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RESUMEN

La mala alimentacidn contribuye a la aparicion de patologias gastrointestinales, y esto representa
un problema en el ambito de la salud, por lo que se mencionan como alternativas saludables a esta
problematica, la ingesta de productos probi6ticos, por lo que este trabajo experimental tiene como
objetivo elaborar una bebida fermentada a base de leche de quinua (Chenopodium quinoa) y
caracterizar bacterias &cido lacticas. Para la elaboracion de las formulaciones se trabajé con los
granos de quinua de la empresa maquita productos, los cuales debieron aprobar criterios de
inclusion y exclusion, posterior se le realizé un analisis proximal a la materia prima mediante
pruebas de humedad, cenizas, fibra, proteina y grasas, con lo cual se dio paso a la elaboracién de
las 3 formulaciones siguiendo un proceso de eliminacion de saponinas, secado, molienda, batido,
filtracion, envasado y pasteurizacion, una vez obtenidas las 3 formulaciones con distintas
concentraciones de quinua, se arranco con el proceso de fermentacion espontanea, considerando
las pruebas fisicoquimicas como pH, acidez titulable y grados brix, de igual manera los
indicadores de calidad que garantizan que las bebidas estan aptas para el consumo humano, una
vez concluido este procedimiento, se realiz6 una prueba hedoénica a un grupo de estudiantes para
escoger la formulacion optima y con la formulacién escogida se realizo la siembra en los medios
selectivos para bacterias acido lcticas, al igual que las diferentes pruebas bioquimicas y pruebas
de caracterizacion para ese tipo de bacterias obteniendo asi en los resultados la presencia de
bacterias acido lacticas con diferente morfologia y con caracteristicas propias de las mismas.
Como conclusién de este trabajo fue posible la elaboracion de una bebida fermentada a base leche
de quinua (Chenopodium quinoa) y mediante las distintas pruebas microbioldgicas se logré

caracterizar y determinar la presencia de bacterias acido lacticas con posible actividad probidtica.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <MICROBIOLOGIA>, <PROBIOTICOS>,
<BACTERIAS ACIDO LACTICAS>, <QUINUA>, <FERMENTACION>.

0232-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to focus on poor nutrition that contributes to the
appearance of gastrointestinal pathologies, and this represents a problem in the field of health,
which is why the ingestion of probiotic products is mentioned as a healthy alternative to this
problem. This experimental work aims to produce a fermented drink based on quinoa milk
(Chenopodium quinoa) and to characterize lactic acid bacteria. For the elaboration of the
formulations, we worked with quinoa grains from the company maquita productos, which had to
pass inclusion and exclusion criteria, after which a proximal analysis was carried out on the raw
material using moisture, ash, fiber, protein, and fat tests, This led to the preparation of the 3
formulations following a process of elimination of saponins, drying, grinding, beating, filtration,
packaging, and pasteurization. Once the 3 formulations were obtained with different
concentrations of quinoa, the spontaneous fermentation process was started, considering the
physicochemical tests such as pH, treatable acidity, and degrees of spontaneous fermentation,
Once this procedure was completed, a hedonic test was carried out on a group of students to
choose the optimum formulation, and with the chosen formulation, sowing was carried out in the
selective media for lactic acid bacteria, as well as the different biochemical tests and
characterization tests for this type of bacteria, thus obtaining in the results the presence of lactic
acid bacteria with different morphology and with their characteristics. As a conclusion of this
work, it was possible to elaborate on a fermented beverage based on quinoa milk (Chenopodium
quinoa), and using the different microbiological tests it was possible to characterize and determine

the presence of lactic acid bacteria with possible probiotic activity.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <MYCROBIOLOGY>,
<PROBIOTICS>, <LACTIC ACID BACTERIA>, <QUINUA>, <FERMENTATION>.

Mgs. Evelyn Carolina Macias Silva
C.10603239070
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INTRODUCCION

El presente trabajo experimental hace referencia a la elaboracion de una bebida fermentada a base
de leche de quinua (Chenopodium quinoa) y caracterizacién de bacterias acido lacticas, dado que
hoy en dia los malos habitos alimenticios contribuyen a que se desencadenen maltiples problemas
digestivos, pudiendo asi llegar a afectar el equilibro de la flora intestinal, resultando esto en un

problema en el &mbito de la salud que a lo largo de los afios se ha visto incrementado.

En la actualidad se ha evidenciado un aumento en el interés por parte de la industria alimentaria
en la investigacion y formulacion de bebidas con agentes prebidticos y probi6ticos, a base de
frutas o vegetales, ya que resultan beneficiosas para la salud digestiva, la falta de este tipo de
bebidas en el mercado nacional es evidente, por lo cual la presente investigacion busca aportar
una iniciativa que de paso a futuros emprendimientos que contribuyan a mejorar la calidad de

vida de la poblacion mediante una buena alimentacion,

Para llevar a cabo esta investigacion, se tienen contemplados los siguientes objetivos, caracterizar
la materia prima en base a la normativa NTE INEN 1673:2013, ensayar tres formulaciones para
seleccionar la mas adecuada mediante la aplicacién de encuestas, realizar la caracterizacion fisico
guimica, microbioldgica y sensorial de la formulacién optimizada, llevar a cabo un screening de

las bacterias acido lacticas con posible actividad probiética.

Resulta oportuna la realizacion de este trabajo experimental ya que se cuenta con los recursos
necesarios a nivel econémico, académico como lo son los conocimientos y los laboratorios de la
institucion, social, contando con la participacion de un grupo de estudiantes para la degustacién
de las formulaciones. Dentro de la ejecucion de este trabajo se pudieran suscitar inconvenientes
como la contaminacion en la parte microbioldgica, pudiendo alterar ciertas pruebas para la
identificacion y caracterizacion de las bacterias acido lacticas, obteniendo asi resultados no

favorables.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

“Las bebidas fermentadas son las que se consiguen gracias a la fermentacién de la glucosa
presente en algunos liquidos de origen natural” (NOA, 2023). Las bebidas fermentadas se obtienen
de la interaccion controlada de microorganismos o enzimas con el alimento, lo cual ocasiona
cambios en sus componentes, obteniendo como producto principal un liquido con diversas
propiedades. Estas bebidas se clasifican en alcoholicas y no alcohdlicas, estas Gltimas derivadas
de la fermentacidn de la leche (Cabanillas et al., 2022).

La dieta que llevamos afecta a muchos aspectos de nuestra vida. Puede condicionar la forma en
la que nos vemos, por dentro y por fuera. Una mala alimentacion afecta a nuestra microbiota (flora
intestinal) y esto puede causarnos problemas digestivos, como una mala digestion, o un aumento
de peso (Bioithas, 2023). “Los alimentos ingeridos influyen mucho en la estructura y en la

composicién de las comunidades microbianas del intestino” (Alvarez et al., 2020, pp. 11-15).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son generalmente de caracter infeccioso o
toxico y son causadas por bacterias, virus o parasitos que penetran en el organismo a través del
agua o los alimentos contaminados, comprenden varias dolencias y constituyen un problema de
salud publica a nivel mundial. La manifestacion clinica mas comun es la aparicion de sintomas
gastrointestinales. En Ecuador durante el 2019, las enfermedades transmitidas por agua y
alimentos alcanzaron 19487 casos, decremento del 54% con relacién al afio 2020. El grupo de

edad mas afectado es de 20 a 49 afios, mayoritariamente el sexo femenino (MsP, 2021, p.1).

En el Ecuador 1 de cada 4 nifios menores de 5 afios sufren desnutricion crénica infantil, en especial
en el area rural, con condiciones del nucleo familiar vulnerable, entornos desfavorables,
relacionados la calidad alimentaria, el estado nutricional y calidad de vida de la poblacion,
afectando a los nifios y nifias en su crecimiento y desarrollo (Lara et al., 2022, pp. 24-36). Una
investigacion de la Universidad Catolica del Ecuador y el CEDIS, realizada entre los afios 2018
y 2019, evidencio los altos indices de desnutricion infantil en los cantones de la provincia de
Chimborazo: Riobamba (51%), Guamote (55%), Alausi (57%), Colta (52%) y Guano (62%). En
todos estos cantones se producen cereales, legumbres, frutas, carne y leche, pero ello no ha

mejorado la situacion de sus habitantes ni su dieta (Rea, 2022, p.2).



Ante la problematica expuesta, resulta oportuna la ejecucién del presente trabajo experimental,
ya que presenta un alcance a nivel social que mediante futuras investigaciones a partir de la quinua
se podria generar un emprendimiento donde resulten beneficiados ciertos grupos poblacionales
que presenten afecciones digestivas a causa de una mala alimentacidn, a la vez resulta factible
dado que la materia prima es de facil acceso y no representaria un problema a nivel econémico,
en lo que refiere al ambiente, al ser un producto natural, no se verian implicaciones relacionadas

a una contaminacion o afectacion directa al mismo.

En la ejecucion de este trabajo experimental, se tiene a consideracion la operacionalizacion de las
siguientes variables, dependiente como la actividad probidtica de la bebida fermentada a base de
Chenopodium quinoa, e independientes como las propiedades organolépticas como el olor, color
y sabor, el analisis microbiol6gico, andlisis fisicoquimico y presencia de bacterias &cido lacticas.

A nivel del Ecuador se han llevado a cabo diversas investigaciones donde se han elaborado
bebidas cuya materia prima es la quinua (Chenopodium quinoa), con este trabajo, se busca aportar
informacién a las investigaciones ya mencionadas, mediante la identificacion y caracterizacién

de bacterias acido lacticas con posible actividad probidtica, beneficiosas para la salud digestiva.

1.2. Justificacién

Se ha evidenciado que la mala alimentacién contribuye a la aparicion de patologias
gastrointestinales, las cuales representan un problema en el &mbito de la salud que ha venido en
aumento. En este marco se mencionan como alternativas saludables a esta problematica, la ingesta

de productos probi6ticos como lo son las bebidas probidticas.

Dentro de las causas asociadas a los problemas digestivos de mano de los malos habitos
alimenticios, se encuentran la ingesta de alimentos procesados, exceso de comida chatarra,
alimentos altos en edulcorantes y conservantes e inclusive agentes infecciosos por falta de higiene

en la manipulacion de alimentos o propios del ambiente en casos de extrema pobreza.

