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RESUMEN

El estudio de aditivos alternativos en yogur es fundamental para desarrollar productos mas
saludables, funcionales y alineados con las tendencias de consumo que demandan opciones
naturales y libres de compuestos sintéticos. Este trabajo evalud el efecto de la flor de Jamaica
anadida como mermelada como aditivo natural en yogur, enfocandose en su impacto sobre las
bacterias acido-lacticas (BAL), E. coli y coliformes, y caracteristicas fisicoquimicas del
producto durante el almacenamiento refrigerado. Se elaboraron dos tipos de yogur: naturales
(YN) y con flor de Jamaica (YFJ). Se inoculd una poblaciéon de 10° UFC/ml de E. coli y
coliformes y se almacend el yogur a 4°C durante 12 dias. A los 0, 4, 8 y 12 dias se realizo el
recuento de BAL, Escherichia coli y coliformes, ademds se analizé el pH, acidez, sinéresis,
viscosidad. El disefio experimental fue factorial completo general, con tres réplicas por
tratamiento. Los resultados mostraron que el YFJ tuvo inicialmente una mayor poblacion de
BAL debido al proceso de homogenizacion. Durante el almacenamiento esta poblacion
disminuy6 significativamente, probablemente debido a la acciéon antimicrobiana de los
polifenoles y acidos organicos de la flor de Jamaica. Respecto a E. coli y coliformes, en el YFJ
se redujo mdas rdpidamente comparado con el YN. Estos resultados destacan el efecto
antimicrobiano de la flor de Jamaica sobre bacterias patogenas. En los pardmetros
fisicoquimicos, el YFJ mayor acidez, y menor pH, sinéresis y viscosidad significativamente
respecto al YN, manteniendo esta tendencia durante el almacenamiento. En conclusion, la flor
de Jamaica tiene potencial como aditivo natural para yogur, aportando propiedades
antimicrobianas y funcionales. No obstante, se requieren ajustes en la formulacion del yogur
para garantizar la viabilidad de las BAL y preservar los beneficios probioticos del yogur

durante su vida util.

Palabras clave: Hibiscus, actividad antimicrobiana, yogur, calidad fisicoquimica



ABSTRACT

Research on alternative additives in yogurt is essential for the development of healthier, more
functional products in line with consumer trends that demand natural options free from
synthetic compounds. This study evaluated the effect of hibiscus flower, incorporated as jam,
as a natural additive in yogurt, focusing on its effect on lactic acid bacteria (LAB), Escherichia
coli, coliforms, and the physicochemical properties of the product during refrigerated storage.
Two types of yogurt were prepared: natural yogurt (YN) and yogurt with hibiscus flower (YFJ).
A population of 10* CFU/ml of E. coli and coliforms was inoculated and the yogurt was stored
at 4°C for 12 days. LAB, E. coli and coliform counts were performed and pH, acidity, syneresis
and viscosity were analyzed on days 0, 4, 8 and 12. The experimental design was a full factorial
with three replicates per treatment. The results showed that YFJ initially had a higher LAB
population due to the homogenization process. However, during storage, this population
decreased significantly, probably due to the antimicrobial activity of the polyphenols and
organic acids present in the hibiscus flower. Regarding E. coli and coliforms, YFJ showed a
more rapid reduction compared to YN. These results highlight the antimicrobial activity of
hibiscus flower against pathogenic bacteria. In terms of physicochemical parameters, YFJ
showed higher acidity and lower pH, syneresis and viscosity compared to YN and maintained
this trend throughout storage. In conclusion, hibiscus flower has potential as a natural additive
for yogurt, offering antimicrobial and functional properties. However, adjustments to the
yogurt formulation are required to ensure LAB viability and maintain the probiotic benefits of

yogurt throughout its shelf life.

Keywords: Hibiscus, antimicrobial activity, yogurt, physicochemical quality
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se ha incrementado el interés por incorporar ingredientes naturales y
saludables en el desarrollo de nuevos productos, aportando con varios beneficios adicionales
para la salud y bienestar del consumidor preocupado por tener una buena alimentacion y
nutricion bésica. La creciente demanda permite que los consumidores busquen cada vez mas
productos con alternativas saludables a los aditivos sintéticos y que no solo los nutra, sino que
también ofrezcan propiedades funcionales que permitan combatir enfermedades y mejorar su

calidad de vida, alinedndose con estilos de vida modernos (Garcia et al., 2008).

Las tendencias actuales en la industria alimentaria se orientan hacia el desarrollo de alimentos
funcionales elaborados con ingredientes de origen natural que permiten obtener productos mas
saludables, libres de conservantes y colorantes artificiales. La reduccion del uso de aditivos en
los alimentos es fundamental para responder a la creciente demanda de los consumidores por
productos mas naturales y saludables. En los tltimos afios ha aumentado la preocupacion por
los efectos a largo plazo del consumo de aditivos sintéticos como conservantes, colorantes y
saborizantes artificiales, los cuales han sido asociados con posibles riesgos para la salud como
alergias, trastornos digestivos e incluso enfermedades cronicas (Beristain et al., 2012).
Centrado en una mayor investigacion sobre el uso de compuestos bioactivos presentes en
plantas, frutas y flores ha tomado relevancia ya que no solo aportan sabor y color, sino que
también contienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas y conservantes (Balseca, 2020).
Estos compuestos, ademds de mejorar las caracteristicas sensoriales de los productos, mejoran
el perfil nutricional, contribuyen a su funcionalidad y seguridad, lo que los convierte en

alternativas atractivas a los aditivos sintéticos.

Un aditivo natural como la flor de Jamaica ha despertado un gran interés en la elaboracion de

varios productos, posicionandose como un ingrediente clave en el desarrollo de alimentos
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funcionales (Martinez et al., 2014). Su versatilidad culinaria y sus propiedades favorables han
impulsado su incorporacion en diversos productos, convirtiéndola en una tendencia innovadora
y de esta manera mejorar las condiciones y cualidades de un nuevo producto, siendo mas
natural y saludable. Ademas, la flor de Jamaica tiene un fuerte arraigo en diversas regiones,
siendo valorada por sus propiedades medicinales (Gutiérrez et al., 2019). Por lo que resulta
interesante desarrollar y formular un producto innovador a base de este aditivo natural,

anadiéndolo como mermelada en un yogur bebible y potenciar su sabor.

