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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto bioconservador in vitro en tres
yogurts comerciales formulados con cultivos iniciadores diferentes, utilizando
como indicador de calidad sanitaria una cepa de Escherichia coli aislada de un
caso clinico de mastitis, del Departamento de Bacteriologia y Micologia de la
FMVZ de la UNAM, bajo condiciones de refrigeracion y temperatura optima de

crecimiento.

Se trabajo con tres yogurts comerciales con probidticos adicionados (Lactobacillus
casei Shirota y Lactobacillus johnsonii) y sin probiéticos como control
(Lactobacillus  delbrueckii spp. bulgaricus), se les realizaron analisis
microbiolégicos y pruebas fisicoquimicas de acuerdo a la normatividad mexicana,
posteriormente se inocularon con una concentracién aproximada de 108 de E. coli
y se almacenaron a dos distintas temperaturas, a 37°C (temperatura 6ptima de
crecimiento) y a 4°C (temperatura de refrigeracion) y se evalud el efecto
bactericida de las Bacterias Acido Lacticas (BAL) y la influencia de la matriz del
alimento sobre la inhibicion de la cepa, en donde el comportamiento de

supervivencia de ésta bacteria a 4°C fue ajustado a un modelo de Doble Weibull.

Los tres yogurts analizados cumplieron con las especificaciones microbioldgicas
establecidas por la norma mexicana al no encontrarse microorganismos
patégenos, asi mismo, también cumplieron con los limites maximos y minimos
marcados por la NOM-243-SSA1-2010 y la NOM-181-SCFI-2010 para el contenido
de proteina, grasa, solidos lacteos no grasos, pH y acidez. Sin embargo, para los
valores reportados en su etiqueta, el yogurt B solo coincide en los porcentajes de
grasa 1.3% y de cenizas 0.14%, el yogurt A solo en el contenido de grasa con
0.6%, mientras que el yogurt C difiere en todos los valores reportados por el

fabricante con los obtenidos en el AQP.
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El tiempo de inhibicion de E. coli a 37°C se dio en un tiempo menor a las 8 horas
de almacenamiento y fue ajustado a un modelo lineal, mientras que a 4°C el
comportamiento inhibitorio del indicador siguié una distribucion de Doble Weibull
para los tres yogurts, siendo el yogurt A el medio menos inhibidor al presentar el
valor mas alto de 8,=151.48 h, y el yogurt B el mas eficiente al inhibir la cepa

bacteriana en 79 h.

La viabilidad de las BAL fue afectada principalmente por la temperatura y la matriz
del alimento, mientras que la presencia de E. coli no tuvo un efecto significativo.
La presencia de Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus thermophilus en el
yogurt A se mantuvo constante a 37 y 4°C; en el yogurt B Streptococcus
thermophilus se redujo 3 ciclos logaritmicos aproximadamente (P = 0.05) debido a
las sustancias producidas por Lactobacillus johnsonii y para el yogurt C
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus y S. thermophilus disminuyeron 3.5y 4.3
Log UFC/mL a las dos temperaturas y Unicamente para éste yogurt la presencia

de E. coli tuvo un efecto significativo (P = 0.05) en la reduccion de las mismas.

e
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INTRODUCCION

La calidad sanitaria de los alimentos es fundamental ya que influye en la
conservacion y la vida de anaquel de los mismos y, sobre todo, porque los
microorganismos presentes en ellos, pueden ser causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos o ETA’s °. Por lo anterior, la inocuidad de un alimento

se establece determinando la presencia o ausencia de microorganismos.

Una herramienta que ayuda a evaluar la seguridad microbioldgica de los alimentos
es la Microbiologia Predictiva, la cual permite describir y predecir por medio de
modelos matematicos la respuesta microbiana durante el almacenamiento y los
factores que pueden afectar su crecimiento o supervivencia en el mismo. Los
parametros proporcionados por cada modelo también facilitan la comparacion de
distintos procesos tecnolégicos para reducir poblaciones microbianas®. Las
curvas que siguen los microorganismos durante su inhibicion son variadas,
siguiendo una cinética de primer orden cuando se trata de tratamiento térmicos>®,
sin embargo, cuando se trata de tratamientos no térmicos el comportamiento no
es lineal presentando hombros o periodos de retraso, al igual que colas o
subpoblaciones de bacterias mas resistentes al tratamiento, existen diversos
modelos que describen estos tipos de comportamiento®, siendo uno de ellos el
modelo de Double Weibull, basados en la hipo6tesis de que existen dos subgrupos

con diferentes resistencia en una misma poblacion®.

Para predecir el comportamiento de los microorganismos en los alimentos
generalmente se utilizan microorganismos indicadores que advierten
oportunamente de un manejo inadecuado o contaminacién que incrementan el
riesgo de presencia de microorganismos patdgenos en alimentos. Algunos de los
microorganismos que se utilizan para este fin, se encuentran los coliformes, entre

ellos Escherichia coli.

Escherichia coli es un patdégeno de gran interés industrial, por estar implicado en
una serie de intoxicaciones alimentarias como resultado del consumo de alimentos

contaminados por dicha bacteria. Se podria pensar que E. coli no creceria en
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alimentos acidos como los productos lacteos fermentados por su bajo pH y alta
acidez, en cuyas condiciones no se desarrollaria, sin embargo, en las ultimas
décadas E. coli O157: H7 ha sido implicada en el consumo de alimentos acidos
tales como sidra de manzana, yogurt®® o mayonesa*'’. Estos brotes sugieren que
E. coli puede ser tolerante a las condiciones acidas encontradas en el yogur y se
ha observado que puede permanecer viable hasta 1-8 dias durante la

refrigeracion®.

Durante cientos de afios las BAL han desempefiado un papel importante en la
obtencion y produccién de la mayor parte de los alimentos fermentados que
actualmente se consumen. Las BAL proporcionan caracteristicas organolépticas y
estructurales favorables a los productos y tienen la capacidad de inhibir el
desarrollo de microorganismos no deseables, alterantes y patdgenos, lo que
sugiere la posibilidad de utilizarlos para extender la vida atil y mantener la calidad
higiénica de los alimentos. Los efectos inhibitorios no sélo son el resultado de una
acidificaciéon del medio, también pueden ejercer diversos sistemas de inhibicion
microbiana por la produccién de acidos organicos, metabolitos del oxigeno,
compuestos organicos, antibiéticos y bacteriocinas®. Sin embargo, para que
puedan permanecer viables dentro del yogurt, se requiere de la adicién de algunos
compuestos, como prebiéticos (almidén y pectina), levaduras y de algunas sales**.

El objetivo del presente estudio fue comparar los efectos del yogurt sin probioticos
adicionados y dos yogurts con probioticos (cepas diferentes de Lactobacillus),
sobre la viabilidad de una cepa de E. coli asilada de un caso clinico (utilizada
como un indicador de calidad), en condiciones in vitro a temperatura de
refrigeracion 4°C y a temperatura Optima de crecimiento 37°C, con el fin de
determinar si existen diferencias importantes en lo que respecta a la reduccion de

la poblacion bacteriana.
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1. ANTECEDENTES

Segun fuentes histdricas, el yogurt tuvo su origen 2000 afios a.C. en el Medio Oriente

(Asia y Europa Central), sin embargo, los productos a los que se refiere en esa
48,114
y

espontanea que pronto empezaron a elaborarse de forma mas sistemética pues,

época son en realidad varias leches fermentadas en forma empirica

ademas de ser una forma de conservar durante mas tiempo la leche, se les atribuian

2749 como el alivio de desérdenes estomacales,

ciertas propiedades benéficas
intestinales y del higado. Durante la primera mitad del siglo XX, el bacteriélogo ruso
Elie Metchnikoff demostré los beneficios de algunas BAL en el tratamiento de las
diarreas en lactantes y relacion6 estos beneficios con la buena salud y la longevidad
de los campesinos de los Balcanes quienes consumian frecuentemente un producto
fermentado, a partir de leche, al cual le llamaban Yahourth, por este motivo, se
considerdé que dichas leches fermentadas fueron las precursoras de lo que hoy se
conoce como Yogurt®®., En 1917, Isaac Carasso comenzé a producir yogurts en
Barcelona utilizando procedimientos industriales, que se vendian exclusivamente en

farmacias®’.

En la actualidad al existir una gran variedad de alimentos lacteos fermentados los
organismos gubernamentales de cada pais son obligados a regular dichos alimentos,

estableciendo parametros para garantizar la calidad y seguridad de los mismos.

En México, la NOM-181-SCFI-2010 Yogurt-Denominacion, especificaciones
fisicoquimicas y microbiolégicas, informacién comercial y métodos de prueba, define
al Yogurt como: “el producto obtenido de la fermentacién de leche, estandarizada o
no, por medio de la accion de microorganismos Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, y teniendo como resultado la
reduccion del pH”, siendo ésta norma que reglamenta la produccion de yogurt.
Establece ademas, las distintas denominaciones que se pueden utilizar para dicha
definicion, las cuales son: yogurt, yogur, yoghurt, yoghurth o yogurth. Para

homogeneidad en este trabajo la denominacion utilizada sera yogurt.
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1.1 Aspectos socioecondmicos

Actualmente, el yogurt es consumido tanto por nifios como por adultos, por lo que se
ha convertido en un producto importante dentro de los hogares.

Consistentemente con los esfuerzos de los consumidores para aumentar lo saludable
en sus dietas, existe un mayor interés por el consumo de alimentos y bebidas
funcionales que mejoran la salud del corazoén, del tracto gastrointestinal, la funcion

inmune y bienestar en general, junto con otros beneficios®.

Es por esto que la industria lactea ha desarrollado este producto en varias
presentaciones, ya que si en los afios 80’s se contaba con el clasico yogurt batido y
el tipo americano, en la actualidad hay en el mercado una amplia variedad tales
como yogurt batido, light o descremado, vitaminados, con trozos de frutas, con

cereales y aquellos con agregados que regulan el transito intestinal.

Firmas como Danone, reconocen que el consumo de yogurt en México va a la alza

como se indica en la Figura 1.

Francia }
Rusia }
Espaia
EUA |
Mexico

Figura 1. Principales paises consumidores de yogurt.
Fuente: ANTAD, 2012
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Como se puede distinguir en la Figura 1 México es el quinto mercado mas importante
a nivel mundial, inicamente por debajo de Francia, Rusia, Espafia y Estados Unidos
de América. De acuerdo con un articulo publicado en el 2012 por la Asociacion
Nacional de Tiendas de Autoservicio y Departamentales (ANTAD) reportd que la
venta de productos lacteos fermentados como el yogurt se disparara 50 por ciento en

los proximos afios a nivel mundial.

Dentro de la industria lactea se ha observado un crecimiento constante en la
demanda del yogurt, este crecimiento fue originado a partir de la crisis econémica del
2009 donde el aumento del consumo de éste producto fue de 7 a 9 kg per capita en
el pais. En México las ventas de yogurt de cuchara, para beber y licuado crecieron
8% en valor de enero a diciembre del 2011, comparado con el mismo periodo de un
afio antes, segun la Encuesta Mensual de la Industria Manufacturera del INEGI de
aquel afo citada por la ANTAD (2012). La Figura 2 muestra la situacion mensual
actual de la industria manufacturera del yogurt en México reportada por el INEGI en

el Boletin de Informacion Oportuna del Sector Alimentario publicado en Abril de este

afo.
Voumen de produccidon de yogurt en México
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Figura 2. Volumen de produccion de yogurt en México durante enero de 2012 a marzo de
2013.
Fuente: INEGI, 2013
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De acuerdo con los datos recabados en la Figura 2, los niveles de produccion entre
enero del 2012 y febrero del 2013 se mantuvieron entre las 15 y 20 mil toneladas de
yogurt al mes, reportandose un aumento constante en la produccién desde diciembre
del 2012 donde se registraron los niveles mas bajos de produccion, apenas
superando las 15,000 toneladas hasta alcanzar su nivel mas alto en marzo del 2013
al superar las 20,000 toneladas de produccion, nivel que no habia sido alcanzado en
meses anteriores. Por lo que podemos decir que el comportamiento de los
volimenes de produccion es consistente con el crecimiento pronosticado por la

ANTAD para este sector.

En México la preferencia en el consumo de yogurt se divide principalmente en tres
variedades, el bebible, de cuchara y los licuados. En la Figura 3 se muestran los
porcentajes de consumo de éstas variedades de acuerdo a las preferencias del
mercado registradas por la SAGARPA en los primeros meses (enero y febrero) del

2013.

Porcentaje de produccion de yogurt
Enero- Febrero 2013

m Con fibra y/o cereales
(con cuchara)
m Para beber

m Licuados

m Otros

Figura 3. Diferentes tipos de yogurt consumidos en México.
Fuente: SAGARPA, 2013.
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Como se observa en la Figura 3 la mayoria de las ventas en México en el 2013 se
concentraron en tres tipos de yogurt, siendo el mas popular el yogurt bebible que
alcanz6 el 56% del total del consumo, seguido por el yogurt que se come con
cuchara el cual alcanzé el 30% del total de las ventas, mientras que el tercer puesto
fue ocupado por el yogurt tipo licuado con Unicamente el 5%; el 9% restante fue
ocupado por otros tipos de yogurts. Estos datos reportados por SAGARPA son
consistentes por los recabados por ANTAD (2012) de la encuesta realizada por la
consultoria Euromonitor a nivel mundial, que dice que el mayor generador de
ingresos durante el 2011 fue el yogurt para beber con 14 mil millones de dolares,

seguido por el que se come con cuchara en 11 mil 300 millones de ddlares.

La popularidad que ha ganado el consumo de yogurt en México como lo reporto el
INEGI alcanz6 los 10 mil 782 millones de pesos en el 2011 de los cuales el 56% de
acuerdo con la Figura 3, suman 6 mil 37 millones de pesos recaudados por las
ventas de yogurts bebibles, 3 mil 243 millones de pesos (30% del total del consumo)
fueron recaudados por la venta de yogurts de cuchara también conocidos como
batidos y en tercer sitio el licuado con 539 millones de pesos (5% del total de las
ventas). Si el crecimiento de este sector se mantiene constante como se espera, en
los préximos afos los niveles anuales de venta de yogurt superardn los 16 mil
millones de pesos al afio por lo que la industria lactea se ha enfocado en hacer
innovaciones para ofrecer al consumidor una variedad cada vez mas amplia que

cubra las necesidades de cada persona.

1.2 Composicién gquimica del yogurt

El valor nutritivo del yogurt depende de su composicién y ésta a su vez, varia en

funcién de tres aspectos primordiales®%:

1. Eltipo de leche que se utilice para su elaboracion.
2. El tipo de yogurt, natural o con fruta, pues al contener fruta en su formulacién

implica un aumento en el contenido de carbohidratos.
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3. De los cambios que ocurren durante la fermentacion lactica, éstos cambios
resultan con la reduccién de la lactosa y la formacion de &cido lactico, con un

aumento de péptidos libres, amino&cidos y acidos grasos.

De acuerdo con lo anterior el yogurt contiene proteinas, grasas y carbohidratos que
son propios de la leche, y debe contenerlos en las cantidades correspondientes al
tipo de leche con que se elabora. Por ejemplo, el yogurt elaborado con leche entera
debe contener un minimo de 2.5 por ciento de grasa lactea si es natural, para el caso
de productos elaborados con leche parcialmente descremada, el porcentaje minimo
es de 1 por ciento. Si se elabora a partir de leche descremada, el yogurt natural debe

contener un maximo de 0.5 por ciento de grasa lactea y 0.4 por ciento si tiene fruta.

Muchos yogurts se elaboran con leche descremada a la que se agregan crema o

concentrados de leche, ocasionando que los contenidos grasos sean distintos a los

de su leche de origen.

De acuerdo con la NOM-181-SCFI-2010 el Yogurt genérico debe cumplir con las
siguientes especificaciones fisicoquimicas reportadas en la Tabla 1 para poder ser

comercializado en el territorio nacional de acuerdo a la Secretaria de Comercio:

Tabla 1. Especificaciones fisicoquimicas del yogurt.

Especificaciéon p Qontenid9 .
Minimo Maximo
Proteina LActea (%m) e B E—
Grasa Butirica (%) | e 15
Ac!dez titul_able expresada como porcentaje de 05 | e
Acido Lactico (%) '
Solidos Lacteos no grasos(%) 825 | -

'La relacién de la caseina proteina lactea presente en el producto final debe ser al menos de
70% (m/m).

"La proporcion de proteina lactea respecto a los sélidos lacteos no grasos totales contenidos
en el yogurt, no debe disminuir respecto de la proporcién de proteina lactea presente
originalmente en la leche.

————— No especificado
Fuente: NOM-181-SCFI-2010
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1.3 Clasificacion del yogurt

Generalmente el yogurt y productos similares se clasifican en funcién de su estado
fisico, en el envase de venta, etc., sin embargo, no es la Unica clasificacion, en la

Figura 4 se muestran algunas de éstas que dependen de diversos factores.

fermentacion

*Yogurt fresco

*Yogurt
pasteurizado
después de la

A\ fermentacion

\
o

"\

Y/ Contenido de materia
grasa
*Yogurt enriquecido
*Yogurt entero

_ *Yogurt semidesnatado

A *Yogurt desnatado

/ Proceso de
elaboracion
* Yogurt firme
* Yogurt
batido

Sabor ' Consistencia

*Yogurt natural *Yogurt liquido

*Yogurt con *Mousse de
fruta . yogurt

Figura 4. Clasificacion del yogurt.

Fuente: Documentos Técnicos de Salud Publica, 2003
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1.4 Proceso de elaboracion del yogurt

Existe una gran variedad de yogurts que difieren entre si por varios factores, entre
ellos: el proceso de elaboracion, la adicion de saborizantes y la forma de

presentacion.

El yogurt firme y el bebible son dos tipos de yogurt que difieren en el proceso de
elaboracion. En el yogurt firme, la leche inoculada con los microorganismos se debe
empacar en los recipientes definitivos antes de que inicie la fermentacion, es decir, la
fermentacion se lleva a cabo en el mismo recipiente en el que sera distribuido el
producto. Si se desea agregarle frutas, se adicionan en el fondo del envase antes de
la leche. El yogurt bebible es producido en tanques de fermentacion y se empaca

una vez que las frutas o los saborizantes han sido mezclados con el yogurt'®®.