La principal virtud de los probi6ticos es incidir en el desarrollo de la comunidad microbiana que
habita en el hospedero, asegurando asi el adecuado equilibrio entre patdégenos y bacterias
para el funcionamiento correcto del organismo. Otra accién es neutralizar la actividad de los

patdgenos, adquiridos a través de la dieta (Camarena et al., 2022, pp. 27-37)



Se han publicado diferentes estudios que sefialan que la leche de vaca, asi como sus derivados
lacteos, podrian ser potenciales causantes de diversas patologias como el cancer. Por este motivo
se recomienda eliminarlos de una dieta saludable, siendo la leche de quinua un potencial sustituto.
Ademas, la quinua tiene un alto valor nutricional (alto grado de proteinas, gran nimero de fibras,
alta variedad de vitaminas y minerales y bajo nivel de grasa) por lo que se afirma que puede

reemplazar al producto vacuno (Cisneros y Luque, 2020, p. 1)

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Elaborar una bebida fermentada a base de leche de quinua (Chenopodium quinoa) y caracterizar
bacterias acido lacticas.

1.3.2. Objetivos especificos

- Realizar el analisis proximal de la quinua (Chenopodium quinoa).

- Ensayar tres formulaciones para seleccionar la méas oOptima mediante pruebas de
aceptabilidad.

- Realizar la caracterizacion fisico quimica, microbioldgica y sensorial de la formulacion
optimizada.

- Llevar a cabo un screening de las bacterias acido lacticas con posible actividad prebiotica.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de la investigacion

Los profesionales de la salud estan prestando cada vez més atencion a los efectos beneficiosos de
los alimentos con microbios vivos (probi6ticos) en la salud humana, y en particular de los
productos lacteos en los nifios y otros grupos de alto riesgo de la poblacion. Se ha informado de
que estos probidticos pueden desempefiar un importante papel en las funciones inmunitaria,
digestiva y respiratoria y podrian contribuir de forma significativa a aliviar las enfermedades

infecciosas en 10s nifios (Fao et al., 2006)

En la Universidad San Francisco de Quito se llevo a cabo un estudio donde se obtuvo una bebida
fermentada de quinoa con 9 g de proteina por una porcion de 200 g y con una vida Util estimada
en 70 dias a 40C. Este producto resultd ser una alternativa al yogur de leche de vaca y a la bebida
fermentada de soya. Ademas, en este mismo estudio se menciona que el valor nutricional de la
quinoa es superior al de la soya y demas alimentos tradicionales con base vegetal. Esto se debe
principalmente a que la composicién de aminoacidos del pseudo-cereal estad considerada muy
cercana a la ideal (FAO/WHO, 2013). Es asi, que su calidad nutricional en cuanto a proteinas

rivaliza incluso con las encontradas en la leche (Maldonado et al., 2018)

De acuerdo con (Flores, 2011) en la Universidad Técnica de Ambato, se investigaron métodos que
permitieran obtener una tecnologia adecuada para la elaboracién de leche de quinua con
prebidticos, dicha tecnologia se adapté a verificar el aporte nutritivo y el control de calidad del
producto donde se realizaron pruebas fisico quimicas y sensoriales las cuales se basan en el
contenido de nutrientes, acidez, pH, Humedad, Cenizas, Grasa, y su aceptacion ante los

potenciales consumidores en base a su; dulzor, color, sabor, textura y aceptabilidad en general.

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Quinua

La quinua es una planta de la familia Chenopodiacea, género Chenopodium, seccion Chenopodia

y subseccion Cellulata. EI género Chenopodium es el principal dentro de la familia

Chenopodiacea y tiene amplia distribucion mundial, con cerca de 250 especies. Se cultiva, sobre



todo, en la cordillera andina. Los principales paises productores son: Argentina, Bolivia, Ecuador,
Estados Unidos, Chile, Colombia y Perd, aunque su cultivo se esta extendiendo a diversos paises

de Europa y Asia, con altos niveles de rendimiento (Miranda, 2007, p.10)

2.2.1.1. Descripcién boténica

La quinua es una planta de desarrollo anual, de hojas anchas, dicotiledénea y usualmente alcanza
una altura de 1 a 2 m. El tallo central comprende hojas lobuladas y quebradizas. El tallo puede
tener o no ramas, dependiendo de la variedad y/o densidad del sembrado. La raiz principal
normalmente mide de 20 a 25 cms. de longitud, formando una densa trama de radiculas, las cuales
penetran en la tierra tan profundamente como la altura de la planta. Las panicolas o panojas crecen
generalmente en la punta de la planta y algunas veces debajo del tallo. Las flores son pequefias y
carecen de pétalos. Generalmente son bisexuales y se autofertilizan. El fruto es seco y mide
aproximadamente 2 mm. de diametro (de 250 a 500 semillas por grano), circundando al céliz, el
cual es del mismo color que el de la planta. La semilla es usualmente lisa y de color blanco,
rosado, naranja como también rojo, marron y negro), el peso del embridn constituye el 60% del
peso de la semilla, formando una especie de anillo alrededor del endospermo que se desprende

cuando la semilla es cocida (Botanical, 2019)

llustracion 2-1: Planta de quinua
Fuente: (Orgaz, 2020.



2.2.1.2. Taxonomia

Tabla 2-1: Taxonomia de la quinua

Reino: Vegetal

Division: Mangonoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Chenopodiaceae

Género: Chenopodium

Seccion: Chenopodia

Subseccion: Cellulata

Especie: Chenopodium quinoa Willdenow

Fuente: (Orgaz, 2020)
Realizado por: Castillo M., 2024

2.2.1.3. Propiedades

La quinua es un alimento que destaca por su alto valor proteico, lo que, unido al aporte de energia,
hace que sea ideal para personas que llevan a cabo una alta actividad fisica. Asimismo, puede ser
consumida sin problemas por personas celiacas al no contener gluten. También tiene un bajo valor
glucémico que la hace apta para quienes tienen problemas de diabetes. Por otro lado, contiene
fibra que ayuda a regular el transito intestinal y combate problemas de estrefiimiento.

Contiene manganeso, fésforo y magnesio, necesarios todos para mantener unos huesos sanos y
fuertes. También presenta hierra, indispensable para prevenir problemas de anemia. Su consumo
también se recomienda entre mujeres embarazadas gracias a la presencia de vitamina B9 que
contribuye al buen desarrollo del feto (Escalante, 2019).

2.2.1.4. Valor nutricional

Tabla 1-2: Valor nutricional de la quinua

Nutriente Quinua por 100g.
Calorias (Kcal.) 374
Carbohidratos (g.) 68,9
Proteinas (g.) 13,1
Grasas (g.) 58
Fibra (g.) 5,9
Calcio (mg.) 60




Magnesio (mg.) 210
Zinc (mg.) 3,3
Fuente: (Botanical, 2019)

Realizado por: Castillo M., 2024

2.2.2. Leche de quinua

La leche de quinua no contiene ingredientes de origen animal, lactosa ni gluten, con lo que es
ideal para gente vegana, vegetariana, intolerante a la lactosa y celiaca. Se trata de una semilla de
facil digestion y extraordinariamente nutritiva, ya que comparandola con otros cereales (arroz,
trigo, cebada, avena, etc.) es mas rica en magnesio, fosforo, potasio, hierro, fibra y vitamina E.
Contiene 8 amino&cidos esenciales y gran cantidad de otros, no esenciales para el organismo

humano (Vegan, 2021, p.1)

Entre los aminodcidos presentes en sus proteinas destacan la lisina (importante para el desarrollo
del cerebro) y la arginina e histidina, basicos para el desarrollo humano durante la infancia.
Igualmente es rica en metionina y cistina, mientras que es pobre en grasas, complementando de
este modo a otros cereales y/o legumbres como las vainitas. En general, la quinoa posee un
excepcional equilibrio de proteinas, grasas y carbohidratos (fundamentalmente almidén). Es
reguladora del colesterol y contribuye a revertir el estrefiimiento por su alto contenido en fibra
natural (Vegan, 2021, p.1).

2.2.3. Probi6ticos

Los probidticos son microorganismos vivos (como bacterias y levaduras) que al consumirlos en
una cantidad adecuada proporcionan beneficios para la salud. Se encuentran naturalmente
presentes en algunos alimentos fermentados, agregados a algunos productos alimenticios y

disponibles como suplementos dietéticos.

Los probidticos actdan principalmente en el aparato digestivo, donde pueden afectar el
microbioma intestinal. Este microbioma esta formado por muchos microorganismos (en su mayor
parte bacterias) que viven principalmente en el intestino grueso. Cuando una persona come 0
bebes suficientes probioticos, estos le ayudan a proteger el aparato digestivo de microorganismos
nocivos, a mejorar la digestion y la funcion intestinal, y ademés podrian proporcionar otros

beneficios para la salud (0DS, 2022)



2.2.3.1. Beneficios de los probidticos

Si son consumidos en cantidades suficientes y en forma permanente, los probidticos realizan los
siguientes aportes a la salud:

- Incrementan la resistencia a infecciones por organismos potencialmente patdgenos en el
intestino.

- Disminuyen la duracion de la diarrea, por ejemplo, asociados a antibiéticos y a infecciones
del viajero

- Reducen la intolerancia a la lactosa (promueven la digestion a nivel intestinal)

- Incrementan el valor nutricional (mejor digestion, incremento de la absorcion de vitaminas
y minerales)

- Regulan la motilidad intestinal (alivian la constriccion y sindrome del intestino irritable,
entre otros)

- Mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal (Agar, 2021).

2.2.3.2. Clasificacion de los probiéticos

Se pueden diferenciar principalmente 2 tipos de probidticos:

- Probidticos de origen bacteriano: aqui podemos encontrar varias especies, pero destacan
principalmente las bifidobacterias y los lactobacilos. Las bifidobacterias son microorganismos
gue habitan en la flora del intestino, pero también en diferentes alimentos, sobre todo lacteos
fermentados. Los lactobacilos estan de forma natural en el sistema urinario, digestivo y genital,
pero también en algunos alimentos como los yogures y ayudan a la absorcién de nutrientes.

- Levaduras: son otro tipo de microorganismos que no son de origen bacteriano, se trata de

levaduras como Saccharomyces boulardii CNCM i-745 (Bravo et al., 2008).

2.2.4. Bacterias acido lacticas

Constituyen un gran grupo de microorganismos benignos que producen &cido lactico como
producto final del proceso de fermentacion. Se encuentran en grandes cantidades en la naturaleza
y también en nuestro sistema digestivo. Aunque se las conoce sobre todo por sus aplicaciones en

la industria lactea, también se las usa para curar pescado, carne y embutidos.

Se vienen empleando para fabricar alimentos desde hace al menos 4 mil afios. Su uso mas
corriente se relaciona con la produccion de productos lacteos fermentados, como el yogurt, el

gueso, la manteca, la crema de leche, el kefir y el kumis (Smith 2018, p.1).



