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RESUMEN

Se realiz6 la verificacién del cumplimiento de los requisitos segun norma NTE INEN 2395:2011
y NTE INEN 2564:2011 en yogures y bebidas lacteas envasados en fundas de polietileno de baja
densidad, comercializados en bares escolares de las unidades educativas publicas de la ciudad de
Riobamba. Las muestras fueron tomadas en las 5 Unidades Educativas con mayor nimero de
estudiantes, analizdndose 6 muestras de yogur y 1 muestra de bebida lactea, de 4 marcas. Se
realizaron recuentos microbiolégicos de indicadores de calidad: coliformes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, mohos, levaduras y aerobios mesofilos utilizando placas Petrifilm. Se
realizo el aislamiento y recuento de bacterias acido lacticas (BAL) mediante los medios de cultivo
selectivos MRS y M17, y la confirmacion fue a través de la reaccion de catalasa, oxidasa y tincion
de Gram, ademas, se realizaron andlisis fisicoquimicos. Segun los resultados obtenidos, los
yogures Y la bebida lactea si cumplen con los requisitos microbioldgicos de calidad de las normas
correspondientes. El recuento de BAL fueron altos en el yogur de “C1L.F” que declara tener
probiédticos presentando un recuento alto de BAL, la bebida lactea muestra un nimero bajo de
BAL. Las pruebas confirmativas evidencian bajo porcentaje de bacilos y alto en cocos,
adicionalmente se realiz6 la evaluacién progresiva del efecto de las BAL sobre una poblacion de
Escherichia coli mediante el recuento y mediciones progresivas de pH en el transcurso de 20 dias,
considerando la vida util de los productos, concluyendo que las BAL son responsables de la
inhibicién en el crecimiento de la E.coli confirmando su efecto antagdnico. Los dos productos
cumplen con lo establecido en las normativas, pero no cumplen con la informacién nutricional
gue reportan en los etiquetados, se recomienda dar a conocer a los responsables del expendio de

estos productos para controlar la publicidad asegurando la salud del consumidor.

PALABRAS CLAVE: <BIOQUIMICA> MICROBIOLOGIA> <LECHES FERMENTADAS>
<BEBIDA LACTEA> <MEDIO DE CULTIVO SELECTIVO> <INDICADORES DE
CALIDAD> <BACTERIAS ACIDO LACTICAS> <ANTAGONICO>
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SUMARY

The verification of the fulfillment of the requirements according to NTE INEN 2395:2011 and
NTE INEN 2564:2011 in yogurts and milk beverages packaged in law-density polyethylene
covers, commercialized in school bars of the public educational units of the city of Riobamba was
carried out. The samples were taken in the 5 Educational Units with the most significant number
of students, analyzing 6 samples of yogurt and 1 sample of milk drink, from 4 brands.
Microbiological counts of quality indicators made: coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, molds, yeasts and mesophilic aerobes using Petrifilm plates. Isolation and counting of
lactic acid bacteria (LAB) was carried out through selective culture media MRS and M17, and
the confirmation was through the reaction of catalase, oxidase, and Gram stain. Besides, the
physicochemical analysis was carried out According to the results obtained, the yogurts and the
milk drink if they meet the microbiological analysis quality requirements of the corresponding
standards. The LAB count was high in the yogurt of “C1.L.F” which declares to have prebiotics
presenting a high count LAB, the milk drink shows a low number of LAB the confirmatory test
show the low percentage of bacilli and high in cocci. Additionally, the continuous evaluation of
the effect of the LAB on a population of Escherichia coli was made by counting and serial
measurements of pH over the course of 20 days, considering the shelf life of the products.
Concluding that the LAB are responsible for the inhibition in the growth of the E. coli confirming
its antagonistic effect. The two products comply with the provisions of the regulations but do not
comply with the nutritional information reported in the labeling; it is recommended to inform
those responsible for the sale of these products to control advertising ensuring the health of the

consumer.

KEY WORDS: <BIOCHEMISTRY> MICROBIOLOGY> <FERMENTADED MILK> <MILK
DRINK> <SELECTIVE GROWING MEDIUM> <QUALITY INDICATORS> <LACTIC
ACID BACTERIA> <ANTANGONISTIC>
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INTRODUCCION

La nutricién para nifios se basa en los mismos principios que la nutricion para adultos. Todos
necesitan los mismos tipos de nutrientes, como vitaminas, minerales, hidratos de carbono,
proteinas y grasa. Sin embargo, los nifios necesitan diferentes cantidades de nutrientes especificos

segun las diferentes edades.

En laactualidad el consumo lacteo y sus derivados en la poblacion infantil, es en especial el yogur,
es uno de los alimentos con las caracteristicas de la dieta cotidiana de la poblacion infantil, hacen
parte de una alimentacion equilibrada, dado que proveen al organismo macro y micro nutrientes
que son necesario para el crecimiento y adecuado desarrollo, sin descartar que esta poblacion es
doblemente vulnerable a presentar desequilibrios nutricionales, y enfermedades por el consumo

de alimentos mal elaborados.

La calidad microbioldgica y la seguridad del yogur comienzan con la leche, por su abundancia de
nutrientes y pH acido, la leche sirve como un medio de crecimiento excelente para
microorganismos beneficiosos como las bacterias acido lacticas. Aunque, también permite el
desarrollo de microorganismos contaminantes, asociados con el deterioro y defectos, causando

enfermedades para los seres humanos.

Hoy en dia el yogur y las bebidas lacteas como subproducto de la leche es consumido mayormente
por la poblacién infantil, siendo un alimento basico y de excelencia por su composicién alta en
proteinas, grasas y vitaminas, por la variedad de sabores que existen en el mercado y por su bajo
costo. La leche utilizada para la fabricacién del yogur, debe cumplir con los requisitos de la
Norma NTE INEN 10, y de la misma forma el yogur y las bebidas lacteas deben cumplir con los
requisitos NTE INEN 2395 y NTE INEN 2564 respectivamente, y su procesamiento se realizara
de acuerdo a los principios del Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura del Ministerio
de Salud Publica.

La FAO en el 2010 realza la importancia que posee el consumo de leche, en la poblacién infantil
de todo el mundo, como uno de los pilares basicos de una alimentacion completa, suficiente y
armonica (FAO,2000). En el Ecuador, el Plan Nacional del Buen Vivir, mediante el objetivo
namero 3 busca “mejorar la calidad de vida de la poblacion”; en concordancia con la FAO, se
puede tener una idea, ya que al ser un pais en el cual el sector lacteo es muy explotado, crea una
necesidad de analizar la calidad de los yogures que son consumidos por la poblacion infantil,

considerando que Ecuador es un pais en el que el sector lacteo es muy explotado.



El Ministerio de Salud publica del Ecuador indica que segln estadisticas registradas existen mas
de 10000 casos de intoxicaciones producidas por alimentos contando también las enfermedades
transmitidas mediante alimentos (ETAS) siendo uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial y principal causa de reduccién en el crecimiento de la seguridad alimentaria; sin embargo
es necesario la evaluacion periddica de los alimentos mayormente consumidos por la poblacion
infantil siendo esta la mas vulnerable a tener este tipo de enfermedades, ademas que en la Ley
Organica de Régimen de Soberania Alimentaria (2010) en el Art. 9 establece que “El Estado
asegurara y desarrollaré la investigacion cientifica y tecnoldgica en materia agroalimentaria, que
tendra por objeto mejorar la calidad nutricional de los alimentos, la productividad, la sanidad

alimentaria, asi como proteger y enriquecer la agrobiodiversidad”.

Ecuador es un pais con gran diversidad en culturas, climas, etnias que confluyen en un entorno
Unico para la elaboracion de muchos productos como el yogur elaborado industrialmente. Por lo
cual es importante realizar una evaluacién microbioldgica comparativa orientada al control de
calidad, en base al recuento de microorganismos indicadores. Dentro de la evaluacién
microbioldgica del yogur, también es importante evaluar el contenido de bacterias acido lacticas
por medio del recuento, asilamiento y seleccidn para una posible identificacién en base a sus

caracteristicas morfoldgicas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Verificar el nivel de cumplimiento de los requisitos segin Norma Inen NTE INEN 2395:2011 y
NTE INEN 2564:2011 en yogures y bebidas lacteas envasados en fundas de polietileno de baja

densidad, comercializados en bares escolares de las Unidades Educativas publicas de la ciudad
de Riobamba

Objetivos Especificos
Realizar el andlisis microbiolégico de calidad sanitaria de los yogures y bebida lactea

comercializados en bares escolares de las Unidades Educativas puablicas de la ciudad de

Riobamba.

Determinar las caracteristicas fisico quimicas del yogur y la bebida lactea. (pH, actividad de agua,

%de humedad, %de cenizas, contenido graso y proteinas).

Realizar el recuento de los microorganismos correspondientes al cultivo especifico en agar MRS
Y M17.

Confirmar las bacterias &cido lacticas por actividad de catalasa, oxidasa y tincion Gram.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Fundamentacion tedrica y conceptual

111 Leche

La leche es la materia prima utilizada en la fabricacion de todos los productos lacteos y principal
ingrediente en la elaboracion del yogur, segun la norma NTE INEN 010:2012 es aquella que no
ha sufrido ningun tipo de tratamiento térmico luego de su ordefio directo de la ubre y la

temperatura no ha superado los 40°C (NTE INEN 010 2012).

1.2 Leches fermentadas

Llamamos leche fermentada porque ha sufrido un proceso de fermentacion gracias a la accién de
los microorganismos adecuados que se adicionan en el proceso de elaboracion del producto que
hacen que el pH disminuya dandole las caracteristicas necesarias para ser un yogur. Estos
microorganismos que son adicionados en el proceso deben encontrarse en abundancia durante
todo el tiempo de vida util del producto y a la vez ser viables y activos como Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Sreptococcus salivaris subsp. thermophilus, pudiendo estar
acompariadas de otras bacterias benéficas que por su actividad le confieren las caracteristicas al

producto terminado, favoreciendo a la fermentacién del producto y a la salud del consumidor
(Gonzélez et al. 2014).

La produccién moderna de yogur implica un proceso bien controlado donde se utilizan
ingredientes como leche, leche en polvo, azucar, frutas, esencias, colorantes, estabilizantes y
cultivos especificos de bacterias acido lacticas. En muchos yogures comerciales se regula el
contenido de s6lidos de 14 a 15 % con la finalidad de incrementar la viscosidad y reducir la

separacion de suero (Fuentes y Villeda, 2015).

1.2.1 Clasificacion de leches fermentadas



Las leches fermentadas se clasifican segun su tipo de fermentacion o la aplicacién del tratamiento
térmico después de la fermentacidn, por ende, en la actualidad existe una gran oferta y variedad

de estos productos de distintas marcas, sabores y afiadidos.

1.2.1.1 Kéfir

Es un producto lacteo que ha sido fermentado con cultivos &cido lacticos y por un conjunto de
levaduras provenientes de granos de kéfir. Los granos de kéfir estan compuestos por
microorganismos tales como levaduras fermentadoras de lactosa (Kluyveromyces marxianus) y
levaduras no fermentadoras de lactosa (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae y
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifibobacterium sp y Streptococcus salivarius
subs. Thermophilus, y por Lactobacillus kéfir, especies de géneros Leuconostoc, Lactococcus y
Acetobacter. El kéfir transforma a la lactosa de la leche en acido lactico por medio de la reaccion
alcohdlica ya que en este proceso ademas de acido lactico también produce dioxido de carbono y

alcohol (Madrid, 1990).

1.2.1.2 Kumis

Es una leche fermentada gracias a la accion de Lactococcus lactis subsp cremoris y Lactococcus
Lactis subsp lactis incorporadas en su elaboracion, mismos deben ser viables y activos en el
producto terminado hasta el final de su vida util, al igual que el kéfir son productores de acido
lactico, dioxido de carb6n o y alcohol por lo que utilizan la via de reaccion alcohdlica para su

fermentacidn (Pérez et al. 2014).

1.2.1.3 Leche cultivada, o acidificada

Segun lanorma NTE INEN 2395: 2011 especifica que las leches acidificadas son un tipo de leche
fermentada gracias a la accion de microorganismos fermentadores como Lactobacillus
acidophilus o Bifidobacterium sp que han sido inoculadas en la elaboracién del producto , dichos

cultivos lacticos deben ser activos durante todo el tiempo de vida Gtil (NTE INEN 2395 2011).

1.2.1.4 Leche fermentada con ingredientes

Es un producto lacteo al que se le adicionado un producto no lacteo como frutas, vegetales, o

verduras, jugos, preparados, conservantes, miel, aromatizantes, frutos secos, especias y



saborizantes mismos que son afiadidos antes o después de la fermentacion con un cultivo de

bacterias acido lacticas (NTE INEN 2395, 2011).

1.2.1.5 Leche fermentada concentrada

Segun el Codex Stan 243-2003 es un yogur en el que su proteina ha sido aumentada en un 5.6%,
en la que, si esta permitido retirar el suero después de la fermentacion y a la vez se le puede incluir

productos como Labneh, Ymer e Ylette (Hugunin 2011).

