azucar y que L. theobromae, es una excelente
fabrica de células microbianas ya que demostro el potencial comercial para la produccion

sostenible de lasiodiplodan a partir de materia prima de biomasa renovable.

Existen investigaciones sobre el uso del B-glucanos como un ingrediente tecnoldgico,
usandolo en la elaboracion de alimentos funcionales. Un ejemplo lo contribuye el trabajo
de Mah et al. (2020), quienes en Estados Unidos investigaron el efecto de B-glucanos
extraidos de levaduras en la incorporacion en una bebida dietética procesada UHT sobre

la aparicién y gravedad de las infecciones urinarias y su impacto en el régimen de
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entrenamiento de personas sometidas a un ejercicio intenso. El estudio fue aleatorizado y
controlado con placebo, los participantes recibieron 250 mL/d de bebida lactea que
contenian 25 mg de B-glucanos de levadura dispersable y 0 mg de B-glucanos de levadura
(control) durante 91 dias. Las personas que completaron el estudio con la bebida de -
glucanos declararon significativamente menos dias sintométicos de infecciones urinarias,
(3,43 £ 6,44 dias, m&ximo 27 dias) en comparacion con los que tomaron la bebida control
(3,84 £ 6,84 dias, maximo 27 dias). Concluyendo que el consumo de bebidas lacteas con
B-glucanos de levadura reduce los dias con sintomas de infecciones urinarias, la gravedad
de los sintomas. De tal manera que los B-glucanos extraidos de levaduras si tienen

actividad funcional en alimentos.

Mejri et al. (2014) en Tunisia, investigaron la valorizacion de la levadura gastada para la
extraccion de B-glucanos que son usados en la industria alimentaria y farmacéutica. Para
lo cual ellos extrajeron los B-glucano y los incorporaron en distintas concentraciones 0,
0,5, 1, 1,5 y 2%, como un sustituto de grasa en yogur sin grasa. Se analizaron las
siguientes propiedades fisicoquimicas cinética de acidificacion, color, estabilidad fisica y
reoldgicas de las muestras durante el almacenamiento en refrigeracion (28 dias). En la
extraccion se obtuvo el f-glucano con un rendimiento del 13,79% y una pureza en glucosa
del 96,50%. Mientras que en la adicion del B-glucano en el yogur indicé que tenia una
capacidad de union al agua (117 g/100 g de B-glucano), una capacidad de union al aceite
(54 g/100 g de B-glucano) y capacidad para estabilizar emulsiones (39 % en base
humeda). La aplicacion de B-glucano en yogur de leche desnatada mejoro las propiedades
reoldgicas y la estabilidad fisica del producto en comparacion con el yogur control.

La adicién del 1,5% fue la mejor proporcion con atributos deseables a la de un yogur con
toda la grasa. Tenia una cinética de acidificacion similar, acidez similar (138 0 D), una
capacidad de retencion de agua similar (12,48 %), una luminosidad menor (L* = 81,93
frente a 84,41 ) y valor amarillo (b* = 5.03 versus 6.56), valor rojo similar (a* = -4.82),
valores similares de viscosidad y consistencia (n = 1.30 Pa.s, k = 10.48 Pa.sn) y un menor
indice de flujo (n = 0,39) que el del yogur con toda la grasa. De tal manera que es evidente
que la incorporacion de B glucano en el yogur seria un sustituto de grasa ideal y, al mismo
tiempo, beneficiaria al consumidor con una serie de beneficios para la salud. Es necesario

realizar mas estudios para su aplicacion en otros productos lacteos.
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Chirsanova et al. (2021), investigaron la aplicacion de los B-glucanos obtenidos del
sedimento de levadura resultante de la elaboracion del vino local Viorica. Determinaron
la cantidad de B-glucanos en el sedimento de levadura por medio de dos métodos: el
método de calculo y el método de laboratorio y obtuvieron cantidades similares, 29,92 +
0,47y 28,17 + 0,32 respectivamente. Después, los B-glucanos obtenidos los incorporaron
en varias concentraciones 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4% y 0,5% en el yogur de leche
desnatada. Analizaron el efecto de la adicion de B-glucanos sobre las propiedades
fisicoquimicas de los yogures recien preparados. La adicion de B-glucanos influyo
positivamente en la formacion del gel, lo que resulté en una disminucion del tiempo de
fermentacion del yogur. El punto de pH final de 4. 5 se alcanz6 una hora antes (en 4 horas)
en comparacion con la muestra de control (en 5 horas). Los resultados mostraron que no
hay cambios significativos en las propiedades fisicoquimicas (acidez titulable, pH,
viscosidad y sinéresis). Concluyendo que los B-glucanos se pueden utilizar como agente
espesante para yogures bajos en grasa al acortar el periodo de fermentacion y no cambiar

esencialmente las caracteristicas sensoriales.
2.2. Marco teorico
2.2.1. Residuos agroindustriales de la industria azucarera.

Vargas y Pérez (2018) mencionan que las agroindustrias generan grandes cantidades de
residuos en distintas etapas del proceso productivo lo que ocasiona un problema a nivel
local y mundial, ya que la mayoria de estos residuos no cuentan con un tratamiento o
disposicion adecuada, por lo que esta condicion agrava el proceso de contaminacién

ambiental.

La industria azucarera tiene como fuente de materia prima principal la produccion de cafia
de azlcar, la cual se caracteriza por ser un ingrediente basico en la preparacion de
alimentos y bebidas (Garcia Ramos et al., 2022). Al igual que los demas procesos
agroindustriales, la industria azucarera genera grandes residuos que provocan graves
problemas de contaminacion, sin embargo dichos residuos pueden ser revalorizados en la
produccién de biocombustibles y en productos de valor agregado nutricional (Gutiérrez-
Antonio et al., 2020).

El impacto ambiental que se genera por los productos residuales, puede ser disminuido al

usar los residuos y generar una economia circular. Optimizando los procesos y materiales
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de la procesadora de azUcar para que los residuos de esta puedan convertirse en la materia
prima de otra industria (Genny et al., 2021). Es decir, los nutrientes de estos residuos

pueden ser usados para la produccion de nuevos productos (Garcia Ramos et al., 2022).

Uno de los desechos de la industria azucarera es el bagazo, el cual es un residuo fibroso
de la molienda de cafia (Garcia Ramos et al., 2022). El tallo de la cafia de azlcar consta
de dos partes, una médula interior que contiene la mayor parte de la sacarosa y una corteza
exterior con fibras lignocelulésicas. Durante el procesamiento del azucar, el tallo de la
cafia de azucar se tritura para extraer sacarosa. Este procedimiento produce un gran
volumen de residuos (aproximadamente 240 kg de bagazo con 50% de humedad por
tonelada de cafia de azlcar) que contiene tanto corteza triturada como fibras de médula
(Sidana y Farooq, 2014). El bagazo de cafia de azUcar contiene material lignocelulésico
complejo cuyo componente mas abundante es la celulosa (33-36%), la hemicelulosa es
la segunda fraccion predominante (28-30%) y la lignina es el 22% (Garcia Ramos et al.,
2022).

2.2.2. Optimizacion del medio de cultivo.

La optimizacion de los medios de cultivo puede tener un alto grado de influencia sobre la
velocidad de crecimiento de diferentes microorganismos y en la produccion de
biomoleculas. La produccion de moléculas de interés por parte de los microorganismos
depende en gran medida de las cepas y especies presentes, asi como de sus condiciones
nutricionales y de cultivo (Pylak et al., 2021). Los cambios menores en la composicion
de los medios pueden afectar sustancialmente la cantidad y calidad de las moléculas de
interés. El disefio de un medio apropiado y la determinacion de las condiciones de cultivo
son de suma importancia para mejorar el rendimiento de la produccion de biomoléculas
de interés (Yan Yun et al., 2018)

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es un disefio experimental atil para
optimizar los parametros de mayor crecimiento y produccion de biomoléculas mediante
la aplicacion de matematica y estadistica (Feng et al., 2011). El uso de RSM para consiste
en los siguientes experimentos: 1) usar el disefio de Plackett-Burman para identificar
factores que impactan significativamente en el proceso de fermentacién; 2) ascenso mas
pronunciado para determinar el rango aproximado de las mejores condiciones de
fermentacion utilizando los factores clave; y 3) Disefio central compuesto para establecer

el modelo de fermentacién y determinar las condiciones Optimas de fermentacion (Yan
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Yun et al., 2018). Los resultados de la optimizacion permiten conocer los valores
especificos de nutrientes que requiere el microorganismo por lo que evito la adicion
innecesaria de componentes en exceso en el medio de cultivo. En comparacion con otros
métodos de optimizacion, RSM requiere menos ensayos para calcular las numerosas

variables y sus interacciones (Yan Yun et al., 2018).
2.2.2.1. Disefo de Plackett-Burman

El Disefio de Plackett-Burman fue desarrollado por R.L. Plackett y J.P. Burman en 1946,
con el fin de mejorar el proceso de control de calidad. Es un experimento disefiado para
identificar los factores mas importantes al inicio del proceso experimental. Los disefios
de Plackett-Burman pueden ajustar de 2 a 47 factores que tengan cada uno 2 niveles
(Vanaja y Rani, 2007).

La aplicacion principal de Plackett-Burman es identificar las variables que presentan
significancia en el disefio; es decir observar que factores afectan a la variable respuesta
para identificar las regiones 6ptimas (Trocine y Malone, 2000). Un disefio factorial comun
2k, excede los recursos necesarios en la mayoria de etapas que se requiera utilizar; ya que
al ser varias variables, la respuesta se ve afectada, ocasionando que la identificacion
individual de las variables no se logre visualizar. De tal manera que la aplicacion del
disefio Plackett-Burman, permite obtener los resultados invirtiendo menos recursos,
tiempo y experimentos, logrando clasificarse como uno de los disefios mas empleados en

la industria (Vanaja y Rani, 2007).
2.2.2.2. Experimento del ascenso mas pronunciado

El método del ascenso méas pronunciado es un método mediante el cual el investigador
avanza secuencialmente a lo largo del camino del ascenso mas pronunciado, es decir, a
lo largo del camino de maximo aumento en la respuesta predicha. Por lo que, permite
moverse rapidamente hacia la vecindad general del 6ptimo mediante la experimentacion;
deduciendo que el objetivo no es encontrar la configuracion de las variables que
produzcan una respuesta 6ptima, sino buscar una nueva region operativa en la que se

mejore el proceso o producto (Kleijnen y Angun, 2004).

Una vez que se detecta la region optima, se debe disefiar y realizar un experimento mas
elaborado para ajustar un modelo de superficie. A medida que la region experimental se

acerca a la region de condiciones operativas optimas, se espera que la curvatura
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prevalezca y el disefio se detiene cuando los resultados dejan de ser coherente (Kowalski
et al., 2005).