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta tropical que puede alcanzar hasta 2
metros de altura y pertenece a la familia Malvaceae, se caracteriza por sus flores de color rojo
intenso y es originaria de la Africa tropical (Garcia & Lozano, 2022). Se le conoce por sus
diversos nombres comunes como té rojo, rosa de Jamaica, flor de dardo, rosa abisinia, rosa de
Jerico, rosella, flor roja (Delgadillo, 2011). Estos sindnimos varian segtn la region o pais, pero
todos hacen referencia a las caracteristicas y usos tradicionales de la planta, se usa para la
preparacion de bebidas frias o calientes, mermeladas, colorantes naturales, gelatinas, vinos y

conservas (Carvajal et al., 2006).

Se cultiva en los diferentes paises donde el clima tropical y subtropical facilite su crecimiento,
actualmente su cosecha se extiende por México, Estados Unidos, América Central, América
del sur y por el sudeste asiatico (Carrillo, 2012). Los paises principales que son mercados de
exportacion son China e India con un porcentaje de produccion de 27,76% y 17,91%,
respectivamente. En el todo el mundo se produce mas de 97 mil toneladas de flor de Jamaica.
En América latina, México es el mayor productor donde se cultivan alrededor de 19.000
hectareas con un rendimiento promedio de 289 kilos de materia seca por hectarea (Aguillon,

2020).
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En el Ecuador su cultivo es temporal pero su producto se encuentra disponible durante todo el
afo y su siembra se da en areas especificas de la Amazonia en la cual existen pequefias areas
de produccion en la provincia de Napo, Pastaza y Morona Santiago. El rendimiento de materia

seca por hectarea se encuentra entre 14 y 15 toneladas métricas (Aguillon, 2020).

La flor de Jamaica, al ser un alimento natural con elevado potencial como ingrediente, tiene un
sabor agradable con una acidez pronunciada por sus acidos oxalico y succinico (Salinas et al.,
2012). En estudios recientes se menciona que el 4cido hibiscus al encontrarse en formas libres
y glucosilada también da esa sensacion de acidez (Ramirez et al., 2011). Su color rojo atractivo
y caracteristico se da por su caliz, que es rico en acido malico y se relaciona con el contenido
de antocianinas (300mg/100g), expresado como cianidina 3-glucésido, volviéndolo un

pigmento natural hidrosoluble (Galicia, 2008).

También es conocida por sus diversos beneficios para la salud y propiedades terapéuticas y
nutraceuticas, también se destaca por su accion diurética, su capacidad de proteger la oxidacion
de lipoproteinas de baja densidad y poseer accion vasodilatadora, hipoglucemiante e
hipotensora (Falco et al., 2022). Sus extractos contienen altos niveles de compuestos con
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias principalmente por sus antocianinas, flavonoides
y acidos fenolicos los cuales ayudan a combatir el estrés oxidativo en el cuerpo reduciendo el
riesgo de enfermedades cronicas como el cancer y las enfermedades cardiovasculares
(Piovesana et al., 2019). Al poseer los compuestos mencionados como acidos organicos y
flavonoides, inhibe el crecimiento de microorganismos patogenos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y bacterias coliformes, dandole caracteristicas antimicrobianas

(Efenberger-Szmechtyk et al., 2021).

El cultivo de la flor de Jamaica, que requiere practicas agricolas sostenibles, puede integrarse

en estrategias de economia circular, minimizando el impacto ecoldgico y potenciando el
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aprovechamiento de recursos locales. Este enfoque holistico convierte al yogur con flor de
Jamaica en una alternativa que satisface tanto las tendencias del mercado como las exigencias

de sostenibilidad (Montafio et al., 2024).

En el caso de los productos lacteos fermentados como el yogur que al adicionar ingredientes
como la flor de Jamaica no solo podria mejorar la seguridad del producto al reducir la presencia
de microorganismos patdgenos, sino también podria influir en el equilibrio de bacterias
benéficas. La interaccion entre los compuestos bioactivos de la flor de Jamaica y las bacterias
acido-lacticas, como Streptococcus thermophilus y Lactobacillus spp., es crucial para asegurar
que se mantenga la calidad probiética del yogur (Mendoza, 2021). Ademas, colocar un aditivo
natural como la flor de Jamaica mejoraria las cualidades organolépticas, como el sabor, la
textura y el color, haciéndolo mas atractivo para el consumidor al incorporar compuestos
bioactivos presentes en esta planta, lo que resulta una mejora notable en las propiedades

antioxidantes del yogur (Rasdhari et al., 2008).

Comunmente, los productos lacteos representan el 60% del mercado, posicionandose como los
mas populares debido a los numerosos beneficios que ofrecen, destacando el yogur y sus
productos relacionados (Roberts, 2009). Las tendencias actuales en el mercado del yogur se
centran en la elaboracion de un producto tipo organico, artesanal, con alto contenido de
probioticos, alto valor proteico y de fibra, siendo una alternativa saludable como postre y

disefiado especialmente para nifios (Usulli & Klever, 2023).

El yogur es un producto lacteo fermentado. Se obtiene a partir del proceso fermentativo de la
leche mediante la accion de bacterias acido-lacticas (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus) que metabolizan lactosa y otras moléculas que se encuentran en la leche. Durante

este proceso de fermentacion, los azlicares presentes, como la lactosa, se transforman en acido
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lactico, lo que provoca una disminucion del pH y da al yogur una textura cremosa y con un

sabor ligeramente acido (Tiwari et al., 2021).

El yogur es una excelente fuente de calcio, zinc, vitamina B y nutrientes que fortalecen el
sistema inmunologico, mejora la digestion y el equilibrio de la microbiota intestinal, también,
contribuye a mejorar la salud oOsea, reducir la inflamacion, disminuir el proceso de

envejecimiento y prevenir diversas enfermedades (El-Abbadi et al., 2014).

El yogur es un alimento probiotico al que se le atribuye propiedades digestivas debido a que
promueve una microbiota intestinal saludable, por lo que se ha diversificado ampliamente al
incorporar ingredientes como frutas, sabores adicionales o endulzantes, aditivos naturales,

mermeladas, entre otros, adaptandose a las preferencias y necesidades alimentarias.