1.2.1.6 Leche fermentada adicionada con microorganismos probidticos

Leche fermentada o yogur mismo que ha sido incorporado bacterias vivas probidticas que
aumentan el valor terapéutico del mismo a la vez que tiene multiples beneficios para la salud y

microflora intestinal del consumidor (NTE INEN 2395 2011).

122  Importancia nutricional del yogur

Las leches fermentadas son productos de gran valor nutricional. Su composicién, similar en
general a la de la leche de partida, difiere de ésta debido a la adicion de distintos ingredientes y al
proceso fermentativo. El valor nutritivo de la fraccion proteica, asi como la asimilacién de la
lactosa mejoran debido a la fermentacion, que aumenta su digestibilidad, y la materia grasa,
aunque muy influida por la leche de partida, también varia en funcion de las especies bacterianas

fermentativas.

La accidn sobre el sistema digestivo convierte al yogur en una auténtica defensa natural contra
todo tipo de infecciones y enfermedades. Ademas, reduce el colesterol y permite absorber las
grasas mucho mas facilmente, ademas de equilibrar el intestino, controlando los posibles casos
de diarrea y estrefiimiento. También minimiza los efectos negativos de los antibioticos y protege

el estébmago de la erosion que producen ciertos medicamentos.

El yogur es un alimento apropiado para todas las edades por su valor nutricional. Entre sus
principales virtudes destaca su efecto beneficioso sobre nuestra flora intestinal. La buena salud
esta muy relacionada con la buena digestion. También resulta particularmente beneficioso tras la

toma de antibiéticos.



1.2.2.1 Carbohidratos disponibles

Son los nutrientes que nuestro cuerpo puede asimilar, 1os mismos que representan la principal
fuente de energia para el ser humano.

El yogur contiene diversos mono y disacaridos, pero al contener lactosa este es el azlcar
dominante incluso después de la fermentacion, la tolerancia de la lactosa en yogur es mucho
mayor, en comparacion a la leche, gracias a que sus fermentos lacticos logran transformar la

lactosa en &cido lactico, lo que ayuda a mejorar la digestion de la lactosa (Mora et al., 2005).

1.2.2.2 Proteinas

El yogur contiene un alto contenido de proteinas ya que en su elaboracion un ingrediente
importante es la leche en polvo, dando un elevado valor biol6gico y tanto las caseinas como las
proteinas del lactosuero tienen una concentracion alta de aminoacidos esenciales. La caseina en
el yogur se presenta de forma descalcificada, formando micelas Ilegando a un pH de 4,6 siendo

las proteinas resistentes al medio gastrico y llegan mejor a los lugares de accidn enzimatica (Mora
et al., 2005).

1.2.2.3 Lipidos

Gracias a los lipidos se logra tener mejor viscosidad, textura y apariencia ademas que son de gran
ayuda para evitar la aparicion de sinéresis. Segun el Codex Alimentarius especifica un contenido
de grasa minimo de 3% para el producto entero y menor de 0,5% para el yogur descremado. Los
lipidos no son grasas malas, si no que ayudan a mantener una dieta equilibrada y son una fuente
de energia y protectores de 6rganos vitales, ademas que al juntarse con las proteinas forman una

membrana celular muy importante para el cerebro (Rodriguez, Alcala et al. 2011).

1.2.2.4 Vitaminas y minerales

El yogur es una verdadera fuente de vitaminas, entre las que se encuentran la riboflavina (B2) y
la cianocobalamina (B12). Es por ello, que el consumo cotidiano de yogur aporta el nivel de
ingesta diaria recomendada de vitamina B2 para el organismo del nifio. En el proceso de
fermentacion se produce una alteracion de las vitaminas B1 y B2 y una pérdida de vitaminas B12
y C, produciendo la formacion de acido félico. En este punto de la elaboracién, la composicion
mineral permanece estable. Se ha determinado que el contenido de vitaminas en el yogur
relacionado con el contenido de vitaminas de la leche cruda depende mayoritariamente, de los

procesos de fortificacion y de elaboracion (pérez et al. 2014).
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1.3 Bebidas lacteas

Es el producto obtenido a partir de la leche que en su composicion tiene de 30% leche en el
producto final y estd acompafiada de otros componentes alimentarios permitidos incluido
nutrientes, la proteina que contenta la bebida lactea debe provenir de la leche y suero con la que
se elabora, ademas las bebidas lacteas pueden encontrarse liquida lista para el consumo o en polvo

para reconstituirla con agua o un liquido apropiado, antes de ser consumido (Garcia y Pacheco-
Delahaye 2010).

1.3.1 Clasificacion de bebidas lacteas

Al igual que las leches fermentadas las bebidas lacteas por su composicién se clasifican en lo

siguiente:

1.3.1.1 Bebida lactea con suero de leche

Es un producto lacteo en el que se ha utilizado la leche como materia primay a la vez que ha sido
reconstituida con adicion de suero de la leche en mayor proporcién, ya que el mismo presenta un
55% de nutrientes, vitaminas y minerales totales de la leche. El suero es obtenido gracias a la
elaboracién del queso después de la coagulacién de las leche mediante la adicion de enzimas del

tipo cuajo (NTE INEN 2564 2011).

1.3.1.2 Bebida lactea compuesta

Es un producto lacteo que no ha sido acondicionado suero de la leche, en el cual la leche o sus
constituyentes son una parte esencial en el producto final tal como se consume, donde los

constituyentes no son derivados lacteos (NTE INEN 2564 2011).

1.4 Microbiologia de las leches fermentadas y bebidas lacteas

Una de las ramas de gran importancia para la industria lactea es la microbiologia ya que de esta
depende netamente la actividad de los microorganismos y su capacidad para alterar la
composicion y caracteristicas de un producto o a la vez por microrganismos que puedan causar
enfermedades al consumidor, ya que la materia prima que es la leche puede contaminarse por

bacterias patdgenas o por sus toxinas, pero también existen microorganismos (Garcia et al., 2007).



Requisitos microbioldgicos de las leches fermentadas

En la norma NTE INEN 2395 para leches fermentadas se establece requisitos microbiol6gicos
gue guardan relacion con la calidad del producto cuando no ha recibido tratamiento térmico luego

de la fermentacion.

Tabla 1-1: Requisitos microbioldgicos en leches fermentadas sin tratamiento térmico posterior a
la fermentacion

Requisito n m M c Meétodo de ensayo

5 10 100 2 NTE INEN 1529-7

Recuento de E coli, UFC/g 5 <1 - 0 NTE INEN 1592-8
5 200 500 2 NTE INEN 1529-10

Coliformes totales, UFC/g

Recuento de mohos y levaduras,
UFC/g

n=ndmero de muestras a examinar.
m= indice minimo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M= indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
¢= numero de muestras permisibles con resultados entre my M.

Fuente: (NTE INEN 2395 2011).

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Requisitos microbioldgicos de las bebidas lacteas

En la norma NTE INEN 2564 para bebidas lacteas se establece requisitos microbioldgicos que

guardan relacion con la calidad del producto cuando ha sido pasteurizada.

Tabla 2-1: Requisitos microbiolégicos para la bebida lactea pasteurizada

Requisito n m M c Método de ensayo
Recuento de microorganismos 5 30000 50000 1 NTE INEN 1529-5
aerobios
mesofilos, REP, UFC/cm3
Recuento de coliformes, 5 <1 10 1 NTE INEN 1529-7
UFC/cm3
Listeria monocytogenes /25 g 5 ausencia - 0 1ISO11290-1
Recuento de Escherichia coli, 5 <1 - 0 NTE INEN 1529-8
UFC/g

n= ndmero de muestras a examinar.
m= indice minimo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M= indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
c= numero de muestras permisibles con resultados entre my M.

Fuente: (NTE INEN 2564 2011).

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018



141  Microorganismos patdgenos
Los microorganismos patégenos son organismos que evallan el estado microbiolédgico en la
produccién de los alimentos y a la vez validan la efectividad de los tratamientos que han sido

aplicados para disminuir la carga microbiana (Xanto y Saguescerpta 2014).

1.4.1.1 Coliformes totales

Son enterobacterias gramnegativas, tiene forma de bacilos (bastoncillo), aerobios y anaerobios
facultativos, no esporulados, su principal caracteristica es que fermentan lactosa con alta
produccién de &cido y gas en un periodo de 48 horas a 37°C. Dentro del grupo de coliformes
totales se encuentra el subgrupo de coliformes fecales que también fermentan lactosa pero entre

los 44 y 45°C (Silva et al. 2004).

La mayoria de estas bacterias se originas principalmente de forma natural en los intestinos de
humanos, animales, suelos y agua, pero con mayor proporcion en los intestinos de las personas
la E. coli. En el analisis de bacterias coliformes en alimentos la presencia fuera del limite
permisible en la normativa del Ecuador nos muestra que existio fallas en la produccion del
producto desde la recoleccion de la materia prima, uso de equipos insuficientemente limpios,
errores en el proceso de pasteurizacion, hasta su envasado causando la contaminacion con este

tipo de bacterias (Silva et al. 2004).

1.4.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa en forma de bacilo (bastoncillo), mdvil,
perteneciente a la familia de las enterobacterias, usual en el intestino del ser humano y de
animales, donde algunas de sus cepas pueden causar una grave enfermedad de transmisién
alimentaria, que generalmente es transmitida por consumo de agua o alimentos contaminados,

como productos carnicos poco cocidos y leche cruda (OMS 2010).

El ingreso de este microorganismo es desde la recoleccion de la leche, incluso ingresa en la leche
ya pasteurizada y productos terminados por su gran capacidad de reproductividad y facil
transmision, causando una infeccion que puede llegar a ser letal y esta frecuentemente asociada
a los mas importantes y mejor documentados casos de enfermedades de transmision alimentaria
alrededor de todo el mundo, por esta razon en la normativa el nimero de E. coli debe ser menor
a 1, sin embargo hay productos que no cumplen con lo que establece la norma indicando que el

producto ha tenido algun tipo de contaminacion (Reuben et al. 2003).
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1.4.1.3 Staphylococcus aureus

S. aureus microorganismo Gram positivo, presenta forma de cocos y su reaccion de catalasa es
positiva, por producir enterotoxinas es el principal agente causante de enfermedades transmitidas
por alimentos e intoxicaciones alimentarias, este se da por contaminaciones en el procesamiento
de los productos alimenticios después de la pasteurizacion, la presencia elevada de este
microorganismo también indica la mala manipulacién o desinfeccion; sin embargo, no es

evidencia suficiente para incriminar a un alimentos como la causa de la intoxicacion alimentaria
(Benkerroum, Oubel y Ben Mimoun 2002).

1.4.1.4 Mohosy Levaduras

Los mohos son hongos microscdpicos que viven gracias a la descomposicion de materia organica
muerta y a la vez la causa importante en la alteracion de los alimentos por la formacion de
micotoxinas que se generan debido a los hongos toxicogénicos, por otro lado las levaduras

descomponen a los alimentos por medio de la fermentacion y no causan un malestar en el humano
(Curtis et al. 2000).

Los microorganismos necesitan presencia de agua para la mayoria de los procesos metabdlicos,
sin embargo debido a la excesiva humedad de la leche algunos mohos y levaduras se les dificulta
la multiplicacién de alli que sean considerados de mayor importancia en productos lacteos
deshidratados que en leche fluida, es por ello que no tienen importancia en leche fluida, sino mas
bien en los quesos ya que causan el deterioro del producto y la presencia de olores desagradables

y la destruccion de los empaques que los contienen (Ancasi et al. 2006).

Los mohos y levaduras pueden desarrollarse en las leches fermentadas a pesar su pH acido y a
su temperatura de refrigeracion pero en muy baja proporcion, la presencia de ellos que superen
lo méximo permisible en la normativa indicarian deficiencias sanitarias en los procesos de

fabricacion y envasado (Curtis et al. 2000).

142  Microorganismos beneficiosos
Los microorganismos que estan presentes en las leches fermentadas pueden ser afiadidos al

comienzo de la fabricacion o pueden presentarse de forma natural desde la leche, estas son las

bacterias acido lacticas responsables de la fermentacion de la leche, que utilizan la lactosa como
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fuente de energia y liberan acido lactico dando como resultado el incremento de la acidez de tal

modo que las proteinas de la leche precipiten y formen el yogur (Calderén et al. 2007).

1.4.2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias relacionadas y su principal
metabolito es el &cido lactico, resaltan un papel importante en la fermentacion de algunos
derivados lacteos y en la industria alimentaria ya que tienen la capacidad de acidificar y conservar
los alimentos preservandoles de las esporas y de otros microorganismos contaminantes,
comprenden microorganismos de los géneros Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella. Dentro del phylum Actinobacteria, el

género Bifidobacteium es el mas importante (Ramirez, Ulloa y Velazquez 2011).

Las BAL se caracterizan por ser Gram positivas, catalasa negativa, anaerobias facultativas, no
esporulantes, no moviles, &cido tolerantes y son capaces de fermentar azlcares en acido lactico,
por su heterogeneidad se presentan como cocos, cocobacilos, bacilos, en células individuales,
parejas, tétradas, cadenas cortas o largas, son bacterias acido tolerantes ya que soportan des pH
de 3,2 hasta incluso pH de 9,6 y la mayoria crece a pH 4,5 (Vinderola 2014).