Los métodos de fabricacion varian segun la materia prima utilizada, el volumen de
produccién, la formulacion del producto y el tipo de yogurt que se desea obtener, sin

embargo, existen algunos principios basicos comunes, como son*®:

1. Tratamiento previo de la Leche. En esta etapa se incluye:

1.1 Estandarizacion. Para aumentar el contenido de sdlidos totales en la leche,
primero es necesario estandarizar la cantidad de grasa. El contenido de
grasa del yogurt debe ser alrededor de 0.5% en el caso del descremado, y de
2.5 % a 3.5%, en el caso del entero. Entre mayor sea su contenido de grasa,
mayor serd su viscosidad. Para elevar el contenido de sdélidos totales
actualmente se adiciona leche en polvo hasta alcanzar la concentracion
deseada, también se le adicionan algunos estabilizantes, que mejoran el
cuerpo, la textura y la apariencia del yogurt, entre ellos se encuentra, el
almidon, la carragenina, los alginatos y la pectina.

1.2 Homogenizacion. Consiste en someter la leche a altas presiones con el fin de
disminuir el tamafio de las gotas de grasa y otros constituyentes y, asi se
dispersen mejor. El resultado es un yogurt mas viscoso, mas estable y con

mejores caracteristicas organolépticas.
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2. Pasteurizacion
En esta etapa se elimina la mayor parte de la flora contenida en la leche, ésta
disminucién permite el crecimiento de los microorganismos productores del
yogurt libres de competencia, con todos los nutrientes de la leche a su
disposicion. Las elevadas temperaturas de este proceso desnhaturalizan las
proteinas de la leche, con lo cual, se liberan péptidos como casoquininas,
casoplatelinas, casecidinas y lactoferricinas™'* que contribuyen al crecimiento

de los microorganismos inoculados.

3. Enfriamiento a temperatura de incubacién
Después de la pasteurizacion, la leche debe ser enfriada a temperatura 6ptima

de crecimiento de los microorganismos, que oscila entre los 40°C y 45°C.

4. Inoculacion y Fermentacion
El cultivo iniciador se inocula en una proporcién que oscila entre el 1% y 5%
v/v de la cantidad de leche inicial que se utiliza. Se debe mezclar muy bien
con la leche para asegurar una adecuada distribucion de los microorganismos,
en este momento, empieza el proceso de fermentacion. La fermentacion se
realiza durante un promedio de tres a seis horas, a una temperatura entre los
40 y 45°C. El proceso se debe detener cuando se alcanza una concentracion
de &cido lactico entre 0.70 y 1.1% pl/v, en este rango de concentracion el valor

del pH se encuentra entre 4.2y 4.6.

5. Enfriamiento posfermentacion
Cuando se alcanza la acidez deseada, se debe detener el proceso de
fermentacion. Para detenerlo se disminuye la temperatura, pues los
microorganismos involucrados no son capaces de crecer a temperaturas

inferiores a 10°C. La temperatura recomendada es la de refrigeracién 4 ¢ 5°C.
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6. Agitacion y la adicion de frutas
Una vez que el yogurt se encuentra frio, se debe agitar para romper el
coagulo. Para el caso del yogurt bebible en esta etapa del proceso dicho
coagulo formado debe ser destruido por completo confiriendo asi una textura

lo suficientemente fluida para poder beberlo y bombearlo.

Durante esta etapa, se adiciona la fruta, previamente preparada en forma de
trozos o puré. Las frutas deben recibir tratamiento térmico previo, ya que, de lo
contrario, pueden ser fuente de hongos y levaduras que contaminarian el

yogurt y disminuiran su vida util.

7. Empaque
Cuando el yogurt se ha enfriado, el producto se empaca. Los recipientes
deben ser resistentes, impermeables y de un material que no reaccione con el
producto para protegerlo de alteraciones fisicas, quimicas y de
microorganismos alterantes y patdégenos. Después de empacado, el yogurt
debe conservarse en refrigeracion con el fin de aumentar su vida Gtil, que se

calcula sea de un mes.

El proceso de elaboracién de yogurt comprende varias etapas y procesos térmicos
gue ayudan a la conformidad de la acidez y la textura del producto final para lo cual
también es necesaria la adicion de microorganismos especiales (cultivos iniciadores),
estas etapas principales se representan mediante el diagrama de flujo que se

presenta en la Figura 5.
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Lactobacillus bulgaricus .,
Streptococcus thermophilus — Inoculacion
A\ 4
Incubacion T=40°C - 45°C
t=3 -6 hrs.
A\ 4
Enfriamiento 2 T=4°C-5°C
A\ 4
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\ 4
T=4°C

Almacenamiento

Figura 5. Diagrama de flujo de la elaboracion del yogurt.
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1.5 El yogurt como alimento funcional

Hace un siglo, Elie Metchnikoff (bacteridlogo ruso, premio Nobel, y profesor del
Instituto Pasteur en Paris) postulé que las BAL ofrecian beneficios a la salud que
llevaban a la longevidad. Sugiri6 que la “autointoxicacion intestinal” y el
envejecimiento resultante podrian suprimirse modificando la microbiota intestinal y
utilizando bacterias Utiles para sustituir a los microorganismos proteoliticos como
Clostridium. Desarrollé entonces una dieta con leche fermentada por la bacteria, a la

que denomino “bacilo bulgaro”.

En 1965 el término “probidtico” fue introducido por primera vez por Lilly y Stillwell; a
diferencia de los antibiéticos, se definié al probiético como aquel factor de origen
microbiologico que estimula el crecimiento de otros organismos. En 1989, Roy Fuller
enfatizo el requisito de viabilidad para los probidticos e introdujo la idea de que tienen

un efecto benéfico para el huésped®.

El término Probidtico significa “a favor de la vida” y de acuerdo con la Food and
Agriculture Organization (FAO) son “microorganismos vivos que ejercen una accion
benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades adecuadas”
o “alimentos susceptibles de producir un efecto benéfico sobre una o varias
funciones especificas en el organismo, mas alla de los efectos nutricionales
habituales, de mejorar el estado de salud y de bienestar y/o de reducir el riesgo de

una enfermedad”®.

Japon fue el primer lugar del mundo donde se empez6 a hablar de los alimentos
funcionales hace ya unos 30 afios. Unos 10 afios mas tarde estos productos
alimenticios aparecen en Europa. En ese momento un grupo de expertos,
coordinados por el International Life Science Institute (ILSI) cred un proyecto para
definir y obtener un mejor conocimiento acerca de éstos alimentos, sus efectos,

areas de aplicacion y todo lo relativo a estos productos™.

En la Tabla 2 se hace un resumen de los beneficios para la salud que son otorgados

por los probidticos:
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Tabla 2. Efectos saludables de los probioticos.

Cepas resistentes el pH biliar, actividad
enzimatica.

Produccion de bacteriocinas.

Mejora de la digestion.

Mejora de la digestion de la lactosa.

Efecto antagonista de Helicobacter pylori.

Estabilidad de la enfermedad de Crohn.

Estimulacion de la inmunidad en modelos
animales.

Adhesion a los cultivos de la linea celular
intestinal humana.

Prevencién de molestias intestinales.

Balance de las bacterias intestinales.

Regulacion de la motilidad intestinal.

Colonizacion del tracto intestinal.

Disminucién del tiempo de residencia de
Salmonella spp.

Disminucién en la actividad de las enzimas
fecales.

Aumento de las bifidobacterias fecales.

Prevencion y tratamiento de la diarrea aguda.

Disminucién de la mutagenicidad fecal.

Prevencién de la diarrea asociada a
antibioticos.

Tratamiento de la diarrea recurrente por
Clostridium difficile.

Prevencion y tratamiento de la diarrea por
Rotavirus.

Tratamiento de la diarrea persistente.

Estimulacion de la actividad fagocitica y de la
produccion de interferones en células
sanguineas mononucleares en humanos en
cultivo.

Disminucién de hipertensién en modelos
animales y humanos.

Alivio de sintomas clinicos de dematosis
atopica.

Efectos benéficos en diferentes tipos de
cancer.

Fuente: Documentos Técnicos de Salud Publica, 2003.
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1.6 Microorganismos responsables de la produccion del yogurt

En la produccion del yogurt, uno de los factores mas importantes para determinar la
calidad del producto es el tipo de cultivo iniciador utilizado. Es por eso que la
seleccion de la cepa como cultivo iniciador es crucial. Una buena cepa del cultivo
iniciador no solo afecta el sabor y aroma, sino que también puede acelerar el proceso

y, por lo tanto, reduce el costo del mismo***.

Los cultivos iniciadores de alimentos fermentados se pueden definir como las
preparaciones de uno o varios sistemas de microorganismos que se aplican para
iniciar el proceso de fermentacibn durante la fabricacion de alimentos,
fundamentalmente en la industria de productos lacteos. Las bacterias utilizadas se
seleccionan dependiendo del tipo de alimento con el fin de afectar positivamente los
parametros fisicos, quimicos, asi como la composicion final de los alimentos,
proporcionando interesantes propiedades de sabor para el consumidor. Una cepa
ideal seria aquella que cumpla tanto las caracteristicas metabdlicas como

antimicrobianas®.
Algunas de las funciones de los cultivos iniciadores son®:

e La bioconservacién del alimento debido a la fermentacion, que da como
resultado una vida de anaquel mas larga y seguridad mayor, asi como la

produccion de bacteriocinas.

e Mejorar las propiedades sensoriales del producto, debido, por ejemplo, a la
produccion de &acidos organicos, compuestos carbonilicos y a la hidrolisis

parcial de las proteinas y/o grasas.
e El desarrollo de propiedades reolégicas y color.

El yogurt debe cumplir las especificaciones microbiolégicas presentadas en la Tabla
3, en cuanto a los cultivos iniciadores tradicionales y a las BAL alternativas (Ver
seccion 1.6.2) que deberan permanecer viables, activos y abundantes hasta la fecha

de caducidad del producto.
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Tabla 3. Especificaciones microbiolégicas de cultivos iniciadores.

: : Limite
Microorganismo -
minimo
Streptococcus thermophilus
_ . _ 10" UFC/mL
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
Cultivos alternativos adicionales 10° UEC/mL

Fuente: NOM-181-SCFI-2010.

Estos limites minimos son necesarios para que lleguen al intestino humano y con ello

ejerzan los efectos benéficos que se les asocian.
1.6.1 Cultivos iniciadores tradicionales

En la elaboracién de yogurt, los cultivos iniciadores del mismo son adicionados cuando
la mezcla fue homogenizada y después ha sido enfriada a la temperatura 6ptima de

crecimiento de dichos microorganismos.

Los cultivos iniciadores comerciales para la produccién de yogurt estdn compuestos
por una mezcla simbiédtica de relacion de 1:1 (generalmente) de S. thermophilus y L.
bulgaricus. Estos organismos iniciadores son los responsables de la formacion del
sabor y la textura tipica del yogurt. La fermentacion se lleva a cabo a una
temperatura de 40°C a 45°C y es mantenida de 4 a 6 horas sin agitacion. Esta
temperatura es un promedio de las temperaturas Optimas de ambos

microorganismos (S. thermophilus 37°C; L. bulgaricus 45°C)***,

En esta simbiosis es el S. thermophilus el que inicia la fermentacién lactica y que se
desarrolla muy intensamente hasta un pH de 5,5. La acidez, el consumo de oxigeno
y la liberacién de sustancias volatiles, por ejemplo, acido férmico que produce, crea

las condiciones ideales para que se desarrolle L. bulgaricus®.

La actividad proteolitica de L. delbrueckii bulgaricus produce péptidos estimuladores

y aminodacidos que estimulan, a su vez el crecimiento y la actividad acidificante del S.
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thermophilus. El L. delbrueckii bulgaricus desarrolla aparte una actividad lipolitica,
por lo que se liberan &cidos grasos y produce ademas acetaldehido, constituyéndose
asi en los principales compuestos que aportan el aroma y sabor caracteristico del

yogurt. Al final de la fermentacion del mismo el pH oscila entre 4.2 y 4.6,
1.6.1.1 Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus
Algunas de las caracteristicas de éste microorganismo se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus.

Caracteristicas

Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Bacilo homofermentativo

Gram-positivo

No esporulado

Anaerobio facultativo

Temperatura 6ptima: 40 — 43°C,

45°C > rango de temperatura >15°C

Produce: acido D-(-) lactico, etanol,

acido acético y CO..

e Fermenta: lactosa, fructosa,
galactosa y glucosa.

e Puede crecer a pH inferiores de 5

Fuente: Gonzalez, Gbmez & Jiménez, 2005; Ray & Bhunia, 2010; Yildiz, 2010.

1.6.1.2 Streptococcus thermophilus

En 1984 Farrow y Collins propusieron la reclasificacion de S. thermophilus como una
subespecie de Streptococcus salivarius, nombrado Streptococcus salivarius spp.
thermophilus, la cual fue aceptada y validada. En la Tabla 5 se muestran las

caracteristicas generales del mismo.
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Tabla 5. Caracteristicas del Streptococcus salivarius spp. thermophilus.

Caracteristicas

Streptococcus salivarius spp.
thermophilus

¢ Homofermentativo

Gram-positivo

Anaerobio facultativo

Temperatura 6ptima: 37 — 40°C

52°C > rango de temperatura >10°C

Produce: L(+) lactico, acetaldehido,

diacetil y polisacaridos.

e Fermenta: lactosa, fructosa, manosa,
sacarosa.

Fuente: Lactobex, 2013; Ray & Bhunia, 2010; Yildiz, 2010

1.6.2 Combinacion de distintas cepas de BAL

Los probidticos son usualmente de origen humano, mientras que S. thermophilus y L.
bulgaricus se producen en el entorno de los productos lacteos. Por lo tanto, las
bacterias del yogurt L. bulgaricus y S. thermophilus no son consideradas como
organismos probidticos ya que no son habitantes naturales del intestino, por lo que
no pueden implantarse en €l y no sobreviven a las condiciones éacidas y a las

concentraciones biliares del tracto gastrointestinal.

Las preparaciones probidticas generalmente contienen BAL (Lactobacillus,
enterobacteria y bifidobacteria), las cuales son constituyentes normales de la

microflora gastrointestinal del humano™“.

Las cepas para el uso de probiodticos deben ser representativas de las bacterias que
son Generalmente Reconocidos como Seguros (microorganismos GRAS). El uso de
nuevas cepas sin historial comprobado de bioseguridad, requiere de extensas

pruebas toxicoldgicas y de tolerancia antes de ser aceptado™.
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Algunas de las propiedades de las bacterias probioticas para ser consideradas como

tal, se muestran en la Figura 6% 1*°;

Origen Estar bien

Humano caracterizada

Habilidad para

sobrevivir a

cualidades

organolépticas CEPA

condiciones acidas

PROBIOTICA

Mejorar la vida de

Capacidad de adherirse al

anaquel y I ESISEENE. epitelio del intestino y

durante el colonizar la superficie de la

almacenamiento mucosa

Habilidad de
producir

Resistencia contra

sustancias

los acidos biliares

antimicrobianas

Figura 6. Caracteristicas de las cepas probioticas.
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En México, la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SCFI) mediante la NOM-
181-SCFI-2010 enlista algunos de los microorganismos alternativos considerados
como probidticos del género Lactobacillus y Bifidobacterium que pueden adicionarse

al yogurt, algunos de ellos son:

o Bifidobacterium bifidum

e Bifidobacterium breve

e Streptococcus salivarius spp. thermophilus
e Lactobacillus helveticus

e Lactobacillus casei

e Lactobacillus casei spp. paracasei
e Lactobacillus casei Shirota (LcS)
e Lactobacillus lactis

e Lactobacillus rhamnosus

e Lactobacillus plantarum

e Lactobacillus johnsonii (Lal)

e Lactobacillus acidophilus

1.6.2.1 Género Lactobacillus

Forman parte de la flora normal de la boca, tracto intestinal y aparato reproductor

femenino humano y de muchos animales.

Son bacilos largos, Gram-positivos, no esporulados. Su caracteristica principal es la
de fermentar azUcares con produccion de acido lactico, pudiendo ser
homofermentadores o heterofermentadores. Crecen entre 2°C y 53°C, aunque su
temperatura optima es de 30-40°C. Son aciduricos, creciendo Optimamente a pH

comprendidos entre 5,5-6,2.
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1.6.2.1.1 Lactobacillus johnsonii Lal

Es una de las 6 especies representativas del grupo Lactobacillus acidophilus®® la
cual se ilustra en la Figura 7. Posee caracteristicas homofermentativas y crece a
temperaturas de entre 15 y 45°C, es una cepa probiotica capaz de estimular el
sistema inmune del huésped e interferir contra los patégenos gastrointestinales**.
Es incapaz de crecer por si mismo en leche por contener pocos aminoacidos libres y
pequefios péptidos, por lo que para promover su desarrollo usualmente se adiciona
extracto de levadura o una mezcla de alanina, serina, isoleucina y cisteina. Durante
su fase exponencial crece a un tasa de 1.0h™. Por su incapacidad de convertir la
totalidad de la lactosa en acido lactico no son capaces de desarrollar una alta
biomasa en leche®, por lo que Gnicamente alcanza conteos finales de hasta 7.8 Log
UFC/mL y tiene la ventaja de ser un buen productor de bacteriocinas durante la
fermentacion®. Gueimonde y colaboradores (2004) encontraron después de realizar
la caracterizacion de cepas por perfiles de fermentacion de hidratos de carbono, que

es capaz de metabolizar glucosa, maltosa, sacarosa, galactosa, lactosa y trehalosa.

Figura 7. Lactobacillus johnsonii Lal.

Fuente: Gonzéalez, Gémez & Jiménez, 2005
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1.6.2.1.2 Lactobacillus casei spp. Shirota

Es una de las especies representativas del grupo Lactobacillus casei ilustrada en la
Figura 8. Posee caracteristicas heterofermentativa facultativa y para su crecimiento
Unicamente requiere tiamina®'% por lo que tiene la capacidad de crecer por si
misma en leche, sin la necesidad de la adicion de aminoéacidos libres o péptidos
extras, en ausencia de algun otro cultivo lactico crece exponencialmente durante 6 a
7 horas por su capacidad de convertir la totalidad de la lactosa en acido a una tasa
de 0.4 h™ y alcanzar conteos de hasta 9 Log UFC/mL, sin evidenciar muerte celular
durante todo el periodo de fermentacién®. Durante la fermentacién produce CO, a
partir de la glucosa y también puede fermentar la fructosa, algunas pentosas®%
glucosa, galactosa, maltosa, sacarosa, trehalosa, manitol y celobiosa*’. A pesar de
producir un compuesto antibacteriano, no es considerada como una de las mejores

productoras de éstos péptidos®.

s, )

Figura 8. Lactobacillus casei Shirota.