2.2.4.1. Tipos de bacterias acido lacticas

Segun la fermentacién de la lactosa las BAL se clasifican en homofermentativas (produce sélo
acido lactico) y heterofermentativas (producen &cido lactico y otras sustancias) y segln la

temperatura de crecimiento en mesofilos y termofilos.

Homofermentativas: el grupo homofermentativo compuesto de Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus y Streptococcus, utilizan la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas al convertir 1 mol de
glucosa en dos moles de &cido lactico, ademas que se produce mas del 85% de &cido lactico a
partir de glucosa. En contraste, las bacterias heterofermentativas producen cantidades
equimolares de lactato, CO,y etanol a partir de glucosa usando la hexosa monofosfato o la via de
las pentosas, y asi solamente generan la mitad de la energia del grupo homofermentativa.

Heterofermentativas: producen solamente 50% de &cido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa
para formar 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de CO,. 1 mol de ATP es generada
por mol de glucosa. Este grupo estd compuesto de un ndmero de géneros
incluyendo: Lactococcus, Lactobacillos, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc vy
Pediococcus. Este grupo de bacterias contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa
y hexosa isomerasa; asi que, en lugar de seguir la via (EMP), utilizan las vias de la hexosa

monofosfato o la de la pentosa (Parra 2010, p.2).

2.2.5. Microbiota y enfermedades intestinales

El intestino humano es el habitat natural de una poblacién numerosa, diversa y dindmica de
microorganismos, principalmente bacterias, que se han adaptado a la vida en las superficies

mucosas o en la luz del intestino.

El ecosistema microbiano del intestino incluye especies nativas que colonizan permanentemente
el tracto gastrointestinal y una serie variable de microorganismos vivos que transitan
temporalmente por el tubo digestivo. La poblacion microbiana del intestino humano incluye unos

100 billones de bacterias de unas 500 a 1.000 especies distintas.

La presencia de ciertas bacterias como parte de la flora intestinal es necesaria para una correcta
nutricion y desarrollo corporal, asi como para un adecuado mantenimiento del sistema inmune.
La homeostasis intestinal es critica para la extraccion eficiente de energia de los alimentos y la

proteccion frente a los microorganismos patdgenos.
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A continuacion, se revisan las principales enfermedades gastrointestinales pediatricas que tienen
una relacion méas evidente con la microbiota gastrointestinal. Entre ellas se incluyen la infeccion
por Helicobacter pylori, la enterocolitis necrosante, la enfermedad inflamatoria intestinal, la

enfermedad celiaca y la diarrea aguda.

2.2.5.1. Infeccién por Helicobacter pylori

Mas del 50% de la poblacion mundial esté infectada por Helicobacter pylori (H. pylori), entre un
30 y un 40% en paises desarrollados y mas del 80% en los paises en vias de desarrollo. Aunque
la carga bacteriana en el estbmago es baja, la especie Helicobacter ha recibido una atencion
especial, debido a su asociacidon con varias enfermedades gastricas. El H. pylori, bacteria espirilar
gramnegativa, es una de las causas mas frecuentes de infeccion bacteriana en el ser humano, que
puede producir gastritis, Ulcera gastrica y duodenal, cancer de estomago y linfoma del tejido
linfoide mucoso adenocarcinoma, como linfoma tipo MALT.

Esta documentada la eficacia de las bacterias acidolacticas, bifidobacterias, leches fermentadas,
Lactobacilus salivarus y Lactobacilus acidophilus en la disminucion de los efectos adversos
asociados al tratamiento erradicador de H. pylori. Diversos estudios han demostrado la eficacia
de algunos probidticos (entre ellos S. boulardii y su combinacion con L. casei) para erradicar H.
pylori en pacientes pediatricos. Mas evidencias existen aln en poblacién adulta que respaldan la

recomendacién de emplear probi6ticos para incrementar la tasa de erradicacion de H. pylori

2.2.5.2. Enterocolitis necrosante

Es la urgencia médica gastrointestinal méas comuin en recién nacidos. La ECN continta siendo una
enfermedad potencialmente muy grave en recién nacidos pretérmino, sin cambios significativos
en la incidencia de mortalidad y de la morbilidad a largo plazo. Autores comentan que los
lactantes pretérmino, sin la suficiente colonizacion de Proteobacteria durante la primera semana
de la vida, pueden no ser capaces de modular una respuesta inmunitaria adaptativa frente al
aumento posterior de Proteobacteria y la inmadurez de los mecanismos de tolerancia, influida por

calidad y cantidad de la microbiota, puede estar asociada a esta enfermedad.

2.2.5.3. Enfermedad inflamatoria intestinal

En la enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) se produce una

respuesta anémala del sistema inmune frente a elementos del microbiota en la mucosa intestinal,
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produciendo lesiones intestinales. Varios estudios citados por Danese indican que la microbiota
encontrada en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal es diferente de la de los individuos
sanos, y sefialan que la disbiosis puede conducir a la intolerancia. Estos pacientes presentan una
microbiota mal diversificado, con predominio de Clostridium, Bacterioides y Bifidobacteria
(microbiota comensal) y un aumento concomitante en bacterias patdgenas, tales como Escherichia

coli, rara en individuos sin afectacion inflamatoria intestinal.

2.25.4. Enfermedad celiaca

En la actualidad se considera a la enfermedad celiaca (EC) como un trastorno sistémico mediado
inmunol6gicamente, provocado por la ingestion de gluten en individuos genéticamente
susceptibles y caracterizado por la presencia de una combinacién variable de manifestaciones
clinicas dependientes del gluten, anticuerpos especificos de la enfermedad, haplotipos HLA DQ2
0 DQ8y enteropatia. Ademas de los factores inmunoldgicos y genéticos, se sospecha que factores
ambientales, tales como la nutricion en la infancia y la microbiota intestinal, también juegan un

papel en la etiopatogenia de la EC.

2.2.5.5. Diarrea aguda

La gastroenteritis aguda (GEA) se define como la emisién de 3 0 mas heces acuosas o liquidas en
un dia, de duracién menor de 14 dias, lo que la diferencia de la diarrea cronica, y que
habitualmente es infecciosa, ya que el agente etioldgico es un microorganismo patdgeno: virus,
bacterias o parasitos. La racionalidad del uso de probi6ticos para tratar y prevenir la GEA se basa
en la modificacién de la composicion de la microbiota intestinal, evitando el crecimiento de las

cepas entéricas patdgenas (Polanco, 2015, p.6).

2.2.6. NTE INEN 1673:2013

Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el grano de quinua (Chenopodium quinoa
Willd) destinado a consumo humano. Abarca requisitos especificos, fisicos, bromatoldgicos y
microbiol6gicos

2.2.6.1. Requisitos especificos

- Color. La quinua en grano debe presentar un color natural y uniforme, caracteristico de la

variedad.
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- Sabor. Para efectos de esta norma de acuerdo con la prueba de espuma, se considera como
quinua dulce aquella que da una altura de espuma de 1,0 cm 0 menor y como quinua amarga
aquella que da una altura de espuma superior a 1,0 cm

- Olor. La quinua en grano, en un examen organoléptico, debe estar libre de olores producidos

por contaminacién de mohos o por una mala conservacién u otros olores objetables.

2.2.6.2. Requisitos fisicos

Tabla 2-3: Requisitos fisicos de la quinua

VALORES
REQUISITO Minimo | Maximo | Método de ensayo
Piedrecillas en 100 g de muestra - Ausencia | NTE INEN 1671
Insectos (enteros, partes o larvas) - Ausencia | NTE INEN 1671

Fuente: (Normas INEN, 2021)

2.2.6.3. Requisitos bromatol6gicos.

Tabla 2-4: Requisitos bromatol6gicos de la quinua

VALORES
BEQUISITO Minimo | Maximo Método de ensayo

Humedad, %(m/m) - 13,5% NTE INEN 1235
Proteinas, %(m/m) 10,0 % - ISO 20483
Cenizas, %(m/m) - 3.5% NTE INEN 1671
Grasa, %(m/m) 4,0 % - ISO 11085

Fibra cruda, %(m/m) 3.0% NTE INEN 1671
Carbohidratos , % (m/m) | 65,0 % Determinacion indirecta

Fuente: (Normas INEN, 2021).

2.2.6.4. Requisitos microbiolGgicos

Tabla 2-5: Requisitos microbiolégicos de quinua

VALORES
MICROORGANISMO | N | ¢ M | M | Método de ensayo
Mohos 5(3]10°] 10° | NTE INEN 1529-10

Fuente: (Normas INEN, 2021).
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Lugar de investigacion
El presente trabajo de integracion curricular tuvo lugar en los diferentes laboratorios como lo
fueron de Bromatologia, Microbiologia, Procesos Industriales e Investigacion de la Facultad de
Ciencias de las Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

3.2. Poblacion de estudio

La poblacién de estudio la conformaron los granos o semillas de quinua (Chenopodium quinoa)
de la empresa maquita productos.

Para la recoleccion del material vegetal se tomaran en cuenta los siguientes criterios:

3.2.1. Criterios de inclusion

La materia prima vegetal (quinua) en éptimo estado, considerando los requisitos que cumplir el
grano de quinua (Chenopodium quinoa) destinado a consumo humano, que establece la
Normativa Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1673:2013.

3.2.2. Criterios de exclusion

Aquellos granos de quinua que presenten dafios, o deterioro visiblemente o que no cumplan con
los requisitos organolépticos y fisicos que establece la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 1673:2013.

3.3.  Tamafio de la muestra

Para el tamafio de la muestra se trabajo con los 30 estudiantes correspondientes al paralelo A del

octavo semestre de la carrera de Bioquimica y Farmacia, a los cuales se les realiz6 la prueba

hedonica para la eleccion de la mejor formulacion.
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3.4.  Materia prima, materiales, equipos y reactivos

3.4.1. Materia prima

- Granos de Chenopodium quinoa

3.4.2. Materiales

- Mortero y pistilo

- Crisoles

- Vidrio reloj

- Papel aluminio

- Espatula

- Vaso de precipitacion

- Tubo refrigerante

- Tubo condensador

- Balon de destilacion

- Olla

- Frascos de vidrio 250 ml

- Filtro de tela

- Cuchillo

- Envases plasticos

- Matraz Erlenmeyer de 250 ml

- Puntas azules y amarillas estériles
- Pipetas automaticas de 1000 uL
- Tubos de ensayo

- Gradilla

- Algodon

- Gasas

3.4.3. Equipos

- Balanza analitica
- Desecador

- Mufla

- Estufa

15



- Sistema de Pasteurizacion
- Licuadora

- Rota evaporador

- Autoclave

- Céamara de flujo laminar

3.4.4. Reactivos

- Acido acético

- Agua purificada

- Azlcar

- Hexano

- Peptona

- Petrifilm para E. coli y Staphyloccocus aureus

3.5. Técnicas de estudio

3.5.1. Caracterizacion de la materia prima

3.5.1.1. Determinacién de humedad

Se llevo a cabo mediante un determinador de humedad o termobalanza dentro del laboratorio de

Bromatologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Procedimiento:

- Pesarentre 3 05 g de la muestra.