Las BAL por su accion conservadora inhiben un alto nimero de microorganismos patégenos que
pueden causar un dafio al producto y al consumidor, esta accién conservadora es por el acido
lactico y otros &cidos organicos producidos por estas bacterias, que reducen el pH del ambiente
donde se encuentran y asi causan un efecto inhibitorio en bacterias Gram positivas y Gram
negativas, por ende la forma no disociada del acido lactico penetra la pared microbiana donde el
pH acido del contenido celular promueve la disociacién e interfiriendo en el metabolismo

interrumpiendo el crecimiento celular (Morales, et al. 2009).

Las bacterias &cido lacticas tienen una gran capacidad de adaptarse a diversas condiciones por su
metabolismo y hacen posible una adecuada fermentacion en los alimentos, estas tienen distintas
formas de realizar su fermentacion como heterofermentativa facultativa, heterofermentativa
obligada y homofermentativa obligada, siendo la ultima la esencial en la produccién del acido
lactico mientras que las heterofermentativas obligadas y facultativas producen acido acético,

acido formico, etanol y didxido de carbono, utilizando la ruta de la pentosa fosfato (Tobia et al.
2003).
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151 Génerosde BAL

Son varias las especies de bacterias acido lacticas que se pueden encontrar en los productos lacteos
siendo los més comunes Lactobacillu acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus

thermofilus, Bifidobacterium bifidum.

Tabla 3-1: Bacterias acido lacticas usadas en la elaboracién de productos lacteos

Productos Bacterias principales Usos
Yogurt Lactobacillus bulgaricus, Provee sabor, gusto suave y
Lactobacillus casei, delicado y promueve la cuajada,

mejora la digestion, absorcion,

Lactobacillus acidophilus,
contribuye a promover la salud

Streptococcus thermophilus,
Bebidas fermentadas a | Streptococcus  lactis,  Streptococcus | Adiciona sabor, contribuye a

base de leche cremoris, Lactobacillus herveticus promover la salud

Quesos Streptococcus lactis, Promueve el cuajado, provee
Streptococcus diacetilactis aroma y sabor

Mantequilla madurada Lactobacillus lactis, Promueve moderado sabor agrio
Streptococcus diacetilactis y aroma

Crema acida Streptococcus lactis, Promover sabor caracteristico
Streptococcus cremoris (pequefias  cantidades  de

acetaldehido y grandes

Leuconostoc cremoris
Streptococcus lactis ssp. diacetylactis

Yakult Lactobacillus casei Promueve moderado sabor agrio
y aroma. Contribuye a promover

la salud

cantidades de diacetilo)

Fuente: (Ramirez J. 2011)
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

1.5.1.1 Lactobacillus

Los Lactobacillus como su nombre lo indica se presentan en forma de bacilo y también pueden
encontrarse como cocobacilos y se las observa de una forma organizada en cadenas, son tolerantes
al oxigeno, pero crecen en condiciones anaerdbicas a una temperatura optima entre los 30 y 40°C,
aunque la temperatura de crecimiento general puede oscilar entre 2 y 53°C y a la vez crecen a un
pH de entre 3y 8. En la industria del yogur los principales lactobacillus que se utilizan para la

fermentacion son Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus (Glavina et al. 2012).
Lactobacillus acidophilus

Se puede encontrar formando parte de la flora normal de las mucosas corporales. Esta especie es
capaz de vivir en ambientes muy &cidos, hecho que le hace responsable de las etapas finales de la

fermentacion ya que a otros BAL no pueden soportar estas condiciones. Respecto a su

metabolismo produce exclusivamente acido lactico a partir de la lactosa (Glavina et al. 2012).

13



Lactobacillus bulgaricus

Fermenta la leche para producir acetaldehido provocando una bajada del pH que coagula la leche
mediante la desnaturalizacion de sus proteinas y creando asi el aroma caracteristico de yogur.
Estas bacterias crecen mejor en ambientes acidos. Son utilizadas para producir diferentes tipos de

yogur (Glavina et al. 2012).

1.5.1.2 Streptococcus

Los estreptococos se caracterizan por ser esféricas u ovoides, crecen en condiciones aerébicas
facultativas, algunas requieren dioxido de carbono adicional para el crecimiento. Son
homofermentativos, por lo tanto, no producen diéxido de carbono a partir de la glucosa. La
temperatura Optima de crecimiento es generalmente de alrededor de 37 °C, pero las temperaturas
minima y maxima de crecimiento pueden variar entre las especies. La especie representativa de
este género a nivel industrial es Streptococcus thermophilus, que es usado como cultivo iniciador,
ademas produce exopolisacaridos y compuestos que contribuyen al sabor. Se ha demostrado que
Streptococcus thermophilus produce bacteriocinas (termofilinas), que son activas contra ciertos
microbios de deterioro de Iacteos (Mater et al. 2005).

Streptococcus thermophilus

Se encuentran en el aparato gastrointestinal humano y puede soportar altas temperaturas, ésta
caracteristica es una ventaja para la produccion de yogur puesto que los procesos requieren llevar
la leche a altas temperaturas. Entre las dos especies de bacterias del acido lactico Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus se establecen dos tipos de interacciones:
protocoperacion y antibiosis. L. bulgaricus libera péptidos y aminoécidos, mayormente valina,
que sirven para mejorar el crecimiento de S. thermophilus, y este Gltimo mejora el crecimiento de
L. bulgaricus con la formacion de acido férmico a partir de acido piravico en condiciones

anaerdbicas (Mater et al. 2005).

152  Relacion entre estreptococos y lactobacilos que comprenden el cultivo definido del yogur

La flora del yogurt esta constituida por las bacterias lacticas termofilas Streptococcus termophilus
y Lactobacillus bulgaricus. Para que el flavor se desarrolle satisfactoriamente, las dos bacterias
deben encontrarse en un nimero aproximadamente igual. Entre ellas se establece un fendmeno

de mutua estimulacion del crecimiento (protocooperacion). Las bacterias proteoliticas favorecen
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el crecimiento de los estreptococos por formacion de péptidos pequefios y aminoécidos,
principalmente valina. La leche contiene muy poca cantidad de estos aminoacidos y los cocos que
son muy poco proteoliticos, producen &cido muy lentamente. Los cocos potencian el desarrollo
de los bacilos produciendo &cido formico a partir del acido pirGvico en condiciones anaerdbicas

y formando rapidamente CO2 (Estrada 2007).

En el yogurt también hay un proceso de antibiosis, ya que los cocos no pueden seguir
desarrolldndose a partir del momento en que se alcanza una determinada acidez. Tanto los
estreptococos como los lactobacillus tienen una importante contribucion en la determinacion de
las propiedades del yogurt. Es preciso evaluar las caracteristicas de las cepas bacterianas
utilizadas, ya que no todas las combinaciones son compatibles (Glavina et al. 2012).

Ademas, ambas especies deben encontrarse en gran nimero en el producto y por lo tanto en el
cultivo iniciador. La relacién normalmente es de 1:1 esta relacion se mantiene en el producto
final. La proporcion entre los dos microorganismos va cambiando inicialmente, los cocos crecen
mas deprisa debido a que los bacilos sintetizan factores de crecimiento y también como
consecuencia de la adicion de estos compuestos con el inoculo. Después el desarrollo de los cocos
se hace mas lento por el efecto del acido producido mientras tanto los bacilos han empezado a
crecer mas rapidamente estimulados por los factores de crecimiento (CO2 y acido férmico)

producidos por los cocos (Mater et al. 2005).

Como resultado vuelve a establecerse la relacion inicial y en ese momento el yogurt deberia haber
alcanzado la acidez deseada. Si la incubacion se prolonga o el yogurt no se refrigera
correctamente, los lactobacilos seran las bacterias predominantes. Actualmente, se utilizan los

cultivos iniciadores concentrados, que garantizan la correcta composicién bacteriana del starter
(Estrada 2007).

1.5.2.1 Potencial de Streptococcus termophilus y Lactobacillus bulgaricus

La mayoria de los procesos de fermentacion de alimentos implican cultivos mixtos en los que
diferentes especies microbianas interactian entre si. Estas interacciones pueden tener efectos
neutros, positivos 0 negativos segun la capacidad de las cepas en realizar la fermentacion, esta
interaccion es llamada mutualista ya que consta de las BAL, Streptococcus termophilus y

Lactobacillus bulgaricus (Arioli et al. 2017).
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En el yogur, las interacciones que se producen entre las dos especies de BAL se describe como
un proceso protocooperativo, que tiene efectos positivos sobre la tasa y el tamafio de crecimiento
de cada poblacion. Durante el crecimiento de estas especies en el yogur se describe la
disponibilidad de nitrogeno, el intercambio de acido férmico, acido piravico y acido folico, la
produccién y la utilizacion de didxido de carbono, el metabolismo de purinas, acidos grasos de
cadena larga y hierro. La mayoria de estas interacciones descritas anteriormente son las
interacciones trdficas en la que la especie se alimentan el uno al otro con piruvato, &cido folico,

acidos grasos de cadena larga, ornitina, diéxido de carbono, péptidos, aminoacidos (Jones et al.
2012).

1.5.2.2 Actividad de Streptococcus termophilus sobre Lactobacillus bulgaricus

S. termophilus libera amoniaco y lo difunde dentro de las células de L. bulgaricus provocando un
aumento en el pH haciéndolo més alcalino, provocando un descenso en el crecimiento de los
lactobacilos e incapacitandolos para el transporte de amonio al inferior de la célula, como
consecuencia de la hidrélisis de la urea realizado por S. termophilus llegan a afectar la

fermentacién homoléactica del mismo (Carrién, 2014).

Ademas, durante la fermentacion de la leche, S. thermophilus y L. bulgaricus se enfrentan
constantemente a cambios, estimulos y las tensiones ambientales, que pueden afectar la fisiologia
celular. Estos cambios ambientales previsibles incluyen variaciones de pH, la limitacion de la
disponibilidad de nutrientes, y la acumulacion de metabolitos toxicos formados en el proceso de
fermentacion. La exposicion a pH bajo por un largo periodo de tiempo provoca una detencion del

crecimiento, una reduccion dramatica de glucosa y una pérdida progresiva de la viabilidad (Carrién,
2014).

Actividad de ureasa, que es una reaccidn enzimatica que se sabe que es una respuesta de estrés
que se activa para contrarrestar pH del medio ambiente &cido en un nimero de bacterias, se
describe como un potencial mecanismo regulador metabolico para el metabolismo energético en
la bacteria lactea S. thermophilus. En S. thermophilus, ureasa aumenta el cambio general en la
entalpia que se genera por microorganismos metabdlicos como consecuencia del aumento de

glucosa (Mora et al. 2005).
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153  Probidticos en el yogur

Los probioticos estan definidos como microorganismos vivos que, cuando son ingeridos en
cantidades adecuadas, se espera que confieran beneficios de salud al anfitrion. En la préctica, las
especies que pertenecen al grupo de bacterias productoras de acido lactico, tales como el
Lactobacillus, Bifidobacterias, Leuconostoc y Pediococcus, se utilizan mas frecuentemente y

tienen un largo historial de uso en alimentos fermentados, incluyendo al yogur (Pérez et al. 2012).

El interés por los probitticos y su uso en la industria de productos lacteos fermentados han
aumentado en los ultimos afios, no solo desde el punto de vista terapéutico, causando efectos
beneficiosos en las personas que los ingieren, sino también como agente antagénico de agentes
patégenos entéricos. Las bacterias probidticas son capaces de prevenir la adherencia,
establecimiento, replicacion y accion patogénica de enteropatdgenos especificos en el intestino y
en alimentos, ya sea provocando un descenso en el pH a través de la produccién de acidos
organicos volatiles de cadena corta, interviniendo en la disponibilidad de nutrientes necesarios
para los patégenos, disminuyendo el potencial de dxido reduccion del medio o produciendo

compuestos inhibitorios especificos, incluyendo bacteriocinas (Palencia Socarrés et al. 2005).

Producen Vitamina P Actiuan como
B R inmunomoduladores
—— O e ——
R‘:?ﬁ“:;fn“a':s B Inhiben el
. crecimiento de
asociados a la | .
patégenos

intolerancia a

i ——— O potenciales
—_— T -~
I
Reducen los C Restablecen
niveles de microbiota intestinal
colesterol en 0 durante terapias
sangre con antibiéticos

Figura 1-1: Esquema general de la funcion de los probi6ticos

Fuente: (Palencia Socarras et al. 2005).
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1.5.3.1 Potencial probiético

Los probidticos son definidos como suplementos alimenticios conformados por microorganismos
vivos, que una vez ingeridos, influyen beneficiosamente en la salud del consumidor al mejorar su
equilibrio microbiano intestinal. Entre los géneros bacterianos utilizados para este fin se

encuentran Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus y Enterococcus
(Lbpez Olmeda, de la Luz Santén y Urbanos Martinez 2006).

