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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo elaborar un bebida fermentada a base de zumo de guayaba
(Psidium guajava) y caracterizacion de bacterias acidos lacticas para lo cual se elaboraron tres
formulaciones que son: F1 (30% pulpa de guayaba, 70 % de agua), F2 (40% pulpa de guayaba,
60 % de agua) y F3 (50% pulpa de guayaba, 50 % de agua) las cuales fueron sometidas a una
fermentacion espontanea. Se realiz6 una prueba de degustacion con un grupo de 50 estudiantes
de la carrera de Bioquimica, empleando una escala hedoénica, en donde se obtuvo como resultado
que la formulacion F2 fue la de mejor aceptabilidad. Ademas, se realizd un andlisis
microbioldgico de indicadores de calidad como: coliformes, aerobios mesoéfilos y Staphylococcus
aureus, observandose la ausencia de coliformes y Staphylococcus aureus y en el caso de aerobios
mesodfilos no mostro crecimiento microbiano fuera del rango establecido por la normativa
empleada para la determinacion de dicho microorganismo, debido a que se lo conservo un espacio
de esterilidad e inocuidad durante su preparacion. La formulacion de mayor aceptabilidad fue
sometida a analisis microbioldgicos para el aislamiento de colonias de bacterias &cido lacticas con
posible actividad probio6tica empleando pruebas bioquimicas para su identificacion como: tincién
Gram, catalasa y oxidasa. Finalmente se realizd pruebas de caracterizacion como: Movilidad,
Produccion de CO;a partir de glucosa, crecimiento a distintas temperaturas y tolerancia a distintos
pH. Se concluyd que la bebida fermentada a base de Psidium guajava contenia bacterias acido
lacticas que cumplian con los ensayos de caracterizacién e identificacion que las convertian como
posibles candidatas a probio6ticos de origen vegetal. Por ello se recomienda que las cepas
bacterianas obtenidas de este producto sean evaluadas con técnicas moleculares logrando darle

un valor agregado a las mismas en la industria alimentaria.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <BACTERIAS ACIDO LACTICAS>,
<BEBIDA FERMENTADA>, <GUAYABA (Psidium guajava>, <CATALASA>,
<OXIDASA>, <FERMENTACION >, <ANALISIS PROXIMAL>.

0067-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The objective of this research was to elaborate a fermented beverage based on guava juice
(Psidium guajava) and characterization of lactic acid bacteria for which three formulas were
elaborated: F1 (30% guava pulp, 70% water), F2 (40% guava pulp, 60% water) and F3 (50%
guava pulp, 50% water). These were subjected to spontaneous fermentation. A taste test was
carried out with a group of 50 Biochemistry students, using a hedonic scale, where it was found
that the F2 formulation was the most acceptable. In addition, microbiological analysis of quality
indicators such as coliforms, mesophilic aerobes, and Staphylococcus aureus was performed. It
showed the absence of coliforms and Staphylococcus aureus, and in the case of mesophilic
aerobes, it did not show microbial growth outside the range established by the standards used for
the determination of this microorganism. This is because it was kept in a sterile and innocuous
environment during its preparation. The most acceptable formulas were subjected to
microbiological analysis for the isolation of lactic acid bacteria colonies with possible probiotic
activity using biochemical tests for their identification such as Gram staining, catalase, and
oxidase. Finally, characterization tests were carried out, such as Mobility, CO2 production from
glucose, growth at different temperatures, and tolerance to different pH. It was concluded that the
fermented beverage based on Psidium guajava contained lactic acid bacteria that complied with
the characterization and identification tests that made them possible candidates for probiotics of
vegetable origin. Therefore, it is recommended that the bacterial strains obtained from this product

be evaluated with molecular techniques to give them added value in the food industry.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <LACTIC ACID BACTERIA>,
<FERMENTED DRINK>, <GUAVA (Psidium guajava)>, <CATALASE>, <OXIDASE>,
<FERMENTATION>, <PROXIMAL ANALYSIS>.

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez
C.10603877713
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INTRODUCCION

Una bebida fermentada es aquella que, por accion de levaduras o fermentacion espontanea,
convierte el azlcar que contienen las frutas o cereales en alcohol; estos productos han logrado
generar un gran auge en la calidad nutricional la cual es atribuida a procesos quimicos que
proporcionan el aparecimiento de bacterias acido lacticas. Las bacterias acido lacticas son un tipo
de bacterias reconocidas a nivel mundial como seguras ya que tienen la capacidad de producir

sustancias antimicrobianas y son muy codiciadas en la elaboracion de alimentos fermentados.

Esta investigacion se enfoca en la seguridad alimentaria debido al uso de frutas como fuentes
principales para la elaboracién de bebidas que por sus componentes presentan microorganismos
benéficos para la salud de las personas como una forma de prevenir, eliminar y contrarrestar

enfermedades gastrointestinales las cuales afectan el sistema inmunoldgico.

La presente investigacion posee un enfoque cuantitativo, con disefio de investigacion
experimental aleatorio, basado en la elaboracion de una bebida fermentada a base de zumo de
guayaba y caracterizacion de bacterias acido lacticas obteniendo la mejor formulacién mediante
tratamientos con réplicas utilizando un método analitico, cuyos resultados seran expresados de

manera cuantitativa.

Finalmente, el estudio se realiza con frutos de Psidium guajava recolectados en el Cantdn Sacha,
Provincia de Orellana. Los ensayos pertinentes de la investigacién se llevan a cabo en el
Laboratorio de Bromatologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, mediante pruebas de degustacion, pruebas fisicoquimicas y

microbioldgicas.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Antecedentes

En la Universidad Tecnologica Equinoccial se realiza el “Empleo De Pulpa De Acerola Y
Guayaba En Una Leche Fermentada Probidtica”. En donde la relacion de pulpa de acerola-
guayaba en la elaboracion de una leche fermentada probidtica fue en relacion m/m 1:1 al 12 %
m/m empleando Unicamente leche entera en polvo estandarizada con un contenido de sélidos no
grasos (SNG) de leche al 9,5 % m/m, contenido de proteina y grasa de 2,73 y 3,21%, 3 % m/m
de cultivo probidtico Bioyogur, respectivamente, y 13,1 % m/m de hidratos de carbono totales.
La calidad higiénica sanitaria del producto y viabilidad celular del probiético fue factible gracias

al cumplimiento de las especificaciones de los indicadores microbiol6gicos (Valdés et al, 2020, p. 10-
14)

El estudio “Produccion de Yogurt Probiodtico Bajo en Grasa Suplementado con Polvo de Semillas
de Guayaba” publicado en la Revista de Ciencias Alimentarias y Lacteas demostré que el polvo
de la semillas de guayaba (GSP) podria utilizarse como fuente de fibra cruda y fenoles en el yogur
bajo mejorando su valor nutricional y sus propiedades reoldgicas y sensoriales. El polvo de las
semillas de la fruta por su alto contenido en fibra se ha sugerido que cumple con el concepto de
prebidtico, proporcionando un aumento en los recuentos de bacterias con actividad probidtica en

los tratamientos para superar aproximadamente 10 CFU/g, actuando, asi como prebidticos (Abd
et al, 2020, p 95).

En la Escuela Agricola Panamericana se realiza el estudio de “Evaluacion de la viabilidad de
Lactobacillus casei libre y encapsulado en alginato sédico como probidtico en jugo de guayaba”.
El Lactobacillus casei tiene potencial para usarse como probidtico libre en el jugo de guayaba
debido al corto periodo de tiempo durante el cual se sirve. Es importante mencionar que agregar
una suspension de bacteria libre al jugo implica reformular el producto, para no modificar la

relacién que se usa agua: concentrado (De La Cruz y Teran, 2013, p. 1-33).

1.2.  Planteamiento del problema

La ausencia de una dieta equilibrada en combinacion de factores fisioldgicos, ambientales,

genéticos y de comportamiento han logrado incrementar la presencia de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS), las cuales conforman el 74% de muertes a nivel mundial. El
2



77% de estas corresponde a paises de bajo y medianos ingresos (OMS, 2022, p. 1). La relacion entre
microbiota y salud es el motivo de grandes investigaciones en la industria alimentaria. Una de las
maneras de recuperar el equilibrio de la microbiota es contar con una buena alimentacion como;
la ingesta de alimentos de origen vegetal, alimentos con alto contenido en fibra y los alimentos
de caracteristica probidtica aportando beneficios en la salud al consumidor y garantizando un

equilibrio en la microbiota.

Entre las principales funciones de la microbiota intestinal encontramos el procesamiento de los
alimentos, prevenir la colonizacion de microorganismos patégenos y producir vitaminas B 'y K
las cuales no pueden ser sintetizadas por el organismo humano. Finalmente, y no menos
importante, estimular al sistema inmune. La base de las enfermedades autoinmunes es el
desequilibrio del caracter mutualista del sistema inmune y la microbiota intestinal lo cual

desencadena un efecto patoldgico (Del Campo et al., 2018, p. 242).

Desde el punto de vista del desarrollo tecnoldgico, se ha identificado diversas fuentes vegetales
con presencia de microorganismos con actividad probidtica como son los Bacillus obtenido de
maiz mohoso, miel de abeja sin aguijon, levaduras de cierto cereales, bifidobacterias y bacterias
acido lacticas extraidas de vegetales fermentados como el pepino, pocai y repollo. En conclusion,
uno de los desafios de la industria alimentaria en la inclusién de fuentes frutales que presenten

actividad probid6tica es considerar criterios de fermentacion y la relacidn ecolégica. (Castro et al,
2022, p. 8).

1.3. Justificacion

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS), constituyen una problematica de la salud
publica a nivel mundial afectando a personas de cualquier edad o condicion social las cuales se
caracterizan por la aparicion de sintomas gastrointestinales, pero estas enfermedades también
pueden dar lugar a sintomas inmunoldgicos, ginecoldgicos y neurolégicos. Las ETAS pueden
originarse por la ingestién de agua o alimentos que contengan agentes no biolédgico o bioldgicos
cuyas cantidades afectan la salud del consumidor a nivel individual o de un grupo de personas

llegando a ser de carécter agudo a cronico (MsP, 2021, p.1).

En la actualidad en Ecuador el excesivo consumo de productos con bajo nivel nutritivo y con un
contenido elevado de azlcar, sal, grasas saturadas en combinacion con el sedentarismo y el estrés
laboral. Son uno de la maltiples factores que conllevan al aumento de patologias digestivas con

un alto indice de mortalidad.



La industria de alimentos se caracteriza por la difusion y la excesiva comercializacion de
probiédticos de origen lacteo. Si embargo, en los Gltimos afios el incremento de la demanda de
productos con actividad probidtica de origen no lacteo ante la creciente de la poblacién no
consumidora de alimentos de origen animal por diversos motivos personales (vegetarianismo) o
requeridos por patologias (dislipidemias, intolerancia a la lactosa entre otras) buscan consumir

productos de origen vegetal (Jardo et al. 2021, p. 227).

Los avances en la industria alimentaria han permitido alterar estructuralmente las matrices
vegetales modificando de una forma controlada y segura los componentes de ciertos productos
dandoles un valor agregado. Estas condiciones han permitido el lanzamiento de nuevos productos
que contienen cepas probidticas, particularmente bebidas de verduras, frutas y cereales. Por lo
descrito anteriormente y tomando en cuenta que es una problematica de importancia a nivel
mundial y nacional este proyecto de investigacion toma como propuesta elaborar de una bebida
fermentada a base de zumo de Psidium guajava (guayaba) y la respectiva caracterizacion de
bacterias acido-lacticas con posible actividad probidtica.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Elaborar una bebida fermentada a base de zumo de Psidium guajava (guayaba) y la respectiva

caracterizacion de bacterias acido-lacticas.

1.4.2. Objetivos especificos

e Realizar el analisis proximal del fruto de Psidium guajava (guayaba)

e Elaborar y ensayar tres formulaciones de la bebida a base de zumo de Psidium guajava
(guayaba)

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de la
formulacion éptima

e Identificar la presencia de bacterias acido lacticas con posible actividad probi6tica mediante

la técnica de screening



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Bebida fermentada

Una bebida fermentada es aquella que se obtiene de frutas o cereales mediante la
biotransformacién anaerébica de carbohidratos monosacérido, principalmente hexosas como la
glucosa y la fructosa, en dioxido de carbono (CO-) y etanol (C>HsO), asi como la generacion de

un sinndmero de productos (Lépez et al. 2019, p. 12).

2.2.  Tipos de fermentaciones

La fermentacion espontanea de frutas puede ocurrir debido a la microbiota lactica autéctona que
contiene en la materia prima como por ejemplo Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Para
esta accién es importante considerar condiciones favorables de actividad de agua, anaerobiosis,
temperatura y concentracion de sal. Sin embargo, el uso de cultivos iniciadores confiere
consistencia, fiabilidad, control y reproducibilidad en el proceso proporcionando productos

seguros y de calidad constante (Rodriguez et al. 2020, p. 279).

En el proceso fermentativo se puede dar dos tipos de fermentaciones, misma que se detallan a

continuacion.

2.2.1. Fermentacion lactica

Es un tipo de fermentacion que se lleva a cabo en el citoplasma celular. Mediante la glucélisis a
partir de una molécula de glucosa se obtienen dos moléculas de piruvato. Las vias utilizadas para
la asimilacion de hexosas y pentosas en acido lactico son la de Embden-Meyerhof (EMP) y la de
pentosa fosfocetolasa (PK) (Orozco 2011, p. 10).

2.2.2. Fermentacion alcohdlica

Es una biorreaccion que permite degradar azlcares en alcohol y diéxido de carbono. La

conversion se representa mediante la ecuacion:

CoHy,0s = 2C,Hs + 2CO,



Los principales microorganismos responsables de esta transformacion son las levaduras.
Saccharomyces cerevisiae, esta comprende la especie empleada con mayor frecuencia. Sin
embargo, existe un supuesto que existen estudios para la produccion de alcohol con bacterias y

hongos, como la Zymomonas mobilis, aungue su explotacion a nivel industrial es minima. (Vésquez
y Dacosta 2007, p. 252).