Es de suma importancia que las bacterias del yogur permanezcan viables durante su vida til,
ya que la pérdida de viabilidad bacteriana puede ocurrir por factores como el almacenamiento
prolongado, temperaturas inadecuadas o la exposicion al oxigeno, lo que afecta la calidad y el
valor nutricional. Las ETAs relacionadas con el yogur son menos comunes que en otros
productos lacteos debido a la acidez del yogur, que inhibe el crecimiento de muchos patogenos.
Sin embargo, la contaminacién durante su procesamiento, almacenamiento o manipulacion
puede favorecer el desarrollo de microorganismos patégenos. En los ultimos afios, se han
identificado brotes asociados al consumo de yogur contaminado con cepas patdgenas de E. coli

(O157:H7), Norovirus, Hepatitis A (CSU, 2023).

Para analizar la calidad e inocuidad del yogur, se puede realizar un recuento de coliformes
totales y E. coli. Los coliformes son un grupo de enterobacterias que pueden ser ambientales y
sirven como indicadores de fallos en las practicas de higiene (AuWerter, 2021). Este grupo
incluye a Escherichia coli, cuya presencia en un alimento indica una contaminacion fecal

directa, lo que puede provocar infecciones gastrointestinales graves en los consumidores
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(Armstrong et al., 1996). Por otro lado, Staphylococcus aureus es capaz de producir toxinas
resistentes al calor que pueden sobrevivir al proceso de fermentacion del yogur; si el producto
no se maneja correctamente, especialmente en la fase de enfriamiento o distribucidn, la toxina
puede causar intoxicaciones alimentarias con sintomas como vomitos y diarrea (Feng et al.,

2020).

El control del recuento microbiano en los productos es esencial para evaluar la seguridad
alimentaria. A través de este proceso, se cuantifican las bacterias presentes en el alimento,
permitiendo verificar si los niveles cumplen con los limites establecidos por normativas
sanitarias, como la norma INEN. De tal manera, que al mantener las concentraciones
bacterianas dentro de los rangos permitidos no solo protege la salud de los consumidores, sino
que también garantiza que el producto final cumpla con los estandares de calidad exigidos por
la industria, siendo esto clave para prevenir posibles riesgos asociados a la contaminacion

microbiana (Sperber & Doyle, 2009).

Objetivo general:

e FEvaluar el efecto antimicrobiano de la flor de Jamaica utilizada como aditivo natural en
yogur

Objetivos especificos:

e (Comparar la poblacioén del cultivo iniciador del yogur natural y yogur con flor de
Jamaica durante el almacenamiento refrigerado.

e Analizar los cambios en la cantidad de bacterias indicadores de calidad e inocuidad
inoculados artificialmente al yogur natural y al yogur con flor de Jamaica como aditivo
natural.

e Determinar el efecto de la adicion del yogur con flor de Jamaica sobre las caracteristicas

fisicoquimicas durante el almacenamiento refrigerado.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio del experimento

El experimento se dividio en el ensayo microbioldgico y en el ensayo fisicoquimico.
Para el ensayo microbiologico, yogur recién elaborado se dividio en dos partes: 1) yogur natural
(YN) y 2) yogur con flor de Jamaica (YFJ). A su vez, cada uno se dividi6 en dos tratamientos:
1) yogur con cultivo iniciador (Streptococcus thermophilus y Lactobacillus spp.,) y 2) yogur
inoculado con E.coli y Enterobacter amnigenes. Las muestras fueron almacenadas en
refrigeracion durante 12 dias. A los 0, 4, 8 y 12 dias de almacenamiento se realizo el recuento

de BAL, E. coli y coliformes.

Para el ensayo fisicoquimico, en los mismos tiempos de muestreo se tomaron muestras
de cada tratamiento para analizar la acidez, pH, viscosidad y sinéresis. Se aplico un disefio con
arreglo factorial 2x4. Los factores fueron: 1) el tipo de yogur (2 niveles: natural y mermelada
de flor de Jamaica) y 2) tiempo de almacenamiento (4 niveles: 0, 4, 8 y 12 dias). Para cada
combinacion de los factores (tipo de yogur y tiempo de almacenamiento) se tuvieron 3 réplicas.

2.2 Materia prima
Para la elaboracion del yogur se utilizd: leche cruda obtenida directamente de la Hacienda San
Mateo (Pifo, Pichincha). La leche en polvo (La Vaquita) y azucar blanca refinada se adquirieron
en el mercado local. Para el proceso de aromatizacion se utilizé flor de Jamaica deshidratada
(marca La Hormiguita de Oro). Los cultivos lacticos (marca FERLAC) contenian Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus. El producto final se envas6 en
frascos de vidrio de 125 ml, previamente esterilizados, para garantizar la seguridad

microbioldgica y conservar la calidad del yogur.
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2.3 Formulacion de yogur con flor de Jamaica

El proceso de elaboracion del yogur se basé en la formulacion de la tabla 1.

Tabla 1. Formulacion del yogur

Ingredientes Yogur Natural (%) Yogur flor de Jamaica (%)

Leche cruda 76 71
Leche en polvo 3 2
Cultivo lactico 2 1

Azucar 19 13
Mermelada de -- 13

flor de Jamaica

Total 100 100

2.4 Preparacion de mermelada de flor de Jamaica

Se llevo a cabo la recepcion y verificacion de los ingredientes, asegurando que cumplan con
los estandares de calidad requeridos. Posteriormente, se seleccionaron las mejores flores secas
de Jamaica en Optimas condiciones y se sometieron a una precoccion con 5% de azucar. Este
proceso produce ablandamiento y extraccion uniforme de sabores. Utilizando el agua de
coccidn se licuaron las flores de Jamaica hasta obtener una mezcla homogénea. A continuacion,
esta mezcla se mantuvo en ebullicion durante 30 minutos, incorporando 20% de aztcar y 2%
de pectina. Transcurrido el tiempo de coccion, se enfrié a temperatura ambiente y se transfirid
a un recipiente de vidrio estéril. La mermelada se almacen6 en condiciones controladas hasta

su posterior uso.
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2.5 Produccion de yogur

En la Figura 1 se presenta el diagrama de flujo del proceso de elaboracion del yogur con flor
de Jamaica, destacando en color rojo la etapa de la elaboracion de la mermelada de flor de

Jamaica.