Los derivados lacteos constituyen los principales vehiculos para el aporte de probi6ticos ya que,
ademas de las propiedades funcionales de las bacterias inoculadas, son alimentos con gran
aceptacion en los distintos grupos de poblacion y faciles de digerir. Actualmente se encuentra
disponible en el mercado una gran cantidad de productos alimenticios a los que se les atribuyen
efectos bio o bifidus, que les confieren un gran atractivo comercial; no obstante, no siempre se
especifica cuéles son realmente los compuestos bioactivos que contienen ni se definen con

claridad los efectos beneficiosos que pueden ejercer sobre la salud (Lépez Olmeda, de la Luz Santén y
Urbanos Martinez 2006).

En cualquier producto probidtico se debe exigir la correcta identificacion de las especies
utilizadas. Esto requiere la aplicacion no solo de métodos microbioldgicos convencionales de
identificacion, sino también de técnicas moleculares, ya que no siempre es sencillo resolver la

posicion taxondmica de las cepas probidticas (Ruiz Rivera y Ramirez Matheus 2009).

Los yogures y otras leches fermentadas son considerados vehiculos adecuados para la
incorporacion de probi6ticos, a través de los cuales el consumidor recibe el nimero adecuado de
bacterias probidticas. De forma generalizada se reconoce que son necesarios entre 1x107 y 1x10°
células por racion, dependiendo de la cepa, para asegurar el efecto probidtico (zapata, Sepulveda-
Valencia y Rojano 2015)

Asi mismo la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2395:2011 indica que la cantidad de
bacterias probidticas activas en leches fermentadas durante su vida Util debe ser como minimo de
10° UFC/g, para el caso del género Bifidobacterium es necesario que el producto lacteo
fermentado en el punto de venta tenga recuentos de 107 y 108 UFC/g para que de esta manera se

asegure el nivel de 106 UFC/g en el producto al momento de su consumo (NTE INEN 2395 2011)

154  Legislacion sobre el yogur

En cuanto a las declaraciones de propiedades saludables, en la mayoria de los paises solo se
permite declaraciones generales sobre los alimentos que contienen probidticos. La Norma Técnica

Ecuatoriana NTE INEN 1334-3:2011 sobre requisitos para declaraciones nutriciones y
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declaraciones saludables, establece que solamente se podra indicar que el consumo adecuado y
regular de microorganismos probioticos no es el Unico factor para mejorar las funciones digestivas

y que existen otros factores adicionales a considerar como el ejercicio fisico y el tipo de dieta
(NTE INEN 1334-3 2011).

En el informe sobre directrices para la evaluacion de los probiéticos en los alimentos del grupo
de trabajo FAO/OMS, se recomienda que sean permitidas declaraciones especificas de
propiedades saludables relacionadas al uso de probidticos, cuando se disponga de suficiente
evidencia cientifica y que estas declaraciones especificas deberian ser permitidas en las etiquetas

y en el material de promocién (FAO et al. 2006).

A nivel mundial, no todas las legislaciones sobre el yogur son uniformes, ni siquiera en los paises
de nuestro entorno. Asi, nos encontramos con que existen dos posturas bien diferenciadas. La
primera de ellas se basa en la consideracion del yogur como alimento vivo cuya fermentacion
lactica se produce por la accién del Lactobacillus bulgaricus y el Streptococcus thermophilus. En
este caso la diferencia con respecto a las leches fermentadas que han sufrido un tratamiento
térmico posterior a la fermentacion se delimita mediante la utilizacién de denominaciones como
"postre lacteo", "especialidad lactea", "leche fermentada tratada térmicamente", “sobremesa
lactea de larga duracién”, prohibiéndose cualquier referencia a la denominacion "yogur". Los que
defienden esta postura la fundamentan en el hecho de que la denominacion de yogur tratado
térmicamente u otra similar no es correcta ni fiable, porque ni técnica ni cientificamente es
demostrable que dicho producto proceda del yogur, y porque cualquier leche fermentada (con

alguna excepcidn) tratada térmicamente tendria la misma composicién (Simal 2008).

Es mas, incluso manifiestan que podria obtenerse un producto similar sin la previa existencia de
microorganismos de ningin tipo, simplemente mediante la adicion de &cido lactico. La segunda
posicién se fundamenta en la utilizacion de la denominacion "yogur", tanto para el yogur
tradicional como para la leche fermentada que ha sufrido un tratamiento térmico. Los paises afines
a esta postura permiten la utilizacion de la denominacion "yogur" para definir estos nuevos
productos: "producto de yogur tratado térmicamente”, "yogur pasteurizado después de la
fermentacion", "yogur de conservacion prolongada por accion del calor"”, "yogur de larga vida",
"yogur sometido a tratamiento UHT" (Simal 2008). Los partidarios de esta posicion se basan en el
hecho de que los avances tecnoldgicos en el ambito alimentario no tienen porqué llevar a un
cambio de denominacion del producto cuando la composicion quimica del mismo es igual en
ambos casos, y tan s6lo ha sido sometido a un proceso térmico o quimico que le facilita su

conservacion a temperatura ambiente y lo hacen mas duradero.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de Investigacion

El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Investigacion grupo SAGID y en el
Laboratorio de Bioquimica y Bromatologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela de
Bioguimica y Farmacia.

2.2.  Factores de Investigacion

221 Poblacion de estudio

Yogures con codigos “C1.L.F”, “C2.PC.M”, “C3.L.D”,“C3.Y.F”, “C4.L.F”, “C5.L.M”y bebida
lactea marca “C1.P.F” expendidos en los bares de Unidades Educativas de la ciudad de Riobamba,
todos contando con registro sanitario.

222  Muestra
Las muestras fueron recolectadas de forma aleatoria, adquiridas en 5 lugares de expendio

(Unidades Educativas de la ciudad de Riobamba), siendo analizadas por duplicados y en cada

muestreo por triplicado, ademas, el muestreo se lo realiz6 en cada dia de realizacién del analisis.

2.3 Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos utilizados durante la evaluacién microbioldgica y analisis

fisico- quimicos se indican a continuacion.

Tabla 1-2 Materiales, equipos, reactivos usados en los anlisis microbioldgicos.

Asa de inoculacién Pipetas volumétricas de 10 mL
Gel frio reutilizable Piseta

Caja térmica de poliestireno Placas Monopetri

Dispersor para placas Petrifilm Placas porta y cubreobjetos

20



Materiales | Espatula Probeta de 25, 100 mL
Fundas estériles Puntas para micropipeta 100 ul,
1000ul
Gradillas Toallas de papel blanco
Lampara de alcohol Tubos de ensayo estériles
Matraz de Erlenmeyer de 250, 500 mL | Papel aluminio
Micropipeta de 500, 1000 ul Pipeta graduada 1, 10 mL
Vasos de precipitacion 100, 250 mL
Autoclave Incubadora Bacteriol6gica
Balanza Analitica Microscopio
Equipos Camara de Flujo Laminar Refrigerador
Crondmetro Reverbero
Bafio maria
Acido acético 5M Tiras de oxidasa
Alcohol-cetona Alcohol 72% y 96%
Agua destilada Cristal violeta
Reactivos | Aceite de inmersion Agua Peptonada
Reactivo de Kovac Acido Sulflrico 0,18M
Cloruro de bario 0,048M

Realizado por:

Lizbeth Aguirre, 2018

Tabla 2-2 Medios de Cultivo

Agar PCA Placas 3M™ Petrifilm ™ para recuento de Staphylococcus aureus
Agua peptonada Placas 3M™ Petrifilm ™ para recuento de E. coli/Coliformes
Agar MRS Placas 3M™ Petrifilm ™ para recuento de mohos y levaduras
Agar M17

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

2.4 Técnicas y Métodos

24.1 Tomay transporte de muestras

Las muestras fueron recolectadas de cada Unidad Educativa el mismo dia en que se realiz el

analisis, para luego ser transportadas en cadena de frio hasta los laboratorios de analisis.

24.2  Muestreo de yogur

Se recolectaron las muestras de yogur de 5 Unidades Educativas de forma aleatoria como se

muestra en la tabla 3-2.
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Tabla 3-2 Lugares de muestreo y codigos de las muestras de yogur

Lugar de origen Cddigos Contenido Neto Lote

U.E “Riobamba” CLLF 859 8-L18115
U.E “Chiriboga” C2.PC.M 100 mi -

U.E “Juan de C3.LD 859 8-118117

Velasco”

C3.Y.F 100 ml -

U.E “Cisneros” C4.LF 859 8-118117

U.E “Maldonado” C5.L.M 859 8-L18118

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Las codificaciones significan lo siguiente:
C1= Unidad Educativa “Riobamba”

C2= Unidad Educativa “Chiriboga”

C3= Unidad Educativa “Juan de Velazco”
C4= Unidad Educativa “Cisneros”

C5= Unidad Educativa “Maldonado”

L, PC, Y, P= Marcas de yogures y bebidas lacteas
F= Fresa

M=Mora

D= Durazno

Ademas de las muestras que fueron de control
T= Marca del yogur; N= Sabor natural

E.L= Elaborado en laboratorio

243  Muestreo de bebidas lacteas

Se recolectd una sola muestra de bebida lactea en la Unidad Educativa “Riobamba”.

Tabla 4-2 Lugar de muestreo de bebida lactea y su marca

Lugar de origen Marca de la Contenido Lote
muestra Neto
U.E “Riobamba” CLPF 50-80 ml P018115

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

25  Andlisis microbiolégicos

25.1  Preparacion de diluciones
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Para la preparacion de las diluciones de las muestras de yogur fue realizado de acuerdo a la norma
NTE INEN 1529:2, en la que indica tomar 1 mL de muestra y colocarlo en un matraz Erlenmeyer
conteniendo 9 mL de agua peptonada esterilizada (121°C a 1 ATM de presion por 15 minutos),
agitar el matraz Erlenmeyer hasta su homogenizacion, siendo este la dilucion 10-1 o solucion
madre, se transfirié 1 mL de la solucion madre a un tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada,
teniendo asi la dilucion 10-2. Se realizd el mismo procedimiento hasta obtener dilucién 10-8. Las

diluciones variaron de acuerdo al andlisis que se realizO (NTE INEN 1529-2 1999).

252  Control de calidad

Para estos analisis se evaluaron indicadores de calidad, aerobios mesoéfilos, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y coliformes totales y mohos y levaduras.

2.5.2.1 Recuento de aerobios mesofilos

Procedimiento

Preparar medio de cultivo PCA para la cantidad de muestras a analizar, diluir con agua destilada
y llevarla a hervor 3 veces, posteriormente esterilizar durante 15 minutos a 121°C a 1ATM de
presion. Colocar 15 mL en cada caja monopetri y dejar solidificar.

Etiquetar las cajas monopetri y colocar 1 mL de la dilucion requerida previamente preparada en
el centro de la caja, mezclar cuidadosamente el inoculo con una espétula estéril. Dejar en reposo
para luego incubarlas a 30°C + 1°C de 48 a 75 h (NTE INEN 1529-5 2006)

Reporte de resultados

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realiza el recuento de las colonias visibles solo
en aquellas colonias que tienen un nimero mayor a 15 y menor a 300, posteriormente se calcula
en base al factor de dilucion, y expresar los resultados en UFC/g (Unidades Formadoras de

Colonias)

2.5.2.2 Recuento para bacterias indicadoras de calidad, coliformes, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, mohos y levaduras

El recuento se lo realiz6 mediante la técnica de Petrifilm, AOAC 991.14 para Escherichia
coli/coliformes, AOAC 2003.07 para Staphylococcus aureus, y AOAC 997.02 para mohos y

levaduras.
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Procedimiento

Etiquetar las placas petrifilm con el nombre de la muestra y la dilucidn usada, colocar la placa en
una superficie plana o en cAmara de flujo laminar. Levantar el film superior y colocar 1mL de
muestra de forma perpendicular en el centro de la placa con ayuda de una micropipeta, bajar el
film superior suavemente evitando la formacion de burbujas de aire. Con ayuda del aplicador con
la cara lisa abajo, presionar suavemente con la finalidad de distribuir la muestra en la superficie
circular de la placa antes que se forme el gel. Retirar el aplicador y esperar 5 minutos hasta g se
solidifique el gel de la petrifilm e incubar las placas caras arriba segun el tiempo y temperatura

para cada analisis como se indica en la tabla 5-2.

Tabla 5-2 Condiciones de crecimiento en placas petrifilm

Microorganismo Temperatura de incubacion | Tiempo de incubacién
Coliformes 35°C+1°C 24h = 2h
Escherichia coli 35°C+1°C 48h £ 2h
Staphylococcus aureus 37°Cx1°C 24h £ 2h
Mohos y levduras 21°C- 25°C 5 dias

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Reporte de resultados
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realiza el recuento de las colonias visibles segln
la guia de interpretacion para cada microorganismo, posteriormente se calcula en base al factor

de dilucién, y se expresan los resultados en UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias)

Tabla 6-2 Condiciones de crecimiento microbiano en placas petrifilm

Microrganismo Caracteristicas de crecimiento microbiano
Coliformes totales Colonias rojas y azules con gas
Escherichia coli Colonias azules con gas

Staphylococcus aureus =~ Colonias rojo violeta

Mohos Colonias grandes sin limite definido el color
varia
Levaduras Colonias desde beige hasta rosa, o

azul verdoso
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018
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2.5.3 Recuento de bacterias cido lacticas (BAL)

Para realizar el recuento de BAL, por el método vertido en placa se lo hizo en medios de cultivo
MRS Y M17 de acuerdo con la norma PRT-712.02-047 del Instituto de Salud Publica de Chile,
y la Norma 1SO 16068.