2.3.  Guayaba (Psidium guajava).

La guayaba (Psidium guajava) es un fruto tropical importante en aspectos econémicos y en
aspectos nutricionales. La produccion mundial de guayaba es de aproximadamente 1.2 millones
de toneladas, la India y Pakistan son los mayores productores (50 %), seguidos de México (25 %)
y otros paises como Colombia, Egipto y Brasil. En Ecuador la guayaba (llustracion 2-1) es una
fruta muy apreciada por sus valores nutritivos y su alto contenido en diversas vitaminas. Es
antiescorbutica por su alto contenido en vitamina C. En forma natural tiene muchas propiedades

nutritivas y preventivas de enfermedades como la anemia (Fajardo et al., 2019, p. 290).

llustracion 2-1: Frutos de Psidium guajava

Fuente: (Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas, 2017, p. 1).

2.3.1. Clasificacion taxonoémica de la guayaba

En la siguientes tabla (Tabla 2-1) se aprecia la clasificacion taxonémica de la especie Psidium

guajava.

Tabla 2-1: Taxonomia Psidium guajava
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Clasificacién Taxonémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Filo Traqueofita
Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Subfamilia Myrtoideae
Tribu Myteae
Género Psidium
Especie Psidium guajava L

Fuente: Guallichico, 2022, p. 11
Realizado por: Campoverde C., 2023

2.3.2. Descripcion botanica

La guayaba es un arbusto de aproximadamente 3 cm hasta 10 cm de altura con un diametro de
hasta 60 cm, cuenta con raices superficiales, un tronco generalmente torcido, lefioso de 20 cm de
ancho con ramificaciones verdes, amarillas, rojizas o rojas que dan origen a hojas perenes,
opuestas con prominentes laterales y venas en la parte inferior, el color de estas varia entre verde
a marrén y cuando estas maduran se vuelven aromaticas. Su forma varia de eliptica a oblongo-
lanceolada, rara vez redondeada, de 4 cm a 10 cm de largo y de 2,5 cm a 6 cm de ancho, apice
atenuado, apiculado, redondeado, pero principalmente obtuso o agudo, ampliamente cuneado en
la base y con peciolos cortos 2 mm -7 mm de largo, con venas ramificadas que pueden medir

entre 5 cm y 15 cm de largo (Guallichico, 2022, p. 11).

2.3.3.  Composicion quimica

Este fruto es muy rico en vitaminas A, B y C entre otros nutrientes. En el mesocarpio, pericarpio
y epicarpio del frutos de guayaba existe un mayor contenido de polifenoles totales (base himeda)
(Pérez et al, 2019, p. 239).

2.3.4. Valor nutricional de Psidium guajava

A continuacién, se presenta el valor nutricional:



Tabla 2-2: Composicion nutricional de la guayaba

Parametros Valor (en 100 g de guayaba) Unidad
Agua 80,8 g
Cenizas 0,026 g
Proteina 2,55 g
Lipidos 0,5 g
Carbohidratos 14,32 g
Fibra 5,4 g

Fuente: Samaniego, 2019, p. 29
Realizado por: Campoverde C., 2023

2.3.5. Productos a base del fruto de Psidium guajava

La mayoria de las empresas expendedoras de guayaba la convierten en productos derivados como
dulces, mermeladas o jugos. por lo general la pulpa de frutos de guayaba es utilizada en el
procesamiento de jugos, néctares y rellenos para dulces sin considerar su verdadero valor

nutricional y antioxidante (Pérez et al, 2019, p. 239).

2.4, Prebiéticos

Se define como prebidticos a sustratos de las dietas especialmente oligosacaridos y polisacaridos
no amilaceos no digeribles por las enzimas de los humanos con el objetivo de nutrir a grupos
seleccionados de microorganismos que residen en el intestino, garantizando el crecimiento de

bacterias beneficiosas sobre las nocivas (Marifio et al. 2021, p. 298).

2.4.1. Efecto de los prebidticos

Entre los beneficios que aportan los prebidticos encontramos la produccion de metabolitos
bacterianos y la regulacion inmune. En el humano, la administracion de probidticos conduce al
mayor desarrollo de la microbiota intestinal, la modulacién inmune y la produccién de acidos

grasos de cadena corta (AGCC), estos Gltimos participan en la integridad de la mucosa intestinal
(Castafiedo 2018, p. 5).

2.4.2. Rasgo de los prebidticos

Para que un ingrediente alimentario sea establecido como una sustancia prebidtica se consideran

tres rasgos importantes



e  Ser un producto natural no hidrolizado, no ser absorbible por las enzimas del tracto digestivo
superior (resistente al acido clorhidrico)

e Tener la capacidad de modificar la microbiota intestinal del colon después fermentado por
una o varias bacterias

e Estimular selectivamente bacterias intestinales e inducir efectos benéficos para la salud del

consumidor (Castafiedo 2018, p. 5).

2.5. Probiéticos

Segun la Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO), los probi6ticos son microorganismos
vivos que, al administrarse en cantidades adecuadas, aportan un beneficio en la salud del huésped.
Es decir, estos microorganismos se administran constantemente para mantener la salud intestinal

humana (Marifio et al. 2018, p. 6).

En general, cualquier integrante de la microflora intestinal puede convertirse en un candidato
probiético. Sin embargo, en la industria alimentaria los mas empleados corresponden a dos grupos
microbianos como: Bifidobacterias y Lactobacillus consideradas como seguras. Similarmente, se
han utilizado con el mismo fin bacterias del género. E. coli y Bacillus cereus, asi como levaduras,

principalmente las Saccharomyces cerevisiae (Marifio et al. 2018, p. 6).

Tabla 2-3: Principales probi6ticos usados en la terapéutica humana

Género Probidticos

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus bulgaris
Lactobacillus casei
Lactobacillus lactis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus Lactobacillus sakei
Lactobacillus &cidophilus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus buchneri

Lactobacillus johnsonii

Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterim Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve



Enterococos faecium

Enterococos Enterococos faecalis

Streptococcus thermophilus

Streptococcus Streptococcus salivarius

Saccharomyces boulardii

Saccharomyces Saccharomyces cerevisae

Lactococcus lactis,
cremoris, diacetylatis

Bacillus subtilus

Otros Leuconostos
Escherichia coli
Pediococcus acidilactici

Propionibacterium freudenreichii

Fuente: Marifio et al. 2018, p. 17
Realizado por: Campoverde C., 2023

2.5.1. Funciones de los probioticos

Los probidticos cumplen diferentes funciones aportando beneficios tanto a nivel inmunolégico y

no inmunoldgico

Tabla 2-4: Beneficios de los probiotico

o Activan los macrofagos locales y las células dendriticas
desencadenando la produccion de la IgA secretora, tanto local

como sistémica

Beneficios
inmunolégicos . Modulan los perfiles de citoquina
. Inducen la disminucion de la respuesta a los antigenos
de los alimentos
. Compiten con patdgenos por los nutrientes
. Modifican la actividad de enzimas intraluminares
. Aumentan la actividad lactasica y la glucosidasa
Beneficios no . Alteran el pH local para crear un ambiente desfavorable
inmunoldgicos para los patdgenos
. Fagocitan radicales superdxido
o Estimulan la produccidn epitelial del moco
. Mejoran el tropismo epitelial

Fuente: Marifio et al., 2018, p. 6
Realizado por: Campoverde C., 2023

10



2.5.2. Mecanismo de accidn de los probidticos

Los probioticos acttan a través de la estimulacion de los mecanismos inmunitarios en la mucosa
y los no inmunitarios a nivel del tracto intestinal, generando una accidn antagonica con bacterias
patodgenas. Se incluyen los siguientes mecanismos de accion (Rappaccioli et al. 2021, p. 2).

e  Disminuir el pH intraluminal

e  Actlan como barrera intestinal ocasionando la inhibicion competitiva

o Incrementan la produccion de IgA

e Activan la proteina-cinasa C para fortalecer los sitios de union

2.6. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismo que se encuentran distribuida
ampliamente en el ecosistema y se utilizan a gran escala a nivel de las industrias alimentarias. Se
localizan en materias primas animales, vegetales y en productos fermentados incluidos los del

entorno de plantas lacteas, carnicas, vegetales y cereales, donde puede producirse la fermentacion
(Vargas 2018, p. 29).

2.6.1. Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

Son bacterias Gram-positivas con un bajo contenido de guanina + citosina (G+C), no formadoras
de esporas, tolerantes a los acidos, no moviles, catalasa negativa y forma bacilos o cocos con un
grosor de 0.5 -0.8 um y longitud variable. Ademas, son un grupo de bacterias fisiol6gicamente
uniforme, anaerobias facultativas y carecen de actividad respiratoria porque la ausencia de la
enzima citocromo catalasa. Los factores que alteran su crecimiento en el medio de fermentacion
son la temperatura (meso6filos y terméfilos), los requerimientos nutricionales y las condiciones
ambientales al crecer en medios complejos. Sus colonias son de tono blanco lechoso y forma

circular convexa (Lépez 2021, p. 29).

2.6.2. Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Las BAL al ser microorganismo que poseen requerimientos nutricionales complejos como
vitaminas, minerales; algunas especies inclusive requieren factores de crecimiento como el jugo
de tomate, suero de leche. Estas poseen la capacidad de metabolizar pentosas como la ribosa,
arabinosa y xilosa; las cuales son transportadas al interior de la célula por permeasas por difusion

facilitada y metabolizadas a través de la via de la fosfocetolasa. Teniendo en cuenta las vias
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bioquimicas utilizadas para metabolizar los hidratos de carbono las BAL se dividen en tres

grupos: heterofermentativas facultativas, homofermentativas obligadas y obligatoriamente
fermentativas (Sanchez 2019, p. 10).

2.6.2.1. Homofermentativas obligadas

Este grupo de BAL fermentan la glucosa a &cido lactico exclusivamente a través de la via de
EMP, pero no pueden fermentar pentosas ni compuestos relacionados. Las cepas que cumplen
estas caracteristicas estan clasificadas como Lactobacillus spp. Grupo | (Sanchez 2019, p. 11).
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llustracion 1-2: Fermentacion homolactica
Fuente: Parra, 2010, p. 96

2.6.2.2. Heterofermentativas facultativas

Fermentan los hidratos de carbono como la glucosa exclusivamente a &cido lactico via la glicolisis

y las pentosas por la via de la fosfocetolasa. En este grupo estan incluidos los Lactobacillus spp.
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Grupo Il y los géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Vagococcus y

Paralactobacillus. (Sanchez 2019, p. 11).
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llustracion 2-3: Ruta de la galactosa
Fuente: Parra, 2010, p. 95

2.6.2.3. Obligatoriamente heterofermentativas

Fermentan la glucosa, pentosas y compuestos relacionados a través de la via de la fosfocetolasa.
Estan incluidos en este grupo: Lactobacillus spp. Grupo Ill, Leuconostoc, Weissella y

Oenococcus (Sanchez 2019, p. 10).

2.7.  Principales géneros de bacterias acido lacticas

Lactobacillus: Bacterias Gram positivas, no productoras de esporas, pueden ser anaerobias
facultativas o microaerdéfilas. Algunas especies se caracterizan por ser homofermentativas y otras
heterofermentativas. Son autoresistentes por lo que son importante en la industria alimentarias en
la elaboracion de productos como queso o0 yogurt. Dentro de este género destacan las siguientes
bacterias Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus johnsonii y

Lactobacillus gasseri (Cabezas, 2019, p. 7).

Lactococcus: Bacterias anaerobias facultativas, tiene morfologia esférica agrupadas en cadenas

cortas o pares, no son formadoras de esporas, no poseen movilidad y tiene tolerancia a distintos
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pH, temperatura y salinidad para su crecimiento. En entre género encontramos a bacterias como:
Lactococcus piscium, Lactococcus lactis, Lactococcus plantarum, Lactococcus changangensis,

Lactococcus garvieae, Lactococcus raffinolactis y Lactococcus fujiensis (Rebello et al., 2016, p.22)

Streptococcus: Son bacterias de forma esférica, gram positivas, anaerobias facultativas, no tiene
movilidad y se encuentran agrupadas formando cadenas de dos. Estas bacterias producen toxinas
como hemolisinas o proteasas que facilitan su proliferacion y colonizacion en el huésped. Dentro
de este género destacan bacterias como Streptococcus viridans, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae (Santos, 2019, p. 39)

2.8. Enfermedades en las que se aplica bacterias acidos lacticas

2.8.1. Problemas digestivos

La enfermedad inflamatoria intestinal es un trastorno crénico entre los cuales encontramos la
colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn las cuales pueden presentar manifestaciones clinicas
como: dolor abdominal, diarrea y sangrado. Su tratamiento farmacoldgicos incluye
antiinflamatorios inmunomoduladores y agentes biologicos. ElI empleo de probidticos en
pacientes con colitis ulcerosa en combinacién de terapia farmacol6gica ha permitido establecer
mejoria en los parametros histologicos, la disminucion de la frecuencia de diarrea y la presencia
de sangre en heces. Como un beneficio adicional, el uso de los probi6ticos mejora la tolerancia

de los alimentos que aportan macro y micronutrientes (Sanchez et al. 2018, p. 12).

2.8.2. Reduccion de cancer de colon

El consumo de probidticos puede tener un efecto anticancerigeno y/o profilactico con relacion al
desarrollo de cancer de colon. La actividad anticancerigena ha sido demostrada gracias a un efecto

en la modulacion de la actividad enzimatica de las poblaciones bacterianas del colon, las cuales

podrian estar asociadas con ciertas enfermedades o promocion de tumores (Gallardo 2018, p. 22).
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2.8.3. Disminucion de colesterol sérico

Los elevados niveles de colesterol sanguineo y en la dieta son los principales factores de riesgo
gue conllevan al aparecimiento de enfermedades coronarias. En diversos estudios se han realizado
ensayos donde el consumo de productos lacteos fermentados ayuda a la disminucién de colesterol
en el suero sanguineo. A demas, estudios in vitro han demostrado que cepeas probidticas como

Lactobacillus acidophilus disminuye el nivel de lipoproteinas de baja densidad y colesterol
(Ramirez et al. 2011, p. 11).