2.2.2.3. Disefio Central Compuesto — Optimizacion de superficie de respuesta.

El disefio compuesto central es un disefio de superficie de respuesta que, ademas de los
factores de nivel, tiene un punto axial o de estrella. El punto axial o estrella aumenta el
namero de niveles brindando flexibilidad al disefio experimental. Sus ventajas sobre Box-
Behnken es que permite al disefiador experimental saber qué efecto tuvieron los factores
en la respuesta, si el disefiador experimental va mas alla o por debajo de los niveles de
factores elegidos. También proporciona predicciones de alta calidad de los efectos de
interaccion lineal y cuadrética de los parametros que afectan el proceso (Olawoye, 2021).

2.2.3. Condiciones de cultivo para levaduras.

Para el crecimiento y desarrollo de levaduras, estas necesitan una fuente de carbono
organico, de nitrégeno ya sea organico e inorganico, minerales, una temperatura, pH y

tiempo adecuado.

e Fuente de carbono. Induce el crecimiento celular en la fase estacionaria, lo que
sugiere que la fuente de carbono es el nutriente critico que estimula el crecimiento.
Las levaduras pueden usar fuentes de carbono fermentables como no
fermentables. Las fuentes de carbono fermentables son maltosa, galactosa,
glucosa, fructosa y sacarosa; mientras que las no fermentables son glicerol, etanol
y acetato. La concentracion recomendada de fuente de carbono varia desde el 5-
15 % (Tomova et al., 2019).

e Fuente de nitrégeno. EIl nitrégeno, afecta al crecimiento de la levadura y al
rendimiento de la fermentacion, incluida la formacion de metabolitos secundarios.
Ademas de que se necesita para la sintesis de proteinas y estructura de la misma.
Las levaduras pueden usar fuentes de nitrogeno organico e inorganico. Las fuentes
de nitrogeno organico son extracto de levadura, extracto de carne y pectona;
mientras que las inorganicas son cloruro de amonio y urea. La concentracion
recomendada de fuente de nitrégeno varia desde 2-6 % (Raita et al., 2022).

e Temperatura. La temperatura afecta el consumo de azlcar por parte de las

levaduras, por lo que a temperaturas elevadas permiten un crecimiento mas rapido
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y extenso de la levadura. Se determiné que el rango éptimo de la temperatura de
las levaduras es de 25°C a 30°C (Yilmaztekin et al., 2013)

e Tiempo. La mayoria de las levaduras presentan un crecimiento entre los 4 a 7 dias
(Mendozat, 2005).

e pH. El pH optimo en el cual se desarrollan mejor las levaduras, esta entre 3y 6.
Las levaduras soportan medios mas 4&cidos, en comparacion a otros
microorganismos, lo que es aprovechado en los procesos industriales para
mantener el medio controlado de bacterias que puedan competir por el sustrato
(Suérez, Machin; Garrido, 2016).

2.2.4. Fuentes de B-glucanos.

El B-glucano es un polisacarido no amilaceo que consiste en unidades de glucosa unidas
a través de enlaces glucosidicos. El B-glucano es un polisacarido formado principalmente
a través de enlaces glucosidicos 3-1,3. Las paredes celulares de los micoorganismos estan
compuestas de B-glucanos. Por lo tanto, los seres humanos consumen sin querer [-
glucanos a través de su dieta habitual. Las fuentes primarias de p —glucanos en la dieta

para humanos son los granos de cereales, hongos y levaduras (Nakashima et al., 2018).
2.2.5. B-glucanos extraidos de levaduras.

Los B-glucanos extraidos de levaduras se caracterizan por ser los mas bioactivos ya que
presentan actividades funcionales (Mykhalevych et al., 2022). Entre estas actividades
funcionales se encuentra la actividad antioxidante, es decir tienen la capacidad de eliminar
los radicales libres, en la industria de alimentos se han usado para brindar a los
consumidores alimentos funcionales que tengan actividad antioxidante (Nakashimaet al.,
2018).

2.2.6. Funciones de los p-glucanos en la dieta.

Se evaluo los efectos bioldgicos de los B-glucanos en la dieta después de su purificacion,
con el fin de comprender la relacion entre la estructura y funcion de los B-glucanos, y se
informo que tiene varios efectos en el cuerpo humano después del consumo como una
reduccion en el nivel de colesterol, prevencion de la diabetes, regulacion de la microflora
intestinal, actividades antioxidantes, efectos antitumorales e inmunoestimulacion
(Nakashima et al., 2018).
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2.2.7. Actividad Antioxidante de los -glucanos.

El mecanismo de los B-glucanos como agentes antioxidantes atin no se comprende bien,
a pesar de lo mencionado, los estudios previos indicaron que la actividad antioxidante
estéd relacionadas con la actividad del hidrogeno anomérico de moléculas que pueden
actuar como inhibidores de radicales libres (Tsiapali et al., 2001). Mientras tanto, cuantos
mas grupos hidroxilo estén expuestos en la cadena molecular de los B-glucanos, mejor se

realizara la eliminacion de radicales (Ahmad et al., 2016).

La actividad eliminadora de radicales libres de los alimentos con B-glucanos se ve
afectada por la cantidad de B-glucano, de tal manera que su abundancia es importante
para esta accién. Los efectos antioxidantes de los B-glucanos ingeridos en alimentos
posiblemente previenen el dafio causado al intestino por los radicales libres. Ademas,
varios estudios en ratas como organismo modelo han revelado que la actividad
antioxidante del B-glucano administrado por via oral también esté dirigido contra el estrés
oxidativo inducido, incluso en los 6rganos internos como los rifiones y el higado (Carvajal
Carvajal, 2019). Estos informes implican que el B-glucano ejerce el efecto antioxidante
mediante cualquiera de los siguientes mecanismos: el B-glucano incorporado al sistema
circulatorio elimina los radicales libres que se encuentran alli, o el f-glucano estimula el
sistema antioxidante innato a través de receptores especificos en el sistema inmunolégico

de la mucosa y la posterior liberacion de citoquinas (Nakashima et al., 2018)
2.2.8. Alimentos funcionales.

Actualmente, los consumidores tienen interés por el papel que desempefian los alimentos
especificos o componentes alimentarios fisiolégicamente activos, llamados alimentos
funcionales, con el fin de mejorar y mantener una buena salud (Pang et al., 2012). De
manera general todos los alimentos son funcionales por su valor nutricional por ende
indispensable para la supervivencia. Sin embargo, el término ‘alimento funcional’ tiene
una connotacion diferente, ya que ademas de proporcionar los nutrientes necesarios
proporciona un beneficio fisiologico adicional. Para los consumidores actuales, los
alimentos son considerados, no sélo esenciales para la supervivencia, sino también como
un medio para garantizar la salud. Una de las razones del interés de los consumidores por
alimentos funcionales, es el aumento de la incidencia de desequilibrios metabolicos
graves como: obesidad, la diabetes tipo 2, la hipertension, las alergias e intolerancias

alimentarias y los trastornos gastrointestinales e inflamatorios. Por lo que, una buena
29



nutricion es vital para la salud, el crecimiento, desarrollo 6ptimo y la prevencion de
enfermedades (Go et al., 2005).

2.2.9. Yogur uncional.

El yogur es conocido por sus efectos beneficiosos para la salud y la nutricion humana. La
produccion y el consumo de yogur aumentan cada afio en Ecuador. El yogur es un
alimento probidtico, ya que contiene una mezcla de cultivos lacteos que se incorporan a
la leche con el objetivo de obtener un producto con caracteristicas especificas. Aportando
grandes beneficios a la salud de todas las personas de cualquier edad y condicion (A.
Espinoza y Zapata, 2010). Sin embargo, carece de f-glucanos, que son reconocidos por
su importancia nutricional como ingredientes bioactivos funcionales (Singh et al., 2012).

2.2.9.1. Condiciones de Calidad del yogur.

e Grasa. La grasa esta compuesta por lipidos que influyen en la consistencia y
textura del producto. El aporte de grasa del yogur debe ser mayor o igual a 1. Si
el aporte de grasa en nuestra dieta este dentro del valor establecido, beneficia a la
salud, ya que es una fuente energética ademas de estar presentes en las membranas
celulares y ejercen funcién de proteccion a nuestros drganos internos (A. Espinoza
y Zapata, 2010).

e Proteina. La proteina que se encuentra en el yogur mantiene y renueve los tejidos
del cuerpo humano. La concentracidn proteina es este lacteo es mayor al de la
leche y dese ser mayor o igual a 2,8. Se conoce que al consumir yogur no debe
haber molestias estomacales ya que la proteina del yogur es altamente digestible
por que se encuentran coaguladas antes del consumo (A. Espinoza y Zapata,
2010).

e pH. El valor de pH debe estar entre 4,2 — 4,5 siendo el deseable 4,6 para obtener
el aroma y caracteristicas deseables (J. Espinoza, 2007).

e Acidez titulable. Segan la INEN (2011), el valor de la acidez titulable debe estar
entre 0,85 — 0,95 % de &cido lactico.

2.2.10. Alimentos funcionales con actividad antioxidante.

Se ha demostrado que la nutricion juega un papel crucial en la prevencion de

enfermedades crénicas, ya que la mayoria de ellas pueden estar relacionadas con la
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dieta. Los alimentos funcionales no solo son necesarios para vivir, sino también son una
fuente de bienestar mental y fisico, contribuyendo a la prevencion y reduccion de factores
de riesgo para varias enfermedades o potenciando ciertas funciones fisioldgicas. Un
alimento puede considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que afecta de
manera beneficiosa una o mas funciones especificas del cuerpo, mas alla de los efectos
nutricionales adecuados, de una manera que sea relevante para el estado de bienestar y la

salud o para la reduccion del riesgo de una enfermedad (Roberfroid, 1999).

Uno de los ejemplos son los alimentos funcionales con actividad antioxidante los cuales
actian como eliminador de radicales, donador de hidrégeno, donador de electrones,
descomponedor de perdxido, inhibidor de oxigeno, inhibidor de enzimas y agente
quelante de metales (Lobo et al., 2010).