Preparacion de los medios de cultivo

El agar de Man Rogosa Shape (MRS) de la marca Oxoid, establece la disolucién de 62g en 1L de
agua destilada, y la esterilizacién a 121° C por 15 minutos en la autoclave. El medio posee un pH
final de 6.2 aproximadamente luego de su preparacién. Con el objetivo de lograr mayor
selectividad se ajusté el pH a 5. 4 del medio con acido acético 5M, antes de su esterilizacion.

El agar M17 de la marca Conda establece que para su preparacion se diluye 55¢ en 1L de agua
destilada. Las condiciones de esterilizacién son de 121°C por 15 minutos en el autoclave. El pH
del medio es de 7.2 £ 0.2, mismo que no necesita ser modificado ya que el medio es selectivo

para el cultivo y enumeracion de cocos lacticos en yogur.

Procedimiento

Se preparan diluciones seriadas de las muestras para ser sembradas en medios de cultivo
selectivos. Depositar 1000 uL de la dilucion requerida en placas petri estériles e inmediatamente
verter aproximadamente 15mL de agar MRS. Mezclar el in6culo con el agar y dejar reposar hasta
que solidifique. Luego colocar una capa de agar MRS usandolo como capa sellante dandole
condiciones anaerobicas. Incubar las placas a 37°C por 72 h. Se procede de manera similar para

el recuento de BAL en agar M17, con la diferencia de que las placas se incuban a 32°C por 48h.

2.5.4 Pruebas bioquimicas para comprobacion de BAL

2.5.4.1 Tincién de Gram

Sobre un portaobjetos se coloco una gota de agua destilada y con un asa de siembra tomar una
parte de la colonia de la muestra a analizar, mezclar y fijar 3 veces a la flama. Cubrir con la
solucion de cristal de violeta durante 1 min y lavar ligeramente con chorro de agua, luego afadir
la solucién de yodo durante 1 min y lavar con agua. Con el portaobjetos inclinado, agregar gota
a gota la solucidn de alcohol-cetona y lavar con agua. Finalmente cubrir con safranina de 10 a 20

segundos y lavar con agua (Fernandez et al. 2010).
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2.5.4.2 Prueba de catalasa

Tomar con un asa de inoculacion el centro de una colonia obtenida de un cultivo puro de 10 a 24
horas y colocar sobre un portaobjetos, agregar una gota de peréxido de hidrogeno al 30% sobre
el cultivo y observar la inmediata formacion de burbujas que indica la liberacién de O,

determinando la prueba como positiva. Se incluye un testigo negativo (Fernandez et al. 2010).

2.5.4.3 Prueba de oxidasa

Tomar una colonia con el asa de inoculacion y depositarla sobre una tira de papel filtro y sobre la
colonia colocar una gota de reactivo, la cepa es oxidasa positiva cuando hay un viraje del color

blanco de la tira a morado, caso contrario se reporta como catalasa negativa (Fernandez et al. 2010).

2.5.5 Evaluacion del efecto de bacterias &cido lacticas de yogur, sobre poblacién de Escherichia coli ATCC
25922

Al evaluar el efecto de las bacterias acido lacticas del yogur sobre una poblacion de Escherichia
coli en 5 tiempos diferentes cada 5 dias durante el tiempo de vida Util de un yogur representativo

de la poblacion, una bebida lactea y el grupo control.

2.5.5.1 Yogurt

Se utiliz6 4 yogures de diferentes marcas, dos yogures que declara cultivos probiéticos (C2.L.F
y T.N), uno sin alegacion en el etiquetado (C1.P.F) y E.L. Los cuatro tipos de yogur eran

pasteurizados y poseian bacterias acido lacticas ya analizadas anteriormente.

Elaboracién de yogur

Para la comprobacion de la actividad de las BAL sobre la poblacion patdgena se elabord un yogur

artesanal realizado en laboratorio.

Procedimiento
Se tomaron 4 litros de leche cruda, y se esteriliz6 en el autoclave durante 15 minutos a 121°C a
1ATM de presion, una vez fria la materia prima se colocd 240 gramos de leche en polvo, agitando

para su mezcla completa dentro de la camara de flujo laminar, posteriormente se adicioné el
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fermento lactico marca Danisco, que en su ficha técnica en el ANEXO G se encuentra la
descripcion de la composicidn, luego se debe mezclar cuidadosamente para no estresar a las
bacterias inoculadas, después se dejo incubando el producto a bafio maria durante 12 horas a
28°C, para acondicionar a las bacterias a una temperatura en la que puedan desarrollarse y realizar

la fermentacion de la leche.

2.5.5.2 Preparacion de suspension de Escherichia coli

Para realizar la suspension se tomaron de 30 a 40 colonias de E. coli y se inocul6 en 9mL de
solucion salina al 0.85%. Para conocer la concentracion de E.coli se debe ir verificando con la
escala 0.5 McFarland usando un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 625 nanémetros,
misma concentracion estuvo entre los 0.08 a 0.1 de absorbancia que es lo que indica la escala de
McFarland con el fin de conocer la cantidad de UFC que estaremos inoculando a los yogures,
indicando segun la escala 0.5 que existen 10 8 UFC/mL.

2.5.5.3 Inoculacion de E. coli en el yogur

Durante 1 sola ocasion se preparé una suspension de 10 8 UFC/mL de la bacteria patégena. De la
suspensién se tomo 12.5 mL para inocular en medio litro de cada yogur, para después almacenarlo

en temperatura de refrigeracion (4°C) durante 20 dias el tiempo de vida atil de los yogures.

2.5.5.4 Medicién de bacteria patégena y bacterias acido lacticas

Para realizar el recuento de E.coli se realizd en el tiempo 0 siendo el primer momento en el que
se inoculo la bacteria patdgena, se usé un medio de diferenciacion selectivo Agar MacConkey, y

para las bacterias acido lacticas agar MRS para bacilos y M17 para cocos.

Procedimiento de siembra en agar MacConkey

De cada uno de los yogures se realizacion diluciones de 10! 10 10° 107 y 108, para ser
sembradas en el medio de cultivo selectivo. Depositar aproximadamente 15mL de agar en placas
petri estériles y luego con una pipeta de 100 uL inocular la dilucién requerida en cada caja.
Mezclar el inéculo con una espéatula de vidrio previamente esterilizada. Incubar las placas a 35°C

por 48 h. la siembra se realizé cada 5 dias durante el tiempo de vida util de los yogures

Procedimiento de siembra en agar MRS Y M17
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Se procede de la misma forma que en el recuento de BAL anteriormente mencionado.

2.5.5.5 Medicion de pH

Se realiz6 la medicion de pH para los cuatro yogures con un pHmetro, cada 5 dia en la
determinacion de las poblaciones bacterianas. Esta medicion se realizo por triplicado y se utilizo
el promedio de las mediciones para interpretar los resultados.

2.6 Analisis fisico- quimicos

2.6.1pH

Para realizar la medicién del pH, el equipo debe estar previamente calibrado, y se coloca en un
vaso estéril 200 ml de muestra y se realiza la medicion con el pH-metro, en cada repeticion del
ensayo se debe ir lavando el electrodo agua destilada y de igual manera al cambiar de muestra.

2.6.2 Actividad de agua

Para realizar la medicion de actividad de agua se usé el equipo Aqualab, preparando a la muestra
previamente llevandola a una temperatura ambiente, debido a que el equipo puede realizar su
lectura con temperaturas entre 18 y 24 °C. Colocar la muestra en los envases propios del equipo
y realizar la medicion, luego de transcurrido unos minutos en la pantalla del equipo se revela el

resultado en aw actividad de agua y temperatura.

2.6.3 Porcentaje de humedad por método de desecacion en estufa de aire caliente

La determinacién de la humedad es uno de los pasos obligatorios que se deben realizar en el
analisis de todos los alimentos para conocer los cambios que el producto puede sufrir por la
cantidad de agua presente.

Este método se baso en la medicion de la pérdida de masa de la muestra desecada hasta masa

constante llaméndose materia seca.

Procedimiento

Se tara las capsulas de porcelana colocandola en una estufa a 105°C por 4 horas pesandolas cada

30 minutos hasta obtener un peso constante, después pesar 5 gramos de las muestras de yogur en
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las capsulas de porcelana ya taradas repartiendo la muestra uniformemente en la base de la
capsula, colocar todas las capsulas con las muestras en la estufa a 105°C por 3 horas retirar de la
estufa y enfriarlas en un desecador hasta llegar a una temperatura ambiente y pesarlas hasta

obtener nuevamente un peso constante. La determinacion se la realiza por triplicado

Reporte de resultados

Una vez obtenidos los datos se utilizo la siguiente ecuacion para obtener los resultados:

Ec.1

SS (%) ={(m2-m)/(ml-m)}x100
Donde:

SS= sustancia seca en porcentaje en masa
m= masa de la capsula en gramos

m1= masa de la capsula con la muestra en g

m2= masa de la capsula con la muestra después del calentamiento en g

Ec. 2
% HUMEDAD = 100 - %SS
En la Ecuacion 2 solo se reemplazara el porcentaje de la sustancia seca en masa para ser restado

de 100 y obtener el porcentaje de humedad.

2.6.4 Porcentaje de cenizas

Las cenizas del yogur representan el residuo inorganico resultado de la calcinacién de la materia
organica del alimento, la muestra debe ser calcinada en una mufla a 550°C para quemar toda la
materia organica y que el residuo sea solo la materia inorgénica que no puede ser destruida a esta

temperatura.

Procedimiento

Se coloca la capsula con la muestra seca ya obtenida del resultado de humedad y sobre un
reverbero se precalcina la muestra hasta que no exista la presencia de humo, este procedimiento
se lo realiza dentro de una Sorbona, después se pasa la capsula a una mufla a 550°C durante 3
horas hasta obtener cenizas de color blanco que estén libres de residuo carbonoso.

Retirar la capsula de la mufla y pasarla a un desecador hasta que llegue a temperatura ambiente

para después pesar la capsula. Todas las mediciones se las realiza por triplicado.
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Reporte de resultados

Ya obtenido los datos de las mediciones de pesos de las capsulas se utiliza la siguiente ecuacion

para obtener el % de cenizas.

Ec.3

%C={(ml-m)/(m2-m)}x100

Donde:

%C= contenido de cenizas en porcentaje de masa

m= masa de la capsula vacia en g

m1= masa de la capsula con la muestra después de la incineracién en g

m2= masa de la cpsula con la muestra antes de la incineracion en g

2.6.5 Contenido graso

No se realizd la determinacion de contenido graso dentro de los laboratorios de la facultad debido
a que no cuenta con los reactivos y equipos necesarios, de tal manera que el analisis fue enviado
a un laboratorio externo acreditado por SAE.

El analisis fue realizado por el laboratorio con el método oficial de referencia AOAC 20TH
952.06

2.6.6 Proteinas
No se realiz6 la determinacion de proteinas de los laboratorios de la facultad debido a que no
cuenta con los reactivos y equipos necesarios, de tal manera que el analisis fue enviado a un

laboratorio externo acreditado por SAE.
El andlisis fue realizado por el laboratorio n el método oficial de referencia AOAC 20TH 991.20
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Informacion de la etiqueta de los productos analizados

La tabla 1-3 muestra la informacién del etiquetado de los productos objeto de andlisis.

Tabla 1-3: Informacion de la etiqueta de los productos analizados

Codigo  /
Producto

Cl.P.F/
Bebida
lactea

Cl.L.F/
Leche
fermentada

C2.PC.M/
Leche
fermentada

C3.LD/
Leche
fermentada

C3.Y.F/
Leche
fermentada

Ingredientes

Suero de leche, azicar, gelatina,
estabilizante (gelatina peptina,

Lote

P018115

carragenina), conservante (sorbato de
potasio) sabor a frutilla idéntico al
natural, colorante natural rojo y

fermento de yogur

Leche semidescremada, suero de 8-

leche, azlcar, gelatina, estabilizante

L18115

(gelatina peptina, carragenina),
conservante (sorbato de potasio) sabor
a frutilla idéntico al natural, colorante
natural rojo carmin y fermento de

yogurt

Leche semidescremada, jarabe de -
azlcar, fermento lacteo, gelatina,

sorbato de portasio, sabor artificial a

mora, colorantes artificiales (Rojo

N°40, Azul N°1)

Leche semidescremada, suero de 8-

leche, azlcar, gelatina, estabilizante

L18117

(gelatina peptina, carragenina),
conservante (sorbato de potasio) sabor

a durazno idéntico al natural,

colorante natural y fermento de yogurt

Leche entera, azlcar, sorbato de -

potasio (E211 conservante),
saborizante artificial a frutilla,
benzoato de sodio (E211

conservante), colorante natural
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Alegacion
de
probidticos
No

Si

No

Si

No

Fecha

elaboracion

21-  Abril
2018

27-Abril
2018

20 - Abril

2018

27-Abril
2018

22-  Abril
2018

de

Fecha de
caducidad

21— Mayo —
2018

11- Junio -
2018

20 — Junio -
2018

11- Junio -
2018

22 — Mayo -
2018



carmin(E120), aspartame (E951
edulcorante), fermento lactico.