2.8.4. Uso en la hipertension

La presencia de péptidos producidos durante la fermentacion de productos lacteos ayuda a
disminuir moderadamente la presién sanguinea en paciente con presion elevada (hipertensos).
Esto se debe a que estos péptidos participan como inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina I (ECA 1) (Ramirez et al. 2011, p. 11).

2.9.  Alimentos con probiéticos

Se conoce como productos con probidticos a aquellos alimentos que han atravesado un proceso
de fermentacion mediante el desarrollo controlado de microorganismos (hongos, bacterias o
levaduras) los cuales generan una accién enzimatica sobre el sustrato alimentario, transformando

un producto diferente al material de origen (Vinderolay Pérez, 2021, p. 57).

Durante el proceso de fermentacidn se observan cambios en las propiedades sensoriales (olor,
sabor) y reoldgicas (viscosidad) del producto, mejora la biodisponibilidad y la digestion de
algunos nutrientes, prolonga la vida Gtil y otorga propiedades beneficiosas para la salud. Algunos
alimentos fermentados pueden resultar de la fermentacion de leche (kéfir, yogur), cereales (avena

fermentada, cerveza), frutas o legumbres (bebidas alcohdlicas) y verduras (kimchi, chucrut)
(Vinderolay Pérez, 2021, p. 57).

2.9.1. Yogur

Producto obtenido de la fermentacion de la leche con microorganismo especificos como
Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus. Estos se encargan de acidificar la leche
al fermentar parcialmente la lactosa. En general, se ha evidenciado que en los sujetos con
malabsorcion o intolerancia a la lactosa los yogures son mejor tolerados que la leche porque parte
de la lactosa se consume durante la fermentacion (Vinderola y Pérez, 2021, p. 57).
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2.9.2. KEéfir

Es una bebida lactea fermentada con bioactividad multifuncional. Se obtiene inoculando granos
de granos de kéfir en leche la cual funciona como fuente de compuestos con actividad biolégica.
El consumo de kéfir estd asociado con una amplia gama de beneficios nutracéuticos, que incluyen
efectos antimicrobianos, anticancerigenos, antiinflamatorios, antidiabéticos, antioxidantes,

anticancerigenos y antihipercolesterolémicos (Rodriguez et al. 2017, p. 347)

Granos
D de kéfir Bioactividades
| v
N\ (Péptidos bioactivos
v Exopolisaciridos Antioxidante
. _ _ . s i
Carboidratos — Probidticos Antihipertensiva
Pfo?emas Acidos orginicos Antimicrobiana
Lipidos B scEiES
Minerales Antiinflamatoria
Vitaminas (0 g 0 Diéxido de carbono
L e Antitumoral
Compuestos [:}__E ko dn Midefigyen Antiul
ntiulcerosa
bioactivos Etanol
\ / \Diacetilo J Hipoglucemiante
Leche Kéfir

llustracion 2-4: Produccién y bioactividad multifuncional del kéfir
Fuente: Rodriguez et al., 2017 p. 349

2.9.3. Chucrut

Alimento obtenido a través de la fermentacion de la Brassica oleracea (col) originado en China
y exportado a Europa. Posee una conservacion por largos periodos de tiempo al igual que otros
productos fermentados, su consumo facilita el acceso a nutrientes en temporadas donde es dificil

acceder a alimentos frescos por las bajas temperaturas (Rodriguez y Zumba, 2021, p. 100).

2.9.4. Cerveza

Bebida alcohdlica cuya elaboracidn consiste en la fermentacion de granos de cebada malteados
al que se le incorpora lupulo mediada por levaduras. Es una bebida de mayor consumo a nivel
mundial, uno de los principales criterios para su clasificacion de las cervezas existentes se basa
practicamente en el tipo de fermentacién y el tipo de levadura involucrada. Entre las levaduras

cerveceras encontramos a aquellas de fermentacion baja y alta (Burini et al. 2021, p, 360).
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2.10. Screaning microbiolégico de bacterias acido lacticas

El aislamiento y la caracterizacidn de cepas de bacterias acidos lacticas busca mejorar y optimizar
los procesos fermentativos ayudando al desarrollo de productos con actividad probidtica definidas
y constantes. La caracterizacién después del aislamiento de bacterias acidos lacticas (BAL)
provenientes de productos artesanales tiene relevancia en el campo cientifico ya que permite
incrementar el conocimientos tanto en la aplicacion como el potencial de cepas autdctonas para

ser utilizadas como cultivos iniciadores (Ramirez y Vélez, 2018, p. 116).

2.10.1. Pruebas bioquimicas

2.10.1.1. Tincion Gram

La tincion Gram es una de las pruebas bioquimicas mas importantes en el campo de la
microbiologia este tipo de tincién diferencia a las bacterias en dos grandes grupos. Las bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Las primera se caracterizan por presentar un tincion azul o
violeta debido a que estdn compuestas por una pared celular gruesa compuesta por polimeros y
peptidoglucanos e impermeables los cuales resisten a la decoloracién. Por otro lado, las bacterias
Gram negativas presentas una coloracion rosa ya que pueden sufrir decoloracion debido a que su
pared es mas delgada de peptidoglucanos mas una bicapa de lipoproteinas que se puede deshacer
con la decoloracion. Ademas, también permite determinar si el microorganismos pertenece al

grupo de las bacterias o levaduras, la morfologia como bacilo o coco y la forma de agrupacion
(Rodriguez y Arenas, 2018, p. 166).

2.10.1.2. Prueba de la catalasa

Esta prueba es de utilidad para identificar los microorganismos gque expresan la enzima catalasa,
esta enzima se encuentra en la mayoria de los microorganismos que disponen citocromo. La
enzima se encarga de hidrolizar el peréxido de hidrogeno presente en la biotransformacion de
organismos vivos mediante el empleo de la via oxidativa en agua y oxigeno gaseoso que se libera
en forma de burbuja (Espin 2021, p. 18). La mayor parte de las bacterias aerotolerantes dan catalasa

positiva a excepcion de las bacterias acido-lacticas (Latorre 2018, p. 25).

2.10.1.3. Prueba de la oxidasa
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Esta prueba es de utilidad para identificar bacterias que poseen enzimas oxidasas ya que estos
microorganismos disponen del sistema citocromo oxidasa, este sistema puede estar presente en
bacterias anaerobias o aerobias. Sin embargo, en bacterias que carece del sistema citocromo
oxidasa se considera que la produccion de la enzima oxidasa esta asociada con la produccion de

la enzima catalasa y puede ser determinada por método directo en placa o indirecto en papel.
(ULPGC 2019, p. 6).

2.10.1.4. Prueba de la movilidad

Es una prueba es de utilidad para determinar si la bacteria carece o no de movilidad, para
determinar la movilidad se emplea la siembra de la bacteria en el medio manitol-movilidad donde
las bacterias que sean moviles generaran una especie de enturbiamiento homogéneo a causa de la
distribucion de los microorganismos, en cambio las bacterias que carezcan de movilidad

permaneceran Unicamente en la linea de la siembra realizada (ULPGC 2019, p. 4).

2.10.1.5. Produccién de CO2 a partir de glucosa

Esta prueba es de utilidad ya que permite identificar si las bacterias son heterofermentativas,
debido a que estos microorganismos emplean la ruta de la fosfocetolasa que metaboliza los
hidratos de carbono, produciendo ademas de acido lactico, etanol, acido acético y dioxido de
carbono (Parra 2010, p. 98).

2.10.1.6. Crecimiento a diferentes temperaturas

Es una prueba que permite identificar la temperatura ideal de incubacién categorizandolas como
termofilas o mesofilas tomando en cuenta los siguientes pardmetros (Parra 2010, p. 9):

e Mesofilas: volumen de cultivo entre 1-2%, temperatura de incubacion 22-34°C con un
tiempo de incubacidon de 18-20 horas, con una acidez final de acido lactico del 0,8%.

e Termdfilas: volumen de cultivo entre 2-3%, temperatura de incubacion 37-45°C con un

tiempo de incubacion de 2-4 horas, con una acidez final de acido lactico del 0,9%.

2.10.1.7. Tolerancia de diferentes pH

Es una prueba en la cual las bacterias son sometidas a diferentes rangos de pH, pero es importante
considerar que, la mayoria de las bacterias acido lacticas pueden tolerar un pH alcalino o &cido,
sin embargo, a medida que disminuye el pH del medio disminuye el nimero de especies que son

capaces de subsistir (Vanegas 2014, p. 9).
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Se entiende que, el pH es un factor importante en el proceso de fermentacion, se obtiene una
produccién dptima de acido lactico a pH de 7-5, por lo cual, es de vital importancia seleccionar

las bacterias &cido lacticas que tengan la facultad de tolerar ese rango de acidez (Vanegas 2014, p.
9).

2.11. Analisis proximal

Este tipo de analisis comprende métodos que se realizan con mayor frecuencia para conocer la
composicién de los componentes que se encuentran presentes en los alimentos. Incluye
determinaciones como humedad, ceniza, grasa cruda, fibra dietética, carbohidratos asimilables y

proteina total (Fay y Zumbado, 2020, p. 7).

2.11.1. Humedad

La humedad hace referencia a la cantidad de agua que posee un alimento. Se utiliza el término
“materia seca” dentro de este parametro mismo que se obtiene de la diferencia del peso total
menos el contenido de agua (humedad). Entre las principales razones para conocer el contenido
de humedad en alimentos tenemos: impedir afectaciones en la textura del alimento, evitar el
desarrollo de microorganismos y para la adecuada conservacion de los alimentos por el mayor

tiempo posible (Ortega 2020, p. 16).

2.11.2. Cenizas

Las cenizas hacen referencia al residuo mineral (inorganico) que permanece después de la
combustién completa de la materia organica en los alimentos. En este tipo de analisis se emplean
dos tipos principales de cenizas: cenizas himedas y cenizas secas. La ceniza himeda se emplea
como preparacion para el andlisis de minerales que pueden volatilizarse y perderse en la ceniza
seca. La ceniza seca se emplea principalmente para la composicién proximal y para algunos

analisis minerales especificos (Ortega 2020, p. 16).

2.11.3. Proteina

La evaluacion de estos nutrientes permite reconocer la calidad de los insumos proteicos que estan
presentes en una muestra. Se emplea el método de Kjeldahl para su analisis, el cual permite
evaluar el contenido de nitrdgeno total en la muestra, después de ser digerida con acido sulfurico

en presencia de un catalizador de selenio o mercurio. Préxima a su destilacion se obtiene el
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resultado de la cantidad de nitrégeno inorganico y organico y para saber el valor de nitrégeno
organico el cual nos indica el valor correspondiente al de los aminoécidos se debe multiplicar por

un factor (Naula 20186, p. 22).

2.11.4. Fibra

Denominada como fibra cruda, su analisis se realiza por medio de hidrolisis con acido sulfarico
e hidroxido de sodio, la fibra corresponde a la parte organica no nitrogenada ya que esta contiene
un 15% de lignina (compuestos insolubles) y 90% de celulosa. El objetivo principal de este
método es calcular la cantidad de hidratos de carbono utilizando distintas técnicas colorimétricas
obteniendo cantidad de fibra presente en alimentos vegetales (Naula 2016, p. 22)

2.11.5. Grasa total o extracto etéreo

El extracto etéreo o también denominado grasa bruta o total hace referencia al conjunto de
sustancias extraidas como esteres de acidos grasos con glicerol, lecitinas, ceras, acidos grasos
libres, fosfolipidos y algunos pigmentos como carotenoides, clorofila. Su determinacién se la
realiza por método Soxhlet a partir de extraccion con disolventes organicos. En este método el
disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra quedando inmersa en

el disolvente. La cantidad de grasa se cuantifica por discrepancia de peso (Ortega 2020, p. 16).

2.12.  Analisis microbiol6gico

La mayoria de industrias, comprende el uso de métodos quimicos, bioquimicos o biol6gicos para
la identificacion de microorganismos, la deteccion o la enumeracion de puntos criticos de
microorganismos presentes en un material como: alimentos, bebidas, muestras ambientales o
clinicas (Infinitia 2021, p. 1). Este analisis no garantiza la en la calidad del producto, pero nos permite

evitar riesgos de contaminacion o proliferacion microbiana.

2.12.1. Indicadores de calidad

Son microorganismos o productos metabolicos generados por los mismo, su presencia en los
alimente es empleada para examinar el proceso de fabricacién y determinar la vida media o Util
del mismo.

La presencia de microorganismo patdgenos en los alimentos es una de las causas por la cual se

emplean microorganismo indicadores ya que advierten la contaminacion o un manejo inadecuado
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durante el proceso de fabricacion. La calidad microbiana es muy importante en la industria
alimentaria ya que influye en la conservacion, vida util y sobre todo garantiza que la poblacién
evite sufrir enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s). Entre los indicadores de calidad
encontramos: aerobios mesofilos, hongos y levaduras, coliformes totales, Staphyloccocus aureus
e Indicadores de “contaminacion fecal”: coliformes fecales, E. coli, enterococos, clostridios

sulfito reductores (Fuentes et al. 2014, p. 1).

2.12.1.1. Aerobios meséfilos

Microorganismos que emplean el oxigeno para sobrevivir al ser meséfilos su temperatura 6ptima
para la proliferacion oscila entre los 30 a 37°C. Su empleo es indispensable para determinar la
situacion higiénica y la situacion sanitaria de un producto. No es un indicador especifico, es decir
un recuento bajo de aerobios mesdfilos no garantiza que el producto se encuentre exento de
gérmenes patdgeno o sus toxinas. El recuento elevado de aerobios mesdéfilos no garantiza que en
el producto exista microflora patdgena ya que esto puede deberse a incorrecta aplicacion de las
técnicas de manipulacion Los producto que sobrepasan tasas mayores a 10® — 10’ UFC/g suele

alerta a un inicio de descomposicién (Contero 2017, p. 26).