2.2.11. Determinacion de la actividad antioxidante por DPHH.

En la actualidad una de las técnicas mas usadas es la espectroscopia, por la cual se puede
medir la actividad antioxidante, midiendo la colorimetria de las sustancias (Kuskoski et
al., 2005). El método DPHH (2,2-Difenil-1-Picrilgidrazilo), consiste en la captacion de
radicales libres, por medio de la aceptacion de un electron o atomo de hidrégeno por la
molécula DPPH, la cual en metanol es de color violeta intenso. La solucién DPPH al
reaccionar con una sustancia antioxidante dona un dtomo de hidrégeno, cambiando el
color inicial violeta a amarillento, siendo el color amarillento un indicador de que la
sustancia tiene actividad antioxidante. El cambio de colorimetria se lo determina en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm. Este método se observa
directamente en comparacion a otros ya que los demas requieren el uso de una reaccion

quimica, enzimatica o electroquimica (Kuskoski et al., 2005).
2.3. Marco Legal

Las opciones legales para el uso de B-glucanos derivados de levadura como un nuevo
ingrediente alimentario se encuentran bajo el Reglamento del Parlamento Europeo y del
Consejo (UE) 2015/2283 de 25 de noviembre de 2015 relativo a nuevos alimentos
(Caruso et al., 2022).

La presente investigacion se fundamenta en los siguientes articulos de la constitucién:
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Art. 3. Son deberes primordiales: Numeral 3. “Fortalecer la unidad nacional en la
diversidad”; Numeral 5. “Planificar el desarrollo nacional, erradicar la pobreza, promover
el desarrollo sustentable y la redistribucion equitativa de los recursos y la riqueza, para

acceder al buen vivir” (Asamblea Nacional del Ecuador, 2008).

El Art. 281 de la constitucion determina que: “La Soberania Alimentaria constituye un
objetivo estratégico y una obligacion del Estado para garantizar que las personas,
comunidades, pueblos y nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y
culturalmente apropiado de forma permanente”; ademas de ser una base fundamental de
informacion para la estrategia nacional de cambio de matriz productiva. Ademas: El
mantenimiento de la salud de los vegetales mediante medidas preventivas, como la
eleccion de especies y variedades apropiadas que resistan a los parasitos y a las
enfermedades, las rotaciones apropiadas de cultivos, abonos organicos, abonos verdes,
leguminosas, los métodos mecanicos y fisicos y la proteccion de los enemigos naturales
de las plagas. La fertilidad y la actividad bioldgica del suelo deberdn ser mantenidas o
incrementadas mediante la rotacién plurianual de cultivos o asociacién de cultivos para
el caso de los perennes que comprenda las leguminosas y/u otros cultivos de abonos
verdes y la aplicacion de estiércol animal o materia organica, ambos de preferencia
compostados. Un plan de manejo de suelos en la produccién de alimentos y pastos, que
detalle las rotaciones, siembra de abonos verdes y otros métodos de enmienda para

enriquecer el suelo en la produccion de forrajes (Asamblea Nacional del Ecuador, 2008).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Descripcion del area de estudio/Grupo de estudio

La investigacion se la llevo a cabo en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Estatal del Carchi (UPEC), ubicados en las instalaciones de la Universidad, en la ciudad
de Tulcén. Para lo cual, se usaron los laboratorios de microbiologia y biotecnologia,

analisis de calidad y evaluacion sensorial, tal y como se observa en la Figura 1y 2.

Figura 1

Ubicacidn de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi.
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Figura 2

Instalaciones de los laboratorios de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi.




3.2. Enfoque y tipo de investigacion
3.2.1. Enfoque

La investigacion tiene un enfoque en la optimizacion de las condiciones de cultivo de la
levadura Wickerhamomyces anomalus para la mayor produccion de B-glucanos en la

elaboracion de un alimento funcional con actividad antioxidante.

De tal manera que el enfoque de la investigacion fue cuantitativo ya que se recolectaron
datos en base a mediciones numéricas, que fueron analizados estadisticamente para
establecer patrones de comportamiento en la optimizacion y en la elaboracion del

producto (Sampieri Hernandez et al., 2002).
3.2.2. Tipo de Investigacion

La investigacion fue de tipo experimental ya que se obtuvieron datos a través de la
experimentacién, a partir de metodologias recopiladas en fuentes bibliograficas. Los
datos fueron evaluados con respecto a las variables definidas y se dio respuesta a las
preguntas de la investigacion (Sampieri Hernandez et al., 2002).

En la investigacion se planteé como variable independiente el porcentaje de fuente de
carbono - bagazo y condiciones del medio 6ptimo, y se evalud la mayor produccion de B-
glucanos, de tal manera que se evidenciaron cambios en la variable dependiente. En
cuanto a la elaboracidn del yogur funcional la variable independiente fue el porcentaje de
B-glucano, y se observo la calidad del producto y actividad antioxidante.Por lo que los
datos que se recolectaron permitieron analizar la causa y efecto de la investigacién de
manera experimental y lograr que la investigacion sea reproducible con el fin de verificar

0 comprobar los resultados obtenidos.
3.3. Definicién y operacionalizacién de variables
3.3.1. Definicion de variables

Primera fase. Optimizacion de produccion de B-glucanos extraidos de la levadura

Wickerhamomyces anomalus.

Variables Independientes:
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e 9% Fuente de carbono bagazo residual de cafia de azucar.
e Condiciones del medio éptimo: tiempo de incubacion, pH, temperatura, fuente de

nitrégeno.
Variables Dependientes:

e % de B-glucano con mayor rendimiento.
Segunda fase. Elaboracion de un yogur funcional.
Variables Independientes

e % de B-glucano adicionado.

Variables Dependientes:

e Pardmetros de calidad: evaluacién sensorial, andlisis fisicoquimicos,
microbioldgicos y nutricionales del yogur funcional.

e Actividad antioxidante del yogur.
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3.3.2. Operacionalizacion de variables

Tabla 1

Operacionalizacion de Variables

Variables Dimensiones Indicadores Técnicas Items
Optimizacién de produccion de B-glucanos
VI
% Fuente de carbono bagazo Porcentaje 5¢/1000ml Gravimétrica (Sidana y Farooq, 2014)
15g/1000ml
Condiciones del medio de Tiempo de incubacién 4 dias Incubadora (Feng et al., 2011)
cultivo 7 dias
pH 3 Potenciométrica (Feng et al., 2011)
6
Temperatura 25°C (Feng et al., 2011)
30°C
Nitrégeno:

Extracto de levadura
Cloruro de amonio
Urea

2¢/1000ml — 6¢/1000ml
2¢/1000ml — 6g/1000ml
2¢/1000ml — 6g/1000ml

Gravimétrica

(Feng et al., 2011)

VD
% de pB-glucano con mayor

Porcentaje de B-glucano g/100 g de biomasa

Espectrofotométrica

(Lépez-Legarda et al., 2017)l

rendimiento. producido.
Fase 2. Elaboracion del yogur funcional.
VI
% de B-glucano extraido. Porcentaje 0,59/1000 ml Gravimétrica (Villalva et al., 2018)
1g/1000 ml
1,59/1000 ml

36



VD

Parametros de Calidad

Sensorial

Analisis fisicoquimicos

Composicion Nutricional

Analisis microbiol6gicos

Color

Olor

Sabor

Viscosidad
Aceptacion Global

pH

Acidez titulable
Solidos totales
Cenizas

Grasas
Proteinas

E. coliy coliformes UFC
Aerobios meséfilos UFC
Hongos y levaduras UFC

Andlisis sensorial de aceptacion
mediante una escala hedénica.

Potenciometria
Volumétrica
Humedad
Humedad

Gerber
Kjeldahl

Siembra de profundidad

Hoja de evaluacion sensorial

(Reyes J. y Ludefia F, 2015)
(Reyes J. y Ludefia F, 2015)
(AOAC 990.20, 2023)
(AOAC 942.05, 2023)

(AOAC 991.20, 2023)
(Garcia Martinez y Fernandez
Segovia, 2013)

(Reyes J. y Ludefia F, 2015)

Actividad
yogur

antioxidante

del

Actividad antioxidante

Absorbancia a 517 nm

Espectrofotometria

(Salem et al., 2016)
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3.4. Procedimientos
3.4.1. FASE 1. Optimizacion de produccion de B-glucanos
3.4.1.1. Disefio del medio de cultivo

Se obtuvo el bagazo de cafia de azucar en el ingenio azucarero del Norte ubicado en la
provincia de Imbabura — Ecuador. La metodologia se basé en el trabajo realizado por
(Sidanay Farooq, 2014), con ligeras modificaciones. El bagazo se deshidrato en un horno
de secado (Estufas de secado Serie SLW Conveccion Forzada) durante 5 dias a 65°C.
Después del secado completo, la médula del bagazo se extrajo manualmente y la corteza
exterior se descartd. La médula se molié hasta obtener un polvo fino en un molino
industrial (Macro Molino Tipo Croton, modelo R-TE-625). Se prepararon los medios
como se muestra en la Figura 3, se colocd la fuente de carbono y nitrégeno en matraces
de 500 ml y agitaron a 150 rpm y temperatura ambiente durante 24 horas. Después de las
24 horas de agitacion los matraces se esterilizaron a 121°C y 15 psi durante 15 min. Una
vez esterilizados los medios fueron filtrados en una tela muselina y se colocé 50 ml del
medio filtrado en los matraces de 500 ml. Finalmente se inoculé 1 ml la levadura
Wickerhamomyces anomalus que fue asilada e identificada en el laboratorio de

microbiologia de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi.

Figura 3

Imagen del disefio de los medios de cultivo.
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3.4.1.2. Disefio experimental Plackett Burman

Se uso el disefio Plackett Burman para seleccionar los factores claves antes de la
optimizacion. Cada variable independiente se probd en dos niveles alto (+) y bajo (-),
como se indica en el disefio experimental mostrado en la Tabla 2. En la Tabla 2 se
observan los detalles de la matriz del disefio. Se eligieron 5 factores, como fuente de
carbono el bagazo en dos concentraciones 5 g1000ml y 15 g/1000ml, como fuente de
nitrégeno de probaron 3 distintas fuentes: Extracto de levadura, cloruro de amonio y urea
en dos distintas concentraciones 2 g/1000ml y 6 g/1000ml, mientras que para las
condiciones de cultivo el pH se evalu6 a 3 y 6, la temperatura a 25°C y 30°C y tiempo a
4y 6 dias. Se incorporaron 6 factores dummy en 12 experimentos para calcular el error

estandar de acuerdo a lo requerido por el disefio.

Tabla 2
Matriz del disefio experimental Plackett Burman.