El proceso inicia con la recepcion de la leche, donde se evalu6 la densidad, asegurando su
cumplimiento con los estandares establecidos. En la etapa de estandarizacion, se ajusto el
contenido de solidos al 12%, afiadiendo un 3% de leche en polvo y un 10% de azlcar. La
mezcla fue homogeneizada a 55 °C y 100 bares, y luego se pasteuriz6é a 85 °C durante 10
minutos, posteriormente se enfrid la mezcla a 35-40 °C y se afiadio el 3% del cultivo lactico.
La incubacion se llevo a cabo a 36 °C durante 9 horas, siguiendo las especificaciones del cultivo
para favorecer el desarrollo bacteriano y la coagulacion. Finalizada esta etapa, el yogur fue
enfriado y almacenado a 4 °C durante 8 horas. El yogur elaborado se aromatiz6 afiadiendo un
15% de mermelada de flor de Jamaica, seguido de un batido lento a 10-12 °C para garantizar

una consistencia homogénea.

Finalmente, tanto el yogur natural como el de flor de Jamaica fue envasado en frascos de vidrio
esterilizados de 125 ml y sellados en condiciones asépticas, posteriormente se almacenaron a
4 °C durante 12 dias. A los 0, 4, 8 y 12 dias de almacenamiento se tomaron muestras para el

analisis de calidad fisicoquimico y microbioldgico.
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Figura 1. Diagrama de flujo de la elaboracion de yogur con flor de Jamaica

2.6 Inoculacion artificial del yogur

Se utilizaron cepas ATCC de Escherichia coli (25922™) y Enterobacter amnigenes. Para su

activacion, cada una se inoculd en agar nutritivo y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se
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prepar6 una mezcla de los dos cultivos, tomando con un hisopo estéril tres colonias de cada
uno que se transfirieron a solucidn salina estéril hasta ajustar la turbidez segin la escala de

MacFarland N°2, lo que corresponde a una concentracion aproximada de 6,0 x 10® UFC/ml.

A partir de esta suspension inicial, se realizaron diluciones seriadas inversamente en solucion
salina para obtener concentraciones de 10* UFC/ml. La dilucion final de 10* UFC/ml se utiliz6
para la inoculacion artificial del yogur. Este procedimiento garantizé la precision en la

preparacion de las muestras y la reproducibilidad de los analisis.

2.7 Analisis microbiologico del yogur durante el almacenamiento

Previo a la inoculacion artificial del yogur, se verifico su calidad microbioldgica segin el
cumplimiento de los requisitos establecidos por la norma INEN 2395, evaluando la cantidad

de Escherichia coli y coliformes totales, bacterias acido-lacticas, mohos y levaduras.

Con el fin de monitorear la estabilidad microbiologica del producto y evaluar su evolucion a lo
largo del tiempo bajo condiciones de refrigeracion, se realizaron recuentos de E. coli,

coliformes y bacterias acido-lacticas.

2.7.1 Recuento de E.coli y coliformes:

Se realizaron diluciones seriadas de 10! y 1072 a partir de las muestras de yogur pesando 10g
y mezclando con 90ml de agua peptonada estéril. De cada dilucion, se tom6 un volumen de
ImL y se inocul6 en placas NeoGen™ Petrifilm™ E. coli/Coliformes (EC). Las placas fueron

incubadas a una temperatura a 37°C, y se evalud el crecimiento bacteriano tras 24 y 48 horas
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de incubacion. E. coli se desarrolla como colonias de color morado, mientras que las otras
bacterias del grupo coliforme crecen de color rosado. Los resultados se expresaron como

UFC/g.

2.7.2 Recuento de mohos y levaduras

Se realizaron diluciones seriadas de 10! y 1072 a partir de las muestras de yogur pesando 10g
y mezclando con 90ml de agua peptonada estéril. De cada dilucion, se tomo un volumen de
ImL, el cual fue inoculado por vertido en cajas Petri con Agar DRBC (Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol). Las placas se incubaron a una temperatura controlada de 25-28°C durante

72 horas. Los resultados se expresaron como UFC/g.

2.7.3 Recuento de bacterias acido lacticas (BAL)

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10 a partir de las muestras de yogur pesando 10g en
90ml de agua peptonada estéril. Las diluciones 10 y 107 se utilizaron para el recuento de BAL
por vertido en placa, depositando 1 mL de la muestra en cajas Petri y se afladio Agar MRS. Las
placas fueron incubadas durante 5 dias en un ambiente anaerdbico, utilizando una jarra Gaspak
a 30°C. Tras el periodo de incubacion, las colonias bacterianas obtenidas fueron analizadas

individualmente.

Para ello se tom¢ una cantidad adecuada de cada colonia y se colocé sobre un portaobjetos y
se mezcld con solucion salina estéril. Se realiz6 una tincidn Gram y las pruebas de catalasa y
oxidasa. Para la prueba de catalasa se colocd una pequefia cantidad de la muestra bacteriana en
un portaobjetos limpio y se aplica una gota de perdxido de hidrégeno (H20:) al 3%. Un
resultado negativo estd dado por ausencia de produccion de burbujas. Posteriormente, se llevo

a cabo la prueba de oxidasa aplicando una porcién de la colonia sobre la tirilla comercial. Un
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resultado negativo esta dado por falta de cambio de color en el indculo. Los Lactobacillus son

bacterias catalasa y oxidasa negativos.

2.8 Analisis de caracteristicas fisicoquimicas del yogur

2.8.1 pH y acidez titulable

La medicién de pH se realizd introduciendo en el yogur directamente el electrodo del

potencidmetro (marca Metter Toledo) previamente calibrado.

Para la determinacion de acidez se utiliz6 el método 942.15 (AOAC, 2000). Se diluyd 5 ml de
yogur en 20ml de agua destilada y se titul6 NaOH a 0.1N usando fenolftaleina como indicador
(Reyes etal., 2015). Los resultados se expresaron como el porcentaje de 4cido lactico utilizando

la ecuacion 1. Los analisis se realizaron por triplicado.