C4.LF/ Leche semidescremada, suero de 8- Si 27-Abril - 11- Junio -
Leche leche, azlcar, gelatina, estabilizante L18117 2018 2018
(gelatina peptina, carragenina),

fermentada conservante (sorbato de potasio) sabor
a frutilla idéntico al natural, colorante
natural rojo carmin y fermento de
yogurt
C5.L.M/ Leche semidescremada, suero de 8- Si 30-Abril —  14- Junio -
Leche leche, azlcar, gelatina, estabilizante L18118 2018 2018
fermentada (gelatina peptina, carragenina),

conservante (sorbato de potasio) sabor
a durazno idéntico al natural,
colorante natural y fermento de yogurt

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Los productos analizados que contienen entre sus ingredientes suero de leche deben ser
etiquetados como “BEBIDA LACTEA” de acuerdo con la norma NTE INEN 2564: 2011, ya que

en la norma de leches fermentadas no esta permitido el uso de este ingrediente.

3.1.1 Etiquetado semaférico e informacion nutricional

La tabla 2-3 se presenta la informacion de la composicién de los productos analizados de acuerdo
con lo que sefalan en el etiquetado de sus envases, parametros que seran comparados con los

resultados de analisis fisico quimico que se presentan mas adelante.

Tabla 2-3: Etiquetado semaférico e informacidn nutricional de los productos analizados

ClP.F ClLLF C2.PC.M C3.LD C3YF C4LF C5LM

(Bebida
lactea)
Etiquetado Azucar Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio
Semaforico

Grasa Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio
Sal Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo  Bajo
Grasa total 2 2,5 5 2,5 6 2,5 2,5
Colesterol 0.04 0,06 0,019 0,06 0,018 0,06 0,06
Sodio 0.04 0,035 0,105 0,035 0,110 0,035 0,035
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Informacién Carbohidratos 6 6 16 6 21 6 6
nutricional  totales

0/100g Proteina 3 3 8 3 8 3 3
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

3.2 Resultados del andlisis microbioldgico de leches fermentadas y bebida lactea

fermentada

321 Recuento de aerobios mesofilos

La Tabla 3-3 retne los resultados del analisis y recuento de aerobios mesoéfilos de leches

fermentadas y bebida lactea de las muestras recolectadas

Tabla 3-3: Resultados de recuento de microorganismos aerobios mesofilos de leches fermentadas
y bebida lactea

CODIGOS DE UFC/ mL LIMITES MAXIMOS
MUESTRAS PERMISIBLES
UFC/g
CL1.P.F (Bebida lactea) <100
50000
ClL.F <100
C2.PC.M 40x10°%+5
N.E
C3.L.D <100
C3.Y.F 21x 102+ 3
C4.L.F <100
C5.L.M <100
T.N <100
E.L <100
Leche cruda 25 X10° 1,5X1068

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

De acuerdo a esta tabla, en las leches fermentadas C.2PC.M, y C3.Y.F existe la presencia de
aerobios mesofilos en comparacion de las demas muestras que presentan ausencia de crecimiento;
sin embargo, lanorma NTE INEN 2395 no establece como requisito este analisis microbiolégico,
sin embargo se puede comparar con la norma para bebidas lacteas que indica maximo 1*10°
UFC/g, por tanto, todos los productos analizados cumplen con éste parametro. Segun Zalgado, el

recuento y presencia de aerobios mesofilos en cantidades superiores a los limites permitidos se
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debe a condiciones de fabricacién, manejo, almacenamiento que no siguen normas de correctas

de higiene.

A nivel industrial, en la elaboracion de las leches fermentadas y bebidas lacteas se utilizada leche
pasteurizadas como materia prima de estos productos para asegurar que en la fermentacién no
exista contaminacion y garantizar su efectividad dando como resultado productos de buena
calidad microbioldgica, lo que puede relacionarse con los resultados del recuento de aerobios
mesofilos que son menores para los dos casos. El recuento de estas bacterias ademas de indicar
la calidad microbiolégica general de un producto lo relaciona con las précticas de higiene de
acuerdo al nivel de produccion, pudiendo estar asociado con la prevalencia de microorganismos
beneficiosos como las bacterias &cido lacticas que son inoculadas en el proceso de elaboracion.
Estos resultados se relacionan con los recuentos realizados en medios selectivos para bacterias
acido lacticas. Debe considerarse el establecimiento de un equilibrio entre la elaboracion de
productos lacteos que cumplan con los requisitos microbioldgicos de calidad y su aporte de
microorganismos beneficiosos como las BAL

3.22  Recuento de coliformes totales y Escherichia coli

La tabla 4-3 presenta los resultados del recuento de coliformes totales y Escherichia coli,
expresados en UFC/g, y los limites maximos permisibles tanto para leches fermentadas y bebidas
lacteas, considerando que la norma NTE INEN 2395 establece que para leches fermentadas su
limite permisible debe ser 100 UFC/g para coliformes totales y ausencia de Escherichia coli, por
otra parte la norma NTE INEN 2564 para bebidas lacteas establece 10 UFC/g para coliformes

totales y ausencia de Escherichia coli.

Tabla 4-3: Resultados del recuento de coliformes y Escherichia coli de leches fermentadas y
bebida lactea

CODIGOS DE
MUESTRAS
LIMITES LIMITES
UFC/ mL MAXIMOS UFC/ mL MAXIMOS
PERMISIBLES PERMISIBLES

C1.P.F (Bebida <10+0 10 UFCl/g <10+0

lactea) -

ClL.F <10+0 <10+0

C2.PC.M <10+0 <10+0
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C3.L.D <10+0 <10+0

100 -
C3.Y.F <10+0 UFC/g <10+ 0
C4.L.F <10+0 <10+0
C5.L.M <10+0 <10+0
T.N <10+0 <10+0
E.L <10+0 <10+0
Leche cruda 188+ 0 N.E 8x10+0 N.E

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En el analisis de recuento de coliformes y E. coli se ha determinado que en las leches fermentadas
y en bebidas lacteas hay ausencia de estos microorganismos, es decir cumplen con lo establecido
en las normas NTE INEN 2395 y NTE INEN 2564, respectivamente. El analisis de coliformes y
E. coli en la leche cruda como grupo control existe la presencia de coliformes y E. coli; al no
contar con un limite permisible en la norma se establece que la presencia de estos
microorganismos en la leche cruda son sefiales de practicas sanitarias deficientes en la recoleccion
y manejo de la leche que pueden relacionarse con la presencia de estos patdgenos entéricos, el
recuento de Escherichia coli permiten establecer que existe contaminacion fecal dejando al
consumidor expuesto a bacterias entéricas, cabe mencionar gque el andlisis de coliformes y E. coli
para leche cruda se lo realiz6 para comprobar si la usencia de crecimiento en leches fermentadas
y bebida lactea se debi6 a alguna falla en el método usado para su deteccion.

La investigacion realizada por Belaunzaran et al., sobre la caracterizacién de yogur firme
elaborado con leche ovina, determind que el producto final en cuanto a las caracteristicas
microbioldgicas se obtuvo 1 UFC/g de E. coli debido a que este tipo de microorganismos no
pueden crecer en un medio acido como el del yogur; ademas, Calderdn et al., en su estudio
“Evaluacion del efecto del cultivo probidtico Lactobacillus rhamnosus adicionado a yogurt
natural y con probidticos comerciales sobre poblaciones de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Salmonella enteritidis ”, resalta que las BAL producen
un efecto antagénico sobre bacterias potencialmente patogenas para el ser humano y animales,

debido a la acidez que generan.

3.23  Recuento de Staphylococcus aureus

La tabla 5-3 presenta los resultados obtenidos en el recuento de S. aureus en las muestras,
reportandose en UFC/g, sin tener un referente de limite méaximo permisible por no encontrarse en

las normas de cada una de ellas.

35



Tabla 5-3: Resultados del recuento de Staphylococcus aureus de leches fermentadas y bebida
lactea

CODIGOS DE UFC/ mL LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES
MUESTRAS
C1.P.F (Bebida lactea) <100
Cl.L.F <100
C2.PC.M <10+0
C3.L.D <10+0
C3.Y.F <10+0 N.E
C4L.F <100
C5.L.M <10+0
T.N <100
E.L <10+0
Leche cruda 43 x10? N.E

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En ningln muestreo hubo crecimiento de S. aureus, lo que indicaria un proceso higiénico de
elaboracién, por lo contrario en la leche cruda analizada como grupo control si presentd
crecimiento de este microorganismo indicando la existencia de condiciones de higiene
inadecuadas en el proceso de recoleccién, pudiendo deberse a contaminacion por transmision
humana, y también la presencia de S. aureus se encuentra principalmente en las manos de los
manipuladores del alimento, siendo fundamental que su recoleccion también cuente con normas

de correcta higiene.

Esta ausencia en las leches fermentadas y bebidas lacteas podria deberse a que S. aureus no resiste
pH acidos al que se fermentan estos productos es por ello de su ausencia, ademas Calder6n indica
que este tipo de bacterias son inhibidas en su crecimiento por accion de las BAL presentes en los
yogures por realizar la fermentacion a pH bajo y también la capacidad de producir componentes
inhibitorios como el acido lactico, diacetilo, acetaldehido, peroxido de hidrégeno, y bacteriocinas,

pequefios péptidos con capacidad antimicrobiana.

3.24  Recuento de mohosy levaduras

La tabla 6-4 presenta los resultados del anélisis de mohos y levaduras de las muestras y los limites
méaximos permisibles para leches fermentadas NTE INEN 2395 con un maximo de 500 UFC/g, y

no para bebidas lacteas ya que no se establece un limite para este producto.
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Tabla 6-3: Resultados del recuento de mohos y levaduras de leches fermentadas y bebidas lacteas

C1.P.F (Bebida lactea) <100 N.E
Cl.L.F <100
C2.PC.M <10+0

C3.L.D <10+0 500

UFC/ g

C3.Y.F <100
C4ALF <10x0
C5.L.M <100
T.N <10x0
E.L <10+0

Leche cruda <100 N.E

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En todas las muestras analizadas no existio crecimiento de mohos y levaduras, segin Ramirez
indica que este tipo de microorganismos se les imposibilita crecer a temperaturas bajas como son
las de almacenamiento de estos productos a 4° C ademas de su inhibicion en bajos pH al igual que
S. aureus y E.coli la accion de las BAL responsables de la fermentacion de la leche y por su
produccion de cido lactico y otros componentes impiden el desarrollo y crecimiento de mohos y

levaduras.

3.3 Resultado de recuento de bacterias acido lacticas

La tabla 7-3 muestra los resultados del recuento de BAL realizado en medios de cultivo selectivo
para bacilos MRS y para cocos M17. La NTE INEN 2395 para leches fermentadas establece que
deberan cumplir con los requisitos del contenido minimo del microorganismo especifico siendo
estos Lactobacillus delbruekii subsp, bulgaricus y Streptococcus salivaris subsp. thermophilus;
Lactobacillus acidophilus, segln sea el caso, es decir que toda leche fermentada debe contener
como minimo uno de los microorganismos mencionados y encontrarse entre los limites maximos

permisibles.
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Tabla 7-3: Recuento de bacterias acido lacticas en MRS y M17

ClP.F <100 13x 10 %2 13x10°+2
(Bebida lactea)
ClLF <10£0 24x10°%+ 2 2410 % 2
C2.PC.M <100 22x10 %2 22x10°+2
C3.LD <100 22x10°% 2 22x10%+ 2 10 "UFC/ g
C3.Y.F <100 15x 10 4 2 15x10°+2
CA.LF <10+0 23x 108+ 2 23x 1082
C5.L.M <100 26x10 %+ 2 26x 10 % 2

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Las muestras analizadas no presentaron crecimiento en agar MRS indicado para bacilos, pero si
crecimiento en agar M17 indicado para cocos, sumando valores mayores a los establecido en la
norma, es decir si cumplen con los requisitos microbiolégicos de la normativa ecuatoriana y

también con el reglamento de la Comunidad Europea.

Estrada menciona en su estudio que la flora de las leches fermentadas y sus derivados estan
constituida por cocos y bacilos, ademas, ambas especies deben encontrarse en gran nimero en el
producto y por lo tanto en el cultivo iniciador, la relacion normalmente debera ser de 1:1y
mantenerse en el producto final. Esta proporcion entre los dos microorganismos va cambiando
inicialmente, los cocos crecen més deprisa debido a que los bacilos sintetizan factores de
crecimiento y también como consecuencia de la adicion de estos compuestos con el inoculo.
Después el desarrollo de los cocos se hace mas lento por el efecto del 4cido producido mientras
tanto los bacilos han empezado a crecer mas rapidamente estimulados por los factores de
crecimiento (CO2 y acido férmico) producidos por los cocos.