Valores experimentales

Factores Unidades ;o1 Bajo (-) Nivel alto (+)
Fuente de carbono g/L -1 (5) 1(15)
Fuente de nitrégeno g/L -1(2) 1 (6)
Temperatura °C -1 (25) 1 (30)
pH -1(3) 1(6)
Tiempo Dias -1 (4) 1 (6)
Dummy1-6 -1 1

3.4.1.3. Experimento del ascenso mas pronunciado

El método del ascenso mas pronunciado es un procedimiento simple y eficiente para
mover la regidn experimental de una respuesta en la direccién del cambio maximo hacia
el optimo. Se eligieron 2 factores significativos, la fuente de carbono: bagazo desde 10
g/1000ml hasta 15 g/1000ml, y la fuente de nitrogeno: cloruro de amonio desde 4
g/1000ml y 9 g/1000ml, mientras que las condiciones de cultivo el pH 4,5, temperatura a

27,5°C y tiempo de 4 dias fueron constantes.
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3.4.1.4. Disefio Central Compuesto — Optimizacion de superficie de respuesta.

Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para determinar la
concentracion optima de las variables para la elevacion de la produccion B-glucanos. El
disefio experimental fue central compuesto con 2 factores clave seleccionados
anteriormente; concentraciones de carbono y nitrégeno, bagazo y cloruro de amonio

respectivamente, ademas de 5 puntos centrales y 4 puntos axiales.
3.4.1.5. Extraccion de f glucanos.

Se baso en la metodologia descrita por (Liu et al., 2008) con ligeras modificaciones.
e Purificacion preliminar.

Las levaduras obtenidas se centrifugaron a 4500 rpm por 10 min, se descarté el
sobrenadante y se suspendieron los sedimentos en 1 ml de agua destilada. Se colocé los
sedimentos en crisoles y fueron llevadas a la estufa a 65°C durante 8 horas. Al cabo de 24
horas se pesaron las cantidades de sedimentos. Se procedi6 a retirar la grasa a cada

tratamiento en el equipo SX-6 Extractor Soxhlet y Randall.
e Autolisis inducida.

Una vez que a las muestras se les retird la grasa se les afiadio 1 ml de cloruro sddico al
3% como promotor de autolisis, se incubaron a temperatura ambiente durante 24 h con
agitacion a 120 rpm. Después, el autolisado se calent6 a 80°C durante 15 min, se dejo6
enfriar a temperatura ambiente y se centrifugé a 4500 g durante 10 min. Las células de

levadura autolizadas se almacenaron a 4°C para el siguiente paso.
e Tratamiento de agua caliente.

La suspension se llevo a la autoclave a 125°C durante 3 horas y se enfrio a temperatura
ambiente. Los residuos insolubles se separaron y lavaron dos veces con agua destilada y

se almacenaron a 4°C hasta su uso.
3.4.1.6. Determinacion del % de g-glucanos.

Se realizaron diluciones a las suspensiones en volumenes de 5, 10, 25 y 50 ml en agua
destilada de acuerdo a las concentraciones de levadura. Se colocé en tubos de ensayo 2
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ml de la dilucion méas 2 ml de fenol al 5% vy se agit6 en vortex. En oscuridad y agua fria
se colocd 5 ml de acido sulfurico y se agito en vortex, se dejaron reposar las muestras
durante 15 min en oscuridad. Se midi¢ la absorbancia en el espectrofotometro a una
longitud de onda 490 nm. Se prepard el blanco colocando agua destilada en vez de

dilucion de tratamiento (LOpez-Legarda et al., 2017).
3.4.2. FASE 2. Elaboracion del yogur funcional.
3.4.2.1. Formulacion del yogur.

Se formularon los yogures como se indica en la Tabla 3. Para lo cual se utilizo leche
comercial, bacterias lacticas, azlcar, jalea de mora y B-glucano en tres concentraciones
distintas (0,5, 1y 1,5).

Tabla 3

Formulacion del yogur liguido con p-glucano.

Ingredientes Control T1 T2 T3
Leche (ml) 83,26 83,23 83,19 83,16
Azucar (g) 1,75 1,75 1,75 1,75

Cultivo lacticas (mg) 0,003 0,003 0,003 0,003
Jalea de mora (g) 14,99 14,98 14,97 14,97
B glucano (MQ) 0,000 0,042 0,083 0,125

Se utilizo el cultivo lactico comercial el cual fue adicionado a las formulaciones de

acuerdo con las cantidades establecidas por el fabricante.

89
200 L

1L
X —==0.04 g para un litro de leche

3.4.2.2. Diagrama del proceso.

Como se describe en la Figura 4, se afiadio el aztcar y el f-glucano a la leche y se calento
a 80°C con agitacion continua durante 10 min. Luego, se agité con un procesador de
alimentos durante 1 min y se dejo enfriar a 42 + 2°C para la inoculacion del fermento. La
fermentacion se realiz6 en una incubadora a 42 + 2°C durante 12 horas o hasta alcanzar
un pHde 4,3 -4,6. Los yogures se enfriaron a 4 £ 2°C y se afadio la jalea de mora segun
la concentracion indicada. Finalmente, los yogures se almacenaron a 4 + 2°C .
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Figura 4
Diagrama del proceso para la elaboracion del yogur.
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3.4.2.3. Prueba sensorial de escala hedonica.

En la evaluacion sensorial afectica con escala heddnica se aplicé una escala de 5 puntos
con el fin de determinar la diferencia entre las 3 formulaciones distintas de yogur, se
evaluaron los siguientes parametros: color, olor, sabor, viscosidad y aceptacion global.
Se utilizé a un panel de 50 jueces consumidores habituales de yogur. Cada juez evalud
las 3 muestras de yogur con las diferentes formulaciones y codificaciones: 750 (T1 0,5%
de B-glucano), 966 (T2 1% de B-glucano) y 192 (T3 1,5% de B-glucano). A las tres

muestras se las present0 en vasos homogeneos a una temperatura de refrigeracion 4 + 2°C
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mas galleta sin sabor, agua mineral y la ficha de evaluacion sensorial. Mediante la escala
hedonica el juez dio a conocer su preferencia sobre la muestra que mas le agradé con
respecto a los cinco atributos evaluados, no se aplicaron repeticiones del producto a los
catadores. Para esta prueba se obtuvo los datos estadisticos mediante la prueba de Kruskal
— Wallis mediante el uso del programa STATGRAPHICS Centurion.

3.4.2.4. Analisis microbioldgico

Se realiz6 los analisis microbiologicos, fisico quimicos, nutricionales y actividad

antioxidante a los yogures controles y al tratamiento con mayor aceptacion sensorial.

Se prepard la muestra tomando 10 ml de yogur mas 90 ml de agua peptona en una funda
ziploc que fue llevada al stomacher por 30 s a 2000 rpm. Se prepararon diluciones de
acuerdo a la norma (INEN, 2011); para lo cual se colocé en un tubo de ensayo 9 ml de
agua peptona mas 1ml de muestra madre. Este proceso se repitio en cada dilucion hasta
la dilucion 1073, a continuacion, se inoculd 1 ml de solucién por siembra a profundidad
y por triplicado para cada tratamiento. Se incubd a 25°C durante 5 dias para hongos y
levaduras en medio PDA, a 35°C durante 24 horas para Aerobios mesofilos en medio
PCA y a 35°C durante 48 horas, para E. coli / coliformes totales en medio cromogénico.
Se reportd el resultado en unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g).
Finalmente, se evalud la calidad microbioldgica comparando los resultados con los
requisitos establecidos en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395 para Leches
Fermentadas (Reyes J. y Ludefia F, 2015).

3.4.2.5. Anélisis fisicoquimicos.
e Acidez titulable

Se realizé por titulacion con una solucion valorada de hidroxido de sodio al 0.1 N. En un
matraz Erlenmeyer de 250 ml se transfirié 10 ml de yogur mas 10 ml de agua hervida fria
y se adiciond 3 gotas de solucion de fenolftaleina. Posteriormente se titul6 la muestra
hasta que el pH fuese de 9,15; la toma de lecturas se realizo por triplicado. El porcentaje
de acidez fue expresada en % de acido lactico y se calculd por medio de la siguiente
ecuacion:

VNaoHXNnNgoHXmeq muestra X100 (1)
%4
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% Acidez =




Donde:

Vnaon= volumen de solucién de NaOH usada para titular (ml)
Nyqon=normalidad de la solucidn de sosa usada para titular
V= volumen de la muestra (ml)

meq= miliequivalente del &cido citrico (Reyes J. y Ludefa F, 2015).
° pH

Para la medicion del pH se uso el potenciometro digital con previa calibracion, se lavé
con agua destilada el electrodo, posteriormente el electrodo se introdujo a la muestra de

yogur y se tomo las lecturas por triplicado (Reyes J. y Ludefia F, 2015).
e Ceniza

Los crisoles se tararon en la estufa a 105°C durante 3 horas y se enfriaron en el desecador.
Se tomo sus pesos en la balanza analitica. Posterior, se coloc6 5 ml de yogur y se incinero
en la cabina de extraccion. Los crisoles se introdujeron en la mufla a 550°C por 4 horas.
Finalmente se pesaron los crisoles en una balanza analitica, los ensayos fueron realizados

por triplicado. Se determind el contenido de ceniza por medio de la siguiente ecuacion:
% ceniza = (W, — W,) * W), x 100 2
Donde:
W; = crisol con la muestra (peso)
W,= crisol (peso)
Wy, = peso de la muestra (AOAC 942.05, 2023).
e Solidos totales

Los crisoles se tararon en la estufa a 105°C durante 3 horas y se enfriaron en el desecador.
Se tomo sus pesos en la balanza analitica. Posterior se colocd 5 ml de yogur y se los
introdujo en la estufa a 65°C por 12 horas (AOAC 990.20, 2023). Finalmente se pesaron
los crisoles en una balanza analitica, los ensayos fueron realizados por triplicado. Se

determino el contenido de solidos totales por medio de la siguiente ecuacion:
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Peso muestra seca

% sélidos totales = x 100 (3)

Peso muestra

3.4.2.6. Composicion Nutricional
e Determinacién de proteinas totales.

En la primera etapa: digestion, se colocd 1 ml de yogur, una pastilla Kjeldahl, 15 ml de
acido sulfurico al 96% y 5 gotas de antiespumante en los tubos de digestion y se encendio
el equipo a una temperatura de 420°C durante 1 hora. Una vez digerido se agregé 80 ml
de agua destilada. El tubo de digestion fue llevado al equipo de destilacion y se adiciono
70 ml de NaOH. Por otro lado, en un Erlenmeyer se tomé 25 ml de solucion de acido
borico al 4%, al cual se le afiadié 3 gotas de indicador shiro tashiro. Se destil6 la muestra
hasta que dio el cambio de color de rojo a verde. Finalmente, para la etapa de titulacion,
se titulé con acido clorhidrico al 0,1 N. Se obtuvo los datos utilizando las siguientes dos

ecuaciones (4 y 5):

Vax1,4007xM

%NT = (100) (4)

%P = %NT X F (5)

Donde:

NT= Porcentaje de nitrégeno

P= Proteina bruta

Va= Volumen en ml de HCI 0,1 N gastado en la titulacion
M= Molaridad del HCI

m= Peso de la muestra en gramos

F= Factor de conversion de proteina para leche y derivados (6,38) (Garcia Martinez y

Fernandez Segovia, 2013).
e Determinacion de grasas totales.