2.12.1.2. Coliformes

Son microorganismo Gram negativos, en forma de bacilos, aerobios facultativos, no esporulados,
su temperatura de proliferacion oscila entre 10 a 46°C y fermentan la lactosa liberando gas. Los
métodos normalizados se emplean para el recuento de coliformes fecales, coliformes totales y
Escherichia coli, ya que son indicativos de contaminacion del producto con material fecal por lo
que su presencia en los productos no es admitida ya que son agentes etiolégicos de enteritis. Estos

microorganismos generan mucosida y sabores desagradables amargos (Contero 2017, p. 26).

2.12.1.3. Escherichia coli

Es un microorganismo Gram negativo, anaerobio facultativo, de tipo bacilo correspondiente a la
familia Enterobacteriaceae, es un agente comensal, aunque existen cepas que algunos casos se
comportante como patégenos causando cuadros de disenteria. Actualmente se conocen seis
grupos de microorganismo los cuales son: enterohemorragica, enterotoxigénica, enteroinvasiva,
enteroagregativa, enteropatdgena y productoras de toxina VVero (Guevara 2021, p. 11).

2.12.1.4. Staphylococcus aureus
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Es un microorganismo con morfologia de cocos agrupados a modo de racimo de uva. Gram + el
cual se encuentra distribuido por todo el ambiente, forma parte normal de la microbiota normal
de las fosas nasales, piel y garganta. Este microorganismo es el que provoca shock toxico,

enfermedades de la piel e intoxicaciones alimentarias (Guevara 2021, p. 11).

2.13. Anadlisis sensorial

Se define al andlisis sensorial como al conjunto de técnicas medibles y evaluacion de
determinadas propiedades de los alimentos por los sentidos humanos. La evaluacion sensorial es
tiene como proposito medir las propiedades sensoriales y establecer la importancia de estas, con
la finalidad de predecir la aceptabilidad del consumidor, con lo cual aporta a la industria, la
ocasion de aprovechar y aplicar dichas mediciones. Por otro lado, la calidad sensorial, es el
resultado de interaccion del ser humano con el alimento y la cual se puede definir como la

sensacioén humana ocasionada por los estimulos procedentes del alimento (Trujillo 2022, p. 28).
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lustracion 2-5: Clasificacion de las pruebas sensoriales
Fuente: (UPAEP, 2014, p. 26)
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2.13.1. Pruebas hedonicas

También denominadas pruebas afectivas. Son aquellas en la cual interviene un juez catador y
revela su reaccién subjetiva ante un producto presentado, indicando su aceptabilidad o rechazo,
si le gusta o le disgusta, si prepone algo diferente o no. Este tipo de pruebas es de caracter
complejo de interpretar ya que se trata de valoracidn personales, con la variabilidad que ello
supone. Los estudios heddnicos son fundamentales para saber la ponderacion de un producto para
determinar si es 0 no agradable al consumidor. Las pruebas hedonicas se pueden aplicar para
conocer las primeras impresiones de un nuevo producto obteniendo méas informacion sobre su

grado de aceptacion o rechazo del consumidor (Obando y Valera 2020, p. 52).

No me gusto Indiferente Me gusto Me encantd

1 2 3 4 5

llustracion 2-6: Escala hedonica gréfica
Fuente: (Da Cunha et al, 2013, p. 359)

2.14. Pasteurizacion

Proceso térmico que tiene como principio primordial elevar la temperatura hasta el punto de
ebullicion e inmediatamente disminuir la temperatura con la finalidad de que los microorganismo
mueran. Generalmente, todos los liquidos que se someten a este tratamiento térmico reducen la
presencia de agentes patdgenos, tales como protozoos, levaduras, mohos, bacterias y a su vez

inactiva enzimas que pueden modificar el sabor de los productos (Guaman 2021, p. 7).

2.14.1. Tipos de pasteurizacion

2.14.1.1. Pasteurizacion VAT o discontinua

Es el primer método de pasteurizacion, este método consiste en calentar volimenes del producto
en un recipiente estanco a una temperatura de 63°C por un tiempo de 30 minutos, posteriormente
se deja enfriar lentamente hasta que obtenga una temperatura de 4 y 6° C segln la conveniencia.
El proceso de enfriamiento puede ser demoroso para continuar con el proceso de envasado del

producto, inclusive puede tardar hasta mas de 24 horas (Tipan y Flores, 2018, p. 7).
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2.14.1.2. Pasteurizacién a altas temperaturas durante un breve periodo de tiempo (HTST-High

Temperature/Short Time)

Es el método mas conveniente, ya que expone al alimento a altas temperaturas durante un breve
periodo y emplea poco equipamiento industrial. Bajo la categoria de pasteurizacion HTST existen
dos métodos tanto en lotes y en flujo continuo. Si embargo, para ambos las temperatura y el
tiempo empleado es el mismo 72°C durante 15 (Tipan y Flores, 2018, p. 8).

2.14.1.3. El proceso a ultra-altas temperaturas (UHT - Ultra-High Temperature)

Las pasteurizacion a ultras altas temperaturas (UHT) es de flujo continuo y mantiene al producto
a una temperatura superior o mas alta que la empleada en las pasteurizacion HTST, la temperatura
puede rondar hasta 138 °C durante al menos dos segundos. La ventaja de este proceso es que al
ser un tiempo de exposicion breve existe minina degradacion del alimento (Tipan y Flores, 2018, p.
8).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Lugar de investigacion

El presente trabajo de integracion curricular se ejecutd en los Laboratorios de Microbiologia,
Bromatologia, Procesos industriales e Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

3.2. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fueron los frutos de Psidium guajava recolectados del Canton Sacha,

Provincia de Orellana. Para la obtencion del zumo se toman en cuenta los siguientes criterios

Criterio de inclusion:

Los frutos que se encuentren en buen estado, identificando sus caracteristicas organolépticas.

Criterio de exclusion:

Aquellos frutos que presente mohos, mal olor, dafiadas.
3.3.  Tamafio de la muestra

La recoleccion del fruto se realiz6 en el canton Joya de los Sachas perteneciente a la provincia de
Orellana mediante un muestreo aleatorio simple para obtener aproximadamente 6 Kg de la especie

frutal de Psidium guajava.

El tamafio de la muestra para determinar la mejor formulacion se la obtuvo de un grupo de 56
estudiantes de la carrera de bioquimica y farmacia quienes fueron sometidos a un prueba hedénica
en las cuales se proporcion6 a degustar las tres formulaciones para poder seleccionar la de mejor
aceptabilidad. Mediante el calculo del tamafio al tratarse de una poblacion finita a partir de la

siguiente ecuacion se obtuvo una tamafio de muestra de 50.

B NxZi*p+*q
e2x(N—1)+Z2+px*q

n
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Donde:

n = Tamafio de la muestra buscado

N = Tamafio de la poblacion o el Universo

Z = factor estadistico que depende del nivel de confianza
e = error de estimacion maximo aceptado

p = probabilidad de que ocurra el evento estimado (éxito)

g = probabilidad que no ocurra el evento estimado

3.4.  Materia prima, materiales, equipos y reactivos

3.4.1. Materia prima

e  Frutos de Psidium guajava

3.4.2. Materiales

e Crisoles

e Vidrio reloj

e Espatula

e  Crisoles porosos

e  Frascos Kitasato

e Espatula

e Tubos de digestion Kjeldahl
e Bureta

e Vaso de precipitacion

e Refrigerante

e  Balones de aforo

e Olla

e  Envases de vidrio 250 mL

e Cuchillo

e Colador

e Bandeja de acero inoxidable
e Matraz de 500 mL

e Pipeta automaticas de 1000 uL
e Pipeta automaticas de 100 uL

e Puntas azules
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e Puntas amarillas

e Pipeta Pasteur

e Algodon

e Tubos de ensayo

e Gradilla

e Baldn de destilacion
e Boecos

e  Papel aluminio

e Cajas Petri

e Asa microbioldgica
e  Asa de drigalsky

e Jarras de plastico

e Bolsa de anaerobiosis
e Cinta

3.4.3. Equipos

e Balanza analitica

e Desecador

e Mufla

e Refractometro

e Estufa

e Sistema Kjeldahl (Digestor-Scrubber-Destilador)
e Sistema de Pasteurizacion
e Licuadora

e Rota evaporador

e Despulpadora

e Cocina industrial

e Autoclave

e  Cémara de flujo laminar

3.4.4. Reactivos

e Acido sulfaricoal 0.128 M
e Hidroxido de sodio al 0.223 M
e Hidroxido de sodio al 40%
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e Fenolftaleina

e Acido Bérico

e Acido Clorhidrico
e  Sulfato de Potasio
e  Sulfato de Cobre

e Indicador mixto (rojo de metilo y verde bromocresol)
e Agua purificada

e Azlcar

e Agua destilada

e Hexano

e Peptona 0,1%

e Acido Acético 6 M
e Cicloheximida

3.4.5. Medios de cultivo

e  Petrifilm E. coli

e  Petrifilm Staphyloccocus aureus

e  Petrifilm Aerobios mesoéfilos

e Agar PDA
e Agar MRS
e Agar M17
e (Caldo MRS

3.5.  Técnicas de estudio

3.5.1. Caracterizacion de la materia prima

3.5.1.1. Determinacion de humedad

Se determind mediante técnicas establecidas en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 518.
Procedimiento:

e Tarar los crisoles en la estufa a 130£2°C durante 30 min, luego trasladar al desecador y

repetir hasta peso constante.

e Pesar 2 g de muestra en la capsula previamente tarada y distribuirla uniformemente.
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e Se ubica la muestra con la capsula en la estufa a la temperatura y tiempo establecido que es
de 130+2°C hasta el dia siguiente 0 un maximo de 3-5 horas.

e  Seretirade la estufa la capsula con la muestra con ayuda de las pinzas y se deja enfriar en el
desecador durante 30 min.

e Repetir las operaciones de calentamiento, enfriamiento y pesaje, hasta que la diferencia de

la masa entre los resultados de dos operaciones de pesaje sucesivas no exceda los 0,1 mg.

Calculos:
my; —mg
% Humedad = —— x 100
m; —my
Ecuacion 1: Determinacion de humedad
En donde:

% Humedad = contenido de humedad en porcentaje de masa.
m: = masa de la capsula vacia, en gramos.
m, = masa de la capsula con la muestra antes del secado, en gramos.

m3 = masa de la capsula con la muestra desecada, en gramos.

3.5.1.2. Determinacién de ceniza

Se determind mediante técnicas establecidas en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 520.

Procedimiento:

e Tarar los crisoles en la estufa a 550+15°C durante 30 min, luego trasladar al desecador y
repetir hasta peso constante.

e Pesar5 g de muestray colocar en el crisol.

e Incinerar la muestra en un reverbero hasta que no exista presencia de humo.

e Se coloca en la mufla la capsula con la muestra a la temperatura y tiempo recomendado
550+15°C hasta el dia siguiente hasta obtener cenizas de un color blanco.

e  Sacar de la mufla la capsula con la muestra, con ayuda de las pinzas y dejar enfriar en el
desecador durante 1 hora.

e Repetir la incineracion por lapsos de 30 min, enfriando y pesando nuevamente hasta que no

exista una disminucién en la masa
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Calculos:

. mp; —m
% Ceniza = o —m x 100
) —

Ecuacion 2: Determinacion de ceniza

En donde:

%Ceniza= Contenido de cenizas en porcentaje de masa.
m = Masa de la capsula vacia en g.

m; = Masa de la capsula con la muestra seca en g.

m = Masa de la capsula con la muestra incinerada en g.
3.5.1.3. Determinacion de grasa

Se determind mediante el Método con Soxhlet. (LUCERO, O. Técnicas de Laboratorio de
Bromatologia y Anélisis de Alimentos - Resumen de la catedra de Bromatologia, ESPOCH)

Procedimiento:

e Pesar5gde muestrasecay colocar en el dedal de papel filtro previamente tarado y se registra
su peso, se coloca sobre el dedal algodon para evitar que se produzca evaporacion, se pierda la
muestra o se separe del dedal, luego introducirlo en la camara de sifonacién.

e En el baldn previamente tarado (se debe registrar su peso), adicionar 250 mL de hexano.

e  Embonar la cdmara de sifonacion al balon

e Colocar el condensador con las mangueras sobre la camara de sifonacién

e Encender la parrilla, controlar la entrada y salida de agua y extraer por 2 a 4h

e Al terminar el tiempo, retirar el bal6n con el solvente més el extracto graso y destilara el
solvente (rota vapor)

e El baldn con la grasa bruta o cruda colocar en la estufa por media hora, enfriar en desecador

y pesar
Caélculos:
P, —
% Grasa = ——— x 100
m
Ecuacion 3: Determinacion de grasa
En donde:
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% Grasa = grasa cruda o bruta en muestra seca expresado en porcentaje en masa
P1 = masa del balon més la grasa cruda o bruta extraida en gramos
P = masa del balon de extraccién vacio en gramos

m = masa de la muestra seca tomada para la determinacion g

3.5.1.4. Determinacion de fibra

Se determind mediante el Método de Weende. (LUCERO, O., Técnicas de Laboratorio de

Bromatologia y Anélisis de Alimentos - Resumen de la catedra de Bromatologia, ESPOCH)

Procedimiento:

e Pesar 1,5 g de muestra seca y colocar la muestra en los crisoles previamente tarados
e Introducir los crisoles en el equipo Dosi-Fiber

e  Precalentar los reactivos

° Hidrolisis acida en caliente

e Asegurarse que las valvulas se encuentren en la posicion “cerrado”

e Poner en marcha la calefaccion. Afadir 120 ml de acido sulfarico en cada columna. Esperar
la ebullicién. Afiadir unas gotas de antiespumante.

e  Abrir el circuito de refrigeracion y activar las resistencias calefactoras. (Potencia al 90%)

e  Esperar a que hierva, reducir la potencia al 30% y dejar hervir durante el tiempo de extraccién
30 minutos. Para una hidrélisis mas efectiva, accionar en la posicion “Soplar”

e  Parar la calefaccién. Abrir el circuito de vacio y poner los mandos de las valvulas en posicién

“Absorcion”. Lavar con agua destilada y filtrar. Repetir este proceso 3 veces

e Hidrolisis basica en caliente

e Asegurarse que las valvulas se encuentren en la posicion “cerrado”

e Poner en marcha la calefaccion. Afiadir 120 ml de hidréxido de potasio en cada columna.
Esperar la ebulliciéon. Afadir unas gotas de antiespumante.