Fuente: www.yakult.com.mx

Pagina 22


http://www.yakult.com.m/

» BiBiC
Antecedentes ¥~

1.7 BAL como bioconservadores

Ananou y colaboradores (2007) definen a la Bioconservaciéon como: “la extension de
la vida util y la seguridad de los alimentos mediante el uso de la microbiota natural o
controlada y/o sus compuestos antimicrobianos”. Una de las formas mas comunes de
bioconservaciéon es la fermentacion, un proceso basado en el crecimiento de
microorganismos en los alimentos, ya sea natural o afiadido. Estos organismos
comprenden principalmente las BAL, que producen los &cidos organicos y otros
compuestos que, ademas de propiedades antimicrobianas, también confieren
sabores y texturas unicos a los productos alimenticios. Tradicionalmente, una gran
cantidad de alimentos han sido preservados por procesos naturales de fermentacion.
Actualmente, los alimentos fermentados han aumentado en popularidad (60% de la
dieta en los paises industrializados) debido a las cualidades organolépticas
mejoradas de alimentos fermentados tradicionales, una amplia investigacion sobre su
biodiversidad microbiana ha sido llevada a cabo con el objetivo de reproducir estas

cualidades, que se atribuyen a la microbiota nativa, en un entorno controlado.

Ademéas de que las BAL proporcionan sabor y textura e incrementan el valor
nutricional de los alimentos, desde hace décadas se utilizan en la industria
alimenticia como bioconservadores debido a la produccion de bacteriocinas y otras
sustancias que ejercen accion antibacteriana que contribuyen a la prevencion de la

descomposicién de alimentos®® ademas de competir por los nutrientes.
1.7.1 Compuestos inhibitorios producidos por BAL

En una fermentacion las BAL reducen los carbohidratos disponibles en el producto y
como resultado se produce una variedad de moléculas organicas de bajo peso
molecular que presentan actividad antimicrobiana, capaces de inhibir bacterias,
hongos y/o levaduras®. Durante la fermentacién se produce &cido lactico y acido
acético como productos finales de ésta, causando una reduccion en el pH, pero

también producen otras sustancias como peroxido de hidrégeno, diacetilo, etc.>.
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1.7.1.1 Acidos orgéanicos

La fermentacion que involucra BAL tiene como resultado la acumulacion de acidos
organicos, principalmente acido lactico, como producto final del metabolismo de los
carbohidratos, generados a partir del piruvato por la deshidrogenacién del acido
lactico. La acumulacion del acido lactico tiene como consecuencia la simultanea
reduccion del pH del medio y la solubilidad en grasa de la forma no disociada de los
acidos organicos™, tienen como resultado un amplio espectro en la actividad
inhibitoria contra bacterias Gram-negativas, por la alta permeabilidad de la molécula
no cargada a través de los lipopolisacaridos de la membrana plasmatica, que al
disociarse en el interior de la célula liberan aniones y protones cargados que no
pueden escapar y acidifican el interior de la célula provocando la disrupcion de la
membrana y la inhibicion de reacciones metabdlicas esenciales que trae como
consecuencia la muerte celular’®. La combinacién del pH acido, la constante de
disociacion (valor de pK) y la concentracibn molar son factores que determinan la
actividad inhibitoria del acido lactico y acido acético en el medio. El acido acético (pK
de 4.756) tiene mayor actividad antimicrobiana que el 4cido lactico (pK de 3.860)*°.
A un pH 4, el porcentaje que permanece en la forma no disociada de estos acidos es:
el 11% del &cido lactico y 85% del acido acético. Cuando estan presentes en una
mezcla para el caso de las BAL heterofermentativas el acido lactico contribuye
mayormente a la reduccion del pH, mientras el acido acético causa un efecto
inhibitorio®™. Un estudio realizado por Adams and Hall en 1998 reporté que existe
sinergismo entre el acido lactico y el acido acético en la inhibicion de E. coli y

Salmonella*®.

1.7.1.2 Peré6xido de hidréogeno

La mayoria de las BAL son capaces de generar peroxido de hidrogeno (H.0;) en
presencia de oxigeno, a través de flavoproteinas oxidasa, NADH oxidasa y peroxido
dismutasas. El efecto antibacteriano del peroxido de hidrogeno se atribuye a su
efecto fuertemente oxidante sobre la pared celular y la destruccion de estructuras de
proteinas celulares. Su efecto puede incrementarse por la presencia de
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lactoperoxidasa y tiocianato (SCN") ya que la membrana de las bacterias sufre dafios
estructurales al exponerse al OSCN’; sin embargo, el mayor efecto se da por el
blogueo de la glucdlisis, ya que inhibe el trasporte de glucosa, la actividad de la
hexocinasa y de la gliceraldehido-3-3-fosfato deshidrogenasa. La actividad contra
bacterias Gram-positivas es bacteriostatica, mientras que a las Gram-negativas las
mata rapidamente. El peréxido de hidrégeno se excreta y se acumula, ya que no
produce catalasa, sin embargo, no se acumula en cantidades significativas pues es

descompuesto por la accién de peroxidasas, flavoproteinas y pseudocatalasas®*°.

1.7.1.3 Di6xido de carbono

El diéxido de carbono (CO,) es el principal producto final obtenido de la fermentacion
de hexosas por BAL heterofermentativas. Algunas BAL son capaces de producir CO,
a partir de malato y citrato, por el metabolismo de la arginina o por la

descarboxilacion de aminoacidos!?®.

El CO, también contribuye en la creacion de un ambiente anaerébico remplazando
las moléculas de oxigeno, su capacidad extra e intra celular para disminuir el pH y
sus efectos destructivos en la membrana celular**® por la acumulacién de éste en la
doble capa lipidica que causa su disfuncion hacen del CO; un potente sistema contra
una amplia variedad de microorganismos. Sin embargo, la literatura reporta que a
bajas concentraciones el CO, puede estimular el crecimiento de algunos organismos,
mientras a altas concentraciones puede prevenir su crecimiento. Asi mismo las
bacterias Gram-negativas han reportado ser mas sensibles al diéxido de carbono que

las bacterias Gram-positivas®.
1.7.1.4 Diacetil y Acetaldehidos

El diacetil (2,3-butanodiona) fue identificado por Van Niel y sus colaboradores de
trabajo como el componente de aroma y sabor de las grasas. Es producido por
especies y cepas de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y

Streptococcus. Cuando las hexosas son metabolizadas, la formacion de diacetil sera
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reprimida. Sin embargo, el diacetil puede ser producido en exceso si el citrato es

metabolizado por la via del piruvato®.

Jay observd que el diacetil fue progresivamente mas efectivo a pH <7 y que la
actividad antimicrobiana fue antagonizada por la presencia de glucosa y acetato.
También se encontré que el diacetil tenia mayor actividad en contra de bacterias
Gram-negativas, levaduras y mohos que contra bacterias Gram-positivas, siendo las
BAL las més sensibles®. Se requiere de altas concentraciones de diacetil (0.4mg/ml)
para tener un efecto antimicrobiano contra la mayoria de los microorganismos lo que
afectaria drasticamente el sabor y aroma de los productos, sin embargo, E. coli es
susceptible a concentraciones extremadamente bajas, Motlagh en 1991 report6é que
la dosis para percibir efecto bactericida fue de 344 ppm para E. coli*’®. Se cree que el
diacetil reacciona con el enlace arginina- proteina de las bacterias Gram-negativas

interfiriendo de este modo con la utilizacion de este aminoacido®®.

El acetaldehido es formado durante el metabolismo de los carbohidratos de BAL
heterofermentativas es reducida a etanol por la re-oxidacion de los nucleotidos de
piridina, catalizada por NAD" dependiendo de la enzima alcohol deshidrogenasa. El
acetaldehido imparte su aroma tipico al yogurt y se ha reportado que posee una
actividad antimicrobiana con dosis entre 10-100 ppm contra patégenos trasmitidos

por alimentos como E. coli, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus®.
1.7.1.5 Biocinas

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas permite utilizarlas como
conservadores biolégicos puros que en un momento dado podrian remplazar a los
conservadores quimicos, ya que tienen la ventaja de ser proteinas (péptidos

biolégicamente activos) que al biodegradarse no forman compuestos secundarios**.

Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL y cada una tiene espectros
de inhibicidbn particulares, es decir, Unicamente tienen efecto sobre bacterias
estrechamente relacionadas con el productor de la bacteriocina®. Por lo general
actian destruyendo la integridad de la membrana citoplasmatica a través de la
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formacion de poros, lo que provoca la salida de compuestos pequefios o altera la
fuerza motriz de protones necesaria para la produccion de energia y la sintesis de

proteinas o acidos nucléicos®*®’.

Las bacteriocinas de las BAL tienen muchas caracteristicas atractivas que las hacen

candidatos adecuadas para su uso como conservante de alimentos, como®:

o Naturaleza proteica, para la inactivacion de las enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal.

¢ No son toxicas para los animales de laboratorio analizados y generalmente no
inmunogénicas.

e Carécter inactivo contra las células eucariotas.

e Por lo general son termorresistentes (puede mantener la actividad
antimicrobiana después de la pasteurizacion y esterilizacion).

e Amplia actividad bactericida que afecta a la mayoria de las bacterias Gram-
positivas y algunas Gram-negativas incluyendo diversos patdégenos, tales
como L. monocytogenes, Bacillus cereus, S. aureus, y Salmonella.

e Determinantes genéticos generalmente situados en el plasmido, los cuales
facilitan la manipulaciéon genética para aumentar la variedad de analogos de

péptidos naturales con caracteristicas deseables.

Pero de la misma manera debido a su efecto limitado a microorganismos
directamente relacionados con la cepa productora tienen algunos inconvenientes

como®:

e Las bacterias producidas por cultivos protectores pueden inhibir a otros
cultivos iniciadores deseados.

e A excepcion de los casos ya mencionados no son activas contra bacterias
Gram-negativas y bacterias de descomposicién en general.

¢ Riesgo de inactivacion por el sistema alimentario debido a su unién no

especifica con algunos ingredientes como proteasas o lipidos.
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1.8 Factores que influyen en el crecimiento y supervivencia de los

microorganismos

Los alimentos que se consumen normalmente, casi nunca estan estériles, sino que
contienen asociaciones microbianas cuya composicion depende de qué organismos
llegan a él y como se multiplican, sobreviven e interaccionan en el alimento durante
el trascurso del tiempo®’. Los tipos y cantidad de microorganismos seran
determinados por algunos factores intrinsecos y extrinsecos que deben ser
considerados en todas las etapas entre la adicion del probiético al alimento y el

consumo de éste para proporcionar el beneficio al individuo.

Los principales factores que pueden influir en la capacidad de los probiéticos para

sobrevivir en los productos lacteos se ilustran en la Figura 9.

e Materias primas

e Composicion y formulacién del
producto

Estructura del producto

Actividad de agua (ay)

pH y acidez total

Potencial Redox y disponibilidad de
oxigeno

YOGURT

Proceso de elaboracion

Buenas Practicas de Manufactura
Materiales de envase
Almacenamiento y distribucion

extrinsecos

Figura 9. Factores que afectan la composicion del alimento.

Fuente: Manzilla Arellano, 2011.
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La combinacion de estos factores tiene un impacto importante sobre la vida de
anaquel del producto terminado, reduciendo el tiempo en el que puede ser
almacenado, distribuido y consumido sin presentar un riesgo para la salud.

En caso de que los factores antes mencionados no sean controlados de manera
adecuada los microorganismos pueden manifestar su presencia en una de las formas

siguientes™”:

e Causando alteracion de los alimentos.
e Provocando Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETA’S).
e En algunos casos, de forma intencional en la elaboracion de un alimento, se

trasforman sus propiedades de forma beneficiosa mediante su fermentacion.

1.9 Microbiologia Predictiva

La microbiologia predictiva es una disciplina cientifica que trata de describir la
respuesta de los microorganismos en los alimentos en funcion de factores
intrinsecos, extrinsecos y de procesamiento. Aplicando funciones técnicas de céalculo
ofrecidas por las mateméticas y la estadistica, ésta rama cientifica permite simular
las condiciones del alimento examinado, cuantificando el comportamiento de los
microorganismos en un producto a lo largo del tiempo, a través de parametros de
crecimiento, supervivencia o inhibiciébn. Asi mismo, permite estudiar los procesos
bioquimicos relacionados con la produccion de metabolitos (toxinas, compuestos
volatiles, acidos organicos, etc.) ante situaciones de combinacién de factores de

conservacion y en distintos niveles de aplicacién®?.

Muchos fabricantes han utilizado la microbiologia predictiva para reducir el riesgo de
los consumidores asociados al crecimiento de patdgenos, lo mismo ha ocurrido con
los microorganismos productores de alteracion, sin embargo, éstos modelos rara vez
son publicados por considerarlos una ventaja competitiva de la empresa que los
desarrolla®®. Algunas de las aplicaciones modernas de la microbiologia predictiva en

la industria de acuerdo con Membré & Lambert (2008) se resumen en la Figura 10.
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Innovacién de productos

eEstimacion de la velocidad de proliferacion
microbiana y limites de crecimiento.

eTasa de inactivacibn asociada con las
formulaciones y/o condiciones de proceso.

e Determinacién de condiciones de
almacenamiento y vida util.

Apoyo incidente

e Permiten estimar el impacto en la seguridad
de los consumidores o en la calidad del
producto en caso de detectarse problemas

con éstos en el mercado.
Apoyo operativo

eDisefio de la fabrica, asi como regimenes de
calefacciéon y establecimiento de Puntos Criticos de
Control (PCC) en un sistema HACCP.

eEvaluaciéon del impacto de las desviaciones del
proceso en la seguridad y calidad microbiologica.

Figura 10. Aplicacién industrial de la microbiologia predictiva.
Fuente: Membré, J.M. & Lambert, R.J.W., 2008.

1.9.1 Modelos matematicos utilizados para la Microbiologia Predictiva

Los modelos mateméticos considerados en el @mbito de la microbiologia predictiva
se pueden clasificar segun distintos criterios, usos Yy finalidades. Existen modelos
probabilisticos que permiten estimar los limites de crecimiento/no crecimiento o
produccién/no produccién de toxina, modelos cinéticos de crecimiento, de
supervivencia o de inactivaciéon (para determinar el nimero de microorganismos en
funcion del tiempo). Tras ajustar la curva de crecimiento microbiana mediante
funciones matematicas (modelos primarios) y estudiar sus parametros segun

cambios en las condiciones ambientales (modelos secundarios), es posible modelar
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el comportamiento microbiano en funcion de la temperatura, el pH, la actividad del

agua y otros factores, independientemente del alimento® con la aplicacion de

herramientas informaticas disponibles en la red (libre acceso), algunos ejemplos de

ellas se mencionan en la Tabla 6.

Tabla 6. Principales software utilizados en la microbiologia predictiva.

Nombre

Creador

Aplicacion

Combase

Institute of Food
Research (IFR, UK)

Modelos predictivos de crecimiento e inactivacion,
generados a partir de datos defacilitados al IFR por
cientos de investigadores anénimos.

Pathogen Modeling
Program (PMP)
Salmonella
Enteritidis Risk
Assessment
(SERA)

United States Department
of Agriculture,
Agriculture
Service
(USDA-ARS,
USA)

Research

Software de libre acceso, describe el crecimiento,
supervivencia e inactivacion, ademas de la produccion
de toxinas bajo condiciones establecidas por el
usuario.

El programa SERA incorpora una red de evaluacion
de riesgos microbiolégicos

Seafood Spoilage
and Safety
Predictor (SSSP)

Danish Institute for
Fisheries Research
(DIFRES) y la
Universidad Técnica de
Dinamarca

Este programa predice la vida util de productos de la
pesca  con respecto a un determinado
microorganismo, considerando la temperatura de
almacenamiento, ya sea ésta fija o fluctuante.

Food Spoilage
Predictor (FSP)
Refrigeration Index
Calculator

Universidad de Tasmania

Estos modelos cuantifican el efecto de la temperatura
en diversos alimentos (carne, pescado y productos
lacteos) y predice el crecimiento de microorganismos
alterantes.

Ademas es capaz de relacionar la vida util de un
producto con su historial de temperaturas de
almacenamiento.

Food Micro Model Ministry of Agriculture, Este  programa predice la evolucion de
(FMM) Fisheries and Food microorganismos patégenos implicados en
(MAFF, UK) enfermedades alimentarias, asi como la de
microorganismos causantes del deterioro de los
alimentos.
Micro Hibro 2.0 | Grupo AGR-170 (HIBRO) | Herramienta on-line de evaluacion del riesgo
Beta Universidad de Cérdoba, | microbiano en vegetales y productos céarnicos.
Espaia
GlnaFiT Katholieke Universiteit | Es una herramienta gratuita, Util para probar diez tipos

Leuven, Belgium

diferentes de modelos de supervivencia microbiana en
los datos experimentales especificos del usuario en
relacién a la evolucién de la poblaciéon microbiana con
respecto al tiempo.

Fuente: Aguirre Garcia, 2013.
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1.9.2 Inactivacién microbiana (muerte no térmica)
Las bacterias pueden ser inactivadas o muertas cuando las condiciones son
adversas para su supervivencia. Estas condiciones ambientales pueden causar la
inactivacion aguda (rapida) como los casos de aplicacion de alta temperatura, la cual
sigue una cinética de orden cero y de primer orden que corresponde a la forma 1, de
la Figura 11, mientras que también se puede generar una inactivacion leve (lenta),
que genera los demas comportamientos mostrados en la Figura 11 como
consecuencia de tratamientos quimicos, bajas temperaturas, radiacion, la presencia
de bajos niveles de acidos organicos u otros factores como pH, a,, concentracion de
nitrito, sales conservadoras, entre otros, que son letales para ciertos

microorganismos®%38%,

Logio (N)
Log1o

Tiempo Tiempo
a) Lineal (V, forma l), Lineal con cola (x, forma Il), Sigmoidal (o, forma Ill), Lineal
precedida de un hombro (o, forma IV).
b) Bifasica (V, forma V), Cdéncava (%, forma VI), Bifasica con un hombro (o,

forma VII), y Convexa (o, forma VIII).