En estos productos también hay un proceso de antibiosis, ya que los cocos no pueden seguir
desarrollandose a partir del momento en que se alcanza una determinada acidez. Tanto los
estreptococos como los lactobacilos tienen una importante contribucion en la determinacion de
las propiedades del yogurt. Es preciso evaluar las caracteristicas de las cepas bacterianas

utilizadas, ya que no todas las combinaciones son compatibles.

La mayor prevalencia de cocos segun Carrion explica que S. termophilus libera amoniaco y lo
difunde dentro de las células de L. bulgaricus provocando un aumento en el pH haciéndolo mas

alcalino, provocando un descenso en el crecimiento de los lactobacilos e incapacitandolos para el
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transporte de amonio al interior de la célula, como consecuencia de la hidrolisis de la urea

realizado por S. termophilus llegan a afectar la fermentacion homolactica del mismo.

Ademas, durante la fermentacion de la leche, S. thermophilus y L. bulgaricus se enfrentan
constantemente a cambios, estimulos y las tensiones ambientales, que pueden afectar la fisiologia
celular. Estos cambios ambientales previsibles incluyen variaciones de pH, la limitacion de la
disponibilidad de nutrientes, y la acumulacion de metabolitos toxicos formados en el proceso de
fermentacion. La exposicion a pH bajo por un largo periodo de tiempo provoca una detencion del
crecimiento, una reduccion dramética de glucosa y una pérdida progresiva de la viabilidad.

3.4 Resultado de pruebas bioquimicas para comprobacion de BAL
34.1 Resultado de pruebas de tincion Gram, catalasa y oxidasa

La tabla 8-3 muestra los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a los productos para
comprobar si las bacterias &cido lacticas que crecieron en los medios selectivos son
verdaderamente acido lacticas esto se comprobd mediante los analisis de tincién Gram, catalasa
y oxidasa.

Tabla 8-3: Resultado de pruebas de tincion Gram, catalasa y oxidasa

Cl.P.F (Bebida  Estreptococos

lactea) Gram (+)

Cl.L.F Estreptococos - -
Gram (+)

C2.PC.M Estreptococos - -
Gram (+)

C3.LD Estreptococos - -
Gram (+)

C3.Y.F Estreptococos - -
Gram (+)

C4.LF Estreptococos - -
Gram (+)

C5.L.M Estreptococos - -
Gram (+)

T.N Bacilos - -
Gram (+)

E.L Bacilos - -
Gram (+)

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En los resultados la mayoria de las leches fermentadas mediante tincién Gram se pudo observar

la presencia de estreptococos Gram negativos, es decir en estos productos hay prevalencia de
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Streptococcus termophilus de acuerdo a las caracteristicas microscopicas y al ser mas utilizado
en la fermentacion de leches, a pesar de que su relacién sea 1:1 en la prueba microscépica no se
confirma que se cumpla esta analogia, esto se explica por el proceso de proto cooperacion gque

existen entre las dos bacterias.

Todas las muestras resultaron dar pruebas catalasa negativa donde se comprueba que esta enzima
no esta presente en este tipo de bacterias acido lacticas y de la misma manera se da en la prueba
de oxidasa resultando ser negativa para todas las muestras en la cual se evidencia que no existe la

presencia de la enzima que solo estan presentes en bacterias Gram negativas.

34.2 Resultado de la evaluacion del efecto de bacterias &cido lacticas de yogur, sobre poblacion de
Escherichia coli ATCC 25922

3.4.2.1 Resultado de recuento de Escherichia coli

La tabla 9-3 expone los resultados de la evaluacién del efecto de las bacterias acido lacticas sobre
la poblacidn de E. coli, con base en las variaciones en el crecimiento de la bacteria durante 20
dias de vida util promedio de las 4 muestras de yogur analizadas, el dia cero corresponde al dia
que fue inoculada la cepa de E. coli, para esta comprobacion se utilizo la Unica bebida lactea, un
yogurt envasado en funda de polietileno de baja densidad comercializados en los bares escolares
muestreados, un yogurt del grupo control y el yogurt elaborado en laboratorio.

Tabla 9-3: Resultado de recuento de Escherichia coli durante el tiempo de vida util de los
productos

0 67

1 81 7

35 2 50 1
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

El comportamiento de Escherichia coli frente al tiempo de vida Gtil que se presenta en la tabla
indica como el desarrollo de la bacteria va disminuyéndose desde niveles detectables en el dia O

y dia 5 a niveles no detectables a partir del dia 10 como se observa en el Gréafico 1-3.
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Grafico 1-3: Resultados de recuento de E. coli en el tiempo de vida Util
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018
Como se observa en la Gréfico 1-3 la muestra C1.P. F(Bebida lactea) y T.N presentan un mayor
nimero de E. colienel dia0y dia5yen lamuestra C1.L.Fy E.L tiene un bajo crecimiento desde

el dia de inoculacion de la bacteria patogena. Al finalizar el analisis las muestras no tienen

presencia de E. coli

3.4.2.2 Resultado de recuento de medicion de pH
La tabla 10-3 presenta los resultados de la medicion progresiva de pH a medida en los dias de
vida Gtil de cada muestra a analizar detectando asi la accion de las bacterias acido lacticas en este

tiempo.

Tabla 10-3: Resultado de medicion de pH durante el tiempo de vida til de los productos

4,193 4,016 4,19 4,12
4,1 3,95 4,08 3,98
4,05 3,93 4 3,91
4,03 3,93 3,99 3,89
4,04 3,94 4 3,9

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Con los resultados que se muestran se puede describir que a medida que aumentan los dias de
vida util de cada producto el pH disminuye debido a que las bacterias acido lacticas realizan la
fermentacion de los azlcares aun después de el envasado de cada producto.
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Se observa un comportamiento muy similar en las cuatro muestras, los resultados de pH son
directamente proporcionales a el recuento de E. coli debido a que a este pH acido no son tolerables
la E. coli segun la ficha Rodriguez en su articulo “Principales caracteristicas y diagnostico de los
grupos patogenos de Escherichia coli” indica que las condiciones Optimas de crecimiento de la
E. coli es en un pH de 6 a 7 y pueden sobrevivir hasta un pH de 4,4, de tal manera que al
encontrarse en un medio que se encuentra menor a 4,4 se evidencid la ausencia de crecimiento a
partir del dia 10 en todas las muestras de yogur analizados hasta el tltimo dia de vida Util de cada
producto.

RESULTADOS DE MEDICION DE pH
4,25

4,2
4,15

4,1

’

4,05

3,95
3,9

3,85
0 5 10 15 20 25

C1.P.F (Bebida lactea) C1.L.F T.N E.L

Gréfico 2-3: Resultados de medicion de pH durante el tiempo de vida util de los productos
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Ademas, como se observa en el Gréafico 2-3 el pH inicial es 4.2 y va decreciendo a medida que
pasan los dias disminuye el pH, lo que indica que las muestras de leches fermentadas inoculadas
la cepa de E. coli llegan a tener un pH menor por la accién de las BAL como sefiala Bodana y
Rao en su estudio “Antimutagenic Activity of Milk Fermented by Streptococcus thermophilus
and Lactobacillus bulgaricus” que la exposicién a pH bajo por un largo periodo de tiempo
provoca una detencion del crecimiento una reduccion dramatica de glucosa y una pérdida

progresiva de la viabilidad de bacterias patogenas.

3.4.2.3 Resultado de recuento de BAL en agar MRS

En la tabla 11-3 se muestran los resultados de la medicion progresiva de bacterias acido lacticas
en el medio selectivo MRS indicadas para bacilos en el transcurso de 20 dias de vida Gtil de cada

producto.
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Tabla 11-3: Resultado de recuento de bacterias acido l4cticas en agar MRS

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Las muestras C1.P.F y C1.L.F presenta ausencia de bacilos esto quiere decir que estas bacterias
acido lacticas no actuaron en la inhibicién de crecimiento de E. coli ya que si lo hubiera sido se
encontraria en un nimero elevado o existiria la presencia de crecimiento, por lo contrario, las
muestras T. Ny E.L en el dia 0 si presentan bacilos aunque en un nimero no significativo y a la
vez indica su decrecimiento en el dia 5, esto se explica a que el las industrias de yogures el cultivo
de bacterias fermentadoras son de alto costo especialmente los bacilos es por ello que muchas de
las veces se prefiere fermentar la leche con cultivos con mayor carga de cocos, ademas como ya
se habia explicado anteriormente el peso que tiene los cocos sobre los bacilos debido a que los
cocos y principalmente el Streptococcus actla a la par con Lactobacillus pero a la vez lo inhibe
por la liberacién de amoniaco que ingresa al centro de los lactobacilos.

RECUENTO DE BAL EN MRS
160
140
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Gréfico 3-3: Recuento de bacterias acido lacticas en agar MRS durante el tiempo de vida

atil de los productos
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018
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Como se observa en el Grafico 3-3 existe una depreciacion de bacilos que se desarrollaron en este
medio selectivo, es decir que los bacilos no siempre actdan a la par con los cocos de las leches

fermentadas.

3.4.2.4 Resultado de recuento de BAL en agar M17

La tabla 12-3 reportan los resultados del recuento de bacterias en el medio selectivo M17 que
indican la presencia de cocos en el transcurso de 20 dias como tiempo de vida util de cada
producto.

Tabla 12-3: Resultado del recuento de bacterias acido lacticas en agar M17 durante el tiempo de
vida util de cada producto

0 13 24 98 17

24 52 84 32
28 50 80 30
25 35 72 30
16 20 50 14

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En todas las muestras existié crecimiento de cocos en el medio selectivo M17 lo que se explica
que la flora del yogurt estd constituida por las bacterias lacticas termofilas Streptococcus
termophilus y Lactobacillus bulgaricus.y por ello entre cocos y bacilos se crea un fendmeno de
mutua estimulacion del crecimiento Ilamado protocooperacion. Glavina et al., indica que los
cocos potencian el desarrollo de los bacilos produciendo acido formico a partir del cido pirtvico
en condiciones anaeroébicas y formando rapidamente CO, pero a la vez que potencia la accién de
bacilos también los inhibe esta accion se debe a que los cocos liberan amoniaco y lo difunde
dentro de las células de L. bulgaricus provocando un aumento en el pH haciéndolo mas alcalino,
induciendo un descenso en el crecimiento de los lactobacilos e incapacitandolos para el transporte
de amonio al interior de la célula, como consecuencia de la hidrolisis de la urea realizado por S.

termophilus llegan a afectar la fermentacion homolactica del mismo.

Ademas, el resultado del dia 20 indica un crecimiento bajo esto se debe a que en el yogurt también
hay un proceso de antibiosis, ya que los cocos no pueden seguir desarrollandose a partir del
momento en que se alcanza una determinada acidez. Tanto los estreptococcus como los
lactobacilus tienen una importante contribucion en la determinacion de las propiedades del
yogurt, de tal manera que su relacion con el pH medido es directa ya que a medida que el pH
desciende las bacterias acido lacticas aumentan y a la vez ejercen su accion inhibitoria sobre la

poblacion de E. coli.
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En la Grafica 4-3 se evidencia el aumento de colonias a partir del dia cero con su maximo
crecimiento en el dia 10, ademas, la muestra T.N es el producto que mayor UFC tiene y a la vez
si tuvo crecimiento de bacilos, esto puede deberse a que en la industria que elabora este producto

si utilizan cultivos fermentadores con alto nimero de cocos y bacilos.

RECUENTO DE BAL EN M17
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Gréfico 4-3: Resultado del recuento de bacterias acido lacticas en agar M17 durante el  tiempo

de vida util de cada producto
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

De acuerdo con la Tabla 1-3 el producto C1.LF hace una alegacion de contener probi6ticos, pero
segln normativa internacional para que un yogur tenga esta denominacion probidtica debe
contener a mas del cultivo minimo, cepas probiéticas adicionales, de acuerdo con esto es
importante mencionar que existe un vacio legal en cuanto a las alegaciones que pueden hacerse

en un etiquetado con la normativa ecuatoriana.

35 Resultados del analisis fisico quimico de leches fermentadas y bebidas lacteas

351  Resultado de medicién de pH

En la Tabla 13-3 se muestran los resultados de la medicion de pH y los limites maximos

permisible segun la Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010, ya que en la normativa

ecuatoriana no establece un limite para este parametro.
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Tabla 13-3: Resultado de medicion de pH de leches fermentadas y bebida lactea

CODIGOS DE MUESTRAS pH LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES
C1.P.F (Bebida lactea) 421 +0,01
Cl.L.F 415 +0,1
C2.PC.M 4,07+0,01
C3.L.D 4,13 £ 0,01 <46

C3.Y.F 4,02 £ 0,01
CAL.F 4,16 £ 0,01
C5.L.M 4,10 £ 0,01

T.N 4,19 £ 0,005

E.L 4,12 +£0,005

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

De todas las muestras tanto de leches fermentadas como de bebidas lacteas se encuentran dentro
del rango permitido por la normativa mexicana, teniendo en cuenta que las leches fermentadas
por la accion de las bacterias acido lacticas y por la fermentacion de los azicares deben tener un
pH relativamente bajo para llamarse leche fermentada y bebida lactea.