Se realiz6 por medio del método Gerber, para lo cual, se colocé en el butirbmetro 5 ml de

yogur, 5 ml de agua destilada, 10 ml de HCI concentrado y 1 ml de alcohol isoamilico.
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Se agito el butirbmetro hasta que el yogur se disolvio por completo, después se centrifugd
a 60°C por 5 min. Se colocd el butirometro con el tapon hacia abajo en el bafio maria a
65°C por 5 min, finalmente manteniendo el butirometro en posicion vertical y sin
agitacion, se retir6 del bafio. Se leyo el contenido de grasa, ajustando a columna de grasa
en la marca principal del butirbmetro (AOAC 991.20, 2023).

3.4.2.7. Actividad Antioxidante

El ensayo se bas6 en la metodologia descrita por Ye et al., (2013), con algunas
modificaciones. La capacidad del yogur para eliminar los radicales libres se determino
mediante el Método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH. Para ello, se
tomd 10 ml de yogur méas 10 ml de metanol, se agitd por vortex durante 2 minutos y se
refrigerd la muestra a 4°C durante 3 horas. Después se centrifugé 1180 g por 30 min a
4°C y se filtré las muestras en un papel filtro de 72 um. Se tomé 2 ml de muestra méas 2,5
ml de DPPH 100 puM. Se agit6 y dejo6 reposar a temperatura ambiente durante 30 min en
oscuridad. Finalmente, los radicales libres se determinaron mediante la medicion de la
absorbancia a 517 nm frente al blanco de metanol. El efecto de barrido porcentual se
calcul6 a partir de la reduccion de la absorbancia frente al control (solucion radical DPPH

en metanol sin muestra) segun la siguiente ecuacion de Blois.

(Absorbancia del control—Absorbancia de la muestra)

% Actividad barrido = [ x 100 (6)

Absorbancia del control

3.4.2.8. Analisis Estadistico.

Se utiliz6 el programa Design-expert 7.0 para los disefios experimentales en la
optimizacion. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (n=3) con el fin de garantizar
la reproducibilidad. Los resultados se presentaron como la media + desviacion estandar
de las tres determinaciones. Una vez comprobados los supuestos para datos paramétricos
los datos del analisis de sensorial fueron analizados con la prueba Kruskal-Wallis, los
demas tratamientos fueron analizados utilizando analisis de varianza (ANOVA) en un
nivel de confianza del 95% (o = 0,05).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan los resultados que se obtuvieron en la investigacion, en la fase 1, se muestran
las condiciones Optimas para la mayor produccion de B-glucanos. Mientras que, en la fase
2, se presentan los resultados de la formulacion con mayor aceptacion sensorial, por
medio de una comparacion estadistica entre ellos, utilizando la prueba de Kruskal Wallis
a traves del software Statgraphics centurion XVII. Finalmente, al tratamiento con mayor
aceptacion, se le realiz6 analisis de calidad nutricional y fisicoquimica, ademas de

actividad antioxidante y los resultados fueron analizados por medio de un ANOVA.
4.1. FASE 1. Optimizacion de produccion de B-glucanos.
4.1.1. Disefio experimental Plackett Burman

En la Tabla 4, se muestran los valores promedio obtenidos para los experimentos del
disefio Plackett-Burman con los mejores resultados de produccion de p-glucanos para
cada tratamiento.

Se observa que el tratamiento con mayor produccion de -glucanos fue con cloruro de
amonio como fuente de nitrogeno, la produccion méaxima fue de 170,02 g/100 g de
biomasa, mientras que el valor minimo fue de 21,9 g/100 g de biomasa, ademas el valor
de R? (0,9906) indicd que el modelo explica el 99% de la variabilidad en la respuesta y
sefialo la precision del modelo. Mientras que para urea se obtuvo una produccion maxima
de 116,5 g/100 g de biomasa y el valor minimo fue de 20,9 g/100 g de biomasa, el valor
de R? (0,9617) indicd que el modelo explica el 96% de la variabilidad en la respuesta.
Finalmente, la fuente de nitrégeno con menos produccion de B-glucanos fue el extracto
de levadura con una produccion maxima de 91,50 g/100 g de biomasa y el valor minimo
fue de 10,55 g/100 g de biomasa, el valor de R? (0,9676) indico que el modelo explica el
96% de la variabilidad en la respuesta. La produccion de B-glucanos con cloruro de

amonio aumento en 1,5 veces la produccidn con urea, mientras que para extracto de
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levadura aumento 2 veces la produccion de B-glucanos. Los tres tratamientos mostraron

diferencia significa (p<0,05) al 95% de confianza.

Tabla 4
Valores més alto de produccién de f-glucanos obtenidos en los experimentos del disefio

Plackett-Burman.

) Produccion de p-glucanos
Tratamientos ]
(9/100 g biomasa)

1. Extracto de Levadura 91,50 = 1,20
b 3 a
2. Cloruro de Amonio 170,2+ 0,45 ,
3. Urea 116,5+ 0,68

Nota. Los resultados se expresan como valores medios + la desviacion estandar. Letras

distintas en la misma columna indican diferencia estadistica al 95% de confianza.

Los resultados concuerdan con el estudio realizado por Rojo et al. (2023) quienes
investigaron el impacto de diferentes fuentes de nitrégeno en el crecimiento y el
rendimiento fermentativo de cepas de levadura seleccionadas localmente. Suplementaron
al medio sintético y jugo de uva natural con sulfato de amonio (NH), extracto de levadura
(YE), Fermaid K (FERM) y urea (U) en concentraciones variables. Obtuvieron que para
los dos medios las fuente de nitrgeno que promovieron el crecimiento fue sulfato de
amonio (NH) y urea combinada con amonio (U + NH 300 + 75 mg/L), mejorando los
parametros de crecimiento como el rendimiento de etanol. El uso combinado de urea y
amonio mostro un efecto sinérgico, lo que lo convierte en un suplemento de nitrégeno

rentable para las fermentaciones de levaduras.

De igual manera la investigacion realizada por Arous et al. (2016), demuestra que la
fuente de nitrogeno preferida para el cultivo S. etchellsii y C. pararugosa fueron las sales
de amonio como cloruro de amonio y sulfato de amonio, en comparacion con el extracto
de levadura y proteina de soja, obteniendo un rendimiento de biomasa entre 3 y 8 veces

menor.

El consumo de nitrégeno se explica ya que los microorganismos necesitan de nitrégeno
para la sintesis de proteinas y la estructura de las mismas (Jach et al., 2022). Existen

distintas fuentes de nitrogeno, ya sean organicos como el extracto de levadura o
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inorganicos como el cloruro de amonio y urea; donde las levaduras son capaces de utilizar
el nitrégeno para incorporarlo en los componentes nitrogenados estructurales como en los

aminoéacidos, péptidos, proteinas, acidos nucleicos y vitaminas (Raita et al., 2022).

A pesar de que las levaduras puedan usar distintas fuentes de nitrégeno, ellas muestran
preferencia por el nitrogeno inorgénico, como la glutamina o las sales de amonio (Broach,
2012); concordando con los resultados mostrados en la Tabla 4, la fuente con mayor
produccion de B-glucanos fue el cloruro de amonio con 170,2 g/100 g biomasa. Las
levaduras prefirieron metabolizar el cloruro de amonio como fuente de nitrégeno. Esto se
debe al metabolismo de las levaduras ya que poseen enzimas para la biosintesis de todos
los amino&cidos, permitiéndoles usar los iones de amonio como Unica fuente de nitrégeno
(Amata, 2013).

De las 5 variables estudiadas: concentracién de bagazo y cloruro de amonio, pH,
temperatura y tiempo; se eligieron las mas significativas mediante el disefio de Plackett-
Burman, se analiz6 por medio de un ANOVA (Tabla 5). La buena calidad del modelo se
comprobd con el coeficiente R? (0,9906), que explico el 99,06% de la variabilidad de la
respuesta. El valor F del modelo fue 23,53 explicando que el modelo fue significativo.
Un valor de P menor a 0,05, indic6 un efecto significativo. De tal manera que para una
mayor optimizacion se seleccionaron dos variables significativas; tal y como se muestra
en la Tabla 5, las variables significativas en este disefio fueron la concentracion de bagazo
(p = 0,0388) y de cloruro de amonio (p = 0,0211).

Tabla 5
Anélisis de ANOVA para el disefio experimental Plackett-Burman del tratamiento con

Cloruro de Amonio.

Fuentes Suma de df Cuadr_ado Valores-F Valores-p
cuadrados medio
Modelo 43757,75 9 4861,97 23,53 0,0414  significante
A. Bagazo 5013,11 1 5013,11 24,26 0,0388
B. Cloruro de
Amonio 9473,63 1 9473,63 45,85 0,0211
C. Temperatura 3235,07 1 3235,07 15,66 0,0583
E. Tiempo 3818,83 1 3818,83 18,48 0,0503
F.pH 3815,65 1 3815,65 16,63 0,0609
Residual 413,22 2 206,61
Cor Total 44170,96 11
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4.1.2. Disefio del ascenso mas pronunciado

Mediante el disefio de ascenso méas pronunciado se evaluaron las variables més
significativas: concentracion de bagazo y concentracion de cloruro de amonio; con el fin
de predecir los niveles dptimos de las variables y dar como resultado la mayor produccién
de B-glucanos. Para este disefio, se inicio desde el punto central de los pardmetros del
disefio Plackett-Burman. El punto de inicio para la optimizacion de superficie de
respuesta fuel2 g/L de bagazo y 6 g/L de cloruro de amonio con la mayor produccion de
B-glucanos. En la Tabla 6 se observa que alcanzé su punto méaximo (52,3 ¢g/100 g
biomasa) en el tercer paso y no se logré ninguna mejora adicional en la respuesta a pesar

de aumentar las concentraciones de nutrientes.

Tabla 6

Disefo experimental del ascenso méas pronunciado y sus valores de produccion de f-
glucanos correspondientes. Las variables constantes fueron: pH (4,5), temperatura
(27,5 °C) y tiempo (6 dias).

_ ) Produccién de p-glucanos
Experimento Bagazo (g/L) Cloruro de amonio (g/L) )
(9/100 g biomasa)

0 10 4 33,1+1,18
0+1 A 11 5 42,7+0,74
0+2 A 12 6 52,3+0,18
0+3 A 13 7 43,4 +1,24
0+4 A 14 8 43,9+ 0,94
0+S A 15 9 43,0 + 1,56

Nota. Los resultados se expresan como valores medios * la desviacion estandar.