- Colocar la muestra en el equipo donde se calentara y bajo el principio de disminucién de
peso, se obtendréa el porcentaje de humedad de la muestra, esto conlleva un tiempo aproximado
de 15 minutos para la muestra de quinua.

- Una vez transcurrido el tiempo, el equipo emitira un sonido, que indica que la termobalanza
ha culminado el proceso.

- Registrar el porcentaje de humedad que arroja en la pantalla.

3.5.1.2. Determinacién de cenizas

Se determind mediante técnicas establecidas en el laboratorio de Bromatologia.
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Procedimiento:

Tarar los crisoles, sacarlos crisoles con ayuda de las pinzas hacia el desecador

Pesar los crisoles en una balanza analitica (peso inicial)

Pesar en los crisoles 3 gramos de la muestra a analizar.

Llevar los crisoles con la muestra a la mufla y se deja incinerar hasta el dia siguiente.
Introducir en el desecador los crisoles para enfriar

Pesar los crisoles con la muestra incinerada y registrar.

Calculos:

. m1 m
% Ceniza = pres— x100
, —

En donde:
%Ceniza= Contenido de cenizas en porcentaje de masa.

m = Masa de la cépsula 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 las técnicas del Laboratorio de Bromatologia y Analisis de Alimentos

Procedimiento:

Pesar 5 g de muestra seca y colocar en el dedal de papel filtro previamente tarado y se registra

su peso, se coloca sobre el dedal algoddn para evitar que se produzca evaporacion, se pierda la

muestra o se separe del dedal, luego introducirlo en la camara de sifonacion.

Registrar el peso de baldn previamente tarado y adicionar 250 mL de hexano.
Embonar la cdmara de sifonacion al balon

Colocar el condensador con las mangueras sobre la camara de sifonacion
Encender la parrilla, controlar la entrada y salida de agua y extraer por 2 a 4h

Al terminar el tiempo, retirar el balén con el solvente mas el extracto graso y destilar el

solvente (rota vapor)

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

y pesar
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Calculos:
P,—P
% Grasa =— x 100
m

En donde:

% 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. Anélisis de fibra cruda
Se realizd mediante técnicas del Laboratorio de Bromatologia y Analisis de Alimentos

Procedimiento:

Pesar 1,5 g de muestra seca y colocar la muestra en los crisoles previamente tarados

Introducir los crisoles en el equipo Dosi-Fiber

Precalentar los reactivos.

- Hidrolisis acida en caliente

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

Poner en marcha la calefaccion. Afiadir 120 ml de acido sulfirico en cada columna. Esperar

la ebullicién. Afiadir unas gotas de antiespumante.

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

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

- 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

- Hidrolisis basica en caliente

- Asegurarse que las valvulas se encuentren en la posicion “cerrado”
- Poner en marcha la calefaccion. Afadir 120 ml de hidroxido de potasio en cada columna.
Esperar la ebullicion. Afiadir unas gotas de antiespumante.

- Abrir el circuito de refrigeracion y activar las resistencias calefactoras. (Potencia al 90%)
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- Esperar a que hierva, reducir la potencia al 30% y dejar hervir durante el tiempo de extraccién
30 minutos. Para una hidrolisis mas efectiva, accionar la bomba de aire en la posicion “Soplar”
- 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
- Hidrolisis basica en caliente

- 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

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

- Dejar enfriar en desecador

- Pesar con un precisién de £0.1mg. La cantidad pesada es W1

- Incinerar las muestras de los crisoles en el Horno de mufla a 500°C durante minimo de 3h.
- Dejar enfriar en desecador.

- Pesar los crisoles con una precision de £0.1mg. La cantidad pesada es W2

- Realizar el siguiente calculo:
Calculos:

W,-w
—1 "2 x100
W,

% Fibra =

En 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

Para la determinacion de proteina se utiliz6 el método Kjeldahl.

Procedimiento:
- Pesar entre 1- 2gr de muestra seca para introducirla en el balon de digestion Kjeldahl.
- Seafiade 1g de sulfato de cobre, 9 g de sulfato de sodio y 25ml de &cido sulfurico sin manchar

las paredes del balon de digestion.
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- Secoloca el balon en el digestor y se calentd hasta obtener un liquido color verde esmeralda.
- Una vez obtenida esta tonalidad se deja enfriar el baldn, después se adiciono 200ml de agua,
100ml de NAOH y granallas de zinc: procedemos a destilar.

- Recibir el destilado en un vaso conteniendo 100ml de H3BO:s.

- Se procede a destilar hasta obtener 200ml aproximadamente de destilado.

- Seretira el destilado, se coloca entre 3-4gotas de indicador mixto.

- Se procede a titular el destilado con HCL.

Calculos:

) 14 x NxV x factor
% Proteina = %1000 x100

Donde:

% Proteina = Contenido de proteina en porcentaje de masa.
V = Mililitros de 4cido clorhidrico gastados en la titulacion.
N = Normalidad del &cido clorhidrico.

m = Masa de la muestra, en gramos.

3.5.2. Elaboracion de la bebida a base de leche de quinua

Para la elaboracion de la bebida a base de leche de quinua (Chepodium quinoa), se emple6 la
metodologia del Trabajo de Investigacion (Graduacion) “Desarrollo de una tecnologia adecuada
para la elaboracion de leche de quinua (Chepodium quinoa) con adicion de prebi6ticos para

consumo de escolares de la parroquia Aloag del Canton Mejia” (Flores, 2011, p. 36).

Recepcién de la materia prima: Las formulaciones se elaboraron con granos o semillas de
quinua (Chenopodium quinoa) de la empresa maquita productos, esta quinua se recepta en el

Laboratorio de Procesos Industriales.

Clasificado: En esta etapa se verifica que los granos de quinua se encuentren en éptimo estado,
considerando los requisitos que debe cumplir el grano de quinua (Chenopodium quinoa) destinado
a consumo humano, que establece la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1673:2013.

Eliminacion de saponinas: La quinua se lavé con agua potable en un recipiente de acero
inoxidable, con ayuda de una manguera, este procedimiento se realizd6 multiples veces y se
considerd que la quinua se encontraba libre de saponinas una vez que no aparecia espuma en el

agua de lavado de la misma.
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Secado: Una vez lavados los granos de quinua, se procedié a secarlos con papel absorbente, antes

de colocarlos en el horno secador a una temperatura de 50°C, durante toda la noche para su secado.
Molienda: Una vez seca la quinua, fue sometida a molienda, con ayuda del molino eléctrico en
el Laboratorio de Procesos Industriales esto para obtener un material fino a manera de harina que

facilite la preparacion de las formulaciones.

Batido: Este procedimiento se realizé con ayuda de una licuadora, donde se mezcl6 la harina de

quinua con aguay se procedio a licuar durante unos 20 segundos aproximadamente.

Filtracion: La solucion de harina de quinua y agua fue sometida a filtracion con ayuda de un
filtro de tela, para obtener la leche de quinua libre de residuos sélidos de la misma.

3.5.3. Formulacién de las bebidas

Para el estudio se realizaron tres formulaciones con diferentes porcentajes de agua y quinua

Tabla 3-1: Porcentaje de quinua y agua

Formulacion Cantidad de Quinua (%) Cantidad de Agua (%)
F1 18 82
F2 15 85
F3 27 73

Realizado por: Castillo M, 2024

Tabla 3-2: Ingredientes empleados para las formulaciones de leche de quinua

INGREDIENTES F1 F2 F3
Quinua 459 359 659
Azlcar 109 15¢g 159
Agua 200 mL 205 mL 175 mL

Realizado por: Castillo M, 2024
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3.5.4.1. Determinacién de mohos y levaduras mediante la técnica de microfast

- Abralabolsa de papel de aluminio y cologue el MicroFast en una superficie plana y nivelada.
- Levante la pelicula superior mientras sostiene la placa sin tocar el &rea de prueba.

- Con la pipeta vertical a la superficie de inoculacion, dispense 1 ml de suspension de muestra
en el centro de la pelicula inferior.

- Deje caer la pelicula superior lentamente sobre la muestra y la solucién se esparcira
automaticamente. Dejar durante al menos un minuto para permitir que la solucion se extienda por
completo antes de mover la placa a la incubadora.

- Incube las placas MicroFast en posicion horizontal con la pelicula hacia arriba en pilas de no
maés de 20. Incube a 28 + 1°C por 48 + 2 h para levaduras y 72 £ 2 h para mohos.

- Las colonias de levadura son pequefias, bien definidas, de color uniforme y rojo violeta. Las
colonias de moho son grandes con bordes difusos, el color no es uniforme y la intensidad del color

es de rosa claro a rojo violeta.

3.5.4.2. Determinacién de aerobios mesofilos mediante la técnica de microfast

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

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

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

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

- Transferir con una pipeta 1 ml de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (102

- Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucion requerida (102 / 107)

- Rotular las placas petrifilm respectivamente.

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

- Con la pipeta automatica, 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.

- Bajar el film superior cuidadosamente evitando la formacion de burbujas de aire

- Con la ayuda 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.

- 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.
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- 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. Determinacion de coliformes mediante la técnica de microfast.

- Abralabolsa de papel de aluminio y coloque el MicroFast en una superficie plana y nivelada.
- Levante la pelicula superior mientras sostiene la placa sin tocar el &rea de prueba.

- Con la pipeta vertical a la superficie de inoculacion, dispense 1 ml de suspension de muestra
en el centro de la pelicula inferior.

- Deje caer la pelicula superior lentamente sobre la muestra y la solucion se esparcira
automaticamente. Dejar durante al menos un minuto para permitir que la solucion se extienda por
completo antes de mover la placa a la incubadora.

- Incube las placas MicroFast en posicion horizontal con la pelicula hacia arriba en pilas de no
mas de 20. Cultive a 36+ 1°C por 24 + 2 h.

- Las placas de MicroFast se pueden contar visualmente usando un contador de colonias
estandar u otra lupa iluminada. Escherichia coli cuenta colonias azules con burbujas, coliformes

cuenta colonias azules y rojas con burbujas.