Figura 11. Tipos de curvas de inactivacion comunmente observadas.

Fuente: Geeraerd, Valdramidis, & Van Impe, 2005.
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La forma convencional de calcular la eficiencia de los tratamientos para la proteccion
de los alimentos en general, es mediante el ajuste de los datos experimentales a
determinados modelos mateméticos, como se menciond anteriormente. Diversos
estudios indican que muchas especies microbianas responden a curvas no lineales,
a menudo con presencia de “hombros” o fase de latencia al comienzo de la
inactivacion, y “colas” al final del tratamiento que representa una poblacion residual
mas resistente?*'%, Ademas frecuentemente se observa concavidad hacia arriba o
hacia abajo en las curvas, cuando son sometidas a tratamientos no térmicos o

térmicos suaves”.

La explicacion a éstos fenomenos, es que la poblacién microbiana esta formada por
diversas subpoblaciones, cada una con su propia cinética de inactivacién. La curva
de supervivencia es por lo tanto, el resultado de diferentes patrones de inactivacion,
dando lugar a curvas no lineales'®. Es por esto que se requiere del desarrollo de
diversos modelos matematicos que permitan ajustar adecuadamente los datos a una
ecuacion que proporcione pardmetros cinéticos a los que se les puede asignar un
significado bioldgico que facilite su evaluacion, algunos de éstos modelos se

presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Aplicacion de Modelos Matematicos para la Inactivacion bacteriana

Nombre del modelo
y/lo Autor

Forma de la curva de
inactivacion

Aplicacion

Referencia

Modelo de Arrhenius

Log-lineal

Inactivacién térmica en esporas de C. botulinum.

Geeraerd et al.,

2000

Modelo de Cerf | Bifasica y Bifasica con | Supervivencia de Salmonella, L. monocytogenes y S. | Mafart et al., 2002
(1977) hombro aureus en caldo BHI condiciones &cidas y con NaCl.

Modificacion del | Log-lineal, Log-lineal con | Inactivacion térmica de L. monocytogenes, E. coli | Bhaduri et al,
Modelo de | hombro 'y cola 'y . : 1991; Geeraerd et
Gompertz. Bhaduri | Sigmoidal 0157:H7, L. sakel. al., 2000

et al. (1991)

Modelo de Baranyi.
Baranyi (1994)

Log- lineal, Log-lineal con
hombro y cola vy
Sigmoidal

Inactivacion no térmica de células bacterianas.

Baranyi & Roberts,
1994

Modelo de Weibull.
Peleg & Cole (1998)

Log-lineal, Log-lineal con
hombro y cola

Inactivacién térmica en esporas de C. botulinum y B.

strearo thermophilus y células de L monocytogenes.

Peleg & Cole, 1998

Modelo de Geeraerd. | Log-lineal, Log-lineal con | Inactivacion térmica de B. cereus, Yersinia enterocolitica, | Geeraerd et al,
. . 2000
g%%roa;erd et al. | hombro y/o cola E. coli O157:H7, L. monocytogenes y Lactobacillus sake
en caldos nutritivos adecuados para cada bacteria.
Modificacion del | Curvas concavas Yy | Curvas de supervivencia de baja concavidad de B. cereus | Mafart et al., 2002
Modelo de Weibull. convexas : .
Mafart et al. (2002) y B. pumilus y curvas convexas de C. botulinum para
tratamiento térmico en solucion salina.
Modificaciéon del | Curvas coOncavas vy | Tratamiento térmico suave de esporas Yy bacterias | Albert & Mafart,
modelo de Weibull convexas con hombro y/o | vegetativas de B. pumilus A40 (aislado de los huevos en | 2005
Albert &  Mafart | cola polvo), B. cereus Bce 1(aislado de la linea de produccion
(2005) de alimentos lacteos).

Modelo de Coroller
Coroller et al. (2006)

Curvas Doble Weibull

Inactivacibn no térmica de L. monocytogenes y S.
typhimurium en pH acido (3.3) en caldo BHI.

Coroller et al., 2006

BHI: Infusién Cerebro Corazén
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Modelo de distribucion de Weibull

Actualmente, la descripcion de cinéticas de inactivacion de forma no-lineal se han
modelado empleando modelos como el de Weibull, basado en la hipétesis que la

resistencia al estrés de una poblacién sigue una distribucién Weibull®’.

La forma acumulativa de la funcion de densidad de la probabilidad de Weibull ha sido
usada para describir la inactivacion de microorganismos determinando diferentes
resistencias de células individuales a tratamientos por calor y se identifica de acuerdo

a lo establecido en la Ec. (1)***°:

t\P
(ﬂ) — 10(_(3) ) Ec. (1)
No

Donde N (UFC/mL) representa la concentracion final de células, No (UFC/mL) es la
concentracion inicial de células; t es el tiempo (min); & es el parametro de escala; p
es el parametro de forma, el cual corresponde a una curva céncava hacia arriba si

p < 1, una curva convexa hacia abajo si p > 1, y lineal sip = 1%’.

Modelo Doble Weibull

Fue propuesto por Coroller y colaboradores (2006) basado en dos hipotesis
primordiales, la primera propuesta por Cerf (1977) que establece que existen dos
subgrupos que tienen diferentes niveles de resistencia al estrés que coexisten en una
poblacién bacteriana y la segunda que establece que cada una de éstas siguen una
distribucion de Weibull independiente durante su inactivacion. Las dos
subpoblaciones existentes se relacionan entre si con una suma de las dos
distribuciones, tomando como base el modelo de Whiting (1993). El modelo de Doble

Weibull es representado por la Ec. (2):
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p p
N(t) = 1+Nl°0a 10_(5_2) ey 10_(é) Ec. (2)

Donde N, NO, t, & y p tienen el mismo significado que para la distribucién de Weibull
tradicional y a corresponde a una trasformacion matematica de la variable f que se
describe de acuerdo a la Ec. (3):

f — i Ec. (3)

T 14+10@

0 su equivalente de acuerdo con la Ec. (4):

a = logq (1%]‘) Ec. (4)

El cual permite a éste parametro ir desde el infinito positivo hasta el infinito negativo.

Donde f es la fraccion de la poblacién original en el grupo mayor.

La forma de las curvas de inactivacion, que pueden ser ajustadas a éste modelo
corresponde a dos distribuciones de Weibull superpuestas, una independiente para
cada una de las subpoblaciones con distinto grado de resistencia al estrés, como se

describe de manera grafica en la Figura 12:
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Figura 12. Diagrama basado en el modelo de supervivencia de Doble Weibull.

Fuente: Coroller, Leguerinel, Mettler, Savy, & Mafart, 2006.

1.10 Microorganismos indicadores de calidad sanitaria

A menudo la vida util de un alimento perecedero viene determinada por el nimero de
microorganismos presentes inicialmente. Como regla general, un alimento que
contenga una gran poblacion de microorganismos alterantes en un inicio tendra una
vida utl mas corta que el mismo alimento si contiene s6lo unos pocos
microorganismos. Ademas los criterios microbiolégicos también pueden ser usados
como monitoreo en el cumplimiento de las BPM y sobre todo porque los

microorganismos presentes en ellos pueden ser causantes de ETA's*.

En la rama de la Microbiologia Predictiva, también suele utilizarse a los indicadores
en la investigacion de microorganismos patdogenos en alimentos, debido a que el
estudio especifico de éstos Ultimos no facilita un enfoque preventivo#81% por |o

cual las normas en materia de alimentos basadas en la prevencion, generalmente
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establecen la calidad sanitaria en términos de microorganismos indicadores. Estos

son microorganismos o grupos de ellos que advierten oportunamente de un manejo

inadecuado o contaminacién que incrementan el riesgo de presencia de patégenos

en alimentos®. Los indicadores utilizados para evaluar la seguridad sanitaria de los

alimentos deberan cumplir de acuerdo con lo mencionado anteriormente con las

siguientes caracteristicas>’:

Ser faciles de detectar de forma rapida.

Ser facilmente distinguibles del resto de la flora del alimento.

Tener una historia de constante asociacion con el patdgeno cuya
presencia va a indicar.

Estar presentes siempre que el patdgenos de interés también esté.

Ser un microorganismo cuyo numero idealmente se correlaciona con el
del patégeno de interés.

Poseer requerimientos metabdlicos y tasa de crecimiento iguales a los
del patégeno de interés.

Tener una tasa de destruccion al menos paralela a la del patdégeno de
interés e idealmente persistir algo mas.

Estar ausente de los alimentos en los que no se presente el patdgeno

de interés excepto quiza en una pequefia tasa.

Los principales microorganismos indicadores en alimentos son:

Indicadores de condiciones de manejo o de eficiencia de proceso:

@)

o

o

mesofilos aerobios (o cuenta total)
cuenta de hongos y levaduras

cuenta de coliformes totales

Indicadores de contaminacion fecal:

o

©)

Coliformes fecales
Escherichia coli
Enterococos

Cl. perfringens
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La seleccion de indicadores en un alimento depende fundamentalmente de los
riesgos implicados y de los que se requiera saber para liberar, controlar o mejorar el

alimento, manteniendo el enfoque preventivo®.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la NOM-243-SSA1-2010 establece los
limites maximos de contenido microbiano que debe contener el yogurt para poder
garantizar que es un producto seguro para el consumo humano, dichos limites son

reportados en la Tabla 8.

Tabla 8. Especificaciones microbiolégicas del yogurt.

Microorganismos Limite Maximo
Organismos Coliformes Totales <10 UFC/mL
Staphylococcus aureus <100 UFC/mL
Salmonella Ausente en 25¢g

Fuente: NOM-243-SSA1-2010.

1.10.1 Escherichia coli como indicador de calidad sanitaria

El grupo de los coliformes incluye especies de los géneros Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter incluida E. coli, en general son bacilos cortos Gram-
negativos, anaerobios facultativos, no esporulados que fermentan la lactosa a 35°C,
en menos de 48h con produccion de acido y gas, no tienen la capacidad de
fermentar la sacarosa. Durante mucho tiempo se consideraron evidencia de
contaminacion fecal, sin embargo, se ha demostrado que muchos de ellos pueden
vivir en el suelo, el agua y otros ambientes. Actualmente se consideran un excelente
indicador de la eficiencia de los procesos de sanitizacion y desinfeccion, asi como de

639 Los

calidad sanitaria en agua, vegetales y diversos productos procesados
criterios microbiolégicos que emplean E. coli son utiles en aquellos casos en los que
se desea determinar si ha ocurrido contaminacion de origen fecal. La contaminacion

de un alimento con E. coli implica el riesgo de que otros patégenos entéricos puedan
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estar presentes también en el alimento. Los coliformes fecales pueden llegar a
establecerse sobre el equipo y los utensilios de los ambientes de la industria
alimentaria y contaminar alimentos procesados. La presencia de E. coli en un
alimento tratado por calor o conservado en congelacion significa que ha ocurrido un
fallo en el proceso, 0 mas frecuentemente, ha ocurrido una contaminacién tras el

tratamiento térmico o de los empleados o del contacto con alimentos no tratados®.
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OBJETIVOS
General
Evaluar la capacidad bioconservadora de las combinaciones de BAL (Lactobacillus
casei Shirota-Streptococcus thermophilus; Lactobacillus johnsonii-Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus-Streptococcus thermophilus)
en tres muestras de yogurt comercial almacenadas a 4 y 37°C frente a una cepa de
E. coli para estimar el tiempo de inhibicion de ésta y su influencia sobre los cultivos

|acticos.
Particulares

1. Evaluar la calidad microbiolégica de tres muestras de yogurt comercial
mediante la determinacion de coliformes totales, Salmonella spp. y
Staphylococcus aureus para asegurarse que se encuentre dentro de los

limites permitidos por la normatividad vigente y libres de cualquier patégeno.

2. Evaluar tres muestras de yogurt comercial mediante analisis quimico proximal
y determinaciones fisicoquimicas para asegurarse que se encuentren dentro
de los intervalos permitidos por la normatividad vigente y/o bibliografia, asi

como los valores reportados en la etiqueta.

3. Evaluar el comportamiento de las combinaciones de las BAL y la influencia de
la matriz en cada yogurt comercial frente a una cepa de E. coli aislada de un
caso clinico mediante la elaboracion de curvas de supervivencia a 4 y 37°C

gue permitan contrastar su efecto inhibitorio.

4. Evaluar la viabilidad de las BAL mediante la técnica de vaciado en placa para
determinar el comportamiento de éstas después de la inhibicion de E. coli en

cada muestra de yogurt utilizado.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad bioconservadora de las combinaciones de BAL (Lactobacillus casei Shirota-Streptococcus thermophilus; Lactobacillus
johnsonii-Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus-Streptococcus thermophilus) en tres muestras de yogurt comercial
almacenadas a 4 y 37°C frente a una cepa de E. coli para estimar el tiempo de inhibicién de ésta y su influencia sobre los cultivos lacticos.

v v
Objetivo Particular 1 Objetivo !
Calidad i - \
Microbiol6gica Particular 2 Actl_vu_jades Objetivo Particular 3 e
AQP Preliminares c de s 2 Objetivo
v urvas de Supervivencia Particular 4
A4 . .
ACTIVIDAD 2.1 . ¢ — v Viabilidad de BAL
ACTIVIDAD 1.1 Preparacion y esterilizacion de Inocular 3mL de la suspension ¥
Determinacion de: Determinacién de: Agar de soya tripticaseina para - de bacterias en cuatro muestras Cuantificar la_cantidad

-Coliformes totales
-Salmonella spp.
-Staphylococcus
aureus.

Repeticiones: 2

= Humedad (Estufa 70°C)
= Grasa (Roesse-Gottlieb)
= Proteina (Micro Kjeldahl)
» Carbohidratos (Diferencia)
» Azucares Reductores
Totales (ART)
(Lane & Eynon)
= Cenizas
(Método general)
= Acidez titulable
(Titulacion directa)
= pH (Potenciémetro)
= °Brix (Refractometro)

Repeticiones: 3

la propagacion de la cepa E.
coli.

v

Preparacién de los reactivos
para la curva de McFarland.

v

Aplicacion de la curva de
McFarland para la preparacion
del indculo de la cepa de E. coli
a una concentracion de 10°
UFC/mL.

v

\ 4

Determinar la concentracion de
bacterias en el indculo,
mediante un conteo en placa de
coliformes totales.

de cada variedad de yogurt.

v

Conservar 2 muestras de cada
yogurt sin inocular como testigos

negativos.

Refrigerar 2 muestras de cada
yogurt y un testigo negativo a 4°C
e incubar las restantes a 37°C.

v

Determinar cada 12 horas el pH
y la concentracion de la cepa E.
coli hasta que la concentracion
deje de ser detectable.

v

ANALISIS ESTADISTICO
Prueba de Turkey

v

| RESULTADOSY
g ANALISIS

Realizar curvas de supervivencia y
ajustarlas a un modelo matematico y
obtener los pardmetros cinéticos.

de BAL viables en cada
muestra de yogurt antes
de la inoculacién de E.
coli.

Repeticiones: 2

'

Cuantificar la cantidad
de BAL viables en
cada muestra de
yogurt después de la
inhibicion de la E. coli.

Repeticiones: 2

v

ANALISIS
ESTADISTICO
Prueba de Turkey

v

. CONCLUSIONES

A\ 4

RESULTADOS Y
ANALISIS

A
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2.1MATERIALES Y METODOS
2.1.1 Material Biolégico

Se trabajé con una cepa bacteriana Escherichia coli obtenida de un caso clinico de
mastitis en vacas, proporcionada por el Cepario del Departamento de Bacteriologia y
Micologia de la FMVZ de la Universidad Nacional Autonoma de México, CU, que fue

utilizada como un indicador de la calidad sanitaria.
2.1.2 Muestras de Yogurts

Se seleccionaron tres muestras de yogurts bebibles con distintas combinaciones de
BAL, conteniendo dos de ellas (muestra A y B) bacterias probiéticas del género
Lactobacillus y la tercera (muestra C) los cultivos iniciadores tradicionales del yogurt

gue fue utilizada como control. En la Tabla 9 se muestran dichos sistemas:

Tabla 9. Cultivos iniciadores para cada muestra de yogurt.

Muestra Combinaciones de BAL Probiotico
A Lactobacillus casei Shirota - Streptococcus thermophilus Si
B Lactobacillus johnsonii - Streptococcus thermophilus Si
C Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus - Streptococcus No
thermophilus

Las muestras de yogurts fueron adquiridas en un centro comercial del municipio de

Cuautitlan lzcalli, Estado de México.

2.20BJETIVO PARTICULAR 1: Calidad Microbioldgica

La determinacion de la calidad microbiolégica de las muestras de yogurts se realizé
al inicio de la experimentacién para asegurar que dichas muestras se encontraban
dentro de los limites establecidos por la normatividad vigente y libres de algun

microorganismo patégeno.
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A las muestras se les determinaron los microorganismos que se recomiendan para
leches fermentadas establecidos por la NOM-243-SSA1-2010, los analisis realizados

se hicieron por duplicado, y son resumidos en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones establecidas para las determinaciones microbiologicas.

: Temperatura | . .
, : Medio de Tiempo de | Expresion de | Referencia
MeeeEEnliEh® cultivo : de . incubacion resultados
incubacion
. i NOM-113-
Coliformes Agar rojo o
Totales® violeta bilis 35°C 24 horas UFC/mL SSA1-1994
Agar Baird
Parker con ) NOM-115-
Staphylocoi:cus emulsién 35°C ﬁgrgﬁ UFC/mL SSA1-1994
huevo
Agar
Salmonella- 35°C %}%}:ﬁ
Shigela _ NOM-114-
Salmonella ssp | Agar Verde 35°C o4 horas | Ausencia/zsmL | ssa1-1994
Brillante
Agar_Squlto 35°C 48 horas
de Bismuto

* La preparacion de la muestra se realizé por la Técnica de Diluciones siguiendo el procedimiento
establecido en la NOM-110-SSA1-1994.

2.3 OBJETIVO PARTICULAR 2: Analisis Quimico Proximal y Fisicoquimico

A las tres muestras de yogurt se les realizaron pruebas analiticas con la finalidad de
verificar que cumplieran con lo reportado en su etiqueta asi como por lo requerido en
la normatividad vigente y/o informacion bibliografica, ademas de analizar los
nutrientes contenidos en cada uno de ellos que ayudaron a promover o inhibir el
desarrollo de los microorganismos en estudio. Las determinaciones se realizaron por
triplicado, obteniendo el resultado del promedio de ellas, en la Tabla 11 se resumen

las determinaciones quimicas realizadas a cada muestra de yogurt.
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Tabla 11. Determinaciones quimicas realizadas a los yogurts.