e  Abrir el circuito de refrigeracion y activar las resistencias calefactoras. (Potencia al 90%)

e  Esperaraque hierva, reducir la potencia al 30% y dejar hervir durante el tiempo de extraccién
30 minutos. Para una hidrélisis mas efectiva, accionar en la posicion “Soplar”

e  Parar la calefaccion. Abrir el circuito de vacio y poner los mandos de las valvulas en posicion

“Absorcion”. Lavar con agua destilada y filtrar. Repetir este proceso 3 veces
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e Hidrolisis basica en caliente

e Preparar el frasco “Kitasatos” con las trompa de vacio. Situar el crisol en la entrada del
Kitasatos y afiadir acetona a la vez que el circuito de vacio esta absorbiendo hacia el frasco.
Repetir esta operacion 3 veces

e  Poner las muestras a secar en la estufa a 150°C durante 1h

e Dejar enfriar en desecador

e  Pesar con un precision de +0.1mg. La cantidad pesada es W1

e Incinerar las muestras de los crisoles en el Horno de mufla a 500°C durante minimo 3h.

e Dejar enfriar en desecador. Tener en cuenta las recomendaciones dadas para la manipulacion
de los crisoles.

e  Pesar los crisoles con una precision de +0.1mg. La cantidad pesada es W2

e Realizar el siguiente calculo:

Calculos:

wW,-w
—1 "2 x100
Wy

% Fibra =

Ecuacion 4: Determinacion de fibra

Donde:

% Fibra = fibra bruta en muestra seca expresado en porcentaje en masa

W, = peso del crisol poroso con la muestra después del secado en la estufa

W, = peso del crisol poroso con la muestra después de la incineracion en la mufla

W, = masa del crisol poroso con la muestra

3.5.1.5. Determinacion de proteina

Se determind mediante el Método de Kjeldahl. (LUCERO, O., Técnicas de Laboratorio de
Bromatologia y Anélisis de Alimentos - Resumen de la catedra de Bromatologia, ESPOCH)

Procedimiento:

e Pesar aproximadamente 2 g de la muestra seca y tamizada y depositarla en el tubo Kjeldahl
registrar el peso para el calculo posterior

e Pesar 4 g de sulfato de potasio (K2SQO4) y 0,2 g de sulfato de cobre (CuSQs), y colocarlo en
el tubo Kjeldahl
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e Conayuda de una probeta, pipeta o dispensador agregar 25 ml de acido sulfurico concentrado
(H2S04)

e Colocar los tubos Kjeldahl en el Digestor

e  Verificar que la cabina de extraccidn este encendida y que el Digestor esté conectado con el
Scrubber (lavador de gases)

e Encender el Digestor y con ayuda de los botones seleccionar el calentamiento con rampas de
temperatura, una vez seleccionado el programa, presionar OK para iniciar la digestion, esperar
que culmine la digestion, sacar los tubos y esperar que alcancen la temperatura ambiente. Para
continuar la destilacion.

e Encender la unidad de destilacion, abrir la valvula de paso de agua, para el condensador,
colocar un tubo en el compartimento asegurese de que todo esté completamente insertado y cierre
la puerta

e  Colocar un Erlenmeyer de 500 mL

e Proceder a la destilacion presionando OK en la unidad de destilacion.

e El equipo autométicamente dosificara 50 mL de una solucion de acido bdrico al 2%
(Verificar que los contenedores estén completamente cerrados y contengan la cantidad necesaria
de reactivos)

e Afadir 10 gotas del indicador mixto rojo de metilo y verde de bromocresol agite para mezclar
el contenido completamente. Sumerja la punta del condensador de la unidad de destilacion en el
Erlenmeyer

e Sacudir la punta de la manguera del condensador y quitar el Erlenmeyer con el destilado

e Titular el destilado hasta el cambio de color con HCI 0,1 N estandarizado. Registrar el
volumen consumido

e Correr el blanco cada set de muestras o cada dia para las respectivas correcciones de
resultados

e Calcular el porcentaje de nitrégeno con los datos recopilados mediante calculos

estequiométricos

Célculos:
% Proteina = 14 x N xV x factor 100
o Proteina = 1000 x
Ecuacion 5: Determinacion de proteina
Donde:

% Proteina = Contenido de proteina en porcentaje de masa.
V = Mililitros de acido clorhidrico gastados en la titulacion.
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N = Normalidad del acido clorhidrico.

m = Masa de la muestra, en gramos.

3.5.2. Elaboracién de la bebida a base de zumo de Psidium guajava

La metodologia empleada para la elaboracion del zumo de guayaba se la obtuvo del Trabajo de
Titulacion Modelo de negocio para la elaboracion de jugos de fruta listos para el consumo en el
canton Ambato, provincia de Tungurahua (Pillajo 2022, p. 44).

Recepcion de la materia prima: Se reciben las guayabas (Psidium guajava) en el Laboratorio
de Procesos Industriales

Seleccion: En esta etapa se eliminan aquellos frutos en estado de putrefaccion. El fruto
recolectado es sometido a un proceso de seleccion, ya que de esta dependeré la calidad de zumo.

Lavado: Se realiza con el fin de eliminar cualquier tipo de suciedad, particulas extrafias y restos

de tierra adheridas a la fruta. Esta operacion la realizamos por inmersion.

Pelado: Se lo realiza de forma manual empleando cuchillos. Se la realiza con la finalidad de no
contaminar el zumo por algin residuo que haya quedado en la cascara de la guayaba y facilitar la

extraccion del zumo de la guayaba.

Despulpado: Consiste en obtener | pulpa libre de pepas, cascaras. Se lo realiz6 mediante una

despulpadora industrial para que salgan la pulpa de la fruta y evitar su desperdicio.

Estandarizacion: Durante esta etapa se afladen endulzantes naturales o artificiales y otros

aditivos en diferentes proporciones, segun la clase de jugo que se requiera.

Homogenizado: En esta etapa el jugo de fruta pasa al homogeneizador en donde se aumenta la
viscosidad, se reduce la tasa de sedimentacion, mejora el sabor y obtiene una apariencia

homogénea
Tratamiento térmico: En esta etapa se somete al jugo directamente a diferentes temperaturas

por un determinado tiempo, las bebidas pueden ser pasteurizadas a temperaturas de 110°C por 25

segundos y bajar hasta los 4°C bruscamente para la destruccidn total de microorganismos.
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Envasado: El jugo se envasa para su consumo final con su respectiva etiqueta que describa las

propiedades de este

3.5.3. Formulacién de las bebidas

En el estudio se elaboran bebidas fermentadas a base de zumo de guayaba en tres formulaciones

con diferentes porcentajes de fruta y agua

Tabla 3-1: Porcentaje de fruta y agua

Formulacion Cantidad de Fruta (%) Cantidad de Agua (%0)
F1 30 70
F2 40 60
F3 50 50

Realizado por: Campoverde C., 2023

Tabla 3-2: Ingredientes utilizados en la formulacion para la elaboracion de la bebida

INGREDIENTES F1 F2 F3
Fruta 759 1009 1259
Azlcar 59 5¢ 5¢
Agua 175 mL 150 mL 125 mL

Realizado por: Campoverde C., 2023

3.5.4. Analisis microbiolégico de las bebidas posterior a su pasteurizacion

3.5.4.1. Determinacion de mohos y levaduras mediante la NTE INEN 1529-10

e Afadir a cada caja Petri 20 ml de agar papa dextrosa (PDA) modificado, fundido y enfriado
a una temperatura de 45 — 50°C, al que se le ha adicionado anticipadamente el volumen necesario
de una solucion de cloranfenicol.

e Lasolucion de cloranfenicol se prepara disolviendo un 1 gramo de succinato de cloranfenicol
en 100 ml. de agua destilada estéril y se filtra a través de una membrana.

e Se coloca una pequefia cantidad del alimento de 5 o 10 gramos en un matraz al cual se ha

afadido agua de peptona al 0.1% previamente esterilizado.
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e  Marcar dos placas por dilucion, tomar las correspondientes a la mas alta y sembrar en cada
una 0.1 mL. de la dilucién del respectivo tubo.

e Repetir esta operacién con cada dilucion hasta llegar a la mas concentrada, usar siempre la
misma pipeta, pero homogenizando 3 veces la dilucion antes de sembrar en cada placa.

e  Extender las alicuotas de 0.1 mL. sobre la superficie del medio, tan pronto como sea posible.
Dejar secar las superficies de las cajas 15 minutos.

e Incubar las cajas Petri a temperatura de 20 — 24°C durante 3 a 5 dias a temperatura ambiente
durante 5 a 7 dias. Para determinar el nimero de mohos y levaduras mediante la siguiente

ecuacion:

C=10xnxf

Ecuacidon 6: Determinacién de nimero de mohos y levaduras

Donde

C = unidades formadoras de colonias de microorganismos. v= volumen de la solucién de
tiosulfato de sodio empleado en la titulacion de la muestra en cm3

n = Numero de Unidades Formadoras de Colonia contadas en la placa de Petri.

10 = Factor para convertir el indculo sembrado a 1 ml.

f = Factor de dilucion.

3.5.4.2. Determinacién de aerobios mes6filos mediante la técnica de microfast

e  Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 mL, respectivamente

e  Colocar en un Erlenmeyer con 90 ml de agua de peptona

e Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C

e Colocar 10 ml de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (102)

e Transferir con una pipeta 1 mL de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 mL de agua
de peptona (102)

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 / 107)

e Rotular las placas petrifilm respectivamente.

e Colocar el Petrifilm en una superficie plana y levantar el film superior.

e Con la pipeta automética, ubicada de modo perpendicular a la placa, y utilizando para cada
deposito puntas de plastico distintas y estériles, colocar 1000 pL de muestra en el centro del film
inferior.

e Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacion de burbujas de aire, por lo que

no hay que dejarlo caer.
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e Con laayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presion para
distribuir el in6culo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

e Incubar las placas Petrifilm con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden
colocar varias placas una sobre otra, en columnas que no excedan 20 unidades.

e  Aerobios mesofilos: Incubar a 30°C + 1°C durante 48 horas. Proceder a la lectura de las

placas de acuerdo con la guia de interpretacion

3.5.4.3. Determinacién de coliformes mediante técnica de microfast

e  Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 mL, respectivamente

e Colocar en un Erlenmeyer con 90 mL de agua de peptona

e  Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C

e Colocar 10 mL de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (10?)

e  Transferir con una pipeta 1 mL de la dilucién 10" en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (10

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 / 107)

e Rotular las placas microfast respectivamente.

e Colocar el microfast en una superficie plana y levantar el film superior.

e Con la pipeta automaética, ubicada de modo perpendicular a la placa, y utilizando para cada
depdsito puntas de plastico distintas y estériles, colocar 1000 pL de muestra en el centro

e Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacién de burbujas de aire, por lo que
no hay que dejarlo caer.

e Con laayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presion para
distribuir el indculo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

e Incubar las placas microfast con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden
colocar varias placas una sobre otra, en columnas que no excedan 20 unidades.

e E.coli/ Coliformes: En el caso de Coliformes, incubar por 24 £ 2 horas a 37°C + 1°C. Para
E. coli, incubar durante 48 + 2 horas a 37°C £ 1°C. 7)

e Proceder a la lectura de las placas de acuerdo con la guia de interpretacién

3.5.5. Técnica para el proceso de fermentacion

e Incubar la formulaciones elaboradas de la tabla 3-2 previamente pasteurizadas a 35 + 1

durante 7 dias
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e Determinar el pH, indice de acidez y la sacarosa cada 24 horas hasta llegar al pH ideal (pH
4-42)

e Determinar el analisis microbioldgico de las formulaciones (Indicadores de calidad)

3.5.5.1. Determinacién de pH
Se determind mediante la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2325

Procedimiento:

e Colocar en el vaso de precipitacion aproximadamente 100 cm®de muestra desgasificada a
temperatura de ensayo

e Introducir los electrodos del medidor de pH en el vaso de precipitacion con la muestra,
evitando de toquen las paredes del recipiente

e  Agitar y medir el pH obtenido a 0,01

3.5.5.2. Determinacién del indice de acidez

Se determind mediante el método potenciométrico de la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 341

Procedimiento:

e Lavary secar el matraz Erlenmeyer en la estufa a 103° £ 2°C durante un lapso de 30 min.

e Dejar enfriar en el desecador y luego pesar con aproximacién al 0,1 mg.

e Homogenizar la muestra preparada e inmediatamente transferir al matraz Erlenmeyer y pesar
aproximadamente 20 g de muestra con proximidad al 0,1 mg.

e Diluir la cantidad contenida en el matraz con agua destilada en un volumen dos veces mayor
y agregar 2 mL del indicador fenolftaleina.

e Lentamente y con agitacion continua, agregar la solucion de hidréxido de sodio 0,1 N hasta
obtener un color rosado persistente que desaparece lentamente.

e  Seguir agregando la solucién hasta que la coloracion rosada perdure durante 30 segundos.

e Leeren labureta el volumen de solucion utilizada, con aproximacion a 0,05 mL

Calculos:

VXN
A =0.009 —— x 100
m;—m

Ecuacion 7: Determinacion de indice de acidez
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Donde:

A = acidez titulable de la bebida

V = volumen en mL de la solucién de NaOH empleado en la titulacion,
N = normalidad de la solucion de NaOH,

m = masa en gramos del matraz Erlenmeyer vacio,

m; = masa en gramos del matraz Erlenmeyer con la muestra

3.5.5.3. Determinacién de solidos solubles

Se determind mediante el método refractométrico de la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 380