3.5.5. Proceso de fermentacion

- Las formulaciones deben ser llevadas a incubacién a 35 °C durante un tiempo aproximado
de 7 dias

- Realizar la determinacion de pH, indice de acidez y la sacarosa cada 24 horas hasta alcanzar
un pH de 4,5

- Realizar el andlisis microbiol6gico de las formulaciones, es decir los indicadores de calidad.
3.5.5.1. Determinacion de pH

Se realizé mediante técnicas del Laboratorio de Bromatologia y Analisis de Alimentos
Procedimiento:

- Setoman 50 ml de la muestra a analizar en un vaso de precipitacion.

- Se introduce el electrodo del medidor de pH en el vaso de precipitacion que contiene la

muestra, evitando que se dé el contacto con las paredes del recipiente.

- Esperar hasta que el valor que arroja la pantalla sea constante y registrar.
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3.5.5.2. Determinacién del indice de acidez

Se determin6 mediante las técnicas del Laboratorio de Bromatologia y Andlisis de Alimentos

Procedimiento:

- Realizar una dilucidn, en la que consten 50 ml de agua purificada y 10 ml de la muestra.

- Homogenizar y tomar 25 ml de la solucién en un matraz Erlenmeyer.

- Colocar 1 o0 2 gotas del indicador de fenolftaleina

- Realizar la titulacion con la solucion de hidréxido de sodio 0,1 N hasta obtener un color
rosado persistente.

- Leeren la bureta el volumen de solucion utilizada y registrar.

Calculos:

VXN
A=0.009 —— x 10
m;—m

En donde:

A = acidez titulable de la bebida

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

- Realizar por duplicado sobre la misma muestra de laboratorio

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

- Colocar 2 0 3 gotas de la muestra preparada en el prisma del refractdbmetro y ajustar
inmediatamente el prisma movible. Continuar la circulacion de agua durante el tiempo necesario
para que tanto los prismas como la solucion de ensayo alcancen la temperatura requerida, que

debe permanecer constante, dentro del rango de + 0,5°C durante toda la determinacion
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Leer el indice de refraccion o el porcentaje en masa de sacarosa.

3.5.5.4. Determinacién de E. coli mediante la técnica de microfast

- Preparar el agua de peptona 15 g en 1000 ml, respectivamente

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

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

- Colocar 10 ml de la muestra de la bebida en el Erlenmeyer y homogenizar (107)

- Transferir con una pipeta 1 ml de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (102

- Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucion requerida (102 / 107)

- Rotular las placas petrifilm respectivamente.

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

- Con la pipeta automatica, 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.

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

- Con la ayuda del aplicador y con la cara plana hacia abajo, ejercer suavemente presién para
distribuir el in6culo sobre la superficie circular antes de la formacion del gel. No se debe girar ni
desplazar el aplicador.

- 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.

- Coliformes: En el caso de Coliformes, incubar por 24 + 2 horas a 37°C + 1°C.

- 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.

3.5.5.5. Determinacién de aerobios mesofilos mediante la técnica de microfast

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

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

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

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

- Transferir con una pipeta 1 ml de la dilucién 10 en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de
peptona (102

- Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucion requerida (102 / 107)
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- Rotular las placas petrifilm respectivamente.

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

- 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.

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

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

- 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.

- 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 NTE INEN 1529-14

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

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

- Esterilizar en el autoclave por 15 mina 121 °C

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

- Transferir 1 ml de la dilucién 10 en un tubo con 9 ml de agua de peptona (10-?)

- Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucion requerida (102 / 107)

- Rotular las placas petrifilm respectivamente.

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

- Con la pipeta automatica, 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 film inferior.

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

- Con la ayuda 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.

- 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.
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3.5.6. Técnica de aislamiento y recuento por diluciones

Para realizar el recuento de bacterias acido-lacticas (BAL) se prepara medios de cultivo

selectivos, en este caso MRS y M17 respectivamente

3.5.7. Preparacion de medios de cultivo

3.5.7.1. Preparacion de Agar MRS

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

Procedimiento:

- Pesar 65,13 g en 1000 ml de AGAR MRS (Man, Rogosa y Sharpe)

- Afadir la cantidad calculada en un Erlenmeyer de 500 ml

- Agregar los ml de agua destilada calculados para las cajas Petri

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

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

- Afadir &cido acético 6 M (inhibidor del crecimiento de hongos) y cicloheximida 2,5 mg/1000
ml (inhibidor del crecimiento de levaduras)

- Finalmente, plaquear y conservar

3.5.7.2. Preparacién de Agar M17

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

Procedimiento:

- Pesar 33,25 g en 1000 ml de AGAR M17

- Afadir la cantidad calculada en un Erlenmeyer de 500 ml

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

- Enfriar a 45-50°C

- Finalmente, plaquear y conservar

3.5.8. Diluciones
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3.5.8.1. Preparacién de diluciones

La preparacién de diluciones se realiza mediante la NTE INEN 1529-1

Procedimiento:

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

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

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

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

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

- Realizar el mismo proceso hasta obtener la dilucion requerida (102 /107)

3.5.9. Siembray aislamiento de BAL

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

Procedimiento:

- Tomar 10 ml de la muestra de la formulaciéon y colocar en un Erlenmeyer, luego
homogenizar en 90 ml de solucién de peptona

- Prepara disoluciones seriadas (10*a 10%)

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

- 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 asilamiento

3.5.10.1. Tincién gram

El procedimiento empleado para la realizar la tincion Gram se lo obtuvo de la tesis que lleva por
nombre Caracterizacion De Microorganismos Con Actividad Antimicrobiana Provenientes De

Suelos De Los Cantones Quito Y Rumifiahui (Bastidas et al. 2018, p. 31).

Procedimiento:

- Colocar una gota de agua estéril sobre un portaobjetos
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- Con ayuda de un asa de siembra recoger una colonia con crecimiento puro y extenderla en
el portaobjeto

- Secary fijar la colonia con ayuda de un mechero de alcohol

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

- De igual manera aplicar Lugol durante un minuto y enjuagar

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

- Finalmente aplicar safranina por 1 minuto y enjuagar.

- Dejar secar al ambiente, colocar una gota de aceite de inmersidn y observar al microscopio

con el lente de 100x

3.5.10.2. Catalasa

El procedimiento empleado para la realizar la prueba de la catalasa se lo obtuvo de la tesis que
lleva por nombre Caracterizacion De Microorganismos Con Actividad Antimicrobiana
Provenientes De Suelos De Los Cantones Quito Y Rumifiahui (Bastidas et al. 2018, p. 31).

Procedimiento:

- Colocar una gota del perdxido de hidrégeno o H,O; al 3 % sobre un portaobjetos,

- Colocar una pequefia cantidad de nuestra colonia con la ayuda de un asa y esperar a que se
forme una emulsion,

- El resultado seréa positivo siempre y cuando se observe la formacién de burbujas.

- Aunque en el caso de las BAL, la usencia de burbujas serd un indicativo de que en efecto se

trata de bacterias acido lacticas.

3.5.10.3. Oxidasa

El procedimiento empleado para la realizar la prueba de la oxidasa, se lo obtuvo del Trabajo de
Titulacién Identificacion De Microorganismos De Suelos De La Provincia De Pichincha, Con

Capacidad De Producir Antibiéticos De Amplio Espectro (Ndfiez et al. 2018, p. 29).

Procedimiento:

- Colocar el papel con reactivo oxidasa sobre una caja Petri

- Humedecer con unas gotas de agua destilada

- Conayuda de un asa de siembra tomar la colonia de interés, colocarla sobre el papel y esperar
un minuto

- Si el papel se tornd purpura el resultado es positivo (+)
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3.5.11. Pruebas de caracterizacion

3.5.11.1. Prueba de movilidad

El procedimiento empleado para la realizar la prueba de movilidad se lo 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:

- Previamente preparar tubos de ensayo con agar semisélido SIM.

- Tomar una colonia pura con ayuda de una aguja de inoculacion.

- Sembrar en linea recta por puncion profunda en el tubo correspondiente abarcando 2 tercios
de profundidad.

- Incubar a 37°C por 24 horas en condiciones anaerobicas.

3.5.11.2. Produccion de CO; a partir de glucosa

El procedimiento empleado para la realizar la prueba de produccién de COa partir de glucosa se
lo obtuvo del 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, pag. 30).

3.5.11.3. Formulacion del caldo rojo fenol

- Agregar en un Erlenmeyer 1000 ml de agua destilada
- Pesar 129 de peptona

- Pesar 1 g de extracto de carne

- Pesar 5g de cloruro de sodio (NaCl)

- Pesar 0.018g de rojo fenol

- Pesar 10 g de glucosa

- Homogenizar

3.5.11.4. Produccion de CO; a partir de glucosa

Colocar 10 mL del caldo rojo fenol en un tubo de ensayo estéril que contiene en su interior

un tubo Durham con la abertura hacia abajo
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- Autoclavar los tubos de ensayo a 121 °C por 15 minutos, sin exceder este tiempo ya que el
carbohidrato puede sufrir la reaccion de Maillard
- Con el asa de inoculacién tomar una cepa aislada e inocularla en el caldo

- Incubar a 32°C por 48 horas y observar la fermentacién y produccién de CO;

3.5.11.5. Crecimiento a diferentes temperaturas

El procedimiento empleado para la realizar la prueba de produccion de CO;a partir de glucosa se
la obtuvo del Trabajo de Titulacién Evaluacién Microbioldgica Comparativa Del Queso De Hoja

Tradicional Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una Artesanal De La Ciudad De Latacunga
(Vargas, 2018, pag. 31).

Procedimiento:

- Colocar 5 ml del caldo MRS en tubos de ensayo previamente esterilizados

- Con ayuda de un asa de inoculacion colocar una colonia pura en el tubo y homogenizar
- Incubar a 10°C y 45°C durante 24 horas

- Reportar como positivo (+) cuando exista presencia de turbidez

3.5.11.6. Tolerancia a distintos pH

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

Tradicional Elaborado En Una Planta Industrial Y En Una Artesanal De La Ciudad De Latacunga
(Vargas, 2018, pag. 32).

Procedimiento:

- Colocar 5 ml de caldo MRS en tubos de ensayo previamente esterilizados

- Ajustar el pH a 4.4 con la ayuda de acido acético 5M

- Enlos otros tubos ajustar el pH a 9.6 con ayuda de hidréxido de sodio (NaOH) 2M

- Incubar durante 48 horas a 32°C y reporta si la prueba es positiva si se observa crecimiento
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CAPITULO IV
4, MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1.  Andlisis, interpretacion y discusién de resultados
Para esta investigacion se han efectuado maltiples determinaciones cuantitativas y cualitativas,
orientadas a determinar si existe la presencia de bacterias acido lacticas en la bebida fermentada
a base de leche de quinua, para lo cual se efectuaron diferentes pruebas por duplicado.