Esta explicacién va en concordancia con lo mencionado por Gonzalez y Aranda (2023),
el crecimiento microbiano esta representado por una curva sigmoidea compuesta por fases
de crecimiento diferenciadas y caracteristicas. La fase de latencia (inicio de la maquinaria
metabolica para el crecimiento), la fase exponencial de crecimiento (aumento
exponencial en la abundancia de células y tasa maxima de crecimiento), la fase
estacionaria de crecimiento (las células se adaptan a las condiciones cambiantes debido a
la escasez de nutrientes) y la fase de disminucion (o muerte) (disminucion del namero de

células). En la fase estacionaria, existe una acumulacion de desechos que inhiben el
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crecimiento de los microorganismos, provocando que su crecimiento sea limitado a pesar

de que se agregue mayor concentracion de nutrientes.
4.1.3. Disefio Central Compuesto — Optimizacion de superficie de respuesta.

Se determino el nivel 6ptimo de los pardmetros significativos con el fin de mejorar el
rendimiento de produccion de B-glucanos por medio del Disefio Central Compuesto. Se
evaluo la interaccién de las concentraciones de bagazo y cloruro de amonio, mostraron
un efecto significativo que se visualiza en la Tabla 5. Se generaron 12 combinaciones
experimentales diferentes para los dos parametros positivos y los resultados se muestran
en la Tabla 7, en el punto seis se observa la mayor produccion de B-glucanos (84,05 g/100
g biomasa), cuando la concentracién de bagazo es 12 g/L y de cloruro de amonio es 7,41
g/L. El anélisis de varianza (ANOVA) mostro un modelo bastante adecuado para
optimizar la produccion de B-glucanos, el valor F del modelo fue de 36,44 vy el valor P
<0,0001 sugieren que el modelo es apropiado y aceptable para representar el sistema
(Tabla 8). También indica que solo la concentracion de cloruro de amonio fue

significativa con un valor de (p=0,0002).

En la investigacion realizada por Bhardwaj et al., (2021), el resultado de ANOVA del
disefio central compuesto mostré que el valor F del modelo es de 44,24 y el valor P de
<0,0001, lo que implica que el modelo fue significativo y adecuado para representar el
sistema, las variables significativas fueron, tamafio del in6culo (1,0%, v/v), pH (8,0),
concentracion de peptona (1,5%, p/v) y concentracion de aceite de semilla de algoddn
(4,0%, v/v)), obteniendo que la méxima produccion de esterasa fue de 9,77 U/ml. El
valor del coeficiente de determinacion R? (0,9102) indicé que el modelo explica el 91%

de la variabilidad en la respuesta y sefial6 la precision del modelo.
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Tabla 7
Disefio central compuesto y sus valores de produccion de f-glucanos correspondientes.

Las variables constantes fueron: pH (4,5), temperatura (27,5 °C) y tiempo (6 dias).

Bagazo Cloruro de amonio Produccion de p-glucanos
(go/L) (g/L) (9/100 g biomasa)
1 12 6 24,60 £ 0,43
2 12 6 15,92 + 0,01
3 12 6 18,13 £ 1,06
4 12 6 27,85+ 1,75
5 12 4,59 67,19+ 1,39
6 12 7,41 84,05+ 1,87
7 13 7 74,71 £ 1,26
8 10,59 6 58,75+ 1,08
9 13,41 6 44,78 + 0,48
10 11 5 64,98 + 1,99
11 11 7 49,35+ 1,34
12 13 5 36,23 £0,59

Nota. Los resultados se expresan como valores medios * la desviacion estandar.

Tabla 8
Analisis de ANOVA para el Disefio Central Compuesto — Optimizacion de Superficie de
Respuesta.
Fuentes Suma de df Cuadr_ado Valores-F Valores-p
cuadrados medio
Modelo 10957,49 5 21915 36,47 <0,0001 Significante
A. Bagazo 67,2 1 67,2 1,12 0,3043
B. Cloruro de
Amonio 1290,46 1  1290,46 21,48 0,0002
AB 1017,48 1 1017,48 16,93 0,0007
A? 2500,37 1  2500,37 41,61 <0,0001
B? 7467,05 1 7467,05 124,27 < 0,0001
Residual 108159 18 60,09
no
Falta de ajuste 416,3 3 138,77 3,13 0,0571  significante
Error puro 665,29 15 44,35
Cor Total 12039,08 23

Se encontrd que el modelo es significativo, por lo que se generd el grafico tridimensional
para el analisis del disefio central compuesto, que representa la superficie de respuesta

para los efectos de interaccion de la concentracion de bagazo y de cloruro de amonio. En
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la zona amarilla-roja del grafico tridimensional se observa la produccion maxima de 3-
glucanos (84,05 g/100 g biomasa), cuando la concentracion de bagazo es 12 g/L y de

cloruro de amonio es 7,41 g/L. (Figura 5).

Figura 5
Gréficos de superficie de respuesta tridimensional para la influencia de concertacion

de bagazo y cloruro de amonio en la produccion de f-glucanos.
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En un estudio diferente se evalud la optimizacion de los procedimientos de extraccion de
B-glucanos de hongos coliflor (Sparassis crispa) mediante la metodologia de superficie
de respuesta. Investigaron el efecto de 3 parametros de extraccion (pH, tiempo de
extraccion y proporcion de agua a materia prima) sobre el contenido de B-glucano. Se
obtuvo (R 2=0,95, p =0,0074) para el contenido de B-glucano extraido de hongos coliflor.
Las condiciones Optimas para la extraccion de B-glucano de los hongos coliflor (Sparassis
crispa) fueron pH 6,05, un tiempo de extraccion de 8 h 55 min y una relacion de agua a
materia prima de 19,74, lo que muestra un 60,76 % del contenido previsto de B-glucano
(Bae et al., 2012).

Atta-Allah et al. (2023), lograron enriquecer los medios de bajo costo basados en
desechos agroindustriales con ingredientes nutricionales mejorando el rendimiento de -
glucano de levadura. La optimizacion se realizd por medio de Plackett-Burman vy el
disefio compuesto central de la metodologia de superficie de respuesta. Las
concentraciones de minerales y vitaminas influyeron significativamente en el rendimiento

de p-glucano para Kluyveromyces lactis y las fuentes de nitrogeno y fosfato
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para Meyerozyma guilliermondii. Los rendimientos maximos previstos de B-glucano
recuperado de K. lactis y M. guilliermondii después de optimizar los ingredientes del
medio fueron 407 y 1188 mg/100 ml; respectivamente.

De tal manera que con la optimizacién se logro enriquecer un medio de bajo costo y por
ende aportar a la energia circular, ya que se usé como fuente de carbono el bagazo de la
industria azucarera. Se obtuvo un crecimiento éptimo de levadura en este medio ya que
el bagazo de cafia contiende complejos lignocelulésicos, a diferencia del azlcar
convencional, el cual se carboniza después del tratamiento del autoclave (Sidana y
Farooq, 2014).

Gracias al Disefio de Plackett-Burman, se determind que el cloruro de amonio fue la
fuente de nitrégeno con mayor produccion de B-glucanos (170,02 g/100 g de biomasa) y
las variables significativas en este disefio fueron la concentracién de bagazo (p=0,0388)
y de cloruro de amonio (p=0,0211). En el disefio de ascenso mas pronunciado se alcanzé
el punto méximo (52,3 g/100 g biomasa) con las siguientes condiciones 12 g/L de bagazo
y 6 g/L de cloruro de amonio. Finalmente, la produccion de B-glucano optimizado fue de
84,04 g/100 g biomasa; al mantener las concentraciones de bagazo y cloruro de amonio
en los niveles optimos. Para este disefio tan solo la concentracion de cloruro de amonio
fue significativa con un valor de (p=0,0002). Cualquier cambio en las concentraciones de
las variables, ya sea aumentando o disminuyendo por encima de los valores Optimos,
afecta negativamente los rendimientos de B-glucano (Figura 5). Los valores dptimos de
las concentraciones de bagazo y cloruro de amonio fueron 12 g/L y 7,41 g/L;

respectivamente.
4.2. FASE 2. Elaboracion del yogur funcional.
4.2.1. Prueba sensorial de escala hedédnica.

En la Tabla 9 se observa que, de los 5 atributos, el tratamiento T3 (1,5% de B-glucano),
obtuvo la mayor valoracion. Como son: color, sabor, viscosidad y aceptacion global. A
pesar de esto, se obtuvo diferencia significativa en solo dos atributos, sabor
(p=0,00533812) y aceptacion global (p=0,0135769).
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Tabla 9
Resultado de la Prueba de Kruskal — Wallis del Andlisis de Evaluacién Sensorial.

Color Olor Sabor Viscosidad Aceptacion Global
Muestras
(50) (50) (50) (50) (50)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) Mdn (Rango) Mdn (Rango) Mdn (Rango)
T1 4 (3) 4 (3) 4 (3) 3(4) 4 (3)
T2 4 (4) 4 (3) 4 (3) 3(3) 3(3)
T3 4,5 (3) 4 (3) 4.5 (3) 4 (3) 4.5 (3)
Valor - P 0,103 0,544 0,005 0,066 0,014

De los 5 atributos existen diferencia significativas en 2, en el atributo sabor (p=0,005) y
aceptacion global (p=0,0135769), se observa que los tratamientos T1 (0,5 de f-glucano)
y T2 (1% de B-glucano), tuvieron una menor aceptacion en comparacion al T3 (1,5 de -
glucano). El T3, tuvo una valoracion de 4,5 en los dos atributos, que en la escala hedonica
indica “Me gusta moderadamente” y “Me gusta mucho”. Indicando que prefieren el sabor

y la aceptacion global del yogur con mayor concentracion de B-glucanos.

En la investigacion realizada por Antontceva et al. (2019), fortificaron un yogur con p-
glucanos provenientes de hongos ostras, y encontraron que el yogur tuvo mayor
aceptacion en el atributo de sabor con el tratamiento de mayor concentracion de -
glucanos (0,25%) con un valor p<0,05. También lograron evidenciar que en los atributos
de color y olor no hubo diferencias significativas. Ademas, en el atributo de consistencia
y apariencia, cuando se utilizaron 3-glucanos en dosis altas, se detectd heterogeneidad de
consistencia, ya que las particulas insolubles de la preparacién precipitaron durante el
proceso de fermentacion, por lo que ellos recomiendan que su posible eliminacion puede
darse afladiendo un espesante como pectina, agar-agar, tanto en forma pura como en

mezclas.