70°C por 5 hrs.

Humedad Kirk, 1991
Con arena
Grasa Roesse-Gottlieb Kirk, 1991
. . ) NOM-155-SCFI-
Proteina micro Kjeldahl 2012
Carbohidratos Por diferencia Nielsen, 2003 CT = Hum — Prot — Grasa — Cen
Totales
AzUcares
Reductores )
Totales Lane y Eynon Kirk, 1991
(ART)
Cenizas Método general Kirk, 1991
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Los carbohidratos totales se obtuvieron por diferencia, siguiendo el procedimiento
establecido por el reglamento para el etiguetado nutricional de la Food and Drug
Administration (FDA) el cual establece que: “el contenido total de hidratos de carbono
de determinados alimentos como el yogurt se debe calcular restando el contenido de

proteina bruta, grasa, humedad y cenizas, del peso total del alimento”"*.

En la Tabla 12 se muestras las determinaciones fisicoquimicas que se realizaron en

la experimentacion a los 3 yogurts.

Tabla 12. Determinaciones fisicoquimicas realizadas a los tres yogurts.

Acidez titulable Titulacion Kirk, 1991
Electrométrico .

PH (Potenciémetro) Kirk, 1991

°Brix Gravimétrico Kirk, 1991
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2.4 OBJETIVO PARTICULAR 3:
2.4.1 Actividades Preliminares

2.4.1.1 Propagacion de la cepa

Con la finalidad de tener una concentracion suficiente de bacterias que fueron
inoculadas a las muestras de yogurts, y, para que éstas fueran bacterias jovenes
(que no hubiesen sido sometidas a condiciones de estrés como temperaturas de
refrigeracion, pH acidos o falta de nutrientes para sobrevivir) se propago la cepa de
E. coli en cajas y tubos en medio nutritivo (Agar de Soya Tripticaseina) a una
temperatura de 37°C por 24 horas en incubacién. La siembra de la bacteria en las
cajas fue mediante la técnica de dilucion americana (Figura 13) y en el caso de los

tubos se sembro por estria con un asa esteéril.

Figura 13. Propagacion de la cepa Escherichia coli.
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2.4.1.2 Estandares nefelométricos de McFarland

Para tener una concentracion similar de bacterias en cada inoculo que fue
preparado, se utilizaron los Estandares nefelométricos de McFarland los cuales
permiten determinar el nimero aproximado de células bacterianas suspendidas en
una solucién salina. Los reactivos que se utilizaron para la preparacion de los
estandares fueron solucion de BaCl, al 1% y H,SO, al 1% que al reaccionar en
distintas proporciones (de acuerdo con los volimenes indicados en la Tabla 13)
forman un precipitado de BaSO, el cual corresponde a una concentracion
determinada de bacterias, que guardan una relacion proporcional ya que a mayor
turbidez corresponde mayor concentracion bacteriana. Las proporciones utilizadas

para la preparacion de cada tubo se muestran en la Tabla 13°%7°.

Tabla 13. Tabla de McFarland.

No. Tubo Solucién Solucién H,SO,4 Conc_entracién de
BaCl, (mL) (mL) bacterias (UFC/mL)
1 0.1 9.9 3x10°
2 0.2 9.8 6 x 10®
3 0.3 9.7 9 x 10°
4 0.4 9.6 12 x 108
5 0.5 9.5 15 x 108
6 0.6 9.4 18 x 108
7 0.7 9.3 21 x 108
8 0.8 9.2 24 x 10°
9 0.9 9.1 27 x 10°
10 1.0 9.0 30 x 108

Fuente: MacFaddin, 2004.

Al emplear una cepa de E. coli como indicador de la presencia de otra, se debe de
trabajar con una concentracién bacteriana alta (10’ - 10° UFC/mL) que garantice que

al inhibirse ésta, también se inhiba el correspondiente patdgeno con el que se esta

Pagina 49



o hBC
Metodologia ¥~

haciendo la correlacion. Por ésta razon se eligié el tubo nimero 10 de la curva de
McFarland, pues la turbidez que presenta corresponde a la concentracion deseada

para ser inoculada, la cual fue de 3x107.

2.4.1.3 Preparacion del indculo

Una vez teniendo las cajas con las colonias desarrolladas de E. coli a las 24 horas y
el tubo estandar de McFarland, se prosiguié a la preparacion de la suspension

bacteriana.

En un tubo de ensayo con solucién salina estéril al 0.85% se fueron agregando las
células bacterianas de E. coli hasta alcanzar la misma turbidez del tubo de

McFarland seleccionado.

2.4.1.4 Cuantificacion de E. coli

Después de haber llegado a una similitud entre la preparacion bacteriana y el tubo
ndmero 10, se cuantificaron las células contenidas en la solucion, con la finalidad de

tener la concentracion real de E. coli que fue inoculada a cada muestra.

La preparacion de la muestra se realizé siguiendo el procedimiento establecido en la
NOM-110-SSA1-1994 y la cuantificacion mediante la técnica vaciado en placa de
acuerdo con la NOM-113-SSA1-1994 para la determinacion de coliformes totales
utilizando como medio selectivo agar rojo violeta bilis. La morfologia de las colonias
de E. coli en el medio son similares a un lente biconvexo con un diametro de 0.2mm
a 5mm, de un color rojo obscuro con un halo de color rojo claro o rosa alrededor de

cada colonia (Figura 14).
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Figura 14. Colonias de Escherichia coli en agar rojo violeta bilis.

2.4.2 Curvas de supervivencia de E. coli
2.4.2.1 Inoculacion de E. coli a las muestras de yogurt

Se prepararon 6 muestras de 112mL de cada yogurt a evaluar, de las cuales
10,18y

las otras dos fueron conservadas libres de contaminacién como testigos negativos de

unicamente 4 fueron inoculadas con 3mL de la suspension bacteriana de E. coli

la experimentacion. Tanto a las muestras inoculadas como a los testigos negativos
se les determind la concentracion de E. coli de acuerdo a la NOM-113-SSA1-1994,
con la finalidad de tener un conteo de la poblacién bacteriana viable al tiempo cero
antes de ser sometida a las condiciones de almacenamiento y poder evaluar el
efecto inmediato de la acidez del medio en la cepa indicador y verificar que los

testigos negativos estuvieran libres de contaminacion.
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2.4.2.2 Condiciones de almacenamiento

Las muestras fueron almacenadas en condiciones de refrigeracién e incubacion de

acuerdo con lo indicado en la Tabla 14 para evaluar el efecto de la temperatura en el

crecimiento microbiano tanto de las BAL como de la cepa indicadora en los yogurts

A, By C, procurando que las condiciones fueran similares en cada caso.

Tabla 14. Condiciones de almacenamiento para las muestras de yogurt.

Condiciones de Muestra Repeticién | Repeticion Testigo

almacenamiento 1 2 negativo

. L, A .
Refrigeracion B Muestra Muestra Muestra sin

4°C c inoculada inoculada inocular

L, A .
Incubacion B Muestra Muestra Muestra sin

37°C c inoculada inoculada inocular

Las seis muestras fueron monitoreadas cada 12 horas, midiendo el pH con tiras

indicadoras de pH (marca Sigma Chemical Company) Figura 15 y la concentracion

de la cepa de E. coli a cada una por duplicado, utilizando el promedio de las

repeticiones como valor final hasta una concentracién no detectable, registrando ésta

lectura como el tiempo de inhibicion.

Figura 15. Medicién del pH a las muestras inoculadas y testigos negativos
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2.4.2.3 Elaboracion de las curvas de supervivencia de E. coli

Con las lecturas de las colonias de E. coli en los 3 yogurts a ambas temperaturas en
el transcurso del tiempo, se realizaron curvas de supervivencia, graficando tiempo (h)
en funcion de la concentracion Log (UFC/mL), dichas curvas se ajustaron a modelos
matematicos, ya sea un modelo lineal o un modelo de Doble Weibull, dependiendo
de la temperatura de almacenamiento. Estos ajustes se realizaron utilizando el
programa de GlnaFiT (Version 1.6), un programa gratuito de complemento para
Microsoft Excel*’. Para evaluar si el modelo era adecuado, es decir, si los datos
experimentales se ajustaban al modelo matematico seleccionado, se utilizaron la
Raiz del Error Cuadratico Medio (RMSE) y el Coeficiente de correlacién (R?) en los
casos donde el comportamiento fue lineal y RMSE en el que la inhibicién fue no

lineal.

De la curva de inactivacion de Doble Weibull se obtuvieron los parametros cinéticos

mostrados en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros cinéticos del Modelo de Double Weibull.

Parametro Significado
Log (No) Concentracion inicial estimada
p Parametro de forma
d Tiempo para la primera reduccion decimal de la primera poblacion
d2 Tiempo para la primera reduccion decimal de la segunda poblacion
o Tamafio de la primer poblacion

Fuente: Coroller et al. (2006). General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and Environmental
Microbiology, 72, 6493-6502.
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2.4.2.4 Verificacion de la inhibicion total de Escherichia coli

Con el proposito de evaluar si la cepa de Escherichia coli habia sido inhibida
parcialmente o si se habia dado la muerte celular, las tres muestras inoculadas se
neutralizaron con NAOH al 1.25%, después se incubaron a 37°C por 24 horas en
caldo nutritivo para restaurar las células dafiadas y finalmente se sembraron
utilizando la técnica de dilucion americana en Agar MacConkey. Al encontrar
crecimiento de colonias en el medio se consideraba que la cepa bacteriana solo
habia sido inhibida temporalmente por las condiciones del medio, por el contrario, la

ausencia de colonias confirmé la muerte bacteriana.

2.5 OBJETIVO PARTICULAR 4:

2.5.1 Conteo inicial de BAL

Antes de inocular los tres yogurts con la cepa de E. coli se cuantificaron los
Lactobacillus y Streptococcus, utilizando la técnica de vaciado en placa en Agar
Lactobacilli MRS y Agar Lacti Streptococci M17, determinando Lactobacillus (Figura
16) vy Streptococcus viables en las muestras. Las condiciones de incubacién son

resumidas en la Tabla 16.

Tabla 16. Condiciones de incubacion para el conteo de BAL.

Microorganismo Medio de | Temperatura | Condiciones Tiempo de | Expresion
cultivo de de incubacion de
incubacién | incubacion resultados
Lactobacillus Agar 37°C Atmosfera 48 horas UFC/ml
Lactobacilli rica en CO,
MRS *
Streptococcus | Agar Lacti 37°C Atmosfera 48 horas UFC/ml
Streptococci rica en CO,
M17 *

*Técnica de doble caja o velobiosis: favorece una atmadsfera rica en CO2 aumentando de 3 a 5% la

concentracion de éste”.
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Los géneros Lactobacillus y Streptococcus por tratarse de BAL requieren condiciones
de anaerobiosis para favorecer su crecimiento, por tratarse de bacterias anaerobias
facultativas, por esta razén fueron incubadas en una atmésfera rica en CO,. En la
Figura 16 se muestran las colonias tipicas de Lactobacillus desarrolladas en Agar
Lactobacilli MRS.

Figura 16. Cuantificacion de Lactobacillus en una muestra de yogurt.

2.5.2 Viabilidad de BAL después de la inhibicién de E. coli

Después de que se dio la inhibicion de la cepa indicadora se cuantificé la
concentracion de BAL viables en cada muestra de yogurt evaluado, asi como en los
testigos negativos conservados. Las condiciones fueron las mismas que para el

conteo inicial.

Los conteos iniciales y finales de Lactobacillus y Streptococcus en los 3 yogurts a
las dos temperaturas de almacenamiento se representaron mediante graficas de
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barras con el propdsito de comparar el impacto de la temperatura y la presencia de

E. coli sobre su viabilidad.
2.1.8 Analisis Estadistico

Los resultados de las determinaciones fisicoquimicas para la comparacion entre los
yogurts y los resultados del conteo inicial y final de las BAL se evaluaron por analisis
de varianza a P <0.05. Las diferencias estadisticas significativamente se analizaron

mediante la prueba de Turkey, utilizando el software estadistico Minitab 14“°.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Objetivo Particular 1: Calidad microbiolégica.

El control de la calidad microbioldgica del yogurt es de importancia primordial para
garantizar la inocuidad de éste, asi como también para cumplir con los estandares
existentes y/o regulaciones de cada pais en el que se comercialice. En México la
Secretaria de Salud por medio de la NOM-243-SSA1-2010 establece las
especificaciones sanitarias que debe cumplir el yogurt. En la Tabla 17 se muestran
los resultados obtenidos de la evaluacion realizada a las tres muestras de yogurt

comercial.

Tabla 17. Resultados del analisis microbiolégico a las tres muestras de yogurt

comercial.

Determinacion = Limites maximos Yogurt A Yogurt B Yogurt C
Collfor[nes <10 UFC/mL Negativo Negativo Negativo
totales

?gé@f”e"a Ausente /25mL Negativo Negativo Negativo
S&?SSZLOCOCCUS <100 UFC/mL Negativo Negativo Negativo

*Los resultados se leyeron utilizando como referencia la dilucion 10™

**Los resultados se leyeron de una muestra de 25 mL.

Como se observa en la Tabla 17 los tres yogurts comerciales analizados cumplen
con las especificaciones marcadas en la normatividad. En cuanto a coliformes
totales no se encontraron colonias en la dilucién 10" para las tres muestras
evaluadas. En la Figura 17 se verifica la ausencia de crecimiento de coliformes
totales para el Yogurt A, lo que nos da una idea global de que tanto en las granjas
como en las plantas procesadoras de cada uno éstos las condiciones de
elaboracion fueron higiénicas, dando como resultado alimentos seguros para el

consumo humano®*.
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Figura 17. Determinacion de Coliformes totales
incubados a 37°C por 24 h.

Para el caso de Salmonella spp, las tres muestras evaluadas cumplen con el
requerimiento establecido, obteniendo como resultado ausencia en 25 mL de
producto, en la Figura 18 se observa dicho resultado de la determinacion para el
yogurt B. El monitoreo de ésta bacteria es exigida para las leches fermentadas y
otros productos lacteos debido a que en los Ultimos afos diversos estudios como
el realizado por Calderén y colaboradores (2007), demostraron que este patdégeno
puede llegar a sobrevivir hasta por 4 dias a las condiciones acidas desarrolladas
en éstos y ser un factor de riesgo muy importante para el consumidor, ya que

algunos géneros de Salmonella pueden llegar a causar la muerte.

Figura 18. Aislamiento de
Salmonella  en medios
selectivos agar SB, SS 'y VB,
incubado a 35°C por 24 h.

Pagina 59



—-———
o

ABIC
Resultados y Andlisis de Resultados EEC

Al igual que Salmonella, el monitoreo de Staphylococcus aureus también es
obligatorio para las leches fermentadas por ser un patdégeno que puede llegar a
sobrevivir a condiciones acidas y desarrollar resistencia a los compuestos
inhibitorios presentes en el yogurt hasta por 15 dias'®. De acuerdo a la Tabla 17, la
normatividad mexicana establece como limite maximo 100 UFC/mL, pues para
que éste patdgeno produzca la dosis necesaria de enterotoxinas (1 a 5 pg) capaz
de provocar intoxicacién alimentaria se requieren de por lo menos 10° UFC de S.
aureus por cada gramo de alimento contaminado®. Como se muestra en la Tabla
17 no se detectd la presencia de Staphylococcus aureus en la dilucién 10 para
las tres muestras evaluadas, lo que indica que los tres yogurt evaluados son de
buena calidad. En la Figura 19 se observa la ausencia de éste utilizando como
medio selectivo Agar Baird- Parker con suspension de yema de huevo para el

Yogurt B.

Figura 19. Aislamiento de Staphylococcus aureus
en Agar Baird-Parker incubado a 35°C por 48 h.
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3.2 Objetivo Particular 2: Quimico proximal y determinaciones fisicoquimicas

Como se planted en el objetivo 2 cada uno de los yogurts seleccionados fueron
sometidos a un analisis quimico proximal, con la finalidad de determinar su
composicién quimica y poder analizar mas adelante los nutrientes disponibles que
ayuden a promover o inhibir el desarrollo de los microorganismos presentes en el
yogurt, tanto de las BAL como de los inoculados intencionalmente. Asi mismo, se
llevaron a cabo determinaciones fisicoquimicas con el objetivo de evaluar las
condiciones del medio que permitan predecir la capacidad de los
microorganismos, para proliferar en el yogurt en determinado momento. Los
resultados experimentales obtenidos se resumen en la Tabla 18, donde se
muestran los promedios de las repeticiones para cada ensayo realizado, asi como
la comparacion de éstos con las especificaciones establecidas por la normatividad

mexicana.
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Tabla 18. Resultados de los analisis fisicoquimicos contrastados con las

especificaciones normativas.

Experimental

Grasos (SLNG)**

Determination Norma
Yogurt A Yogurt B Yogurt C

Proteina 2.9%'min. | 2.49%+0.030 | 2.80°+0.163 1.30° + 0.045
Grasa 15%'max. | 0.60%+0.007 | 1.32°+0.082 1.82°+ 0.026
Carbohidratos b

NE 12.92° 10.61 14.35°
totales *
AzUlcares
ART 9.22%+0.188 | 10.45° +0.407 | 11.67°+0.091

NE
°Brix 12.3%+0.0 10.39° + 0.0 13.66° + 0.01
Cenizas NE 0.16%+ 0.003 | 0.14° + 0.001 0.06° + 0.006
Humedad NE 83.84%+0.251 | 85.13°+0.067 | 82.46°+ 0.049
pH 4.5'max. 4.22%+ 0.015 4.20% 0.01 4.13°+ 0.013
Acidez 0.5%"'min. | 0.83%+ 0.005 0.99°+ 0.005 0.46°+ 0.013
Sélidos Lacteos No | 8.25%"min b

15.56° 13.56 15.71°2

NE. Valor No Establecido por Normatividad.

ART. Az(cares Reductores Totales

a,b,c

0.05 entre los yogurts

*Valor obtenido por diferencia

Las letras distintas entre cada determinacion indican que existe diferencia significativa con P <

**Valor obtenido de acuerdo a la NOM-155-SCFI-2012. Leche-Denominaciones, especificaciones
fisicoguimicas, informacion comercial y métodos de prueba. Pag. 20, numeral 8.4.