A*Bx*C
Acidez (%) = — X 100 [1]

Donde:

A: ml de NaOH gastado
B: Normalidad del NaOH (0.1)
C: Peso equivalente del 4cido predominante en gramos

D: Peso de la muestra expresado en gramos

2.8.2 Sinéresis

Se aplico la técnica de Kessler (1998). En tubos Falcon se pesaron 20 g de yogur y se

centrifugaron a 6000 rpm durante 20 minutos, utilizando una centrifuga marca HERMLE. Se
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peso el suero expulsado después de la centrifugacion para calcular el porcentaje de sinéresis

mediante la ecuacion 2:

A =E [2]
Sinéresis (%) NY x 100

Donde:

WE: Peso del suero expulsado expresado en gramos

NY: Peso de la muestra en gramos

2.8.3 Viscosidad

Se utilizé un redmetro marca Brookfield DV-III se colocé el yogur en un vaso de precipitacion
y se introdujo el husillo #62 hasta la marca. Se asegur6 que el torque sea mayor al 10% con
una velocidad de giro de 5 rpm para el yogur de Jamaica y 10 rpm para el yogur natural. Se
registraron los valores de viscosidad en Cp. Los resultados se expresaron como el promedio de

medidas obtenidas durante un min. Los Analisis se realizaron por triplicado.

2.9 Analisis estadistico

Cada punto de datos experimentales se analizo por triplicado. Los datos se expresaron como la
media + desviacion estandar de tres réplicas. La comparacion de los valores medios se realizo
con un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el Post Hoc de Tukey (p < 0,05). Antes de
realizar el ANOVA, se verificaron los supuestos de normalidad y la homogeneidad. Se utilizo

el software de Minitab.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de calidad de la leche y yogur

Los parametros de calidad en la leche cruda son de gran importancia para la elaboracion de
yogur. Se obtuvo una densidad de 1030 kg/m? siendo un valor que cumple con los pardmetros
de la norma INEN 9 (2012) que contempla un valor maximo de 1032 kg/m?*. Se evalu6 la
densidad de la leche ya que resulta determinante a la hora de incorporar aditivos como la
mermelada de flor de Jamaica, influenciando en la textura y la estabilidad del producto

elaborado.

Una vez elaborado el yogur se analizo su calidad microbioldgica. En la tabla 1 se indican los
requisitos microbiologicos establecidos por la norma NTE INEN 2395 (INEN, 2012) para
yogur. Estos valores son indicadores clave de la calidad e inocuidad del producto permitiendo
garantizar que es apto para el consumo humano. En el anélisis microbiologico de las muestras
de yogur natural (YN) inmediatamente después de su elaboracion se encontraron valores <10
UFC/g tanto para mohos y levaduras como para Escherichia coli y coliformes. En el caso del
yogur con flor de Jamaica (YFJ) se encontraron 50 UFC/g para mohos y levaduras y <10 UFC/g
para E. coli y coliformes. A pesar del resultado de mohos y levaduras del YFJ, los yogures
cumplen con los requisitos establecidos por la norma, por lo tanto, son aptos para el consumo

humano.

Tabla 2. Requisitos microbioldgicos especificos en leche fermentada sin tratamiento térmico
posterior a la fermentacion y anélisis microbioldgico del yogur natural y con flor de Jamaica.

NTE INEN 2395 Anélisis
microbioldgico
Requisito m M Natural | Jamaica
Coliformes totales (UFC/qg) 10 100 <10 <10
E. coli (UFC/g) <1 - <10 <10
Mohos y levaduras (UFC/q) 200 500 <10 50

m =Indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M=indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad
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La poblacion de mohos y levaduras reportada en el YFJ estaria relacionada directamente con
la flor de Jamaica deshidratada debido probablemente a practicas inadecuadas durante su
manejo postcosecha, especialmente en el proceso de secado. Una humedad residual superior al
10-12% en los céalices favorece su desarrollo (Ruiz et al., 2015). Asimismo, la falta de control
en las condiciones de almacenamiento, como temperatura y humedad, pueden propiciar la
proliferacion de mohos y levaduras. Al incorporar la mermelada de flor de Jamaica al yogur se
podria haber alterado ligeramente el pH (por el aporte de acidos organicos) o la actividad de
agua del yogur, generando condiciones favorables para el crecimiento de microorganismos

(Garcia et al., 2008).

3.2 Pruebas bioquimicas de Lactobacillus spp.

En la Tabla 2 se observa que la prueba de catalasa fue negativa para Lactobacillus spp. en
ambos yogures (YN y YFJ), confirmando lo reportado por Sierra y Guillen (2017). La prueba
de oxidasa también resultd negativa, lo que concuerda con las caracteristicas de este género
bacteriano. En la tincion de Gram, ambas muestras mostraron resultados positivos en la
observacion al microscopio (bacilos Gram +), consistente con lo descrito por Lopez et al.

(2014). Esto confirma la presencia de Lactobacillus spp. en ambos tipos de yogur.

Tabla 3. Resultados de pruebas bioquimicas

Pruebas bioquimicas  Resultado
Catalasa -
Oxidasa -

Tincion Gram +
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Los resultados encontrados permiten confirmar la presencia de Lactobacillus spp. en el yogur
elaborado que asegura la correcta identificacion tras el recuento, descartando posibles

contaminantes.

3.3 Efecto de la adicion de flor de Jamaica sobre la poblacion de bacterias
acido lacticas (BAL)

40000000 s NY
. YFJ)
35000000 @

————— Limite BAL
30000000

25000000 o

20000000

15000000 o

BAL (UFC/g)

10000000

5000000 el

0

Tiempo de almacenamiento a 4°C (dias)

Figura 2. Bacterias acido lacticas (BAL) en el yogur durante los dias de almacenamiento.
YN=yogur natural; YFJ = yogur de flor de Jamaica

El cultivo iniciador se comercializa como sobres de microorganismos liofilizados de 5g para
25 litros en leche. Los lotes que se prepararon fueron de 4 litros. Luego de la adicion del cultivo
a la leche la mezcla se mantuvo a 37°C por 9 horas, luego a 4°C durante 8 horas. La
homogenizacion con la mermelada de flor de Jamaica se realizé a 12°C, mientras que el YN se
mantuvo a 4°C, asi las muestras alcanzaron una poblacion inicial de 1,87x10” y 3,5x10” UFC/g
en el YN y YFJ, respectivamente, cumpliendo con la normativa nacional vigente que exige que
un yogur debe contener al menos 10® UFC/g de bacterias probidticas (NTE INEN 2395, 2012).