Procedimiento:

e Ladeterminacién debe realizarse por duplicado sobre la misma muestra de laboratorio

e  Ajustar la circulacion de agua del refractometro para operar a la temperatura requerida (15 —
25 °C)

e Colocar 2 o 3 gotas de la muestra preparada en el prisma del refractébmetro y ajustar
inmediatamente el prisma movible. Continuar la circulacion de agua durante el tiempo necesario
para que tanto los prismas como la solucidn de ensayo alcancen la temperatura requerida, que
debe permanecer constante, dentro del rango de + 0,5°C durante toda la determinacion

e Leer el indice de refraccion o el porcentaje en masa de sacarosa

3.5.5.4. Determinacién de coliformes y coliformes totales mediante la técnica de microfast

Técnica de siembra

e Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 ml, respectivamente

e Colocar en un Erlenmeyer con 90 ml de agua de peptona

e  Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C

e Colocar 10 ml de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (10)

e  Transferir con una pipeta 1 ml de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (10

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 / 107)

e Rotular las placas microfast respectivamente.

e  Colocar el microfast en una superficie plana y levantar el film superior.
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e Con la pipeta automaética, ubicada de modo perpendicular a la placa, y utilizando para cada
depdsito puntas de pléstico distintas y estériles, colocar 1000 puL de muestra en el centro del film
inferior.

e Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacidn de burbujas de aire, por lo que
no hay que dejarlo caer.

e Con laayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presion para
distribuir el indculo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

e Incubar las placas microfast con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden
colocar varias placas una sobre otra, en columnas que no excedan 20 unidades.

e E.coli/ Coliformes: En el caso de Coliformes, incubar por 24 £ 2 horas a 37°C + 1°C. Para
E. coli, incubar durante 48 + 2 horas a 37°C + 1°C. 7) Proceder a la lectura de las placas de
acuerdo con la guia de interpretacion

° Lectura e interpretacion

Las colonias rojas y azules con gas se cuentan como Coliformes durante las primeras 24 horas, y
cualquier colonia de azul a rojo-azul, indica la presencia de E. coli, mismas que se cuentan a las

48 horas de incubacion. Para mejor interpretacion consultar las guias de microfast

3.5.5.5. Determinacién de aerobios mesofilos mediante la técnica de microfast

e  Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 mL, respectivamente

e Colocar en un Erlenmeyer con 90 mL de agua de peptona

e  Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C

e Colocar 10 mL de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (10?)

e  Transferir con una pipeta 1 mL de la dilucién 10" en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (10

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 / 107)

e Rotular las placas microfast respectivamente.

e  Colocar el microfast en una superficie plana y levantar el film superior.

e Con la pipeta automatica, ubicada de modo perpendicular a la placa, y utilizando para cada
deposito puntas de plastico distintas y estériles, colocar 1000 uL de muestra en el centro del film
inferior.

e Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacion de burbujas de aire, por lo que

no hay que dejarlo caer.
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e Con laayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presion para
distribuir el in6culo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

e Incubar las placas microfast con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden
colocar varias placas una sobre otra, en columnas que no excedan 20 unidades.

e  Aerobios mesofilos: Incubar a 30°C £ 1°C durante 48 horas. Proceder a la lectura de las

placas de acuerdo con la guia de interpretacion

3.5.5.6. Determinacion de Staphylococcus aureus mediante la técnica de microfast a partir de
la NTE INEN 1529-14

e  Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 mL, respectivamente

e  Colocar en un Erlenmeyer con 90 mL de agua de peptona

e  Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C

e Colocar 10 ml de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (10)

e Transferir con una pipeta 1 mL de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 mL de agua
de peptona (10?)

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 /107)

e Rotular las placas microfast respectivamente.

e Colocar el microfast en una superficie plana y levantar el film superior.

e Con la pipeta automaética, ubicada de modo perpendicular a la placa, y utilizando para cada
depdsito puntas de plastico distintas y estériles, colocar 1000 puL de muestra en el centro del film
inferior.

e Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacién de burbujas de aire, por lo que
no hay que dejarlo caer.

e Con laayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presion para
distribuir el indculo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

e Incubar las placas microfast con la pelicula transparente hacia arriba sin invertir. Se pueden

colocar varias placas una sobre otra, en columnas que no excedan 20 unidades.

3.5.6. Técnica de aislamiento y recuento por sistema de diluciones

Para realizar el recuento de bacterias acido lacticas se prepara medios de cultivo selectivo MRS

y M17 respectivamente
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3.5.7. Preparacion de medios de cultivo

3.5.7.1. Preparacién de agar MRS

La preparacion de medios de cultivo se realiza mediante la NTE INEN 1529-1

Procedimiento:

e Pesar 65,13 g en 1000 mL de AGAR MRS (Man, Rogosa y Sharpe)
e Afadir la cantidad calculada en un Erlenmeyer de 500 mL

e  Agregar el agua destilada calculados para las cajas Petri

e  Esterilizar por 15 minutos en el Autoclave a 121 °C

e Dejar que se enfrie hasta que la palma tolere al calor

e Finalmente, plaquear y conservar

3.5.7.2. Preparacion de agar M17

La preparacion de medios de cultivo se realiza mediante la NTE INEN 1529-1

Procedimiento

e Pesar 33,25 g en 1000 mL de AGAR M17

e Afadir la cantidad calculada en un Erlenmeyer de 500 mL

e Agregar los mL de agua destilada calculados para las cajas Petri
e  Esterilizar en el autoclave a 121°C durante 15 minutos

e  Enfriar a 45-50°C

e Finalmente, plaquear y conservar

3.5.8. Diluciones

3.5.8.1. Preparacion de diluciones

La preparacion de diluciones se realiza mediante la NTE INEN 1529-1
Procedimiento:

e  Preparar el agua de peptona 1 g en 1000 mL, respectivamente

e Colocar en un Erlenmeyer con 90 mL de agua de peptona

e  Esterilizar en el autoclave por 15 min a 121 °C
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e Colocar 10 ml de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (102)
e Transferir con una pipeta 1 mL de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 mL de agua
de peptona (102)

e Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucién requerida (102 / 107)

3.5.9. Siembray aislamiento de BAL

La siembra y el asilamiento se realiz6 mediante la NTE INEN 1529-1

Procedimiento:

e De la muestra de la formulacién tomar 10 mL y colocar en un Erlenmeyer, luego
homogenizar en 90 mL de solucion de peptona

e  Prepara disoluciones seriadas (10" a 10°)

e Seleccionar las cajas Petri con Agar MRS y M17, sembrar mediante la técnica de superficie
con la ayuda de un asa de drigalsky

e Incubar las cajas en posicion invertida a 32°C por 48 a 72 horas en condiciones

microaerofilicas utilizando el sistema de jarras Gas-Pack

3.5.10. Pruebas bioquimicas para el aislamiento

3.5.10.1. Tincién Gram

La metodologia empleada para la realizar la tincion Gram se la obtuvo del Trabajo de Titulacion
“Caracterizacion De Microorganismos Con Actividad Antimicrobiana Provenientes De Suelos

De Los Cantones Quito Y Rumifiahui” (Bastidas y Vaca, 2018, p. 31).

Procedimiento:

e Colocar una gota de agua estéril sobre un portaobjetos

e Con ayuda de una asa de siembra recoger una colonia con crecimiento puro y extender en el
portaobjeto

e  Secar y fijar la colonia con ayuda de un mechero de alcohol

e Colocar cristal violeta sobre la placa durante 1 minutos y enjuagar

e De igual manera aplicar Lugol durante un minuto y enjuagar

e  Después, colocar alcohol cetona sobre la placa durante 30 segundo y enjuagar

e Finalmente aplicar safranina por 1 minuto y enjuagar

e Secar al ambiente, colocar una gota de aceite de inmersion y observar con el lente de 100x
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3.5.10.2. Catalasa

La metodologia empleada para la realizar la prueba de catalasa se la obtuvo del Trabajo de
Titulacién “Agentes contaminantes en superficies de equipos, instrumental y ambiente en la

Clinica Odontolégica de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja”
(Vifan, 2019, p. 75).

Procedimiento:

e Rotular un portaobjetos.

e Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18-24 horas y colocar sobre
un portaobjetos limpio de vidrio.

e Con una pipeta Pasteur colocar una gota de peréxido de hidrogeno sobre la colonia.

e Detectar la formacién de burbujas (resultado positivo).

e Anotar el resultado

3.5.10.3. Oxidasa

La metodologia empleada para la realizar la prueba de oxidasa se la obtuvo del Trabajo de
Titulacion “ldentificacion De Microorganismos De Suelos De La Provincia De Pichincha, Con
Capacidad De Producir Antibioticos De Amplio Espectro” (Nufiez y Sierra, 2018, p. 29).

Procedimiento:

e Colocar el papel con reactivo oxidasa sobre una caja Petri

e Humedecer con unas gotas de agua destilada

e Con ayuda de una asa de siembra tomar la colonia de interés, colocarla sobre el papel y
esperar un minuto

e Si el papel se torna purpura el resultado es positivo (+)

3.5.11. Pruebas de caracterizacion

3.5.11.1. Prueba de movilidad

La metodologia empleada para la realizar la prueba de movilidad se la obtuvo del siguiente
Trabajo de Titulacion “Evaluacion Microbioldgica Comparativa Del Queso De Hoja Tradicional

Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una Artesanal De La Ciudad De Latacunga” (Vargas,
2018, p. 30).
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Procedimiento:

e  Preparar con anterioridad tubos de ensayo con agar semisolido SIM

e Con ayuda de una aguja de inoculacion tomar una colonia pura

e Sembrar en linea recta por puncién profunda en el tubo correspondiente abarcando 2 tercios
de profundidad

e Incubar a 37°C por 24 horas en condiciones anaerdbicas

3.5.11.2. Produccion de CO; a partir de glucosa

La metodologia empleada para la realizar la prueba de produccion de CO- a partir de glucosa se
la obtuvo del Trabajo de Titulacion “Evaluacion Microbiol6gica Comparativa Del Queso De Hoja

Tradicional Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una Artesanal De La Ciudad De Latacunga”
(Vargas, 2018, p. 30).

Procedimiento:

e  Suspender 54.8 g de agar Kigler en 1 litro de agua purificada.

e  Dejar reposar 5 minutos.

e  Calentar con agitacion frecuente, hervir 1 o 2 minutos hasta disolucion total.

e  Distribuir en tubos, en volumen que ocupe hasta la tercera parte de estos.

e Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Enfriar y dejar solidificar en posicion
inclinada (pico de flauta profundo)

3.5.11.3. Crecimiento a diferentes temperaturas

La metodologia empleada para determinar el crecimiento de cepas de bacterias acido lacticas a
distintas temperaturas se la obtuvo del Trabajo de Titulacion “Evaluacion Microbiolégica
Comparativa Del Queso De Hoja Tradicional Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una

Artesanal De La Ciudad De Latacunga” (Vargas 2018, p. 31).

Procedimiento:

e Colocar 15 mL del Agar MRS o M17 en cajas Petri previamente esterilizadas
e Con ayuda de un asa de inoculacion sembrar mediante siembra en estrias

e Incubar a 30°C y 37°C durante 24 horas

e  Reportar los resultados
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3.5.11.4. Tolerancia a distintos pH

La metodologia empleada para determinar el crecimiento de cepas de bacterias acido lacticas a
distintos pH se la obtuvo del Trabajo de Titulacién “Evaluacion Microbiolégica Comparativa Del
Queso De Hoja Tradicional Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una Artesanal De La

Ciudad De Latacunga” (Vargas, 2018, p. 30).

Procedimiento:

e Colocar 15 mL del Agar MRS 0 M17 en cajas Petri previamente esterilizadas
e Con ayuda de un asa de inoculacion sembrar mediante siembra en estrias

e Incubar a pH de 4.4y 9.6 durante 24 horas

e  Reportar los resultados
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1.  Andlisis, interpretacion y discusién de resultados
En la investigacion se han realizado determinaciones cualitativas y cuantitativas dirigidas a
determinar si existe la presencia de bacterias acido lacticas en la bebida fermentada a base del
zumo de guayaba. Para lo cual se efectuaron dos reproducciones para obtener datos
representativos.

4.1.1. Analisis proximal de la materia prima

Tabla 4-1: Andlisis proximal de la materia prima

DETERMINACION UNIDAD CANTIDAD
Humedad % 82.52+0.8
Ceniza % 0.79 £0.02
Fibra % 2.16+0.18
Grasa % 0.66 = 0.05
Proteina % 4,33+£0.16

Realizado por: Campoverde C., 2023

41.1.1. Humedad

La determinacion de la humedad es un pardmetro de relevancia en la industria alimentaria debido
a gue la mayoria de los alimentos se encuentran compuestos por una gran cantidad de agua lo cual
puede afectar a la vida media del mismo. Segin un estudio, la guayaba se categoriza como una
fruta con alto contenido de humedad, mediante la caracterizaron de la pulpa de guayaba rosada
se obtuvo un valor de humedad de 84,7 %. En base a lo expuesto anteriormente, y demostrando
que el valor de humedad obtenido mediante el método por desecacion fue de 82,52 %. Por lo que
se puede determinar que el contenido de humedad se encuentra acorde al realizado en el estudio

anterior (Rojas 2019, p.5).

4.1.1.2. Cenizas

La determinacion de las cenizas nos permite conocer la cantidad materia inorganica de producto

(guayaba). Aungue por otro lado también nos pueden ayudar a detectar posibles contaminaciones
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metélicas de los alimentos que pueden ocurrir durante el proceso de produccion o durante el
almacenamiento de productos enlatados (Marqués, 2014, p. 3). SegUn un estudio, en la determinacion
de cenizas en diferentes variedades de guayaba se evidenci6 valores muy relacionados, en lo que
corresponde a la guayaba de pulpa rosada se registra un contenido de ceniza del 0.84 %. Por lo
expuesto anteriormente, y demostrando que el valor de ceniza obtenido mediante el método de
incineracion en mufla fue 0,79 %. Se puede determinar que el contenido de ceniza se encuentra

relacionado con el del estudio

41.1.3. Fibra

La ausencia de fibra dietética en la dieta diaria es el factor fundamental de las enfermedades de
la civilizacion como: obesidad, enfermedades cardiovasculares, diabetes, diverticulosis entre otra
(Paz 2015, p. 3). Seguin una investigacion la composicién nutricional de la guayaba se identifico que
la guayaba de pulpa rosada contiene un 5.4 % de fibra con lo cual se puede determinar que la
guayaba es una excelente fuente de fibra y ayuda a un correcto funcionamiento del metabolismo
digestivo. Por lo descrito anteriormente, y demostrando que el valor de fibra obtenido mediante
el método de Weende fue de 2,16 %. Por lo que se puede concluir que el contenido de fibra se
encuentra en un porcentaje menor a comparacion con del estudio, esto puede influenciar debido

al método empleado para la determinacién

41.1.4. Grasa

Las frutas y vegetales son alimentos generalmente bajos en grasas en comparaciones a productos
de origen animal. En la composicion quimica de la guayaba se identifica que por cada 100 gramos
de muestra existe un 0.50 % de grasa. A partir de lo detallado anteriormente, y demostrando que
el valor de grasa obtenido mediante el método de Soxhlet se obtuvo un valor de 0.66 %. El

contenido de grasa se encuentra relacionado al del estudio (Singh 2016, p. 273).