' Limites establecidos en la NOM-243-SSA1-2010. Productos y servicios. Leche, férmula lactea,
producto lacteo combinado y derivado lacteo. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos
de prueba. Pag. 10, numeral 6.2.3.1.

Limites establecidos en

la NOM-181-SCFI-2010. Yogurt-Denominacion,

especificaciones

fisicoguimicas y microbioldgicas, informacién comercial y métodos de prueba. Pag. 6, Tabla 1
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En la Tabla 18 se muestra el valor de la desviacion estandar para cada uno de los
ensayos bromatolégicos, con el objetivo de dar validez estadistica a los
resultados. De acuerdo a Nielsen (2003), los valores de las tres repeticiones para
cada determinacién presentaron resultados muy cercanos a la media en general,
es decir, son bastante precisos y por lo tanto, el promedio de éstas es confiable
para utilizarse como base en la contrastacion de resultados, pues presentan
coeficientes de variacibn menores al 5%. Por otro lado, las letras asignadas a
cada resultado corresponden al andlisis estadistico para la comparacion entre los
tres yogurts, las letras iguales indican que no existe diferencia significativa,
mientras que letras diferentes establecen que existe una P 20.05 lo que indica

diferencia estadistica entre ellos™.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana las especificaciones que deben ser
monitoreadas durante el proceso de elaboracién del yogurt, son: proteinas,
grasas, acidez y pH, quedando exentos valores como humedad, minerales y
carbohidratos. La NOM-181-SCFI-2010 establece Unicamente las especificaciones
fisicoquimicas que debe cumplir la mezcla de ingredientes lacteos previa a la
adicion de componentes no lacteos, tales como: edulcorantes, frutas, jugos,
pastas, especias y otros alimentos aromatizantes, asi como gelatinas y
almidones®. Tomando en cuenta lo anterior y el hecho de que los tres yogurts
analizados estan adicionados de acuerdo a su etiqueta con jarabes saborizados,
almidon, pectina, sucralosa, vitaminas, azucar y algunas sales minerales, el
balance total en su composicion se ve alterado, dando como resultado que el
contenido de proteina sea menor al esperado 2.9% al igual que el contenido de

grasa, incrementandose por otra parte el contenido de carbohidratos.

En cuanto al contenido de proteinas reportado en la Tabla 18, todos los yogurts
presentaron diferencias significativas entre ellos. El yogurt C es el que presentd
menor porcentaje 1.3%, seguido del yogurt A 2.49%, mientras que el B fue el que
presentd mayor cantidad 2.8%. El aporte proteico de estos productos se considera
bajo en comparacién con los yogurts batidos o firmes que tienen un aporte del
4.2%*41* debido a que se caracterizan por su bajo contenido de soélidos lacteos,
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los cuales son indispensables para el desarrollo de la consistencia y aportan el

mayor contenido de proteinas®.

En cuanto al porcentaje de grasa, las tres muestras cumplen con lo establecido en
la norma al contener menos del 15% de ésta, sin embargo, los valores de grasa
entre los yogurts presentan diferencias significativas; como se muestra en la Tabla
18, el yogurt A con 0.6% es el de menor cantidad de grasa, pues en su
formulacién sélo utilizan leche descremada en comparacion con el yogurt By el C
los cuales presentan mayor contenido de grasa, de 1.32% y 1.82%
respectivamente, éste aumento es debido a que son formulados con leche
parcialmente descremada, ademas, el yogurt C tiene un mayor contenido de grasa
que el B por estar adicionado con crema y sélidos de leche, siendo el de mayor
aporte, mientras que el B solo esta adicionado con grasa de leche. De acuerdo a
lo anterior, se puede afirmar que estas variaciones dependen en gran medida del
tipo de leche asi como de la adicion de algunos ingredientes lacteos como los ya

mencionados®.

De acuerdo a la lista de ingredientes aquellos que contribuyen al aporte de
carbohidratos en los yogurts son: azucar, almidon modificado, pectina y sucralosa,
sin embargo, la normatividad establece que éstos deben ser usados en las
menores concentraciones posibles, en el caso de la pectina y el azlcar siguiendo
las BPM, mientras que para el almidon modificado establece una dosis maxima del
2%, y para la sucralosa en éste tipo de productos en especifico la
NOM-086-SSA1-1994 establece que se adicione siguiendo las BPM y el CODEX
STAN 192-1995 marca un limite maximo de 0.3%, por lo que existe variacion muy
significativa entre el porcentaje de carbohidratos totales encontrados en cada uno.
Por ejemplo, el yogurt B es el que tiene menos carbohidratos 10.61%, ya que es el
anico que contiene sucralosa en su formulacion, que al ser un endulzante no
calorico de alta intensidad con un dulzor relativo equivalente a 600 veces el del
azlicar®* permite reducir éstos en comparacién con los yogurts A y C que al ser
endulzados en su totalidad con azucar el contenido de carbohidratos incrementa,
presentando un porcentaje de 12.92 y 14.35% respectivamente. Ademas el Ay B
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contienen una combinacion de pectina y almidon que ademas de ser adicionados
por su funcién prebidtica®®, también tienen un efecto como estabilizantes, cuya
interaccion permite el uso de concentraciones menores en mezcla para
proporcionar consistencias similares a las obtenidas si s6lo se utilizara uno de
ellos, por presentar un efecto sinérgico’®: al comparar estos con el yogurt C que
tiene Unicamente almidén, se puede ver que el aporte de carbohidratos es mayor.
Cabe sefialar que por ser yogurts comerciales siempre existe diferencias tanto en
dulzor como en consistencia que caracterizan la marca registrada de cada

fabricante.

El edulcorante utilizado en los yogurts Ay C es la sacarosa principalmente y en el
yogurt B son la sacarosa y sucralosa, para su cuantificacion se utilizo la técnica de
ART por el método de Fehling, sin embargo, existen una serie de factores que
pueden alterar los resultados de esta determinacién’?, por lo que se utilizaron los
°Brix para tener una segunda referencia que permita estimar el contenido de
azlicares’""2. De acuerdo con los resultados de carbohidratos totales, el yogurt
con menor contenido es el B, seguido del Ay el C, pero, al analizar los resultados
reportados en la Tabla 18 (pagina 62), Unicamente la medicién de °Brix sigue éste
comportamiento, mientras que ART presenta valores diferentes a lo esperado.
Para el yogurt B no existe diferencia significativa entre los valores de ART y °Brix,
por otra parte, para los yogurts A y C, los resultados de ART muestran
desviaciones significativas con respecto a la lectura de °Brix, dichas desviaciones
pueden adjudicarse a las dos técnicas, por un lado, °Brix se utiliza para medir los
sélidos solubles que si bien estan integrados mayoritariamente por azlcares
también cuantifica minerales, proteinas solubles, ciertos acidos organicos,
saborizantes y algunas sales tales como lactato de calcio y sorbato de potasio’"’?,
estos ultimos declarados en las etiquetas de los yogurts A y B, que en conjunto
pueden llevar a las desviaciones encontradas. Por otro lado, las desviaciones en
ART se adjudica a dos razones, la primera, a la presencia de carbohidratos
complejos que intervienen directamente con la hidrdlisis a la que fue sometida la

muestra’® para romper los enlaces glucosidicos de los disacaridos como la
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sacarosa y sucralosa, Yy asi liberar los azucares reductores, ademas de la ruptura
de enlaces de algunos carbohidratos complejos como el almidén y la pectina® y la
segunda, por el desarrollo de la reaccion de Maillard que puede interferir con la

determinacion®.

Tomando en cuenta el tipo de carbohidratos en las muestras, y los resultados
obtenidos de ART en éstas y las diferencias tan marcadas al compararlas con los
°Brix, se decidié que éstas podian deberse a una hidrdlisis incompleta y se penso
gue siguiendo las condiciones marcadas por la técnica estandar de 70°C por una
hora, no se lograba una hidrdlisis total de éstos. Por lo anterior, se procedi6 a
hidrolizar las muestras durante tiempos mayores como se muestra en la Tabla 19,
debido a que en la bibliografia, dependiendo el autor consultado existen
metodologias donde la hidrdlisis se prolonga hasta por una semana a temperatura

ambiente®.

Tabla 19. Porcentajes de ART obtenidos a diferentes condiciones de hidrdlisis.

i
Tle(;ln)po Tem[()oecr;ﬂura Yogurt A Yogurt B Yogurt C
1 70+ 2 6.16 7.43 5.06
2 70+ 2 7.58 10.44 8.51
3 70+ 2 9.03 10.45 10.39
12 60 £ 2 9.22 11.67

De acuerdo con la Tabla 19, el yogurt B solo requiri6 de 2 horas para dar
resultados constantes por tener la menor concentracion de azUcares Yy
estabilizantes, mientras que los yogurts A y C requirieron de 12 horas para dar
resultados aproximados a los esperados. Cabe mencionar que las muestras Ay C
no fueron hidrolizadas por mas tiempo, por haber observado en éstas el desarrollo
de la reaccién de Maillard, ya que la hidrolisis ademéas de romper los enlaces
glucosidicos favorecié la desnaturalizacion de las proteinas en péptidos vy

aminoéacidos’* que por tener grupos amino libres promovieron la reaccién de éstos
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con el grupo carbonilo de los azicares®**?

, tal como se ilustra en la Figura 20, la
cual muestra la primera etapa de ésta reaccion para el caso especifico de la
glucosa donde se da la formacion del compuesto de Amadori, como principal

intermediario de reaccion, el cual conserva su capacidad reductora®?.

+

H
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HC=0 —C-EZN—R HC=N—R H(‘n—N—R HC|:NH—R
H—C[t—OH H—C]:—OH H—Cl—OH Cl—OH C:P
HO—C—H R-NH, HO—C—H HO—C—H HO—C—H HO—C—H
H—C[t—OH A_,H—cl—OH T’H—CTOH 4__’H—C|—OH T_’H—c:—OH
H—Cf—OH H—Ci—OH H,O H—Cl—OH H—Cl—OH H—Cl—OH
H,C—OH H,C—OH H,C—OH H,C—OH H,C—OH
Glucosa Imina 1-Amino-1-deoxi-

cetosa (compuesto
de Amadori)

Figura 20. Fase inicial de la reaccion de Maillard.
Fuente: Belitz, Grosch, & Schieberle, 2011.

Los compuestos de Amadori son la base de numerosos productos secundarios,
gue desencadenan en la formaciébn de pirazinas, pirroles, furanos, tiazoles,
melanoidinas entre otros, que contribuyen al desarrollo de sabores y pigmentos
caracteristicos de la reaccién, los cuales no presentan capacidad por lo que su
cuantificacién no es posible durante la titulacién con el reactivo de Fehling®. Esta
reaccion fue detectada en las muestras A y C después de su hidrolisis por el color
pardo caracteristico®>*?, desarrollandose para la muestra A un color mas obscuro
que puede atribuirse a su mayor contenido de proteinas'?, obteniendo como
consecuencia menos azucares 9.22% de los declarados en la etiqueta, de la
misma manera para el C se obtuvo 11.67% que también se encuentra por debajo
del valor reportado en la etiqueta, mientras que para el yogurt B no se detecto la
coloracion por lo que se estima que la reaccién de Maillard no fue favorecida en

este caso.
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En cuanto al porcentaje de cenizas, la normatividad mexicana no establece
limites, por lo que se utilizo como referencia la composicion quimica promedio
reportada por Yildiz (2010), la cual establece que los elementos inorganicos que
estan presentes mayoritariamente en el yogurt liquido son: potasio, calcio, cloro,
sodio y otros minerales en menor proporcion como hierro. De acuerdo a los
resultados de la Tabla 18 (pagina 62) el yogurt con mas aporte es el A con un
0.16%, presentando diferencia significativa con el yogurt B que tiene 0.14%, estas
variaciones se atribuyen al enriquecimiento del yogurt A con lactato de calcio
declarado en su etiqueta, que es una sal de calcio comunmente utilizada para

leches fermentadas y otros productos lacteos*8!

, asi mismo, el yogurt B contiene
un aporte alto de minerales que podria atribuirse a las caracteristicas de la materia
prima, mientras que el yogurt C es el de menor cantidad de minerales 0.06%
pudiendo haber sido elaborado a partir de leche con bajas concentraciones de
minerales o no estar enriquecido, por no declarar algin ingrediente que lo
evidencie. Estas variaciones para el contenido de minerales entre los yogurts
pueden ser atribuidas a factores genéticos, climaticos, practicas de cultivo,

condiciones de proceso, ingredientes incorporados en la formulacién, etc.*?.

La NOM-181-SCFI-2010 no establece limites maximos o minimos para el
contenido de humedad en el yogurt, debido a que la funcionalidad del agua en
éste alimento es principalmente como disolvente, utilizado para reconstruir y/o
rehidratar algunos ingredientes que asi lo requieran como la leche en polvo para el
caso especifico del yogurt A. Comparando entre si los valores obtenidos se puede
afirmar que si bien existe diferencia estadisticamente significativa entre cada
muestra no es tan grande como para otras determinaciones, ya que tomando
como referencia al yogurt C por tener la menor cantidad de humedad del 82.46%,
presenta una diferencia minima con respecto al yogurt B 85.13% y al yogurt A
83.84%. De acuerdo al valor promedio reportado por Yildiz (2010) el yogurt liquido
tiene una humedad aproximada de 84.4% que al ser comparado con los
resultados obtenidos se consideran aceptables, esta variabilidad puede deberse a

las diferentes formulaciones empleadas en la elaboracion de cada uno de estos.
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Por su consistencia, se podria pensar que el yogurt liquido tiene mayor cantidad
de agua que un yogurt batido o firme, sin embargo, esto no es asi ya que de
acuerdo a los valores reportados por CESNID (2008) y Yildiz (2010) se observa
que el contenido de humedad del yogurt batido varia en un intervalo entre 86-87%,
por lo que la consistencia no se debe al porcentaje de agua, si no al proceso de
batido al que es sometido después de la fermentacion, el cual provoca la ruptura

109 3demas de la

de la estructura del gel proporcionandole su apariencia liquida
adicién de estabilizantes*® como el almidén para el yogurt C y una mezcla de
almidon y pectina para el A y B de acuerdo a los ingredientes declarados, que

ligan el agua, evitando asf su determinacién por el método de estufa de aire® .

El monitoreo del pH y acidez en la elaboracidén de yogurts se debe a dos razones
principales, la primera y mas importante relacionada con el control del proceso de
elaboracion es el pH, que describe la actividad y concentracion de iones hidronio
(H30™) en el alimento con la finalidad de no exceder un limite determinado y con
ello impedir el desarrollo de los cultivos lacticos’®, mientras que la segunda esta
mas relacionada con el control de la concentracién del acido lactico que se va
generando por la accién de las BAL sobre la lactosa de la leche® y que es
utilizado como un indicador del impacto de los acidos en el gusto’™, es decir, la
acidez esta mas relacionada con las preferencias del consumidor y puede ser
variable. En cuanto a la especificacion de pH, en la NOM-181-SSA1-2010 se
establece un maximo de 4.5 habiendo encontrado que los tres yogurts cumplen
con éste parametro. Como se sabe el valor de pH y acidez tienen cierta relacion,
ya que a valores mas bajos de pH corresponden porcentajes mas altos de acidez?
como ocurre con los yogurts A 'y B que a pesar de no tener diferencias
significativas en cuanto a pH presentando valores de 4.2 (ver Tabla 18, pagina
62), sus valores de acidez son estadisticamente diferentes 0.83% y 0.99% para el
Ay B respectivamente, sin embargo, para el caso del yogurt C, como se observa
en la Tabla 18 mientras el pH es similar a los otros 4.13 (pagina 62), la acidez
obtenida es menor, reportando Unicamente 0.46% de acido lactico que es

significativamente diferente (P= 0.05), esto puede deberse a la presencia de
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algunas sales aniodnicas, no declaradas en los ingredientes, que pueden interferir
en la valoracidén surgiendo nuevos iones hidrégenos a partir de las moléculas no
disociadas anteriormente, por lo que éstos ultimos no alcanzan a ser valorados,
dando como resultado un porcentaje de acidez menor al esperado, mientras que el
pH no se ve afectado pues la actividad de iones hidronio continla a pesar de la

presencia de sales ani6nicas’""2.

Los Sdlidos Lacteos No Grasos (SLNG) del yogurt se refieren principalmente a la
lactosa, proteina y minerales'®’, un yogurt con bajo contenido de sélidos no grasos
seria poco aceptable por el consumidor, debido a que la variacion en su contenido
tiene influencia muy significativa en propiedades como la textura y la
viscosidad*®”*'*. Como se muestra en la Tabla 18 (pagina 62), los tres yogurt
evaluados cumplen con el minimo requerido por la normatividad teniendo mas del
8.25% de sélidos lacteos. Para la fortificacion de la base del yogurt con sélidos
lacteos existen diferentes métodos, uno de ellos es mediante la adicion de leche
descremada en polvo (SMP, por sus siglas en inglés) como se reporta en la
etiqueta para el caso especifico de los yogurts A y C, por tal motivo, entre éstos
dos yogurts no hay diferencia estadistica (P< 0.05) y son los que tienen mayor
contenido de soélidos lacteos, 15.56% y 15.71% respectivamente, en comparacion
con el B el cual es estadisticamente diferente (P= 0.05) a los anteriores y presenta
Gnicamente 13.56% de SLNG.

La NOM-051-SCFI/SSA1-2010 establece: “Los nutrimentos que deben de ser
declarados obligatoriamente en la etiqueta son carbohidratos, proteinas, grasas y
minerales, asi mismo también se indica que la informacion contenida en éstas
debe ser veraz, describirse y presentarse en forma tal que no induzca al
consumidor a un error con respecto a la naturaleza y caracteristicas del producto,
y queda prohibido el uso de declaraciones que no puedan comprobarse” por lo
gue se consider6 importante verificar el cumplimiento de lo establecido para cada
producto evaluado. En la Tabla 20 se hace una comparaciéon de los valores

experimentales obtenidos con los reportados por el fabricante de cada yogurt.
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Tabla 20: Resultados del Analisis Quimico Proximal y contrastacion de los valores

con la etiqueta de cada producto evaluado.