4.1.1. Anélisis proximal de la materia prima

Tabla 4-1: Anélisis Proximal de la materia prima

DETERMINACION UNIDAD CANTIDAD
Humedad % 11,8
Ceniza % 2,90
Grasa % 6,4
Fibra cruda % 6,7
Protefna % 10,3

Realizado por: Castillo M., 2024

4.1.1.1. Humedad

Como se sabe la mayoria de los alimentos dentro de su composicién contienen agua en grandes
cantidades, resultando asi la determinacion de la humedad en un pardmetro fundamental con el

que se garantiza el control, conservacion y procesamiento de los alimentos en esta industria.

Ahora bien, se obtuvo un porcentaje de humedad del 11,8 % el cual se encuentra dentro del rango
que establece la norma NTE INEN 1667 ya que en dicha norma se establece que el grano de
quinua dentro de los requisitos bromatoldgicos debe cumplir con un porcentaje de humedad
maximo de 13, 5%, por lo que una vez realizada la determinacion de humedad, se puede establecer
que el grano de quinua en efecto cumple con el porcentaje de humedad que debe tener para el
consumo humano o en este caso para la elaboracion de las formulaciones (NTE INEN 1673:2013, p.

2).
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4.1.1.2. Cenizas

De acuerdo a un informe sobre la determinacion de cenizas es referida como un anélisis de
residuos inorgénicos que quedan después de la ignicion u oxidacién completa de la materia
organica de un alimento, a la vez constituye uno de los analisis imprescindibles en los estudios

de calidad y caracterizacion dentro de la industria de alimentos (Arriaga,L et al., 2022, p. 1).

Una vez realizada la determinacion de cenizas en la quinua mediante el método de incineracion
en mufla se obtuvo un porcentaje de 2,90%, el mismo que se encuentra similar al del estudio
Potencial nutricional de harinas de quinua (Chenopodium quinoa w) variedad piartal en los andes
colombianos, (Romo et al., 2007, p.49), donde se obtuvo un porcentaje de cenizas de 2,72% el mismo
que a mas de ser similar al de la investigacién, coincide con el establecido por la norma NTE
INEN 1673 establece que debe ser un valor maximo de 3,5%, en tanto se encontraria dentro del

rango.

41.1.3. Grasa

La determinacién de grasas constituye uno de los analisis fundamentales en de la industria
alimentaria, dentro de los analisis realizados, se obtuvo un porcentaje de grasas del 6,4 % el cual
coincide con lo que establece la FAO, la quinua contiene mas grasas (6,3 g) por cada 100 g de
peso en seco en comparacién con los frijoles (1,1 g), el maiz (4,7 g), el arroz (2,2 g) y el trigo (2,3
g). Las grasas son una importante fuente de calorias y facilitan la absorcién de vitaminas
liposolubles, (FAO, 2013, p. 1) a la vez el porcentaje de grasas coincide con lo que establece la norma
NTE INEN 1673 la cual establece que el porcentaje minimo de grasa debe ser de 4,0 % por lo

que se considera que esta dentro del rango segun la norma.

4.1.1.4. Fibracruda

La fibra cruda se suele emplear habitualmente para evaluar la calidad de los alimentos de origen
vegetal partiendo de la premisa de que constituye su parte menos digerible (Méller, 2014, p. 2). Al
realizar la determinacion de fibra cruda para la quinua, se obtuvo un porcentaje de 6,7%, el mismo
que es similar al de un estudio que lleva por nombre Bocadito con alto contenido proteico: un
extruido a partir de quinua (Chenopodium quinoa Willd.), tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) y
camote (Ipomoea batatas L.), (Pérez et al., 2017, p. 382) en donde se realizd un andlisis de la
composicién quimica de las materias primas y se obtuvo un porcentaje fibra cruda para la quinua

blanca de Junin de 5,7% el cual es similar al obtenido en la investigacion y a la vez estaria dentro
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del rango que establece la normativa NTE INEN 1673 la cual menciona que el porcentaje de fibra
cruda debe ser como minimo de un 3,0% y no establece el valor maximo, por lo que se considera

que el valor obtenido en la investigacion en efecto estaria dentro del rango.

4.1.1.5. Proteina

La quinua es un alimento con un aporte proteico muy alto, y distinto al de los otros cereales. En
general, “todos los cereales aportan proteinas, pero la quinoa aporta mas ”, explica Elena Maestre,
miembro del Col-legi de Dietistes-Nutricionistes de Catalunya (Castanyer, 2021, p. 1). En la
investigacion se obtuvo un porcentaje de proteina para la quinua de 10,3 %, el mismo que al
comparar con lo que establece la FAO, donde menciona que la cantidad de proteinas en la quinua
depende de la variedad, con un rango comprendido entre un 10,4 % y un 17,0 % de su parte
comestible (FAO, 2013, p.1) se puede establecer de igual manera que se encuentra dentro del rango
con lo que establece la normativa NTE INEN 1673, la misma que establece que el porcentaje de
proteina para la quinua debe ser como minimo de 10,0 % , por lo que se puede establecer que el

porcentaje si cumple.

4.1.2. Andlisis fisico-quimico y microbiolégico de las formulaciones

4.1.2.1. Analisis fisico-quimico

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

Requisito Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
Color Blanco Turbio Blanco turbio Blanco turbio
Consistencia Liquida Liquida Espesa
Porcentaje de quinua 18% 15% 27%
pH 4,49 4,50 4,51
Grados Brix 7,2 7,0 7,5

Realizado por: Castillo M., 2024

En lo que refiere a los requisitos fisico-quimicos que debian cumplir las formulaciones a base de
leche de quinua, se compararon con lo que establece la normativa NTE INEN 2 337:2008 jugos,
pulpas, concentrados, nectares, bebidas de frutas y vegetales. Requisitos. Para lo cual se establecia
en dicha norma que el contenido de fruta, en este caso de la quinua no debe ser menor al 10% por
lo que en este caso la formulacién 1 constaba de un 18% de quinua, la formulacion 2 de un 15%

de quinua, la formulacion 3 con un 27% de quinua, con lo cual se cumplia con este requisito, de
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igual manera las 3 formulaciones conservaban las caracteristicas sensoriales propias de la quinua
al igual que el color era un blanco distintivo de la quinua, la consistencia de las formulaciones
aumentaba conforme se aumentaba el porcentaje de quinua, teniendo asi a la formulacién 3 como

la mas espesa.

En lo que respecta al pH se denota que lograron cumplir con el requisito que menciona que este
debe ser inferior a 4,5 muy a pesar de que se queria de un pH de 4,5 para considerar que las
formulaciones se encontraban fermentadas, para la formulacion 1 se tuvo un pH de 4, 49, para la
formulacion 2 se obtuvo un pH de 4,50 y para la formulacion 3 un pH de 4,51. La normativa
mencionaba que los grados brix o solidos solubles de la bebida seran proporcionales al aporte de
fruta y asi se evidenci6 en cada una de las formulaciones acorde al porcentaje de quinua que

presentaban.

4.1.2.2. Andlisis microbioldgico

Tabla 4-3: Analisis microbiolégico de las formulaciones

Determinacion Formulacion | Formulacion | Formulacion Nivel de NTE
1 2 3 Aceptabilidad INEN
Ausencia Ausencia Ausencia <3 NTE INEN 1529-6
Coliformes
NMP/cm3
Ausencia Ausencia Ausencia <3 NTE INEN 1529-8
Coliformes

fecales NMP/cm3

Ausencia Ausencia Ausencia <10 NTE INEN 1529-5
Recuento
estandar en placa
REP UFC/cm3

Ausencia Ausencia Ausencia <10 NTE INEN 1529-
Recuento de 10

mohos y
levaduras
UP/cm3
Realizado por: Castillo M., 2024

Los resultados para el andlisis microbioldgico en las formulaciones fueron corroborados con lo
que establece la NTE INEN 2337: 2008 jugos, pulpas, concentrados, nectares, bebidas de frutas
y vegetales. Requisitos. Ahora bien, los resultados obtenidos tanto para coliformes, coliformes
fecales, aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras denotaron ausencia para las tres formulaciones,

lo cual da a entender que las formulaciones en efecto se prepararon bajo las mejores condiciones
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higiénicas y asépticas, con lo cual se garantiza que las formulaciones se encuentran aptas para el

consumo humano.

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

fermentacion
4.1.3.1. Determinacién de pH
Para la medicién del pH en las formulaciones se dejo transcurrir un tiempo aproximado de 24
horas para que el proceso de fermentacion tenga lugar, teniendo a las formulaciones expuestas a
una temperatura de 35°C en la estufa luego de haber sido pasteurizadas.

Obteniendo asi los siguientes resultados como lo indica la tabla 10-4

Tabla 4-4: Resultado del pH tomado a diferentes horas a cada una de las formulaciones

pH
FORMULACIONES 24h 36h 48h 60h
F1 6,89 5,84 4,98 4,49
F2 6,91 5,75 4,88 4,50
F3 6,83 5,92 4,89 4,51

Realizado por: Castillo M., 2024

pH

24 36 48

F1 mF2 mF3

o N B O ©

60

llustracion 4-1: Determinacion del pH
Realizado por: Castillo M., 2024

El pH de un alimento es uno de los principales factores que determinan la
supervivencia 'y multiplicacion de los microorganismos durante la preparacion,
almacenamiento y distribucion (Chemical, 2022, p. 1); ademas de que el pH ayuda a la conservacion
de los alimentos, inhibiendo asi el crecimiento de diferentes bacterias (Chavarrias, 2013, p. 1) que

pueden resultar perjudiciales para la salud. La mayoria de las bacterias crecen bien a un rango de
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pH de 4.5 a 9 (Chemical, 2022, p. 1). Para el caso de las bebidas se utiliz6 una fermentacién lactica,
obteniendo, asi como resultado de esta fermentacion al acido lactico, el cual es uno de los
indicativos de que existe la presencia de bacterias acido-lacticas en la formulacion. Como
resultado de la medicién de pH para las tres formulaciones luego de 60 horas, se obtuvieron los
siguientes: F14.49, F2 4,50y F3 4.51.