La diferencia en la poblacion de BAL encontrada en el dia 0 se habria producido por el aumento
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de temperatura en el proceso de homogenizacién que favorecié al crecimiento de BAL en el

YFJ.

Como se puede observar en la Figura 1, el YN cumple con el requisito normativo de la cantidad
de microorganismos especificos (10° UFC/g) durante los 12 dias de almacenamiento. Como
se mencioné anteriormente, en el dia 0 el YN present6 una poblaciéon de BAL de 1,87x10’
UFC/g, hacia el final del almacenamiento se produjo una disminucion del 20% alcanzando un
valor de 1,51x10” UFC/g. A diferencia del YFJ que cumple con la normativa hasta el dia 8.
Hacia el final del almacenamiento (dia 12) la poblaciéon de BAL disminuye 85% alcanzando
un valor de 10° UFC/g, inferior al establecido por la norma. La menor poblacion de BAL en el
YFJ podria relacionarse con el contenido de compuestos bioactivos como polifenoles de la flor
de Jamaica que afectan la membrana celular de las bacterias, inhibiendo su crecimiento
(Bergmeier et al., 2014), en consecuencia, la flor de Jamaica estaria ejerciendo un efecto
antimicrobiano. Esta propiedad no distingue entre bacterias beneficiosas como las responsables
de la fermentacion en el yogur (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.), y
bacterias patdgenas y contaminantes como Escherichia coli 'y coliformes (Pacheco et al., 2019).
Por lo tanto, la adicion de flor de Jamaica en el yogur puede disminuir la poblacion de BAL
necesarias para mantener la textura y los atributos probioticos del producto. No existe evidencia
cientifica que indique un efecto antimicrobiano de especies de Hibiscus sobre BAL. Resultaria
interesante continuar este estudio para explicar el comportamiento de la poblacion de BAL aqui
reportado. En contraste, Hibiscus presenta un comprobado efecto antimicrobiano sobre

bacterias patogenas como Escherichia coli y Staphylococcus aureus y hongos Candida

albicans (Alharbi et al., 2024).
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3.4 Efecto de la adicion de flor de Jamaica sobre el crecimiento de E. coli y
coliformes

Al inicio del experimento (dia 0) se inoculd una poblacion ajustada a 10* UFC/g en los dos
tipos de yogur (YN y YFJ) utilizando cepas ATCC de Escherichia coli (25922™) y
Enterobacter amnigenes. Los yogures inoculados se refrigeraron a 4°C y se almacenaron por

12 dias, los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.
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Figura 3. Poblacion de (a) E. coli y (b) Coliformes en yogur natural y yogur con flor de
Jamaica almacenados a 4°C durante 12 dias.

YN= yogur natural; YFJ = yogur de flor de Jamaica
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Los resultados evidencian un efecto antimicrobiano asociado a la incorporacion de flor de
Jamaica en el yogur. Inmediatamente después de la inoculacion (dia 0) se observa una
reduccion del 99 y 98 % en la poblacion de E. coli (Figura 2a) y coliformes (Figura 2b),
respectivamente. A tiempos intermedios de almacenamiento (dias 4 y 8) esta diferencia se

acorta observandose mayor efecto antimicrobiano sobre E. coli.

En el YFJ, Escherichia coli deja de detectarse a partir del dia 4 mientras que en el YN se
observa una poblacién 53% mayor para este tiempo de almacenamiento. Para el dia 8, aunque
la carga de E. coli en ambos tipos de yogur se reduce, YN aun presenta una concentracion
detectable de la bacteria. Finalmente, para el dia 12, ningun tipo de yogur muestra la presencia
de E. coli, confirmando la accioén antimicrobiana en ambos casos, pero con un mayor efecto en

el yogur con flor de Jamaica.

La reduccion de coliformes a lo largo del almacenamiento mostré un comportamiento similar
a E. coli. En la grafica 2b, se observa que la reduccion de coliformes en los dos tipos de yogures
muestra un patrén a lo largo del tiempo que se acelerado por la adicion de flor de Jamaica. En
el dia 0, el YFJ present6 una diferencia de 4 unidades logaritmicas menos en comparacion con
el YN, e igual que frente a E. coli, se evidencia un efecto antimicrobiano de los compuestos
presentes en la flor de Jamaica. Para el dia 4, esta diferencia se redujo 2 unidades logaritmicas,
con coliformes completamente ausentes en el yogur con flor de Jamaica. Finalmente, para los
dias 8 y 12, no se detecto la presencia de coliformes en ninguno de los yogures, lo que refleja

el impacto acumulativo de las condiciones desfavorables del medio.

La reduccion y pérdida de Escherichia coli y coliformes durante el almacenamiento se debe
principalmente a la acidificacion del medio. Durante el proceso de fermentacion, las BAL como
Lactobacillus y Streptococcus thermophilus producen acido lactico, lo que reduce el pH del

yogur a niveles entre 4.0 y 4.4 (Lopez et al., 2017). Este ambiente acido prolongado resulta
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hostil para E. coli y coliformes, bacterias que no toleran estas condiciones de acidez, lo que
lleva a su inactivacion progresiva y eventual eliminacion. Como se menciond anteriormente,
en el YFJ se evidencia desde el inicio una menor poblacion de E. coli y coliformes
probablemente debido al efecto antimicrobiano de los compuestos bioactivos presentes en la
flor, como los acidos organicos y polifenoles, que contribuyen a una reduccion adicional del
pH y generan condiciones menos favorables para la supervivencia de esta bacteria (Zhen et al.,

2016).