: y Yogurt A Yogurt B Yogurt C
Determinacion
Etiqueta | Experimental | Etiqueta | Experimental | Etiqueta | Experimental

Carbohidratos
totales* 12.4 12.92 9.7 10.61 14.57 14.35
Azucares 11.40 9.3 12.93

(ART) 9.22 10.45 11.67
Proteina 2.8 2.49 2.5 2.80 1.64 1.30
Grasa 0.6 0.60 1.3 1.32 1.64 1.82
Cenizas 0.203 0.16 0.14 0.14 0.092 0.06

*Valor experimental obtenido por diferencia.

Los valores reportados en la etiqueta no son iguales a los obtenidos por las
determinaciones bromatolégicas al comparar los datos proporcionados en la
Tabla 20, debido a que la NOM-051-SSA1-2010 establece que éstos “deben ser
valores medios derivados por analisis, bases de datos o tablas reconocidas
internacionalmente”. Las diferencias encontradas pudieran llegar a ser
significativas para el caso de los valores reportados para cenizas, proteinas y ART
gue reportan variaciones mayores al 10% con respecto a los valores establecidos
en la etiqueta, mientras que para carbohidratos totales y grasa la variacion es

menor al 10%.

De acuerdo a la NOM-051-SSA1-2010 ademas de
carbohidratos disponibles es necesario especificar la cantidad correspondiente de

indicar la cantidad de
azucares. En la Tabla 20 se muestra que para carbohidratos totales en el yogurt A
y C los valores experimentales concuerdan con los de la etiqueta, mientras que los
valores para ART son menores a los esperados, sin embargo, ésta desviacion no
evidencia un incumplimiento, ya que puede atribuirse a las dificultades
anteriormente discutidas por lo que pudieron estar presentes aunque su
cuantificacion no fue posible por el desarrollo de la reaccion de Maillard, mientras

para el yogurt B tanto los Carbohidratos totales (10.61%) y ART (10.45%) se
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encuentran por arriba del porcentaje esperado 9.7% y 9.3% respectivamente, lo

gue corrobora una posible desviacion del valor reportado por el fabricante.

Al comparar los valores obtenidos de proteina con los reportados en la etiqueta,
de acuerdo a la Tabla 20 (pagina 71), se puede ver que los yogurts Ay C
contienen menor cantidad de proteina 2.49% y 1.30% respectivamente, de la que
esta declarada en su tabla nutrimental 2.8% y 1.64%, presentando una desviacion,
mientras que para el yogurt B ocurre lo contrario, reportando menos proteinas de

las obtenidas 2.8%.

Para el porcentaje de grasa, los valores experimentales tanto del yogurt A con
0.6%, como del B con 1.32% son iguales con el reportado en su etiqueta. Ademas
es importante mencionar que aunque solo el yogurt B declara que es “bajo en
grasa’, el yogurt A, de acuerdo a la NOM-086-SSA1-1994, también entra en esta
clasificacion por tener menos de 1.5% de grasa. Por otro lado el yogurt C, es el
que mas grasa presentd 1.82% existiendo una desviacion con el reportado, asi
mismo en su etigueta el porcentaje de proteina y grasa es igual, pero los
resultados difieren, determinando un aumento en grasa que provoca un menor

aporte proteico.

En cuanto a las cenizas se esperaba encontrar un porcentaje mayor al estimado
debido a que el porcentaje establecido en la etiqueta Unicamente considera los
porcentajes de sodio y de calcio los cuales es obligatorio reportar en la tabla
nutrimental de cada muestra de acuerdo con las especificaciones de la NOM-
051-SSA1-2010 y no considera algunos otros minerales presentes en el yogurt
como potasio, cloro, hierro, entre otros***, sin embargo, no fue asi, debido a que
la técnica de calcinacion a 500 — 550°C, provoca que algunos minerales
contenidos en la muestra puedan convertirse en oxidos, fosfatos y sulfatos, o ser

volatilizados como el sodio, hierro y potasio®"*"?

ocasionando variaciones muy
significativas. En la Tabla 21 se reporta el contenido de sodio y calcio contenidos

en cada yogurt de acuerdo a su etiqueta.
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Tabla 21. Porcentajes de sodio y calcio para los yogurts.

Mineral | Yogurt A | Yogurt B | Yogurt C

Calcio 0.157% | 0.08% | 0.063 %

Sodio .046 % 0.06 % | 0.0319 %

De acuerdo con la Tabla 20 (pagina 71) para los yogurts A y C los resultados
obtenidos en cuanto al porcentaje de cenizas son 0.16% y 0.06%
respectivamente, éstos porcentajes medidos coinciden con el porcentaje de calcio
reportado en la etiqueta de cada producto (Tabla 21), por lo que se estima que el
sodio y demas minerales pudieron haber sido volatilizados como se mencioné

anteriormente®>"""2

, en cuanto al yogurt B se observa que el porcentaje
determinado por el método analitico 0.14% es mayor que el porcentaje de calcio
reportado en la etigueta 0.063% esta diferencia puede deberse a que la técnica
por calcinacion cuantifico un mineral extra que no estaba presente en los otras
muestras, se estima que este mineral es el cloro el cual no es volatilizado durante
la incineracién debido a que reacciona para formar cloruros® y que ésta presente
en el alimento debido a la adicion de Sucralosa como endulzante, cuya férmula

guimica es triclorogalactosacarosa que contribuye al aporte de cenizas.
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3.3 Objetivo Particular 3: Curvas de supervivencia.

Debido a que la presencia de Escherichia coli es mas comun en alimentos acidos,
representando un riesgo para la salud del consumidor, se evalud la supervivencia
de una cepa aislada de un caso clinico utilizada como indicador de calidad ya que
diversos estudios demostraron que algunas cepas de Escherichia coli, como: E.
coli ATCC 8739™, E. coli M23 OR.H- ', E. coli K12 MG1655%, E. coli NCTC
12900% y E. coli ATCC 43888°% presentan curvas de supervivencia bacteriana
similares al comportamiento de patdgenos. Las curvas de supervivencia fueron
obtenidas a partir del conteo de E. coli siguiendo el procedimiento establecido en
la metodologia (pagina 51) a las dos temperaturas de almacenamiento 4 y 37°C
(4°C para simular condiciones de refrigeracion y 37°C por ser la temperatura
Optima de crecimiento del microorganismo indicador). Los datos obtenidos fueron
posteriormente ajustados a uno de los modelos mateméticos disponibles en el
Software GlnaFiT 1.6, que permite conocer los parametros cinéticos que describen

los diferentes comportamientos inhibitorios*.

Los resultados obtenidos por el ajuste de los datos experimentales recabados a
37°C se muestran en la Figura 21 donde se observa el promedio de las
repeticiones realizadas para los tres yogurts (las datos obtenidos de cada muestra
para la realizacion de las curvas de supervivencia se presentan en el Anexo A).
Los resultados obtenidos en el presente estudio para los 3 yogurts estudiados
fueron similares entre si y pueden ser ajustados siguiendo el modelo propuesto
por Bigelow & Esty (1920), el cual describe una inactivacion lineal que es comun
en alimentos donde la muerte de microorganismos es acelerada de acuerdo con lo

encontrado en diversas investigaciones por Labuza (1984).
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Curvas de inhibicién a 37°C
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Yogurt A. Lactobacillus casei Shirota — Streptococcus thermophilus

Yogurt B. Lactobacillus johnsonii — Streptococcus thermophilus
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Yogurt C. Lactobacillus delbrueckii sbp. bulgaricus — Streptococcus thermophilus

Figura 21. Ajuste de las curvas de supervivencia de E. coli en los tres yogurts a 37°C.
Fuente: Bigelow, W.D. & Esty, J.R. (1920). The thermal death point in relation to typical thermophylic organisms. Journal of Infectious Deseases,

27, 602.
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En un tiempo inicial, para los tres yogurts se estima una disminucion de 1.5 ciclos
logaritmicos aproximadamente en 0.6 horas lo que demuestra una répida
inhibicion de la cepa de E. coli a éstas condiciones, sin embargo, el seguimiento
de la medicion se realizé alrededor de las 8 horas de almacenamiento, tiempo en
el que no fue posible determinar la presencia de alguna colonia bacteriana de
E. coli, por lo que se estima que la inhibicibn se dio en un tiempo
significativamente menor a 8 horas. Como no se pudieron graficar mas puntos, se
propuso una inactivacion lineal, sin embargo, para realmente conocer la curva de
supervivencia se requieren por lo menos de 5 puntos, por lo que, los parametros

cinéticos obtenidos por dicho modelo no pueden ser utilizados.

Lo anterior se confirma utilizando como criterio la Raiz del Error Cuadréatico Medio
(RMSE), que es uno de los parametros proporcionados por el software el cual
permite evaluar la diferencia entre los valores estimados por la prediccion de
acuerdo al modelo ocupado y el valor real de las mediciones, que fue
seleccionado entre los otros disponibles por ser considerada la medida mas
simple e informativa de la bondad de ajuste tanto para modelos lineales como para
no lineales, ademas se muestra en la columna tres, el valor del Coeficiente de
Determinacién (R?), como la medida estadistica cominmente utilizada para
describir el ajuste de datos a una linea recta. En la Tabla 22 se reportan éstos
valores para cada yogurt (en el Anexo A se encuentran reportados los otros

parametros estadisticos disponibles para el andlisis del ajuste).

Tabla 22. Ajuste de datos a 37°C para el modelo lineal.

Yogurt RMSE R?
A 0.8561 0.9847
B 0.5166 0.9940
C 0.6611 0.9895

De acuerdo con la Tabla 22, los valores que mejor describen un comportamiento
lineal son los obtenidos por el yogurt B al presentar un R?> mas cercano a 1
(R?=0.9940) y un RMSE menor (RMSE=0.5166) y el A es el que mayor variacién
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presenta con RMSE=0.8561 y una R?=0.9847. La variacién en los valores
reportados puede adjudicarse a la falta de mediciones, por contar Gnicamente con
tres puntos que respalden éste comportamiento o a que la inhibicién se ajusta a
otro modelo diferente al lineal, sin embargo, para hacer un ajuste a un modelo
diferente se requiere contar con un minimo de 10 mediciones que permitan validar
el modelo®®. Con base en lo citado anteriormente no es posible utilizar los valores
de Kmax ¥ Log (No) proporcionados por el modelo para llevar a cabo una
comparacion objetiva de las velocidades de inhibicion registradas en cada sistema
a ésta temperatura de almacenamiento, sin embargo, los valores obtenidos son

reportados en el Anexo A.

La rapida inhibicion de la cepa de E. coli evaluada, se debe a la temperatura de
almacenamiento de 37°C, ya que de acuerdo con diversos estudios realizados una
temperatura mas alta da como resultado una tasa de mortalidad mas elevada,
siempre y cuando no se excedan los limites de tolerancia térmica®®%%. A ésta
temperatura las BAL contindian con su actividad proteolitica y con la fermentacion
de los azucares acidificando mas rapido el medio, provocando una disminucion del
pH de 5 a 4 registrado a las 8 horas de almacenamiento, lo que conduce a la
muerte acelerada de E. coli por efecto de la concentracion elevada de los acidos
organicos, principalmente del acido lactico, considerado como el principal agente

90,3

inhibidor del crecimiento de microorganismos Gram-negativos , asi como de

otros metabolitos inhibidores, tales como peréxido de hidrégeno, acetaldehido,

31,84

acetoina, entre otros gue dependen de la combinacion de bacterias lacticas en

cada yogurt.

Al comparar los tiempos de inhibicion registrados en la Figura 21 obtenidas a 37°C
con las curvas de la Figura 22 a 4°C, se puede observar que a ésta Ultima
temperatura el tiempo de inhibicion es considerablemente mayor, por lo que se
puede apreciar las diferentes fases encontradas en la supervivencia de E. coli
como la fase de transicion, en la que se observa una rapida inhibicion del
indicador en las primeras horas, una fase donde se registra una resistencia a la

muerte celular y la dltima fase en la que se lleva a cabo la inhibicién total.
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Curvas de inhibicién a 4°C
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Yogurt C. Lactobacillus delbrueckii sbp. bulgaricus — Streptococcus thermophilus

Figura 22. Ajuste de las curvas de supervivencia de E. coli en los tres yogurts a 4°C.
Fuente: Coroller et al. (2006). General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial Resistance for Describing Various Shapes of
Inactivation Curves. Applied and Environmental Microbiology, 72, 6493-6502.
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De acuerdo con lo establecido por Coroller y colaboradores (2006), las curvas de
supervivencia para los yogurts B y C presentan un buen ajuste al Modelo de Doble
Weibull con valores de RMSE de 0.3511 y 0.3386 respectivamente, mientras que
para el yogurt A, el ajuste no fue tan adecuado, presentando el valor mas alto
RMSE=0.6684, sin embargo, fue ajustado a éste modelo por no contar con otro que

describiera con mayor precision los datos.

El modelo de Doble Weibull se basa en la suposicion de la existencia de dos
subgrupos que tienen diferentes niveles de resistencia al estrés y que coexisten en
una misma poblacién bacteriana, siendo el primero de ellos el mas vulnerable®®. Para
el caso de los yogurts B y C de acuerdo con la Figura 22 ésta primera subpoblacion
esta integrada por los dos primeros valores obtenidos en la grafica que describen
una inhibicion de la cepa inoculada de E. coli de 2 ciclos logaritmicos en un periodo
de 36 minutos, mientras que la segunda subpoblacién se distingue a partir del tercer
punto, que describe una inhibicion de tipo convexo después de 80 horas para el
yogurt B y de 160 horas para el yogurt C que duplica el tiempo de inhibicion del
anterior. Para el yogurt A los datos experimentales muestran la presencia de tres
diferentes subpoblaciones; la primera integrada por los dos primeros puntos que al
igual que el yogurt B y C muestra una reduccién 2 ciclos logaritmicos en un periodo
de 36 minutos, la segunda subpoblacién abarca de 0.6 a 46 horas donde se observa
una resistencia de 22 horas, después de las cuales se reducen 1.5 ciclos
logaritmicos y la tercera subpoblacion abarca de las 46 a 201 horas donde se
completa la inhibicién, sin embargo, por no contar con un modelo adecuado para la
descripcion de éste tipo de comportamiento, los datos se ajustaron a un modelo de
Doble Weibull en el cual se puede diferenciar el primer grupo hasta las primeras 20
horas de la inhibicion con una reduccion aproximada de 2 ciclos logaritmicos,
mientras que la segunda poblacion se conforma de una fase estacionaria de 106
horas que finaliza con una inhibicion de tipo convexa a las 201 horas de

almacenamiento a 4°C.
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Diversos estudios como el realizado por Holzapfel, Geisen y Schillinger (1995) y mas
recientemente por Alakomi y colaboradores (2000) han demostrado que de los
metabolitos antimicrobianos producidos por las BAL, los &acidos organicos, en
especial el acido lactico, es el principal responsable de la inhibicién de las bacterias
Gram-negativas como el caso de E. coli. En general, la forma no disociada del acido
lactico puede penetrar con mayor facilidad la pared celular a causa de su solubilidad
en grasa*’, donde el pH maés alto del interior de la célula promueve la disociacién de
éste, dando lugar a la liberacion de iones hidrogeno y su anidn correspondiente
reduciendo el pH; de modo que ambos iones interfieren en el metabolismo e inhiben
el crecimiento®, pudiendo causar la muerte debido a que las enzimas en el

citoplasma no pueden funcionar por debajo de un pH neutro®".

Estudios realizados por Ogawa y colaboradores (2001) sugieren que el mecanismo
de inhibicion del acido lactico se puede dividir en dos fases, siendo la primera una
fase bacteriostatica y la segunda una fase bactericida, dentro de las cuales pueden
ocurrir otros eventos diferentes. Sin embargo, las curvas obtenidas por el modelo de
ajuste (Figura 22, pagina 78), difieren en un principio ya que la primer poblacion de
E. coli muestra un efecto bactericida debido a su sensibilidad al medio, mientras que
la segunda poblacion se adapta completamente al mecanismo propuesto por Ogawa,
en el que la bacteria intenta adaptarse a las condiciones acidas del medio y competir
con las BAL por los nutrientes disponibles que dependen de la composicion del
yogurt en primera instancia y que después son inhibidas a través del mecanismo

descrito.

Dicho lo anterior y comparando entre si las curvas de supervivencia obtenidas a 4°C
se puede afirmar que a pesar de que el mecanismo de inhibicion presenta similitudes

en todos los casos, cada cepa de Lactobacillus presenta un mecanismo de accion

82,110

antagonico diferente que hace a unas mas eficientes que otras ya sea por la

produccién de mayor concentracion de acido o por algun otro metabolito inhibidor

31,84

como peroxido de hidrégeno, acetaldehido y acetoina® ", por lo que para llevar a

cabo un analisis cuantitativo y comparativo del efecto inhibitorio de las diferentes
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combinaciones de BAL evaluadas se utilizaron los parametros cinéticos obtenidos a
partir del ajuste de datos al modelo, que son resumidos en la Tabla 23 para los
yogurts A, By C:

Tabla 23. Parametros cinéticos de inhibicion de E. coli.

Log (No) o1 o 52
Yogurt p
UFC/mL (h) UFC/mL (h)
A 8.35 7.97 2.23 151.48 6
B 8.91 0.5 2.4 42.83 2.97
C 8.63 0.45 2.01 57.46 1.89

De acuerdo con el modelo de Doble Weibull, cada uno de los pardmetros cinéticos
obtenidos (d;, 65, Log Ny, o) puede ser relacionado directamente con el estado

fisiolégico de la células o con las condiciones ambientales dentro del sistema.

El valor asignado para Log (No) corresponde a la concentracion inicial estimada por
el modelo, que presenta valores similares para la cantidad de bacterias inoculadas
en los tres yogurts, por lo que se afirma que el tiempo de inhibicion no se ve
influenciado por ésta variable, al tener los 3 yogurts valores iniciales cercanos a 8
Log UFC/mL, siendo el de mayor concentracion inicial el yogurt B con 8.91 Log

UFC/mL y el de menor concentracion el yogurt A con 8.35 Log UFC/mL.