4.1.3.2. Determinacion del indice de acidez

Tabla 4-5: Valores de la determinacion del indice de acidez

F1 F2 F3
24 0.1 0.2 0.1
36 0.3 0.3 0.3
48 0.5 0.4 0.5
60 0.6 0.6 0.7

Realizado por: Castillo M., 2024

INDICE DE ACIDEZ

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
, HEN
24 36 48 60

EFl mF2 mF3

lustracién 4-2: Valoracién del indice de acidez
Realizado por: Castillo M., 2024

El indice de acidez (IA) o Valor &cido se define como la cantidad de mililitros de hidréxido de
sodio (NaOH) necesaria para neutralizar (Rodriguez et al, 2016, pag. 844 ) el acido presente en una
muestra analizada. Es por ende que se puede indicar que el volumen de NaOH va a ir en aumento
a medida que el pH de las formulaciones disminuye.
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4.1.3.3. Determinacion de sélidos solubles

Sacarosa
8
7
6
5
a4
3
2
1
0
24 36 48 60

HFl mF2 mF3

llustracion 4-3: Valoracion de sélidos solubles
Realizado por: Castillo M., 2024

El contenido de sélidos solubles se determina a través del indice de refraccién. Este método se
emplea para determinar la concentracion de sacarosa de estos productos. La concentracion de

sacarosa se expresa mediante los grados °Brix a una temperatura de 20° C. (CIED et al., 2013, p. 1).

Para el caso de las formulaciones a las 60 horas se obtuvieron, para la formulacién 1 un valor de
7,2 la misma que contenia un 18% de quinua, para la formulacién 2 un valor de 7,0 para un
porcentaje de 15% de quinua y para a formulacion 3 un valor de 7,5 con un porcentaje del 27%
de quinua, con lo cual se corrobora lo que establece la NTE INEN 2337: 2008 jugos, pulpas,
concentrados, néctares, bebidas de frutas y vegetales. Requisitos, donde menciona que los grados
brix o solidos solubles de la bebida seran proporcionales al aporte de fruta y asi se evidencio en
cada una de las formulaciones acorde al porcentaje de quinua que estas presentaban.
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4.1.3.4. Determinacion de indicadores de calidad

Tabla 4-6: Determinacion de indicadores de calidad

Determinacion | Formulacion | Formulacion | Formulacion Nivel de NTE
1 2 3 Aceptabilidad INEN
Coliformes Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia NTE INEN 1529-6
NMP/cm3
Coliformes Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia NTE INEN 1529-8
fecales
NMP/cm3
Aerobios 4 6 5 <10 NTE INEN 1529-5
mesofilos
Staphyloccocus Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia UNE-EN ISO
aureus 6888-2

Realizado por: Castillo M., 2024

Se obtuvieron los resultados de los analisis microbioldgicos realizado a las bebidas después de la
fermentacién de estas, como se indica en la tabla cada uno de los andlisis realizados tiene su

normativa especifica.

Los analisis de los indicadores de calidad se los debe realizar para saber que las condiciones del
producto son las 6ptimas para su consumo, por ende, se menciona qué los indicadores de calidad
microbioldgicos son los andlisis de la presencia de microorganismos en los alimentos frescos y
procesados, con la finalidad de determinar la carga microbiana y decidir si es apto para su

consumo humano en la medida que cumpla con los estandares establecidos (Casilla, 2020, pag. 23).
4.1.4. Aceptabilidad de las formulaciones

4.1.4.1. Resultado de aceptabilidad

Se evaluaron las tres formulaciones realizadas de las bebidas, mediante una prueba hedénica, para
asi poder identificar la formulacién 6ptima, por lo cual se tuvo la participacion de 30 estudiantes
de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Los resultados se muestran en la tabla a continuacion (tabla 11-4) y el modelo de encuesta

aplicada se puede observar en el apartado de anexos.
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Tabla 4-7: Resultado obtenido de la encuesta de aceptabilidad mediante la prueba hedoénica.

Puntuacion F1 F2 F3

Me gusta muchisimo 13 20 5
Me gusta mucho 6 8 3

Ni me gusta ni me desagrada 7 2 15
No me gusta 4 5

Me disgusta 2

Realizado por: Castillo M., 2024

Me gusta

muchisim

llustracién 4-4: Valoracion de encuestas

Realizado por: Castillo M., 2024

La encuesta aplicada a los estudiantes de octavo nivel “A” de la carrera de Bioquimica y Farmacia
de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, dio como resultado
que la formulacion 2 (F2) se obtuvo 20 respuestas favorables en el criterio “me gusta muchisimo”

de un total de 30 encuestados; 13 personas seleccionaron a la formulacién 1 (F1) como la mejor

Resultado de |la encuesta

y las 5 personas restantes mencionaron que la formulacién 3 (F3) fue la mejor para ellos.

Concluyendo asi que la formulacién con mejor aceptabilidad segun la prueba hedénica aplicada

a los estudiantes es la formulacion 2 (F2).
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4.1.5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias acido-lacticas

4.15.1. Tincién gram, catalasa y oxidasa

Se realizd la prueba de tincion Gram en un total de 16 colonias, de las cuales 8 pertenecian a

cultivos de agar MRS y 8 a cultivos de agar M17, como se muestra a continuacion:

Tabla 4-8: Resultado de pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias acido-lacticas

COLONIA TINCION GRAM CATALASA OXIDASA
BAL 1 (MRS) Bacilos (+) - -
BAL 2 (MRS) Bacilos (+) - .
BAL 3 (MRS) Cocobacilos (+) - -
BAL 4 (MRS) Cocobacilos (+) - -
BAL 5 (MRS) Bacilos (+) - .
BAL 6 (MRS) Bacilos (+) - )
BAL 7 (MRS) Cocobacilos (+) - -
BAL 8 (MRS) Bacilos (+) - .
BAL 1 (M17) Cocos (+) - i
BAL 2 (M17) Cocos (+) - i
BAL 3 (M17) Cocos (+) - i
BAL 4 (M17) Cocos (+) - i
BAL 5 (M17) Cocos (+) - i
BAL 6 (M17) Cocos (+) - i
BAL 7 (M17) Cocos (+) - i
BAL 8 (M17) Cocos (+) - i

Realizado por: Castillo M., 2024

Como se puede denotar se dio el crecimiento de colonias tanto para el medio de cultivo MRS
como para M17, sin embargo, las colonias de cada medio tenian caracteristicas que distinguian a
las unas de las otras, las colonias del medio MRS eran mas pequefas, una elevacion menos
pronunciada que las del medio M17, se denotaban menos lechosas, contrario a las colonias del
medio M17 donde las colonias eran mas grandes, mas definidas y con una apariencia mas lechosa,
de igual manera las BAL denotaban un olor caracteristico a lacteo. En lo que refiere a la
morfologia estas pueden ser tanto cocos, cocobacilos o bacilos, el medio de cultivo MRS es
apropiado para el aislamiento y recuento de lactobacilos por lo cual en su morfologia destacaban

tanto bacilos como cocobacilos, mientras que el medio M17 es (til para el cultivo y conteo de
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estreptococos lacticos destacando asi en su morfologia cocos, esta informacion se puede
corroborar con lo que establece Ricardo Adolfo Parra Huertas en su investigacion que lleva por
nombre review. bacterias acido lacticas: papel funcional en los alimentos (Parra, 2010, p. 102), donde
menciona que las bacterias acido lacticas son Grampositivas, son cocos y bacilos de longitud

variable y de un grosor de 0.5 - 0.8 um.

En lo que se refiere a pruebas de oxidasa y catalasa todas las colonias arrojaron resultados
negativos con lo cual se corrobora que se trata de bacterias acido l4cticas, ya que en bibliografia
refiere que las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos
que se caracterizan por la produccién de &cido lactico a partir de la fermentacion de carbohidratos.
Son cocos o0 bacilos Gram positivos, no forman esporas, inmoviles, anaerobios o microaerdfilos
y son oxidasa y catalasa negativos. (Requena, 2018, p. 1) con lo cual se puede comprobar que en
efecto las colonias pertenecen al grupo de bacterias acido lacticas.

4.1.6. Pruebas de caracterizacion de bacterias acido-lacticas

4.1.6.1. Prueba de movilidad

Tabla 4-9: Movilidad de las BAL
MOVILIDAD | COLONIA
- BAL 1 (MRS)

- BAL 2 (MRS)

- BAL 3 (MRS)
- BAL 4 (MRS)

- BAL 5 (MRS)

- BAL 6 (MRS)
- BAL 7 (MRS)

- BAL 8 (MRS)
- BAL 1 (M17)

- BAL 2 (M17)

- BAL 3 (M17)
- BAL 4 (M17)

- BAL 5 (M17)

- BAL 6 (M17)

- BAL 7 (M17)

- BAL 8 (M17)

Realizado por: Castillo M., 2024
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En lo que respecta al ensayo de movilidad, se pudo denotar que las BAL analizadas no poseen
movilidad dado a que no se presenci6 crecimiento fuera del area de inoculacion , esto se puede
corroborar con lo que establece (Parra, 2010, p. 102), Las bacterias &cido lacticas son Gram-
posltivas, formadoras de no esporas, no motilidad, forma de cocos y carencia de catalasa,

constituyendo asi la motilidad en una caracteristica propia de estas bacterias.

4.1.6.2. Crecimiento a diferentes temperaturas

Tabla 4-10: Crecimiento de BAL a diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Medio de cultivo Tiempo (h) de Porcentaje de
crecimiento crecimiento (%)

24h 48h

30 MRS no Si

30 MRS no Si

30 MRS no si

30 MRS no si 100%

37 MRS si -

37 MRS si -

37 MRS si -

37 MRS si -

30 M17 si -

30 M17 si -

30 M17 si -

30 M17 si - 100%

37 M17 si -

37 M17 si -

37 M17 si -

37 M17 si -

Realizado por: Castillo M., 2024

En el trabajo titulado Caracterizacion in vitro de bacterias acido lacticas con potencial probi6tico
realizado por Sanchez y Tromps en el afio 2014 se muestran como resultado el crecimiento de las
bacterias acido lacticas a diferentes temperaturas, teniendo asi: 15°C, 30°C, 37°C y 45°C; para
este caso se tomaron como referencias a las temperaturas mencionadas en la tabla 14-4,
concordando asi que las BAL crecen a diferentes temperaturas, a pesar que las del medio de

cultivo MRS se tardaron un poco mas en crecer a una temperatura de 30°C (Sanchez & Tromps, 2014,
p. 126)

43



4.1.6.3. Tolerancia a distintos pH

Tabla 4-11: Tolerancia a distintos pH

pH Medio de cultivo Tiempo (h) de crecimiento Porcentaje de
>an 28h crecimiento (%)
5.4 MRS no Si
54 MRS no Si
5.4 MRS no si
100%
5.4 MRS no si
4.5 MRS si -
4.5 MRS si -
4.5 MRS si -
4.5 MRS si -
54 M17 si -
54 M17 si -
54 M17 si -
100%
54 M17 si -
4.5 M17 si -
4.5 M17 si -
4.5 M17 Si -

Realizado por: Castillo M., 2024

En el trabajo ya antes mencionado, titulado Caracterizacién in vitro de bacterias acido lacticas
con potencial probi6tico realizado por (Sanchez & Tromps, 2014) se muestran como resultado el

crecimiento de las bacterias &cido lacticas a diferentes pH, teniendo asi: pH 3.4; 5y 6.