4.1.1.5. Proteina

Las principales fuentes de proteinas se encuentran en productos de origen animal. Sin embargo,
es muy probable encontrar en frutas proteinas vegetales debido a la tendencia de dietas veganas
que hacen lo necesario para encontrar fuentes alternativas de proteinas. En la composicion
quimica de la guayaba se identifica que por cada 100 gramos de muestra existe un 4,33 % de
proteina. El valor de proteina obtenido mediante el método de Kjeldahl se obtuvo un valor de

4,33 %. Por lo que se puede concluir que el contenido de proteina es similar al del estudio (Singh

2016, p. 273).
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4.1.2. Andlisis fisico- quimico y microbioldgico de las formulaciones

4.1.2.1. Analisis fisico-quimico

Tabla 4-2: Requisito fisico-quimicos de las formulaciones

Requisito Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
Color Rosa turbio Rosa turbio Rosa turbio
Consistencia Liquido Liquido Espeso
Porcentaje de fruta 30% 40% 50%
pH 47 4,75 4,68
Grados Brix 4,65 5,80 6,74

Realizado por: Campoverde C., 2023

Los resultados para los requisitos fisico-quimicos de las tres formulaciones a base de guayaba
presentes en la tabla 8-4 fueron comparados con la NTE INEN 2337: 2008 Jugos, pulpas,
concentrados, nectares, bebidas de frutas y vegetales. Requisitos. En los cuales se tomé en cuenta
que el porcentaje de frutas en las tres formulaciones no debia ser inferior a 10% de fruta obtenido
formulaciones con 30, 40 y 50% de pulpa, debido al empleo de la guayaba de pulpa rosa las tres
formulacidn tuvieron el color caracteristico de la fruta, su consistencia fue aumentado de acuerdo
con el porcentaje de fruta que contenia cada formulacion y las caracteristicas sensoriales fueron

propias de la fruta de la que provenian.

En cuanto al pH de la bebida se logré percatar que tanto la formulacion 1y 2 tenian un pH similar
de 4,7 y 4,75 a diferencia de la formulacion 3 con pH 4,68 segun la normativa el pH debe ser
inferior a 4,5 pero esto se debe a que la pulpa perteneciente a la guayaba es acida y como no
contiene un acidificante no va a estabilizarse. Finalmente, la normativa manifiesta que los grados
brix de la bebida seran proporcionales al contenido de fruta misma accién que se cumplia como
se puede evidenciar en la tabla ya que a medida que aumenta el porcentaje de fruta aumentan los

grados brix.

4.1.2.2. Andlisis microbiol6gico

Tabla 4-3: Analisis microbiolégico de las formulaciones

Determinacion Formulacion 1~ Formulacion ~ Formulacion Nivel de NTE
2 3 Aceptacion INEN
Coliformes Ausencia Ausencia Ausencia <3 NTE INEN 1529-6
NMP/cm3
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Coliformes Ausencia Ausencia Ausencia <3 NTE INEN 1529-8
fecales NMP/cm?
NTE INEN 1529-5
Recuento Ausencia Ausencia Ausencia <10
estandar en placa
REP UFC/cm?®
NTE INEN 1529-10
Recuento de Ausencia Ausencia Ausencia <10
mohos y
levaduras
UPCl/cm?®
Realizado por: Campoverde C., 2023

Los resultados para el andlisis microbioldgico se muestran en la tabla 9-4, los cuales fueron
comparados con la NTE INEN 2337: 2008 Jugos, pulpas, concentrados, néctares, bebidas de
frutas y vegetales. Requisitos. Los resultados obtenidos para coliformes, coliformes fecales,
aerobios mesofilos, mohos y levaduras presentaron un ausencia en las tres formulaciones. Por lo
que se concluye que el producto fue preparado de la mejor manera higiénica lo cual garantiza que

puede ser consumido de una forma segura.

4.1.3. Anadlisis fisico-quimico y microbiolégico de las formulaciones durante de la

fermentacion

4.1.3.1. Determinacion de pH

Determinacién de pH

43
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4,4

T
=42
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lustracion 4-1: Evaluacion de pH
Realizado por: Campoverde C., 2023
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El valor del pH es la medida més significativas que se utilizan para indicar el progreso del proceso
de fermentacidn. Este pardmetro detecta la presencia de factores quimicos especificos que afectan
al metabolismo, crecimiento y el producto final. EI control del pH es importante en la
fermentacidn, ya que influye no Gnicamente en el crecimiento de microorganismos, sino también
en su actividad metabodlica. EI pH de una bebida al transcurrir 24 horas de fermentacion a una
temperatura determinada deberia estar entre 4.0 - 4.5. Si es mas alta, hay que dejarla fermentar
otras 12 horas. La importancia de que el pH sea inferior a 4.6 es la poca posibilidad de
proliferacion de microorganismos patdgenos, una vez que el valor del pH se encuentre por debajo
se puede culminar la fermentacion antes o después dependiendo del sabor del producto (Prieto 2022,
p.1).

En base a lo expuesto anteriormente y demostrando que el pH obtenido al final del proceso de
fermentacion fue de 4.10 (formulacion 1), 4.00 (formulacion 2) y 4.05 (formulacion 3) se
garantiza que el proceso de fermentacion &cida ha culminado y el pH se encuentra 6ptimo para la

proliferacion de microorganismos benéficos.

4.1.3.2. Determinacion del indice de acidez

Determinacion indice de acidez

0,4
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0,15
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0
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lustracion 4-2: Evaluacion de indice de acidez
Realizado por: Campoverde C., 2023

La determinacién del indice de acidez permite conocer el volumen de hidréxido de sodio (NaOH)
necesario para que el acido contenido en una alicuota analizada sea neutralizado. Por lo

manifestado con anterioridad se puede concluir que en el proceso de fermentacién a medida que
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disminuye el pH el volumen de la base hidroxido de sodio necesario para neutralizar sera mayor

en las tres formulaciones (Plazay Sung 2011, p. 28).

4.1.3.3. Determinacion de solidos solubles

Solidos solubles

0 1 2 3 4 5 6 7

Dia

Sélidos Solubles/ Grados Brix
o [ N w B (6] [e)} ~ (o]

HFl WF2 WmF3

llustracién 4-3: Evaluacion de so6lidos solubles

Realizado por: Campoverde C., 2023

4.1.4. Analisis fisico- quimico y microbioldgico de las formulaciones post-fermentacion

4.1.4.1. Analisis fisico-quimico

Tabla 4-4: Caracteristicas Fisicoquimicos de bebidas fermentadas

Requisito Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
Color Rosa turbio Rosa turbio Rosa turbio
Sabor Fermentado Fermentado Fermentado

Indice de acidez 0,28 0,32 0,38
pH 4,1 4 4,05
Grados Brix 5,23 6,4 7,3

Realizado por: Campoverde C., 2023

En la tabla 10-4 se puede apreciar las caracteristicas fisico quimicas y organolépticas de las tres

formulaciones sometidas a la fermentacion. En una investigacion de propiedades fisicoquimicas

y pardmetros microbiol6gicos de una bebida fermentada a base de Annona cherimola se

determinaron pardmetros fisicoquimicos como acidez titulable, pH y grados brix los cuales fueron
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comparados con los pardmetros obtenidos del analisis de las formulaciones a base de Psidium
guajava mismo que se encuentran relacionados con los del estudio mencionado (Enriquez 2021, p.
9).

4.1.4.2. Determinacioén de indicadores de calidad

Tabla 4-5: Determinacion de indicadores de calidad microbioldgica

Determinacion Formulacién Formulacion  Formulacion Nivel de NTE
1 2 3 Aceptacion INEN
NTE INEN
Coliformes NMP/cm? Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 1529-6
Coliformes fecales Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia NTE INEN
NMP/cm? 1529-8
Aerobios mesofilos 6 5 6 <10 NTE INEN
1529-5
Staphyloccocus aureus Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia NTE INEN
1529-14

Realizado por: Campoverde C., 2023

En latabla 11-4 se puede evidenciar el analisis microbioldgico de la bebidas posterior al proceso
de fermentacién. Debido a que no existe una normativa especifica para poder realizar un analisis
de los requisitos fisicos, quimicos y microbiol6gicos en bebidas fermentadas a base de frutas, se
realiza la determinacidn de indicadores de calidad como son las bacterias: Staphyloccocus aureus,
coliformes totales, fecales y aerobios meso6filos empleando normativas técnicas ecuatorianas

(NTE INEN) que son especificas para el analisis de dichos indicadores de calidad.

Los indicadores de calidad alimentaria son microorganismos que advierten de contaminacion o
un manejo inadecuado durante el proceso de fabricacion. Por lo detallado anteriormente estos
indicadores son de vital importancia ya influyen en la conservacion, vida Gtil y sobre todo
garantiza que la poblacion evite sufrir enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) al

consumir productos que cuenten con un excelente control de calidad microbioldgico (Fuentes et al.
2014, p. 1).
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4.1.5. Aceptabilidad de las formulaciones

4.1.5.1. Resultado de aceptabilidad

Las tres formulaciones empleadas para la elaboracion de las bebidas fermentadas a base de zumo
de Psidium guajava F1 (30% Pulpay 70 Agua), F2 (40% Pulpa 'y 60% Agua) y F3 (50% Pulpa
y 50% Agua), fueron evaluadas mediante prueba heddnica, con la finalidad de determinar cuél de
ellas tendria mejor aceptabilidad, para ello participaron 50 estudiantes de la carrera de Bioquimica
y Farmacia. Los resultados se observan en la tabla 12-4.

Tabla 4-6: Resultado obtenido de las encuestas de aceptabilidad mediante la escala hedonica

Puntuacion F1 F2 F3
Odie

No me gusto 20 5 9

Indiferente 18 10 15

Me gusto 10 30 20

Me Encanto 2 5 6

Realizado por: Campoverde C., 2023

Resultados de la encuesta
35
30
25

20

15
10 I I
, Al =l

No me gusto Indiferente Me gusto Me encanto

Nummero de estudiantes

(6]

Escala Hedonica

HFl EmF2 F3

llustracion 4-4: Eleccion segun la aceptacion de las formulaciones a base zumo de guayaba
Realizado por: Campoverde C., 2023
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De la tabla 12-4 se extrae los datos finales de las encuestas realizadas a los estudiantes de la
Facultad de Ciencias. Estos datos se tabularon mediante el uso del paquete informativo Excel y
obtuvo la llustracidén 10-4. Siendo asi la barra mas representativa la formulacion 2 compuesta de
40% de pulpa de guayaba y 60% de agua con una puntuacion de aceptabilidad de 30 puntos del
total de personas encuestadas. Seguidamente de la formulacién 3 compuestas por 50% de pulpa
de guayaba y 50% de agua con una puntuacion de aceptabilidad de 20 puntos del total de

encuestados.

Finalmente se aprecia a la formulacién 1 compuesta por 30% de pulpa de guaya y 70% de agua
con 10 puntos de aceptabilidad del total de encuestados. Graficamente se puede evidenciar que la
F2 es aquella con mayor aceptabilidad por las personas encuestadas. Por lo cual es la bebida
seleccionada para realizar los andlisis microbiolégicos y bioquimicos para identificar la presencia
de bacterias acido lacticas con posible actividad probidtica planteada en la investigacion.

4.1.6. Aislamiento y seleccion de cepas bacterianas

Una vez ejecutada la primera seleccion de cepas bacterianas se procedio a la purificacién y
posterior aislamiento y seleccion de las colonias de bacterias acido lacticas presentes en los
medios de cultivo MRS y M17 a partir de pruebas bioquimicas de identificacion. Los resultados

se encuentran en las tablas 12-4 y 13-4,

Tabla 4-7: Pruebas bioguimicas para la identificacion de bacterias acido lacticas en agar M17

N° Cadigo Morfologia Tincion Gram Catalasa Oxidasa

Microscopica

1 Col 1 Cocos Pos Pos Neg
2 Col 2 Cocos Pos Neg Neg
3 Col 3 Cocos Pos Neg Neg
4 Col 4 Cocos Pos Neg Neg
5 Col 5 Cocos Pos Neg Neg
6 Col 6 Cocos Pos Neg Neg
7 Col 7 Cocos Pos Pos Neg
8 Col 8 Cocos Pos Neg Neg
9 Col 9 Cocos Pos Neg Neg
10 Col 10 Cocos Pos Neg Neg
11 Col 11 Cocos Pos Neg Neg
12 Col 12 Cocos Pos Neg Neg
13 Col 13 Cocos Pos Neg Neg
14 Col 14 Cocos Pos Neg Neg
15 Col 15 Cocos Pos Pos Neg
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Col: Codificaciéon empleada para delimitar seguido del nimero de colonia analizada
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba

Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Campoverde C., 2023

Tabla 4-8: Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias acido lacticas en agar MRS

N° Cédigo Morfologia Tincién Gram Catalasa Oxidasa

Microscopica

1 Col 1 Bacilos Pos Neg Neg
2 Col 2 Bacilos Pos Neg Neg
3 Col 3 Bacilos Pos Neg Neg
4 Col 4 Bacilos Pos Neg Neg
5 Col 5 Bacilos Pos Neg Neg
6 Col 6 Bacilos Pos Neg Neg
7 Col 7 Bacilos Pos Neg Pos
8 Col 8 Bacilos Pos Pos Neg
9 Col 9 Bacilos Pos Pos Neg
10 Col 10 Bacilos Pos Neg Neg
11 Col 11 Bacilos Pos Pos Neg
12 Col 12 Bacilos Pos Pos Neg
13 Col 13 Bacilos Pos Neg Neg
14 Col 14 Bacilos Pos Neg Pos
15 Col 15 Bacilos Pos Pos Neg

Col: Codificacion empleada para delimitar seguido del nimero de colonia analizada
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba

Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Campoverde C., 2023

Como se puede evidenciar en las tablas 12-4 y 13-4 pertenecientes a las bacterias que se tendieron
a crecer en medios de cultivos MRS y M17. Una vez realizada la purificacion posterior a su
aislamiento se procede a realizar pruebas bioquimicas como: tincién Gram, Catalasa y Oxidasa
de las cuales de las 15 colonias que se desarrollaron en agar M17 12, de ellas cumplian con ser

catalasa y oxidasa negativas y Gram positivos.