Otro factor crucial es la competencia por nutrientes. En el entorno cerrado del yogur, las
bacterias beneficiosas tienen una ventaja adaptativa y compiten directamente con E. coli y
coliformes por los recursos limitados. Esto dificulta la proliferacion de estas bacterias,
restringiendo su capacidad para sobrevivir en el medio. Ademas, las BAL producen compuestos
antimicrobianos secundarios como perdxido de hidroégeno, bacteriocinas y COz. Estos
compuestos actian como barreras adicionales contra la bacteria, inhibiendo su crecimiento de
manera efectiva (Heredia et al., 2017). Estos metabolitos contribuyen significativamente a la
estabilidad microbioldgica del yogur. Ademas, el tiempo prolongado de exposicion a estas
condiciones hostiles (12 dias) asegura que E. coli y coliformes no solo se vean inhibidas, sino

que eventualmente experimenten muerte celular.

El yogur elaborado no contiene conservantes afiadidos, si se compara la vida 1til de un yogur
comercial (30 dias) en el que normalmente se utiliza sorbato de potasio y benzoato de sodio
como conservantes, ¢l uso de la flor de Jamaica es una alternativa natural de conservacion, no
obstante, es un producto con 8 dias de vida util ya que a los 12 dias deja de cumplir con la

normativa respecto a la poblacion de BAL.



31

3.5 Efecto de la adicion de flor de Jamaica sobre la calidad fisicoquimica
del yogur

Para conocer el efecto de la adicion de flor de Jamaica sobre las caracteristicas fisicoquimicas
del yogur, durante el periodo de almacenamiento se midi6 el pH, acidez, sinéresis y viscosidad,
en los cuales se encontrd diferencia significativa entre el YFJ y el YN (Tabla 3). No se

encontraron diferencias significativas en la viscosidad para ninguno de los factores evaluados

(p > 0,05).

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del yogur durante el almacenamiento refrigerado (4°C)

Tipo Tiempo de almacenamiento (dias)
Parametro de
yogur 0 4 8 12
- YN 428 +0,02A  425+0,03A 425+ 0A 424 +0,02A
p
YFJ 3,75+ 0,02B  3,73+0,01BC 3,71 £0,01BC 3,69+ 0,01C
z?;idel YN 0,88 +0,01EF 0,91 + 0,02F 0,91 +0,01C 0,92 +0,01A
oaC.
Lictico) YFJ 1,21 +0,04CD 1,19+0,01DE  1,15+0,01CD 1,13+0,03B
YN 29,5+ 0,8C 35,5+0,5 40,33 + 1,5A 40,6 + 0,5A
Sinéresis
YFJ 34,6 +0,5B 36,3 +3,2AB 35,1+2,0B 39,0 + 1,0AB
Viscosidad YN 1919 + 9EF 1768 + 115F 5025 + 79C 27821 + 1496A
(Cp) YFJ 4002+ 165CD 3421 +365DE 4486 + 93CD 11184 £ 231B

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

El pH del YN se mantuvo estable a lo largo del almacenamiento (pH = 4,2), a diferencia del
YFJ en el que se observo una ligera disminucion; la adicion de flor de Jamaica provoco que el
yogur presente un pH = 3,75 (dia 0) alcanzando en el dia 12 un valor de pH = 3,69. Es comun
observar esta ligera reduccion del pH durante el almacenamiento, tal como muestran estudios
de estabilidad y vida util (Miranda y Paredes, 2015). Los resultados encontrados en el presente
estudio sugieren que la formulacién del YN tiene una mayor capacidad de amortiguacion de

proteinas (caseina) y resistencia a los cambios en el pH durante el almacenamiento (Tamine &
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Robinson, 2007). Ademas, la fermentacion bacteriana alcanza un punto de equilibrio una vez
que las bacterias lacticas consumen la mayor parte de la lactosa disponible, reduciendo
significativamente su actividad metabodlica durante el almacenamiento (Lucey, 2004). La
reduccion del pH producida en el YFJ, de acuerdo con Méndez et al. (2017), estaria relacionada
con la interaccion de los compuestos bioactivos que contiene la Jamaica como los acidos
organicos (acido malico, acido tartarico y acido citrico), que inicialmente contribuyen a una
ligera acidificacion, que pueden amortiguarse con el tiempo debido a interacciones quimicas
con la matriz proteica del yogur. Estos compuestos, junto con los polifenoles presentes en la
flor de Jamaica, pueden actuar como agentes quelantes, interactuando con las proteinas y
minerales del yogur, lo que podria reducir la disponibilidad de protones libres y estabilizar el
pH (Cisse et al., 2009). Ademas, la flor de Jamaica posee antioxidantes como las antocianinas,
que también pueden influir en el equilibrio quimico del yogur al ralentizar la actividad
metabolica de las bacterias lacticas, promoviendo una menor produccion de acido lactico

durante el almacenamiento (Mahadevan et al., 2009).

Respecto a la acidez, el YFJ presentd valores significativamente mayores al YN a lo largo del
almacenamiento. Se observé un ligero incremento de este parametro en el YN, en contraste, el
YFJ mostr6 una ligera reduccion. En el dia 0 la acidez fue de 0,88% y 1,21 % y en dia 12 los
valores registrados fueron 0,93 y 1,13%, para el YN y el YFJ, respectivamente. De acuerdo con
Lucey. (2004), estos cambios en la acidez estdn relacionados con una desaceleracion en la
actividad metabdlica de las bacterias lacticas que ocurre una vez que el yogur alcanza un pH
critico y las condiciones de almacenamiento son constantes. La estabilidad de la acidez titulable
permitid que el proceso fermentativo se completara en gran medida antes del almacenamiento,
limitando la produccion adicional de 4cido lactico. Ademas, la capacidad amortiguadora de las
proteinas lacteas podria contribuir a mantener la acidez dentro de un rango controlado, incluso