Los investigadores Mejri et al. (2014) formularon un yogur sin grasa con f-glucanos de
levadura de cerveza gastada. En el ensayo de evolucion del color del yogur durante el
almacenamiento a 4 + 2°C, la luminancia del yogur aument6 significativamente con el
aumento de la cantidad de B-glucano del 0,5 al 1,5%. Sin embargo, un analisis sensorial
realizado por Brennan y Tudorica, (2008) sobre el yogur con B-glucano, demostré que
este no afecta el color ni en el olor en proporciones de 0,5 y 1,5%. Al igual que los

panelistas no encontraron diferencias significativas en la viscosidad de las muestras
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analizadas. Esto puede indicar que el analisis sensorial realizado no fue lo suficientemente
sensible. En términos de aceptacion global, las puntuaciones méas bajas tuvieron los

yogures con menor cantidad de p-glucanos.

De tal manera que los resultados obtenidos van acorde a las investigaciones realizadas, la
incorporacion de f-glucanos mejora significativamente (p<0,05) el sabor y la aceptacion
global del producto, ya que mejora las sensaciones del producto en la boca, sintiendo una
textura mas suave y con mayor viscosidad. Los atributos sensoriales como el color, olor
y viscosidad no se vieron afectados por la incorporacion de B-glucanos a la formulacion.
La aceptabilidad general de los productos fue buena, los panelistas mostraron preferencia
particular por el tratamiento T3 (1,5 de B-glucanos) con (p<0.05), ya que obtuvo las

calificaciones mas altas en sabor y aceptabilidad global.
4.2.2. Andlisis Microbioldgicos.

En la Tabla 10, se observa que los resultados indican valores inferiores a los establecidos
en Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395 para Leches Fermentada.

Tabla 10

Analisis microbiolbgico del tratamiento T3 (1,5 de f-glucano).

Parametros Analizados Unidad  Resultados
Recuento de Coliformes Totales UFC/g <10
Recuento de Escherichia coli UFC/g 0
Recuentro de Aerobios mesofilos UFC/g <10
Recuento de Mohos UFC/g <10
Recuento de Levaduras UFC/g <10

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395 para Leches Fermentada (INEN, 2011),
establece que los productos proveniente de leches fermentadas deben cumplir con los
requisitos para que sean aptas al consumo humano. Los resultados de la Tabla 10, indican
que el yogur con 1,5 de B-glucano, tuvo en todos los microorganismos una incidencia
menor a 10 UFC/g, dando conformidad a la Norma (INEN, 2011) y por ende siendo apto

para el consumo humano.

Acorde a lo mencionado, en la investigacion realizada por Elsanhoty y Ramadan (2018)

se demostré que la adicion de B-glucanos mejora la supervivencia de las bacterias
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probioticas durante el almacenamiento. Ademéds, de que no hubo diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en la calidad microbioldgica. Indicando que

la adicion de B-glucano a la leche no tuvo efecto sobre los recuentos microbianos totales.

Al igual que en la investigacion realizada por Pefia (2021), determinaron que en una
bebida no lactea enriquecida con -glucano a base de salvado de avenay harina de cebada,
los recuento UFC/ml de E. coli, aerobios mesofilos, mohos y levaduras estan por debajo
de los maximos permitidos lo que indica que la bebida cumple satisfactoriamente con los
parametros microbioldgicos y que puede ser apta para el consumo humano sin generar

afectaciones en la salud y bienestar de las personas.
4.2.3. Andlisis fisicoquimico.

En la Tabla 11, se observa que los resultados indican valores inferiores a los establecidos

en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395 para Leches Fermentada.

Tabla 11
Analisis fisicos quimicos del yogur natural (YN), yogur con fruta (YF) y del tratamiento
73 (1,5 de p-glucano).

Tratamientos Cenizas Solidos Totales pH Acidez
YN 0,83 +0,02° 756 +072° 452 +012° 092 +0,03"
YF a a a a
0,87 £0,01 7,66 +1,22 451 £0,10 0,92 40,03
T3 a a a a
0,92 £+ 0,02 6,99 + 0,32 4,52 +£0,10 0,92 £0,03

Nota. Los resultados se expresan como valores medios + la desviacion estandar. Letras

iguales en la misma columna no indican diferencia estadistica al 95% de confianza.

En la Tabla 11, se observa que no hubo diferencia significativa (p<0,05) en los valores
de pH. Las mediciones del valor de pH se realizaron de manera inmediata después de la
elaboracion del producto. Los resultados van acorde con lo encontrado en la investigacion
realizada por Hamid y Doosh (2021), en los yogures con B-glucano los valores de pH
fueron de 4,57, 456 y 4,55. En esta investigacion se midio el pH durante el
almacenamiento, y los valores de pH disminuyeron en todos los tratamientos con [-
glucanos a 4,31, 4,30 y 4,28. También Pappa et al. (2018), en su investigacion observo

que el valor de pH no tiene diferencia significativa en el momento de la fabricacion, pero
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observo que después de 21 dias el valor de pH disminuy6 en los yogures con -glucanos
de 4,29 a 4,26. Se debe principalmente por la fermentacion continua de la lactosa en acido
lactico (Hamid y Doosh, 2021).

Los valores de acidez para los diferentes tratamientos se muestran en la Tabla 11, las
mediciones se realizaron de manera inmediata después de la elaboracién del producto. Se
observa que no existe diferencia significativa en los 3 tratamientos, tanto para los
tratamientos controles YN (Yogur Natural) y YF (Yogur con Fruta), como parael T3 (1,5
de B-glucano) (p>0,05). Los valores de acidez fueron de 0,92, el cual se encuentra en el
rango permisivo para los yogures que va de 0,9 — 1% (A. Espinoza y Zapata, 2010). Estos
resultados coincide con Abbas et al. (2024), quienes encontraron que la acidez para los
yogures con B-glucanos fue de 0,96%. Segin Nikoofar et al. (2013), los yogures con -
glucanos aumentan su acidez después del almacenamiento, ya que los B-glucanos

aumentan la produccion de &cido acético y &cido propionico.

Los valores de ceniza, humedad y sélidos totales no difieren significativamente entre los
3 tratamientos YN, YF y T3 (p>0,05). Segun Pappa et al. (2018), los valores de sélidos
totales para los yogures controles y con -glucanos no difirieron (p>0,05). Mientras que
para los valores de humedad hubo una diferencia significativa (p<0,005), debido a que
ellos afnadieron el B-glucano en forma de pasta, aumentando el peso del yogur y por ende

el contenido de agua en la leche.

Los 3 tratamientos YN (Yogur Natural), YF (Yogur con Fruta) y T3 (1,5 de B-glucanos),
cumplieron con los requisitos establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395
para Leches Fermentada (INEN, 2011), por lo que los productos son aptos para el

consumo humano.
4.2.4. Andlisis nutricionales.

En la Tabla 12, se observa que los resultados indican valores acordes a los establecidos

en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395 para Leches Fermentada.
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Tabla 12
Analisis nutricionales del yogur natural (YN), yogur con fruta (YF) y del tratamiento T3
(1,5 de p-glucano).

) ) Grasas
Tratamientos Proteinas
YN 344 +023° 117 +029°
YF 346 +013° 1,00 + 0,00
T3 354 +025° 133+029°

Nota. Los resultados se expresan como valores medios + la desviacién estandar. Letras

iguales en la misma columna no indican diferencia estadistica al 95% de confianza.

En la Tabla 12, se observa que no hubo diferencia significativa (p<0,05) en los valores
de proteina y grasa. Las mediciones de proteinas y grasas se realizaron de manera
inmediata después de la elaboracion del producto. Los resultados van acorde con lo
encontrado en la investigacion realizada por Hamid y Doosh (2021), en los yogures con
B-glucano los valores de proteinas fueron de 3.51, 3.38 y 3.32%, evidenciando que no
hubo diferencias significativas (P<0.05) después de la fabricacion del yogur. Durante el
almacenamiento el porcentaje de proteina incremento a 3.66, 3.45 y 3.43%. Estos
resultados coinciden con la investigacion realizada por Brennan y Tudorica (2008), donde
evidencio el aumento en el contenido de proteina en los tratamientos de yogur de 4.76 a
4.80 después del almacenamiento de 15 dias. La razon del aumento del contenido de
proteinas se puede deber a la disminucion del contenido de humedad, lo que llevé al alto

porcentaje de solidos totales, incluida la proteina (Hamid y Doosh, 2021).

Los valores de grasa para los diferentes tratamientos se muestran en la Tabla 12, las
mediciones se realizaron de manera inmediata después de la elaboracion del producto. Se
observa que no existe diferencia significativa (p>0,05) en los 3 tratamientos, tanto para
los tratamientos controles YN (Yogur Natural) y YF (Yogur con Fruta), como para el T3
(1,5 de B-glucano). En la investigacion realizada por Hamid y Doosh (2021), los yogures
con B-glucanos aumentaron el porcentaje de grasa en comparacion a los yogures
controles, tal y como se observa en la Tabla 12, en los tratamientos controles YN y YF,
se obtuvo 1.17 y 1.00 respectivamente; mientras que en el T3 se obtuvo 1.33 de grasa.

Esto puede deberse al aumento de solidos totales al agregar los B-glucanos.
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Los 3 tratamientos YN (Yogur Natural), YF (Yogur con Fruta) y T3 (1,5 de B-glucanos),
cumplieron con los requisitos establecidos para proteina y grasa en la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 2395 para Leches Fermentada (INEN, 2011), por lo que los productos

son aptos para el consumo humano.
4.2.5. Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante de los 3 tratamientos de yogures, YN (Yogur Natural), YF
(Yogur con Fruta) y T3 (1,5 de B-glucano) se determiné mediante la actividad eliminadora
de radicales libres. La actividad eliminadora de radicales DPPH es sencilla y
potencialmente precisa con respecto a la medicién de la actividad eliminadora de
radicales libres de las bebidas. Esta metodologia se basa en la reduccion del radical libre
estable DPPH que se absorbe fuertemente a 517 nm (Sendra et al., 2006). Los resultados
de la actividad antioxidantes de los yogures se presentan en la Tabla 13. Se encontraron
diferencias significativas en la actividad eliminadora de radicales DPPH entre los 3

distintos tratamientos de yogur (p < 0.05).

Tabla 13
Capacidad antioxidante de los 3 distintos tratamientos, yogur natural (YN), yogur con

fruta (YF) y del tratamiento T3 (1,5 de f-glucano).

Actividad
Tratamientos Antioxidante
YN 49,11 +1,52
b
YF 64,85 + 0,36
T3 75,88 +0,63

Nota. Los resultados se expresan como valores medios + la desviacion estandar. Letras

iguales en la misma columna indican diferencia estadistica al 95% de confianza.