Por otro lado, de las 15 colonias que se desarrollaron en agar MRS solo 8 de estas cumplian con
caracteristicas de catalasa y oxidasa negativa y Gram positivos. Las BAL constituyen un grupo
heterogéneo de microorganismo que se caracterizan por la produccion de acido lactico, son

bacilos o cocos Gram positivos, oxidasa y catalasa negativa (Hernandez et al 2020, p. 4).
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4.1.7. Pruebas de caracterizacion de BAL
En las tablas 14-4 y 15-4, se encuentran los resultados de pruebas de movilidad y produccién de
CO,, ademas de los crecimientos en diferentes condiciones de temperatura y pH, tanto para

bacilos como en cocos aislados.

Tabla 4-9: Pruebas de caracterizacion en agar M17

N° Cadigo Movilidad Produccién de Crecimiento a distintas Tolerancia a
COza partir de temperaturas diferentes pH
glucosa

30°C 37°C 4.4 9.6
1 CO2 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
2 CO3 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
3 Co4 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
4 CO5 Neg Neg Pos Pos Pos Neg
5 CO6 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
6 CO8 Neg Neg Pos Pos Pos Neg
7 CO9 Neg Neg Pos Pos Pos Neg
8 CO 10 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
9 Co11 Neg Pos Pos Pos Pos Pos
10 CO 12 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
11 CO 13 Neg Pos Pos Pos Pos Pos
12 CO 14 Neg Pos Pos Pos Pos Pos

CO: Codificacion empleada para delimitar colonia de cocos seguido del nimero de colonia analizada
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba

Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Campoverde C., 2023

Una vez realizada las pruebas bioquimicas para la identificacion del total de las cepas aisladas en
el medio M17 como BAL se seleccionaron 12 colonias y se procedio a realizar las pruebas de
caracterizacion siendo estas movilidad, produccion de CO; a partir de glucosa, crecimiento a
diferentes valores de pH y temperatura. En cuanto a la prueba de movilidad todas las colonias no
presentaron movilidad alguna en agar SIM lo que se puede comparar en el trabajo donde esto se
debe a que las BAL son incapaces difundir en el medio semiso6lido SIM debido a la ausencia en

BAL de flagelo o al gen que lo codifique (Fiallos 2022, p. 24).
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En cuanto a la prueba de produccion de CO- a partir de glucosa ninguna de las 12 colonias
seleccionadas presento la produccion de gas dando un resultado negativo con lo cual se puede
determinar que son homofermentativas. Sin embargo, existié cambio de coloracion en el medio
en la que se puedo evidenciar que de las 12 colonias 5 de ellas fermentaron glucosa, mientras el
resto de las colonias fermentd glucosa y lactosa. En un estudio se manifiesta que la capacidad
fermentativa se puede ver divida fisiolégicamente por grupos dependiendo de la ruta metabdlica
empleada para fermentar la glucosa. Las bacterias homofermentativas se caracterizan por la
produccion de &cido lactico mediante la ruta metabdlica de la glucolisis mientras que las
heterofermentativas que caracterizan por produccion de &cido lactico mediante la ruta metabolica
de la d-galactosa (Ramirez y Vélez, 2018, p. 120).

En la prueba de tolerancia a distintas temperaturas, las cepas aisladas de agar M17 fueron
sometidas a distintas temperatura con la finalidad de evaluar el crecimiento de estas. Las colonias
seleccionadas fueron sometidas a temperaturas de 30°C y 37°C en la cual se pudo identificar que
las colonias tenian crecimiento en ambas temperaturas con la Unica peculiaridad de que

empleaban mas tiempo para su crecimiento.

El crecimiento en la estufa calibrada con una temperatura de 37°C se pudo evidenciar a las 24
horas posterior a su incubacion, mientras que el crecimiento en la estufa a 30°C demord entre las
72 horas. Segln una investigacion se menciona que las BAL pueden desarrollar diversos
mecanismos adaptativos a los cambios abruptos de temperatura. Un mecanismo caracteristico es
la produccion de proteinas de choque térmico lo cual le brinda adaptaciones que garanticen la

supervivencia de la colonia (Doyle 2016, pp: 56-91).

Las cepas aisladas del medio de M17 también fueron analizadas frente a distintas condiciones de
pH con la finalidad de garantizar la tolerancia a un pH de 9,6 y 4,4. El resultado obtenido fue que
de las 12 colonias seleccionadas todas crecieron a un pH de 4,4 mientras que las que fueron
sometidas a un pH basico de 9,6 de las 12 cepas 9 crecieron perfectamente a excepcién de las

colonias con las codificacion CO5, CO8 y CO9.

Esto es corroborado con los resultados obtenidos en un estudio donde manifiesta que el
crecimiento de BAL a un pH acido es variable mientras que a un pH basico es decir de 9,6 de
desarrollan las cepas de bacterias &cido lacticas a excepcion de aquellas que pertenecen al género

Lactococcus las cuales no toleran estas condiciones (Vargas 2018, p. 47).
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Tabla 4-10: Pruebas de caracterizacion en agar MRS

N° Cddigo Movilidad Produccion de Crecimiento a distintas Tolerancia a
COza partir de temperaturas diferentes pH
glucosa

30°C 37°C 4.4 9.6
1 BA 1 Neg Neg Pos Pos Pos Neg
2 BA 2 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
3 BA 3 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
4 BA 4 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
5 BAS5 Neg Neg Pos Pos Pos Neg
6 BA 6 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
7 BA 10 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
8 BA 13 Neg Neg Pos Pos Pos Pos

CO: Codificacion empleada para delimitar colonia de cocos seguido del nimero de colonia analizada
Pos: Indica un resultado positivo en la prueba

Neg: Indica un resultado negativo en la prueba

Realizado por: Campoverde C., 2023

Una vez realizada las pruebas bioquimicas para la identificacion del total de las cepas aisladas en
el medio MRS como BAL se seleccionaron 8 colonias y se procedio a realizar las pruebas de
caracterizacién siendo estas movilidad, produccion de CO; a partir de glucosa, crecimiento a

diferentes valores de pH y temperatura.

En la prueba de movilidad se puede evidenciar que de las 8 colonias seleccionadas del medio de
cultivo MRS todas carecen de movilidad lo cual se puede confirmar con el trabajo en cual
manifiesta que el género Lactobacillus son bacterias Gram positivas, forma bacilar, no
formadoras de esporas, catalasa negativa y no mdviles. Su principal caracteristica es la formacion

de acido lactico como producto principal (Cobosy Pulla, 2019, p. 9).

En cuanto a la prueba de produccion de CO- a partir de glucosa, todas las 8 colonias del medio
MRS seleccionadas arrojaron un resultado negativo por lo que se puede concluir que se tratan de
BAL homofermentativas. pero también se pudieron notar diferencias durante la realizacion de la
prueba ya que la colonia BA5, BA13 fermentaron lactosa. En un estudio se indica que las bacterias
acido lacticas se subdividen en bacterias homofermentativas y heterofermentativas como
resultado de los productos de su metabolismo las primeras se caracterizan ya que mediante su

fermentacion de los carbohidratos generan como principal producto acido lactico mientras que
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las heterofermentativas pueden originar otros productos como didxido de carbono, acido acético

0 etanol (Sanchez y Tromps, 2014, p. 124).

En la prueba de tolerancia a distintas temperaturas, las cepas seleccionar del medio de cultivo
MRS fueron sometidas a distintas temperaturas con la finalidad de evaluar el crecimiento de estas.
Las colonias seleccionadas fueron sometidas a temperaturas de 30°C y 37°C en la cual se pudo
identificar que las colonias tenian crecimiento en ambas temperaturas con la Gnica peculiaridad
de que empleaban méas tiempo para su crecimiento. El crecimiento a 37°C se pudo evidenciar
posterior a 48 horas de iniciar la incubacién lo cual se encuentra establecido en las indicaciones
del frasco del medio de cultivo. Por otro lado, la incubacion a una temperatura de 30°C se pudo
evidenciar a las 96 horas posterior a la incubacion. Estos resultados fueron comparados y
demostrados con el estudio en el cual se evaluaron bacterias acido lacticas aislados de muestras
de quesos y sus resultados fueron positivos en el crecimiento de colonias tanto de cocos como

bacilos distintas temperaturas lo que concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion
(Vargas 2019, p. 49).

Finalmente, las colonias seleccionadas del medio de cultivo MRS fueron sometidas al crecimiento
a distintos pH siendo estos pH de 4,4 y 9,6. Dando como resultado que de las 8 colonias
seleccionadas todas las 8 crecieron a un pH acido mientras que en el pH alcalino las colonias
codificadas BA1 y BA5 no presentaron crecimiento. Estos resultados coincidieron con los
proporcionados en el trabajo donde analizaron cepas aislada de muestras de queso en la cual existo

mayor crecimiento en un pH acido a comparacion de un pH alcalino (Vargas 2019, p. 44).

Mediante la realizacidn de estas pruebas se puede determinar que de las 15 colonias analizadas 9
podrian tratarse de bacterias del género Lactococcus plantarum mientras que 6 de estas colonias
podrian tratarse presumiblemente de Lactobacillus plantarum. En la cual se menciona que el
género Lactobacillus tienen un metabolismo fermentativo, son mayoritariamente aerotolerantes
mientras que otras especies son estrictamente anaerdbicas. El crecimiento se da a un pH de 4,5-
5,8. Son exigentes en cuanto a metabolitos primarios y se pueden clasificar en homolacticos y

heterolacticas con base en la via de fermentacion que utilizan.

Cabe reiterar que estas pruebas no permiten descartar ninguna de las colonias ya que son pruebas
para tratar de identificar a que genero pertenece la colonia, pero esto es complejo en el caso de
las bacterias acido lacticas (Vargas 2018, p. 44). Las BAL comparten muchas de estas caracteristicas
y en ademas algunos de sus perfiles de tolerancia son variables por lo tanto estas pruebas no nos

permiten una caracterizacion certera de las bacterias evaluadas.
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CONCLUSIONES

e  Se realiz6 el anélisis proximal de la materia prima para la elaboracion de bebidas, en este
caso Psidium guajava (guayaba), donde se lleg6 a la conclusién que la fruta posee un 82,52% de
humedad, 0,79% de cenizas, 4,33% de proteina, 0,66% de grasa, 2,16% de fibra y 9,53 % de
azucares, lo cual la convierte en una fruta ideal para la elaboracién de bebidas funcionales a base

de la fruta y con un excelente aporte de nutrientes para el consumo humano

e Se elabord y ensayo tres formulaciones de bebidas a base de zumo de Psidium guajava las
cuales tenian una composicion de 30, 40 y 50 % de fruta. Estas bebidas fueron sometidas a un
analisis fisico, quimico y microbioldgico segln la normativa técnica ecuatoriana NTE INEN 2337
para posteriormente ser llevadas a un proceso de fermentacién espontanea durante 7 dias a una

temperatura de 35 °C sin necesidad de inocular ningln tipo de microorganismos.

e Se determind las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de la
formulacion 2, la cual fue la bebida seleccionada por los catadores mediante la prueba hedénica.
Empleando métodos sensorial, potenciométrico, volumétrico y refractométrico. Finalmente se
realiz6 la determinacion de los indicadores de calidad mediante las Normativas Técnicas

Ecuatorianas establecidas para cada microorganismo.

e Se aislaron las cepas de bacterias acido lacticas presentes en la bebida elaborada a base de
zumo de Psidium guajava mediante la técnica de siembra por extension y purificacién de las
cuales segun su morfologia y crecimiento en agar selectivo M17 para cocos y agar MRS para
bacilos, permitio seleccionar 15 aislamientos de cocos y 15 aislamiento de bacilos para posterior
andlisis e identificacion. En cuanto a los ensayos de identificacion se emplearon pruebas
bioquimicas propias de bacterias acido lacticas, donde se seleccionaron 12 Lactococcus en agar
M17 y 8 Lactobacillus en agar MRS, que cumplieron con la morfologia microscopica de BAL,
es decir bacilos o cocos Gram +, catalasa y oxidasa negativa. Finalmente fueron sometidas a
pruebas de caracterizacién como ensayos de movilidad, produccién de CO; a partir de glucosa y

crecimiento a distinto pH y temperatura.
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RECOMENDACIONES

o En el ensayo de fermentacién se determiné hasta un llegar a un tiempo de 168 horas y se
obtuvo resultados placenteros pero este tiempo ain no se determiné como el tiempo final de la
actividad de BAL por lo que seria interesante aumentar el tiempo de fermentacion y determinar
cudl es el alcance que podria tener

e Complementar la identificacion de las cepas de bacterias acido lacticas aisladas de muestras
de bebidas fermentadas a base de frutas mediante técnicas moleculares para la determinacion de

las especies de bacterias acido lacticas.
e Avivar la continuidad de la investigacion realizando estudios posteriores de una mayor

evaluacion in vitro, donde estas cepas de BAL podrian emplearse a futuro como posibles
candidatas a probi6ticos con aplicacién en la industria alimentaria.
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ANEXO V: DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
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ANEXO Z: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS
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ANEXO I1: CRECIMIENTO A DISTINTAS TEMPERATURAS




ANEXO JJ: CRECIMIENTO A DISTINTOS PH
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