Gamboa (Gamboa 2013) indica que el pH es un parametro relevante para la conservacion de los
yogures y bebidas lacteas cuando disminuye, aumenta el periodo de conservacién del producto

35.2  Resultado de medicion de actividad de agua

En la tabla 14-3 se muestras los resultados de la medicion de la actividad de agua.

Tabla 14-3: Resultado de medicion de actividad de agua de yogures y bebidas lacteas

CODIGO DE MUESTRAS aw
C1.P.F (Bebida lactea) 0,9942 +0,0015
ClLF 0,9941 +0,0014
C2PC.M 0,9954 + 0,0007
C3L.D 0,9930 + 0,0001
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C3Y.F 0,9939 +0,0018
CAL.F 0,9939 £ 0,0014

C5L.M
0,9937 +0,0018
Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

La actividad de agua para todas las muestras analizadas es superior a 0,99, siendo valores
coherentes con el tipo de producto, ya que los alimentos frescos y liquidos tienen los valores de
actividad de agua cercano a 1, esta medida de agua no ligada dispone al crecimiento de
microorganismos, por lo que es necesario las adecuadas condiciones de higiene en su elaboracion,

para que Unicamente se desarrollen las bacterias deseadas.

353 Resultado de medicion de porcentaje de humedad por método de desecacion en estufa de aire

caliente

En la tabla 15-3 se muestran los resultados del analisis de porcentaje de humedad por el método
de desecacion en aire caliente y los limites maximos permisibles segun la normativa oficial
mexicana NOM-116-SSA1-1994, para conocer la cantidad de agua de las muestras que se

encuentra libre.

Tabla 15-3: Resultado de medicidn de porcentaje de humedad por método de desecacion en
estufa de aire caliente de leches fermentadas y bebidas lacteas

CODIGO DE %H LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES
MUESTRAS NORMA
NOM-116-SSA1-1994
C1.P.F (Bebida 91,4603 +0,1
lactea)
Cl1.L.F 84,6173 + 0,06
C2.PC.M 87,461+ 0,039
70-95%
C3.L.D 84,4826 + 0,035
C3.Y.F 86,8976+ 0,135
C4.L.F 84,3803+ 0,43
C5.L.M 84,3867 + 0,02

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

Todas las muestras cumplen con lo establecido en la norma NOM-116-SSA1-1994, sin embargo

las muestras C1.P.F (Bebida lactea) y C2.P.CM (Yogurt) presentan el mas alto porcentaje de
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humedad lo que significa que cuenta con menor numero de sélidos y presentan también mayor
aw. Las cifras de contenido en agua varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. En
los tejidos vegetales y animales, puede decirse que existe en dos formas generales: “agua libre” y
“agua ligada”. El agua libre o absorbida, que es la forma predominante, se libera con gran
facilidad. El agua ligada se halla combinada o absorbida. Se encuentra en los alimentos como
agua de cristalizacién (en los hidratos) o ligada a las proteinas y a las moléculas de sacéaridos y

absorbida sobre la superficie de las particulas coloidales (Hart, 1991).
354  Resultado de andlisis de porcentaje de cenizas

La tabla 16-3 indica los resultados del analisis de % de cenizas junto con el limite maximo
permisible basado en la norma oficial mexicana NOM-181-SCFI-2010 en la que establece que la

medicién de cenizas debe encontrarse en un 0,6%.

Tabla 16-3: Resultado de andlisis de porcentaje de cenizas de leches fermentadas y bebidas
lacteas

CODIGO DE %C (Promedioy D.E) LIMITES MAXIMOS
MUESTRA PERMISIBLES
C1.P.F (Bebida 09+0,1

lactea)

ClLF 0,5+ 0,06

C2.PC.M 0.9 £0,039 0,6%

C3.LD 0,7 £ 0,035

C3.Y.F 0,5£0,135

CA.LF 0,5+0,43

C5.L.M 0.4 £0,02

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

De todas las muestras analizadas la muestra C1.P.F(Bebida lactea) y C2.PCM no cumplen con lo
que establece la normativa mexicana, dichos resultados se deben a la presencia de minerales en
el producto como adulterantes inorganicos siendo perjudicales para la salud de quien lo consume

ya que los minerales no se pueden oxidar en el organismo para producir energia.
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355  Resultado de andlisis de contenido graso

En la tabla 17-3 se presentan los resultados que indica el analisis de contenido graso que fueron
reportados por un laboratorio externo acreditado, basandose en Official Methods of Analysis of
AOAC INTERNATIONAL AOAC 20TH 952.06 para leches fermentadas y norma NTE INEN
2564 para bebidas lacteas.

17-3: Resultado de analisis de contenido graso

MUESTRAS Contenido Graso LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES
C1P.F 1,7 3
(Bebida
lactea)
ClL.F 2,80 <2,5

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En los resultados de las dos muestras representativas solo la bebida lactea se encuentra dentro de
los limites permisibles por la norma ecuatoriana NTE INEN 2364 cumpliendo con lo establecido,
por lo contrario, la muestra de leche fermentada C1.L.F presenta un valor que no se encuentra
dentro de los limites permisibles por la normativa, y no concuerda con la declaracion de la etiqueta
(Tabla 2-3), sobre todo en el producto bebida lactea ya que tiene un valor menor al que declara
(29/100g).

356 Resultado de andlisis de proteinas

La tabla 18-3 presenta los resultados del andlisis de proteinas que fueron reportados por el
Laboratorio externo acreditado, basandose en Official Methods of Analysis of AOAC
INTERNATIONAL AOAC 20TH 991.20 para leches fermentadas y en la norma NTE INEN
2564 para bebidas l4cteas.

Tabla 18-3: Resultado de andlisis de proteinas

CODIGO DE Proteina LIMITES MAXIMOS
MUESTRAS PERMISIBLES
Cl1.P.F
(Bebida lactea) 1,54 1,5
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ClL.F 2,61 2,7

Realizado por: Lizbeth Aguirre, 2018

En los dos casos las muestras cumplen con lo establecido en las normativas, es decir los productos
cuentan con la cantidad requerida por el organismo, ademas, las proteinas con el pH medido no
han sufrido ningun proceso de desnaturalizacion, pero de acuerdo con la Tabla 2-3 los valores de
proteina que exhiben en su etiquetado (3g/100g) en la bebida lactea y yogur, no se encuentran

acorde a los valores reportados por el laboratorio.

Cabe mencionar que las proteinas que tiene el yogurt son utilizadas por el organismo para crear
nuevas proteinas, responsables de construir tejidos, como los de nuestra masa muscular, y regular
los fluidos del organismo entre otras funciones, es por ello que este es uno de los parametros mas
importantes a analizar y controlar en las industrias que elaboran estos productos, y si estos

alimentos no aportan la cantidad necesaria de lo que declaran se esta engafiando al consumidor.
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CONCLUSIONES

El andlisis microbioldgico de calidad sanitaria de los yogures y bebida lactea se determiné que de
todas las muestras analizadas si cumplen con lo establecido en la normativa ecuatoriana NTE
INEN 2395 y NTE INEN 2564, sin contar con crecimiento de microorganismos patdgenos que
sefiala la norma como los es coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, mohos y
levaduras y a la vez el andlisis de aerobios mesofilos no cuenta con un ndmero elevado que sea

significativo para ser un riesgo en la salud del consumidor.

En la determinacidn de las caracteristicas fisico-quimicas del yogur y la bebida lactea, todas las
muestras analizadas cumplen con los establecido en las normas correspondientes para cada
analisis, sin embargo en cuanto a contenido de grasa y proteinas hay diferencia entre lo que

reportan en su etiqueta con los datos del laboratorio.

El recuento de bacterias acido lacticos en los medios de cultivo selectivos M17 y MRS mostro
una mayor prevalencia de cocos en todas las muestras analizadas, pero con mayor crecimiento en

las leches fermentadas que en la bebida l4ctea.

En la confirmacién de bacterias acido lacticas por actividad de catalasa, oxidasa y tincion Gram,
las reacciones de oxidasa y catalasa fueron negativas y en tincién Gram predominé la presencia

de cocos.
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RECOMENDACIONES

Dar a conocer a los responsables del expendio de estos productos lo que se esta exhibiendo en los
etiquetados ya que no estdn cumpliendo con lo que declaran, para asi erradicar la publicidad

enganosa y asegurar la salud del consumidor.

Realizar mas estudios a los productos que se expenden en las instituciones educativas, ya que
estos productos son consumidos por la poblacion infantil, para poder brindar una ayuda a las
industrias y que puedan controlar ciertos parametros que pueden causar un error en los analisis y

que asi brinden confianza al consumirlo

Las BAL son bacterias facultativas que pueden desarrollarse tanto en presencia como en ausencia
de oxigeno por lo que es recomendable realizar un analisis previo para conocer qué caracteristicas
poseen las bacterias que van a ser estudiadas y brindarles el ambiente adecuado para su

crecimiento éptimo.

Complementar el estudio con el aislamiento e identificacion de las bacterias acido lacticas
encontradas mediante métodos mas actualizados como la identificacién molecular a través del
RNA ribosomal 16S
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ANEXOS

ANEXO A. Evaluacion de calidad higiénico sanitaria de leches fermentadas y bebidas lacteas

Fotografia LA. Recuento de microorganismos aerobios mesdéfilos en agar PCA

Fotografia 2A. Recuento de coliformes Escherichia coli.

Fotografia 3A. Recuento de Staphylococcus aureus



Fotografia 4A. Recuento de mohos y levaduras

ANEXO B: Recuento de bacterias acido lacticas

Fotografia 1C. Cocos de crecimiento en M17



ANEXO D: Evaluacién del efecto de bacterias acido lacticas de yogur, sobre poblacién de

Escherichia coli

Fotografia 1D. Recuento de E. coli Fotografia 2D. Recuento de E. coli
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Fotografia 3D. Recuento de E. coli Fotografia 4D. Recuento de E. coli
dia 10 dial5y 20



ANEXO E: Analisis fisico quimico
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ANEXO F. Informe de Laboratorio AVVE de ensayos fisico quimico de leche fermentada
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PRODUCT DESCRIPTION - PD 207082-2.4FR

CHOOZIT™ MA 4001 LYO 25 DCU
CHOOZIT™ Cheese Cultures

Description

ANEXO G: Fermento usado en la elaboracién de yogur en laboratorio

'DANISCO

First you add knowledge...

No. de produit 50430

Ferment lactique lyophilisé concentré pour
I'ensemencement direct du lait et des bases lactées.

Doagad‘utlllatlon
Produit Dose
fromage a pate molle 5- 10 DCU/ 100 | de lait

Fromage a pate demi-dure 5- 10 DCU/ 100 | de lait

type quark 25-5DCU/ 100 | de lait
créme acidifiée 25-5DCU/ 100 | de lait
Les doses d' p sont 4 twe
Indicatif. Des fe 0 p t &tre rajoutés en

1 dela e, du taux de gr et des

Ncnrup&u&nom.ﬂnuwhmumd‘uu
ulilisation autre que cefle recommandée.

Conseils d'utilisation

Conserver a une température < 4°C dans un endroit
sec. Lorsque le produit est conservé a une
température négative, laisser le sachet pendant 30 &
60 minutes, & température ambiante, avant de l'ouvrir.
Dans le cas contraire, les propriétés de la culture en
seront affectées. Prolonger 'exposition a température
ambiante diminuera également les performances.
Vérifier avant utilisation que la culture utilisée est sous
forme de poudre. Ajouter directement au lait de
fabrication dés que les pales d'agitation de la cuve
sont recouvertes de lait. Eviter la formation de
mousse et d'air dans le lait.

Recommandations importantes :

Si le produit forme une masse compacte, il doit étre
mis au rebut. Afin de garder la contamination
bactériophagique sous contrdle, s'assurer que
I'environnement et les équipements soient netloyés
avec des produits appropriés, & intervalles réguliers.
Supprimer tout systéme qui pourrait recycler une
partie du produit fini au début de la chaine de
fabrication afin de limiter la propagation phagique.
Notre responsabilité ne serait étre engagée en cas
d'une utilisation autre que celle recommandée.

Lactoeoowshcnssubsplaws.

- Une rotation phagique est disponible sur demande.

Spécifications physiques/chimiques

Normes d'activité acidifiante

Milieu test :
Lait stérilisé reconstitué (10% matiéres séches)
Chauffé 20 min & 110°C. Standardisé a un pH 6,60

Température : 30°C
Taux d'ensemencement : 6.25DCU /1001
Delta pH : 09
Temps pour atteindre le deita pH : <= 6 heures
Spécifications microbiologiques

Normes bactériologiques (données standard et
méthodes de référence)

Coliformes <10/g[1)
Enterococci <20/g(2)
Levures <10/g3)
Moisissures <10/g(3]
Staphylococci coagulase positive <10/g[4)
Listeria monocytogenes neg. /25 g [5]
Salmoneila neg. /25 g [6]

[1] NF VDB-015, IDF 73A-1985

3

{4] NF VOB0S7, IDF 145A.1997
{5] NF VOB-0SS, IDF 143A.1990
{6] NF V08.052. IDF 938-1995

Fotografia 1G. Ficha técnica del fermento lacteo usado en la elaboracién del yogur