Se observa que la actividad antioxidante del YN (Yogur con Fruta) (64,85%) fue
significativamente mayor que la de la muestra de YN (Yogur Natural) (49,11%). La
actividad eliminadora de radicales DPPH del YF, aumentd por la jalea de fruta de mora.
Segun Pereira et al. (2013), la adicion de jalea de frutas (aditivos naturales) al yogur
parece favorecer el contenido de antioxidantes y por ende la actividad antioxidante. El

yogur de mora mostré el mayor contenido de tocoferoles (0,94 mg/100 g) en comparacién
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a los yogures de pifia, cereza y bayas. Los tocoferoles, son antioxidantes que protegen a
los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas de la per oxidacion lipidica. Ademés

de presentar una actividad antioxidante de 43,61 %.

También se observa en la Tabla 13, que la actividad antioxidante del T3 (1,5 de -
glucano) (75,88 %) fue significativamente mayor que la de la muestra de YF (Yogur con
Fruta) (64,85%). Evidenciando que existe una actividad sinérgica entre los p-glucanos
mas la fruta en el yogur, por lo que la actividad eliminadora de radicales DPPH, aumento
al agregar los P-glucanos. La actividad eliminadoras de radicales libres estan
relacionadas con la cantidad de grupos hidroxilo en los B-glucanos (Utama et al., 2020).
El B-(1,3-1,4)-glucano que se extrae de la levadura demostr6 una actividad eliminadora
de radicales hidroxilo preferible que el B-glucano extraido de cereales y mohos (Kofuji et
al., 2012).

Segun Kuswendi et al. (2020) el B-glucano actiia como antioxidante ya que es donador
de electrones, que puede unirse a radicales libres con electrones libres, provocando la
inhibicién del dafio. Caso contrario, los radicales libres contaminarian las células
bioldgicas del cuerpo, debido a que sus componentes inestables impulsan los electrones
libres a formar enlaces con los macréfagos del cuerpo provocando la inactividad de una

celula o la muerte celular (Utama et al., 2020).

Por lo cual, se comprobd que el B-glucano no modifica las propiedades microbioldgicas,
fisicoquimicas y nutricionales del yogur; ya que el B-glucano no es afiadido para aumento
de proteina o grasa. Pero si es afiadido para brindar una funcionalidad al alimento, en este
caso el B-glucano afiadido al yogur le brindé una actividad eliminadora de radiales libres,

haciendo que el yogur sea una bebida lactea funcional.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones.

Se evidencia que la cafia de aztcar como residuo agroindustrial puede ser utilizado como
fuente de carbono para la obtencion de B-glucanos de la levadura Wickerhamomyces
anomalus; reduciendo el impacto ambiental y contribuyendo a los objetivos de desarrollo
sostenible (ODS) de la agenda 2023 de la UNESCO.

Mediante el disefio de Plackett Burman, se determiné que la fuente de nitrégeno que
produjo la mayor cantidad de B-glucanos fue el cloruro de amonio, debido a que en este
caso los microorganismos prefieren el nitrdgeno inorgénico. Las variables significativas

en este tratamiento fueron las cantidades de bagazo y cloruro de amonio.

En el disefio de ascenso mas pronunciado, se alcanzoé el punto maximo (52,3 g/100 g
biomasa) en el tercer paso y no se logré ninguna mejora adicional en la respuesta a pesar
de aumentar las concentraciones de nutrientes. Debido a que, en la fase estacionaria del
crecimiento microbiano, existe una acumulacion de desechos que inhiben su crecimiento
provocando que este sea limitado a pesar de que se agregue mayor concentracion de

nutrientes.

En el Disefio Central Compuesto, se determiné el nivel 6ptimo para la obtencion de fB-
glucanos, la mayor produccion fue de 84,05 g/100 g biomasa, usando 12 g/L de bagazo y
de 7,41 g/L de cloruro de amonio. Solo la concentracion de cloruro de amonio fue
significativa con un valor de (p=0,0002). El valor del coeficiente de determinacion R?
fue (0,9102).

Los panelistas mostraron preferencia particular por el tratamiento T3 (1,5 de B-glucanos)

con (p<0,05), ya que obtuvo las calificaciones mas altas en sabor y aceptabilidad global,
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debido a que los B-glucanos mejoran las sensaciones en la boca del producto, sintiendo

una textura mas suave y con mayor viscosidad.

Se determind que los tratamientos de yogures YN (Yogur Natural), YF (Yogur con Fruta)
y T3 (1,5 de pB-glucanos), cumplieron con los parametros de microbiologia,
fisicoquimicos y nutricionales, establecidos en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395
para Leches Fermentada (INEN, 2011), por lo que los productos son aptos para el

consumo humano.

En los andlisis microbioldgicos, fisicoquimicos y nutricionales, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos de yogures YN (Yogur Natural), YF
(Yogur con Fruta) y T3 (1,5 de B-glucanos); debido a que los B-glucanos afiadidos no
poseen proteinas o grasas que modifiquen la composicion nutricional, ademas de que no

alteran los andlisis microbiolégicos ni fisicoquimicos.

El T3 (1,5 de B-glucano) present6 la mayor actividad eliminadora de radicales DPPH con
un 75,88 %, la cual fue significativamente mayor que la de la muestra de YF (Yogur con
Fruta) (64,85%) y que la muestra YN (Yogur Natural) (49,11%), evidenciando que existe
una actividad sinérgica entre los B-glucanos mas la fruta en el yogur, por lo que la

actividad eliminadora de radicales DPPH, aumento al agregar los -glucanos.
5.2. Recomendaciones.

Analizar los parametros microbioldgicos, fisicoquimicos, nutricionales y actividad
antioxidante de los yogures durante el almacenamiento de 15 a 21 dias, con el fin de

evidenciar si los B-glucanos alteran las propiedades de los yogures durante este periodo.

Realizar analisis reoldgicos de los tratamientos de yogures con el fin de evidenciar los

cambios en la viscosidad al agregar los -glucanos al yogur.
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ANEXOS.
Anexo A

Norma técnica Ecuatoriana 2395

INEN
INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION
Cuite - Ecusdar
NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2395:2011

Segunda revision

LECHES FERMENTADAS. REQUISITOS.

Primera Edicidn

FERMENTE MILKS. REQUIREMENTS.
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Anexo B
Ficha de Evaluacion Sensorial.

ORIVERSIDAD POLITECKICA ESTATAL DEL CARCHI

g Mlaesima en Clencia v lecnskogia e Alinsenins r
s FICHA DE EVALUACION SENSORIAL
Prodwcoe: Yopurt com f-glocamn
Nomhbre: Edsd: Fechn: 210350024
Objetive:

Pretermminar ¢l grade de aceptacion e bos ambutos, colos, obor, sabor, viseosadad v acepiabilidod global de 5 muestros de

FOEUIT com diferenie porcendaje de |- gligcang.

Inzrrecciones:
= Frende aasicd s presendd fres | 5) misesiras de yogurt, DEE‘IEIH cada und de llas 9 wequierda & derecho ¢ indique =a
nivel de aErado marcando com una A& de acuerdn ol puntaje de e escala indicnda abajo, enoel chiligo cormespondenic
& cada una de las miuesiras. EECTUEREDE coseumir la galletn v el eiguague bascal com agua enire Cada SEgustacion,

MIASIEDS o 28 ellcuiim o 2a derechn | Esguans superor).

PTiE
Color| Olor | 5abor | Viscesidad | Aceptaceon (lebal

Puntaje Catesoria

Ale mizpazta mucho

Ale mzpazia moderadamente
Hoome gusta mma gizgasia
Alz guzta moderadamente
Ale gusta mucho

LI N ES N O

Tl
Calor| Clor | abor| Viscosdad | Aceptacion Lrlobal

Puntaje Catezoria

Me mzpazta mucho

Ale mzpazia modsradamente
Hiome gusta mome fisEasia
Az gusta moderadamente
Ae Fusta mucho

LI N EN N N

J L

Funtaje Categorna Caolor| Olor [Sabor [ Viscosidad | Acepfacion Global

Al gizmazia mucho

Ale mizpasta modsradamente
Mome gusta Bl me gseasta
Az gusta moderadamente
Als szt mucho

i ] s kY —d

# Obaervacions::

Mofa: Esios resulindos evalusdos senin ulilimdos anscamsenic para lines stademaoog
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Anexo C.
Preparacion del bagazo residual.
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Anexo D

Crecimiento de la levadura en los medios de cultivo con bagazo de cafia de azlcar.
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Anexo E

Beta glucano extraido y listo para afiadirlo al yogur.
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Anexo F.
Yogur Natural base.
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Anexo G.
Andlisis Sensorial de la Muestra.
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Anexo H
Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Color por Tratamiento.

Tratamientos Tamafio Muestra  Rango Promedio

T1 50 71,34
T2 50 69,71
T3 50 85,45

Nota. T1 (0,5% de beta glucano), T2 (1% de beta glucano) y T3 (1,5 % de beta glucano).
La prueba de Kruskal Wallis, indica el valor de P es 0,103401.
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Anexo |
Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Olor por Tratamiento.

Tratamientos Tamafio Muestra  Rango Promedio

T1 50 72,2
T2 50 73,62
T3 50 80,68

Nota. T1 (0,5% de beta glucano), T2 (1% de beta glucano) y T3 (1,5 % de beta glucano).
La prueba de Kruskal Wallis, indica el valor de P es 0,544394.
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Anexo J

Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Sabor por Tratamiento

Tratamientos Tamafio Muestra  Rango Promedio

T1 50 83,04
T2 50 60,06
T3 50 83,4

Nota. T1 (0,5% de beta glucano), T2 (1% de beta glucano) y T3 (1,5 % de beta glucano).
La prueba de Kruskal Wallis, indica el valor de P es 0,00533812.
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Anexo K.

Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Viscosidad por Tratamiento.

Tratamientos Tamafo Muestra  Rango Promedio

T1 50 73,11
T2 50 67,14
T3 50 86,25

Nota. T1 (0,5% de beta glucano), T2 (1% de beta glucano) y T3 (1,5 % de beta glucano).
La prueba de Kruskal Wallis, indica el valor de P es 0,0650384.
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Anexo L

Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para Aceptacion Global por Tratamiento.

Tratamientos Tamafio Muestra  Rango Promedio

1 50 80,04
2 50 61,74
3 50 84,72

Nota. T1 (0,5% de beta glucano), T2 (1% de beta glucano) y T3 (1,5 % de beta glucano).
La prueba de Kruskal Wallis, indica el valor de P es 0,01357609.
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