En base a esto todos los medios de cultivos sometidos a diferentes pH lograron tener un
crecimiento 6ptimo, pudiendo denotarse una similitud entre lo expuesto en la tabla 15-4 y lo

mencionado en dicho estudio (Sanchez & Tromps, 2014, p. 126).

4.1.6.4. Produccion de CO; a partir de glucosa

Las BAL pueden ser de diferentes tipos, pero en este caso existié la presencia de cocos,
cocobacilos y bacilos, por lo cual son BAL homofermentativas, teniendo como producto final
solamente al &cido lactico, evitando asi la produccion de gas por parte de las bacterias, como

menciona en su trabajo de titulacion realizado en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
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Las bacterias &cido lacticas homolacticas producen &cido lactico casi exclusivamente como
producto final bajo condiciones estandar. Los géneros de BAL homolacticas son: Pediococcus,
Lactococcus, Streptococcus Vagococcus y algunas especies de los géneros Lactobacillus (Chisag,

2022, p. 15)
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CONCLUSIONES

o Mediante los diferentes ensayos ejecutados, se pudo realizar el analisis proximal en los
granos de quinua (Chenopodium quinoa), arrojando asi que la quinua de la empresa maquita
productos tiene un porcentaje de humedad 11,8 %, cenizas un 2,90% , grasas 6,4%, fibra cruda
6,7% y un 10,3% de proteina, lo que la vuelve éptima para la preparacion de formulaciones de
leche de quinua y a la vez cumple con los requisitos bromatoldgicos que establece la normativa
NTE INEN 1673:2013

e  Se ensayaron tres formulaciones de bebidas fermentadas a base de leche de Chenopodium
quinoa, las cuales en su composicion tenian 18, 15 y 27 % de quinua. Estas bebidas fueron
sometidas a un andlisis fisico, quimico y microbioldgico de acuerdo a lo que establece la la
normativa técnica ecuatoriana NTE INEN 2337 para posteriormente ser llevadas a un proceso de
fermentacidn espontanea, durante el proceso de fermentacion se analizaron parametros quimicos
como determinacion de pH, indice de acidez y solidos solubles, considerando que las
formulaciones debian tener un pH ideal de 4,5 que propicie la proliferacién de microorganismos
de cardcter lactico. Posterior al proceso de fermentacion, se realizaron las pruebas de indicadores
de calidad con lo cual se garantizé que las formulaciones se encontraban aptas para el consumo
humano y a la vez para la realizacion de la prueba heddnica, mediante la cual se escogeria a la

formulacion 2 (F2) como la més 6ptima.

e Fue posible la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y
sensoriales de la formulacion optimizada, que en este caso fue la formulacion 2 seleccionada por
los catadores mediante las pruebas de aceptabilidad, con estos andlisis se garantiza la calidad de

la formulacion a la vez que esta se encuentra apta para el consumo humano.

e  Mediante la realizacion de pruebas bioguimicas como tincion Gram, catalasa y oxidasa fue
posible la identificacion de bacterias acido lacticas, teniendo asi que en la morfologia pueden ser
coco, cocobacilos o bacilos Grampositivos, mediante las pruebas de catalasa y oxidasa negativas
se corrobora que se trata de bacterias acido lacticas, de igual manera se llevaron a cabo pruebas
de caracterizacion, como la prueba de movilidad cuyo resultado fue negativo y esto contribuye a
ser una caracteristica de este tipo de bacterias, de igual manera se corrobord que las bacterias

acido lacticas pueden crecer a diferentes temperaturas e igual tolerar diferentes pH.

e En lo que se refiere a la generacion de CO; al tratarse de bacterias homolacticas, no se

produce la generacion de este gas, resultando asi en una caracteristica igual de este tipo de
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bacterias y contribuyendo asi a la técnica de screening para bacterias acido lacticas con posible

actividad probiotica.
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RECOMENDACIONES

e Profundizar la investigacion en base a los resultados obtenidos de este estudio, dado que en
efecto los granos de quinua al contar con bacterias acido lacticas, constituyen un potencial para
futuras investigaciones donde se les pueda dar mayor provecho e inclusive constituir una

alternativa alimentaria que ayude a la salud digestiva.

e Mediante técnicas moleculares para la determinacion de las especies de bacterias acido

lacticas se podria complementar la identificacidn de este tipo de bacterias.

e Prolongar el tiempo de fermentacion de este tipo de bebidas para poder saber el alcance que

podria llegar a tener
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ANEXOS

ANEXO A: ANALISIS PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA (Chenopodium quinoa)

d) e)

a) Termobalanza para determinacion de cenizas
b) Pesaje para determinacién de cenizas

c) Pesaje para determinacion de fibra

d) Determinacion de proteinas

e) Rotavapor para determinacion de grasas.




ANEXO B: ELABORACION DE LA BEBIDA A BASE DE LECHE DE QUINUA

a) Materia prima (quinua) para la elaboracidn de las bebidas
b) Clasificado de la materia prima

c) eliminacion de saponinas

d) Secado de la materia prima

e) Proceso de molienda

f) Batido de la materia prima con agua y adicion de azicar
g) Filtracion

h) Envasado y pasteurizacion de las bebidas




ANEXO C: PARAMETROS FISICOQUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

a) Determinacion del pH.

b) Determinacion del indice de acidez.

c) Determinacion de solidos solubles.

d) Determinacion de parametros microbioldgicos (aerobios mesofilos, coliformes, mohos
y levaduras)




ANEXO D: PROCESO DE FERMENTACION.

a)

b) Determinacion de parametros fisicoquimicos como pH, indice de acidez y grados

Incubacioén de las formulaciones a 35 °C

brix.




ANEXO E: DETERMINACION DE INDICADORES DE CALIDAD

a)

a) Determinacion de indicadores de calidad mediante técnica de Microfast ( aerobios
mesofilos, coliformes, Staphyloccocus aureus




ANEXO F: PREPARACION DE DILUCIONES

a) b)

a) Materiales para la preparacion de diluciones
b) Preparacion de diluciones




ANEXO G: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

a) Medio selectivo MRS
b) Medio selectivo M17
c) Preparaciony pesaje de los medios de cultivo




ANEXO H: SIEMBRA EN AGARES SELECTIVOS

a) 4~

a) Siembra en superficie con asa de digralsky




COLONIAS EM AGAR MRS Y M17

ANEXO I:

a) Colonias en Agar MRS
b) Colonias en Agar M17




ANEXO J: ENRIQUECIMIENTO EN CALDO MRS

a) Enriquecimiento de colonias en caldo MRS




ANEXO K: TINCION GRAM EN COLONIAS DE AGAR MRS
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Grampositivos.

a) Tincion Gram de colonias en Agar MRS destacando bacilos y cocobacilos




ANEXO L: TINCION GRAM EN COLONIAS DE AGAR M17

a) Tincion Gram en colonias en Agar M17 destacando cocos Grampositivos.




ANEXO M: PRUEBA DE CATALASA

a) Prueba de catalasa con resultado negativo para todas las colonias




ANEXO N: PRUEBA DE OXIDASA

a)

a) Prueba de oxidasa con resultado negativo para todas las colonias




ANEXO N: PRUEBA DE MOVILIDAD

a) Prueba de movilidad con resultado negativo para todas las colonias




ANEXO O: PRODUCCION DE CO2 A PARTIR DE GLUCOSA
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a) Resultado negativo pata produccion de CO2 a partir de glucosa




ANEXO P: CRECIMIENTO DE COLONIAS A 30 °C EN AGAR MRS

a) No se presenta crecimiento a las 24 horas negativo
b) Si se presenta crecimiento a las 48 horas




ANEXO Q: CRECIMIENTO DE COLONIAS A 37 °C EN AGAR MRS

a)

a) Crecimiento positivo para colonias a 37 °C en agar MRS tanto a las 24 como 48 h




ANEXO R: CRECIMIENTO DE COLONIAS A 30y 37 °C EN AGAR M17

a) Crecimiento positivo para colonias tanto a 30 y 37 °C en agar M17 en 24 y 48 h.




ANEXO S: TOLERANCIA DE COLONIAS DE AGAR MRS A DISTINTOS pH

a) Crecimiento nulo a las 24 h a un pH de 5.4 y crecimiento positivo a las 48 h a un
pH de 5.4




ANEXO T: TOLERANCIA DE COLONIAS DE AGAR MRS A DISTINTOS pH

a) Crecimiento positivo a las 24 y 48 h a un pH de 4.5 en agar MRS




ANEXO U: TOLERANCIA DE COLONIAS DE AGAR M17 A DISTINTOS pH

a) Crecimiento positivo a las 24 y 48 h a un pH de 4.5y 5.4 en agar M17




ANEXO V: PRUEBA HEDONICA

a) Aplicacion de la encuesta de aceptabilidad a estudiantes del paralelo A del
octavo semestre de la carrera de Bioguimica y Farmacia




ANEXO W: MODELO DE ENCUESTA APLICADA A ESTUDIANTES

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA BIOQUIMICA Y FARMACIA

Encuesta de Aceptabilidad

Tema: ELABORACION DE UNA BEBIDA FERMENTADA A BASE DE LECHE DE QUINUA (Chenopodium
quinoa) Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS.

Fecha: ... Edad: ...................

Sexo: M.... F......

Por favor, pruebe las muestras de izquierda a derecha, e indique sefialando con una de las caritas que formulacion fue
de su mayor agrado. Entre las evaluaciones de las muestras enjuague la boca con agua y espere 30 segundos.

FORMULACION 1
ESCALA HEDONICA

3 o 22 T P~
() (. %) (*.%)
SN ~v—), s o P S
Me gusta i Me gusts i HEme gosta vl Fo e gusts 1 Mo diaguata
EITTL e b ma disgusie
Puntuacion: ......
FORMULACION 2
ESCALA HEDONICA
(=, ) (=, (=, %) (%% )
.\f—:J. \V), s " ~y
Magusta | Me gusta 10 me gesta i Wome gusts | Me disgusta
muehme | e he ma disgurie
Puntuacion: ......
FORMULACION 3
ESCALA HEDONICA
k> ., &) ( ) "'-‘> (*.%)
(=, ¢ ., . (%, o)
‘\;/-‘.I "Nt 3 s """ o~/
Me gusta | Me gusts 1 MNiEme gusta vl Ho e guitas i Me daguatn
EITTT - M b ma disguste
Puntuacion: ......

Gracias por su colaboracidon
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