con ligeros cambios en las condiciones de almacenamiento (Beal et al., 2017).
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Respecto a la sinéresis, se muestra un aumento significativo tanto en el YN como en el YFJ
durante el almacenamiento. Al inicio (dia 0), se observé un promedio de 29,5 y 34,67 para YN
y YFJ, mientras que al dia 12 estos valores aumentaron un 38 y 12,5% respectivamente. Este
incremento refleja un deterioro progresivo de la estabilidad estructural del producto, por lo que
la reduccion de la cohesion en la matriz de gel del yogur debido a la reorganizacion de las
micelas de caseina y la desestabilizacion de las redes proteicas durante el almacenamiento
(Lucey, 2004). En este sentido, Castillo et al. (2017) sefialan que el envejecimiento del gel lleva
a una redistribucion del agua atrapada y al debilitamiento de las interacciones proteicas,
especialmente bajo condiciones de almacenamiento a temperaturas refrigeradas. En un yogur
sin aditivos con funcidn de estabilizantes, el incremento de la sinéresis es inevitable debido a
los cambios fisicoquimicos propios del envejecimiento (Tamime & Robinson, 2007). La
magnitud del aumento en la sinéresis también podria verse influenciada por el contenido inicial
de solidos totales y el pH, factores que afectan la retencion de agua en el gel. Ademas, al
incorporar un aditivo como la flor de Jamaica, se introduce solidos adicionales y compuestos
como 4acidos y azucares que pueden alterar el equilibrio osmético y reducir la capacidad de
retencion de agua en la matriz proteica (Acevedo et al., 2010). La sinéresis es un defecto comun
en el yogur porque supone el deterioro de la textura del producto y afecta su aspecto visual. En
la Figura 3 se puede observar el YN y YFJ, esta apariencia se mantuvo durante los 12 dias el
almacenamiento, lo que demuestra que el producto se mantiene estable, no obstante, se debe

recalcar que a los 8 dias el YFJ no presenta la poblacion minima requerida de BAL.



34

Figura 4. Apariencia visual de: a) Yogur natural y b) Yogur de flor de Jamaica luego de 12
dias de almacenamiento refrigerado

Por otro lado, la viscosidad del yogur aument6 significativamente en los dos yogures. En el
YN el aumento fue de 14 veces el valor inicial, en tanto que en el YFJ este aumento fue de 2,7
veces. En el dia 12 se encontraron valores de viscosidad de 27821 y 11184 cP parael YN y
YFJ, respectivamente. Cambios en la viscosidad del yogur son observados cuando en la
formulacion se incorporan ingredientes como fibra, gomas o concentrados de fruta que
producen rompimiento del gel durante el proceso de elaboracion (Jiménez et al., 2004). En el
yogur elaborado el aumento de la viscosidad indica que el gel pierde firmeza y consistencia,
esto podria deberse a la pectina incorporada en la mermelada de flor de Jamaica. Esta forma
una red tridimensional al interactuar con el agua y otros componentes del yogur, incrementando
la resistencia al flujo y mejorando la consistencia del producto, especialmente si la pectina
interactiia con un pH &cido como en el caso del yogur (Thakur et al., 1997). Ademas, la pectina
puede interactuar con las proteinas de la leche, reforzando la estructura del gel y contribuyendo
a una mayor viscosidad, lo que resulta en una textura mas espesa y homogénea (Beal et al.,
2017). Esta incorporacion especifica en la mermelada explica el aumento de viscosidad del
YFJ en comparacion con el YN, que no contiene este ingrediente. Ademas, la actividad de las
BAL puede contribuir a la formacioén de exopolisacaridos (EPS), compuestos que incrementan

la retencion de agua y refuerzan la red proteica (Guénard et al., 2020).
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4. CONCLUSIONES

A pesar de que el yogur con flor de Jamaica presenta inicialmente una mayor poblacion de
BAL respecto al La flor de Jamaica, su adiciéon podria no ser favorable para mantener la
viabilidad de las BAL necesarias para los atributos probiéticos del producto por més de 8 dias
de almacenamiento refrigerado. Por lo tanto, su uso como aditivo requiere ajustes en la
formulacion o en las condiciones de almacenamiento para garantizar que no se comprometa la

calidad funcional del yogur.

La flor de Jamaica mostrd efecto antimicrobiano significativo frente a Escherichia coli y
coliformes en el yogur. La adicion de flor de Jamaica redujo mas rapidamente estas bacterias
en comparacion con el YN, atribuida a la accion de los acidos organicos y polifenoles presentes
en la flor de Jamaica. Desde el inicio del almacenamiento, E. coli dejo de ser detectable en el
YF]J a partir del dia 4, mientras que en el YN permanecio detectable hasta el dia 8. Asimismo,
la carga de coliformes en el YFJ mostr6 una reduccion significativa en las primeras etapas del

almacenamiento, reflejando un efecto antimicrobiano mas eficiente en comparacion con el YN.

La adicion de flor de Jamaica tuvo un impacto leve pero significativo en las caracteristicas
fisicoquimicas del yogur. Es evidente que la presencia de los componentes quimicos
(polifenoles y acidos organicos) de la flor de Jamaica incrementan la acidez y reducen el pH,
la sinéresis y la viscosidad del yogur manteniendo estos pardmetros con menores valores en
comparacion al YN, en consecuencia, el yogur mantiene su estabilidad fisicoquimica por mas
tiempo. Ademas, el YFJ podria ofrecer propiedades funcionales adicionales (como la
capacidad antioxidante) derivadas de los compuestos antioxidantes y bioactivos de la flor de

Jamaica.

La incorporacion de flor de Jamaica en yogur se propone como una alternativa natural como

aditivo, aportando propiedades antimicrobianas al yogur. El color y sabor intenso de la flor de
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Jamaica pueden sustituir a colorantes y saborizantes artificiales, segun las tendencias actuales
hacia productos més naturales y funcionales. Sin embargo, es necesario optimizar la
formulacion para mantener la poblacion de BAL dentro de los requisitos microbiologicos

establecidos por la normativa.

5. RECOMENDACIONES

Seria interesante estudiar el uso de la flor de Jamaica como aditivo natural en yogur,
particularmente en relacion con su efecto sobre las propiedades reologicas y la vida util
sensorial del producto. La incorporacion de flor de Jamaica podria influir en caracteristicas
como la textura y la estabilidad del gel del yogur, aspectos que determinan la aceptabilidad
sensorial del producto. Seria recomendable conocer el perfil de compuestos bioactivos de la
flor de Jamaica (polifenoles y acidos organicos) y como interactian con la matriz proteica y

afectan las propiedades estructurales del yogur.

Por otro lado, es necesario determinar como la adicion de flor de Jamaica afecta parametros
sensoriales como el sabor, el color y la textura a lo largo del almacenamiento. Los resultados
asi obtenidos permitirian optimizar la formulacion de un producto con caracteristicas

funcionales y estabilidad durante toda su vida util.
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