Por otro lado, el tiempo para la primera reduccion decimal, es decir, la inactivacion de
1 ciclo logaritmico en la primera subpoblacién (3,) esta directamente relacionado con
la intensidad del estrés al que se ven sometidas las células de E. coli al contacto
inmediato con el medio. La sensibilidad reflejada se debe a la adaptacion a las
condiciones adversas del medio, como el pH acido (pH 4) presente en el yogurt que
es descrita por Ramirez y colaboradores (2005) como una fase de transicién, en la
gue la poblacion mas sensible de E. coli integrada por células jévenes, con algun
dafio en la membrana o bien las células cuyo ciclo de vida estaba por terminar sufren

un efecto letal por el estrés ocasionado. Por lo que los valores de &, obtenidos para

Pagina 81



o ABC
Resultados y Analisis de Resultados 3 0

el yogurt B 'y C son de 0.5 y 0.45 h respectivamente, evidenciando la falta de
adaptacion de las células al medio en comparacién con el yogurt A en el que la
tolerancia al acido fue mas prolongada, obteniéndose un valor de 7.97 h para la

reduccion de un logaritmo.

La cantidad total de bacterias que integran la primera subpoblacion es estimada por
el valor de a, que como se observa en la Tabla 23, es aproximadamente de 2 ciclos
logaritmicos para los tres ensayos realizados, por lo que se establece que ésta
poblacién sensible se encuentra relacionada directamente con la cepa inoculada y el
pH del medio (pH 4), y no necesariamente con el tipo de BAL presente en cada

yogurt.

El valor de p es un parametro que determina la forma que sigue la curva para la
inhibicion del microorganismo indicador, cuando el valor asignado es p<1 la forma es
céncava, cuando p=1 la inhibicibn es de manera lineal, mientras que conforme el
valor aumenta toma una forma convexa?®; respecto a lo anterior, un valor de p=6
para el yogurt A refleja la presencia de un hombro prolongado seguido de una rapida
inhibicion, para el yogurt C el valor de p=1.89, que por ser el mas cercano a 1
muestra una convexidad menos prolongada, en comparacion con las otras curvas,
por no presentar un punto de inflexibn acentuado, mostrando una inhibicién
relativamente constante, mientras que el yogurt B presenta un comportamiento
intermedio p=2.97, al exhibir una pequefia fase de adaptacion seguida de una
inhibicibn mas acelerada en comparacion con el yogurt C, lo cual se observa

directamente en la Figura 22 (pagina 78).

El tiempo para la primera reduccion decimal de la segunda subpoblacion, esta dada
por el valor de &, (Tabla 23) el cual se estima que esta directamente relacionado con
la combinacion de BAL presentes en cada yogurt, en especifico con la especie de
Lactobacillus y con su mecanismo de accidon antagdnica (ya que el Streptococcus
thermophilus se mantiene como variable constante en las tres muestras), frente a E.
coli, debido a que durante éste periodo de tiempo es donde se presentan las

diferencias mas significativas en cuanto al comportamiento entre los 3 yogurts
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estudiados. En la Figura 23 se hace una descripcién grafica de 6, para cada yogurt,
donde se puede observar que éste valor es mayor para el yogurt A, seguido del C,
siendo el yogurt B el que menos tiempo tarda para reducir en 1 Log UFC/mL en la
segunda subpoblacion.

Comparacion de los tres yogurts a 4°C

i —YogurtB
) \ : \ g

P \ : \ Yogurt C
2 — :

Log (UFC/mL)

‘ 5 T 1
0 20 40 30 80 100 120 14v 160 180 200 220

Tiempo (hr)

Figura 23. Comparacién de los valores de 4, para los tres yogurts.

Como se observa en la Figura 23 que compara los valores de &, y los
comportamientos de inhibicion, el yogurt en el que el indicador puede sobrevivir por
mas tiempo es el A, que presento un valor de 6,=151.58 h, y fue formulado con
Lactobacillus casei Shirota y Streptococcus thermophilus. Estudios realizados por
Ogawa y colaboradores (2001) demostraron que L. casei Shirota desarrollo un efecto
bactericida sobre E. coli durante un ensayo in vitro realizado en medios de cultivo. La
respuesta antibacteriana fue atribuida principalmente al efecto de los acidos
organicos, siendo el de mayor efecto el acido lactico, por encontrarse en mayores
concentraciones, ademas se ha demostrado que las bacteriocinas que produce no
tienen efecto contra bacterias entéricas®, por lo que E. coli al tener la capacidad de
desarrollar caracteristicas &cido tolerantes puede adaptarse durante un tiempo
considerable al medio, en el cual compite por los nutrientes disponibles con las BAL,
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en especial por los azlUcares fermentables que estan presentes en un 9.22% de
acuerdo con los valores obtenidos por AQP, de los azucares disponibles E. coli
Unicamente fermenta lactosa, por lo que al agotarse es inhibida, mientras que LcS 'y
S. thermophilus al metabolizar otros azlcares como la sacarosa sobreviven por mas

tiempo.

El yogurt C con un valor de 6,=57.46 fue formulado con los cultivos iniciadores
tradicionales, es decir, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus que como se observa en la Tabla 23 (pagina 81) tarda 1/3 del tiempo
requerido por las cepas del yogurt A en disminuir en 1 ciclo logaritmico la presencia
de E. coli, ésta diferencia se adjudica a que las cepas presentes en éste yogurt,
producen diversos compuestos inhibidores, ademas del &cido lactico, tales como:
peroxido de hidrégeno, acetaldehido 'y acetoina en diferentes

concentraciones3!:84113

, que permiten una inhibicion mas rapida de la bacteria
contaminante, sin permitir que ésta se adapte, lo cual conlleva a una inhibicién
aproximadamente constante que se refleja en el valor de p como se mencioné
anteriormente. A pesar de que Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus produce
menor concentracion de acido lactico (11-15 mg/mL) que LcS (13-19 mg/mL), debido
a la presencia de almidéon en el Yogurt C se favorece su supervivencia, este
comportamiento es similar al reportado por Donkor y colaboradores (2007) quienes
comprobaron que los yogurts que utilizan 0.5% almidén y/o pectina como prebidticos,
tienen la capacidad de inhibir de forma natural a microorganismos alterantes, este

porcentaje es similar a la concentracion de almidon supuesta para el yogurt C.

De acuerdo con los valores reportados en la Tabla 23 el yogurt B que contiene
Lactobacillus johnsonii Lal y Streptococcus thermophilus, es el que tiene una mayor
eficiencia en la inhibicion del microorganismo indicador por reportar un valor de
8,=42.83 h siendo 25.46% mas rapido que el yogurt C que contiene los cultivos
iniciadores tradicionales, sin embargo, es importante sefialar que la rapida inhibicion
de E. coli es influenciada por la presencia de sorbato de potasio en la formulacién del

yogurt, el cual corresponde a la forma no disociada del acido sorbico y tiene la
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capacidad de inhibir bacterias diferentes a las BAL® y actGia del mismo modo que los
acidos orgéanicos producidos por la fermentacion, lo cual contribuye al aumento de la
concentracion de éstos en el medio, impidiendo asi la adaptacion de E. coli. El efecto
de los acidos organicos aunado a la presencia de otros compuestos inhibidores,
como la produccion de un sustancia desconocida producida durante la fermentacion
en cantidades importantes por Lactobacillus johnsonii, la cual presuntamente tiene
accién en contra de algunos enteropatégenos Gram-negativos™®, provocan la muerte
acelerada de E. coli en 79 horas, haciendo al yogurt B un producto mas seguro para
el consumo por tener una formulacién que pretende favorecer la inocuidad del

producto.

Durante la formulacién de los yogurts se procura la adiciébn de ingredientes que
favorezcan la supervivencia de los cultivos iniciadores por lo cual la matriz del
alimento podria jugar en determinado momento un papel importante en la inhibicion
de E. coli ya que de acuerdo con Vinderola y colaboradores (2000) algunos factores
fisicoquimicos como la concentracién de grasa pueden condicionar la supervivencia
de la microflora en los productos fermentados, pues los yogurts con mayor
concentracion de grasa, presentan un medio mas inhibidor que los yogurts reducidos
en grasa debido a la hidrolisis parcial de ésta como consecuencia de la acidez, que
favorece la liberacién de acidos grasos que pueden tener un efecto bactericida. Estos
datos coinciden con el comportamiento encontrado en las determinaciones de AQP
ya que el yogurt A por tener Unicamente 0.6% de grasa tarda mas tiempo en inhibir al
indicador, mientras que los yogurts B y C por tener concentraciones similares de
grasa (1.32 y 1.82%) tardan menos, las diferencias encontradas en el
comportamiento inhibitorio pueden atribuirse a los mecanismos antes mencionados.
De la misma manera, la adicion de algunas sales, que al disolverse incrementan la
concentraciéon de los &cidos organicos presentes de manera natural®* pueden
contribuir a la muerte acelerada de E. coli, como en el caso del yogurt B el cual
presenta mayor efectividad, debido a que su porcentaje de acidez obtenido por AQP
fue el mas alto de 0.99% comparado con los otros dos de 0.83% y 0.46% para el

yogurt A y C respectivamente. Es importante destacar que para el yogurt A, a pesar
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de tener un porcentaje de acidez elevado 0.83%, es la matriz que mas tiempo tarda

en inhibir al indicador por su bajo contenido en grasa como se mencioné antes.

En el momento en el que no fue posible la cuantificacion de ninguna colonia de
E. coli, se llevé a cabo un analisis de la viabilidad de ésta para determinar si se habia
dado la muerte celular o las células sélo habian sido inactivadas por las condiciones
del medio, siguiendo el procedimiento establecido en la metodologia (pagina 54). Los
resultados confirmaron la muerte bacteriana del microorganismo indicador al no
detectarse crecimiento alguno de la cepa en Agar MacConkey para todas las
muestras evaluadas tanto a 4 como a 37°C en los tres yogurts, como se ilustra en la

Figura 24.

Figura 24. Verificacion de la inhibicidn total de Escherichia coli en Agar MacConkey

para el yogurt A.
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3.4 Objetivo Particular 4: Analisis de la viabilidad de BAL

Con el objeto de analizar el efecto de las temperaturas de almacenamiento y la
presencia de Escherichia coli en la viabilidad de los cultivos iniciadores contenidos en
cada yogurt se llevéd a cabo el conteo de BAL siguiendo la metodologia antes
mencionada (pagina 54). Los resultados obtenidos muestran que algunas
combinaciones de cepas tienen un comportamiento diferente dependiendo
principalmente de la temperatura de almacenamiento a la que fueron sometidas, asi
como el cambio de pH registrado, mientras que la presencia de la cepa de E. coli

tiene un efecto menor en la viabilidad de las mismas.

En las Figuras 25, 26 y 27 se muestran los conteos de los cultivos iniciadores
(Lactobacillus y Streptococcus) presentes en cada yogurt. La primera columna indica
la concentracion inicial contenida en los yogurts sin previo tratamiento, la segunda y
cuarta columna indican la concentracion final de las BAL en el Testigo Negativo (con
la finalidad de evaluar el efecto de la presencia de E. coli) y la tercer y quinta
columna, muestran el conteo de los cultivos en las muestras inoculadas (para evaluar
el efecto de la temperatura de almacenamiento). Para analizar si existié diferencia
estadistica en cuanto temperatura y presencia de E. coli se realiz6 un analisis
ANOVA de una via.

En la Figura 25 se observan los resultados obtenidos del conteo de Lactobacillus
casei Shirota y Streptococcus thermophilus para el yogurt A, indicando Ila
concentracion inicial de la muestra, la concentracién de los Testigos Negativos y de

las muestras inoculadas a ambas temperaturas.
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Figura 25. Comparacion de la viabilidad de los cultivos lacticos (Lactobacillus casei
Shirota y Streptococcus thermophilus) a las dos temperaturas de almacenamiento
para el yogurt A.
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La comparacion de los conteos de BAL obtenidos para el yogurt A demuestran que
ambos cultivos tienen un comportamiento similar como se muestra en la Figura 25,
es decir, a 4°C hay una reduccion significativa (P = 0.05) de la poblacion inicial de
0.5-0.4 Log UFC/mL, mientras que a 37°C se muestra un crecimiento de 0.2 ciclos
logaritmicos aproximadamente para las dos cepas (P = 0.05). La presencia de E. coli
provoca que a 4°C exista mayor muerte celular tanto de L. casei como de S.
thermophilus aunque ésta diferencia no es significativa, en cambio a 37°C el
indicador cesa el crecimiento de las cepas, a pesar de que no refleja una diferencia
significativa (P < 0.05) con la muestra evaluada sin la bacteria contaminante, es
suficiente para provocar que no exista diferencia significativa (P < 0.05) entre la
cuenta inicial y la final de la muestra con E. coli tnicamente para Lactobacillus casei
Shirota que evidencia la competencia por los nutrientes del medio que se dio entre
éstas dos cepas, mientras que Streptococcus thermophilus tiene la capacidad de

continuar con su desarrollo normal.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los datos reportados
por Farnworth (2008) que establecen que a 30°C durante las primeras 24 horas la
concentracion de LcS en una bebida lactea fermentada se mantiene
aproximadamente constante hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, por
lo que se explica que el crecimiento ilustrado en la Figura 25 sea minimo debido a
gue ésta fase es alcanzada tanto para éste cultivo como para Streptococcus
thermophilus. De igual forma los resultados obtenidos a 4°C coinciden con el mismo
estudio que reporta una disminucion de 0.3 ciclos logaritmicos aproximadamente
después de 10 dias de almacenamiento a 5°C; las variaciones encontradas con
respecto a éste estudio pueden atribuirse a las variaciones de temperatura y la
concentracion de oxigeno disuelto en el yogurt, asi como la presencia de E. coli que

tiene un efecto de reduccion menor a 0.1 Log UFC/mL.
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A diferencia del yogurt A para el yogurt B solo se muestran los conteos obtenidos
para Lactobacillus johnsonii en la Figura 26, debido a que no fue posible cuantificar la
presencia de Streptococcus thermophilus después del tiempo necesario para la
muerte celular de E. coli en una dilucién de 10°UFC/mL, tanto en los testigos
negativos como en las muestras inoculadas, sin embargo, se confirmd su presencia
en el conteo inicial encontrando una poblacion de 7.1 Log UFC/mL por lo que se
establece que la concentracién final se encuentra por debajo de 10° UFC/mL por ser
ésta la menor dilucion evaluada y no necesariamente fue inhibida en su totalidad de
acuerdo con algunos estudios que demuestran que durante el almacenamiento en
refrigeracién la viabilidad de éste cultivo disminuye entre 0-3 Log UFC/mL en

presencia de cultivos probiéticos*’.

Yogurt B
10
9
8 .
. 7 - —— M Log (Ninicial)
§ 6 1 m Log TN 4°C
w 5 - —
2 m Log (Nf) 4°C
¥ 4 —
= 5 Log TN 37°C
2 A Log (Nf) 37°C
1 . I
0 -
Lactobacillus johnsonii

Log (Ninicia)- Concentracion inicial de BAL

Log TN 4°C. Concentracion final de BAL en el Testigo Negativo a 4°C

Log (Nf) 4°C. Concentracion final de BAL en la muestra inoculada a 4°C
Log TN 37°C. Concentracion final de BAL en el Testigo Negativo a 37°C
Log (Nf) 37°C. Concentracion final de BAL en la muestra inoculada a 37°C

Figura 26. Comparacion de la viabilidad de los cultivos lacticos (Lactobacillus
johnsonii Lal y Streptococcus thermophilus) a las dos temperaturas de
almacenamiento para el yogurt B
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En la Figura 26 se observa un aumento significativo (P = 0.05) en la poblaciéon de L.
johnsonii de 1-1.7 Log UFC/mL dependiendo de las condiciones de almacenamiento,
tanto en los testigos negativos como en las muestras inoculadas. Este
comportamiento inesperado en el aumento del conteo de colonias finales se atribuye
a la disminucion en la viabilidad de S. thermophilus y E. coli debido a que la cepa Lal
presenta actividad antimicrobiana tanto en bacterias Gram-negativas como Gram-
positivas por la presencia de una sustancia desconocida'®, al haber menos
competencia por los nutrientes, ésta tiene la capacidad de crecer libremente inclusive
a 4°C por la capacidad que tiene de fermentar los azucares disponibles en el medio,

lactosa y sacarosa por igual*’

. Ademéas cabe mencionar que la presencia de
Escherichia coli no tiene u efecto significativo (P < 0.05) en el crecimiento de
L. johnsonii debido a que ésta bacteria produce una sustancia téxica que impide la
adaptacion al medio de la bacteria coliforme por lo que no desarrolla la capacidad de

competir por los nutrientes disponibles.

Por otro lado, el yogurt C presenta un comportamiento diferente en la viabilidad de
Lactobacillus delbrueckii sbp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus que puede
atribuirse a que éstos cultivos son menos &acido-tolerantes, esencialmente por
tratarse de los cultivos lacticos tradicionales por lo que su poblacién se ve reducida
durante el almacenamiento independientemente de las condiciones como se muestra

en la Figura 27.
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Figura 27. Comparacion de la viabilidad de los cultivos lacticos (Lactobacillus
delbrueckii sbp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus) a las dos temperaturas de

almacenamiento para el yogurt C.
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Al comparar la concentracion inicial de BAL contenidas en el yogurt C con los yogurts
A y B se observa que éste presenta una cantidad més elevada en cuanto a los
cultivos lacticos, alcanzando para las dos cepas valores de 8.5 Log UFC/mL
aproximadamente, que concuerdan con los valores de crecimiento maximo (9 Log
UFC/mL) obtenidos por Aguirre y colaboradores (2008) por lo que se considera que
las bacterias contenidas en éste yogurt crecieron durante la fermentacion hasta
alcanzar la fase estacionaria, por lo que, en el almacenamiento Unicamente se
aumentd la concentracion de los compuestos inhibitorios en el medio desarrollando
condiciones adversas tanto para E. coli como para los cultivos iniciadores. A 4°C se
generd una disminucion significativa (P = 0.05) de la poblacién bacteriana que puede

atribuirse al efecto de post acidificacién caracteristico de ésta simbiosis*®®

, tanto para
S. thermophilus como para L. bulgaricus por la acumulacion de acidos organicos y
otros compuestos inhibidores como acetaldehido, acetoina, peroxido de

hidrégeno®84

que fue detectado por la disminucion del pH a las 24 horas de
almacenamiento. De manera similar ocurri6 a 37°C para ambas bacterias pero de
manera mas acelerada debido a que la temperatura probablemente reactivo el
metabolismo de las mismas, favoreciendo la produccion de los compuestos
antimicrobianos previamente mencionados en mayor proporcion lo cual, tuvo como
consecuencia una reduccion de 3.5 y 4.3 ciclos logaritmicos para L. bulgaricus y S.
thermophilus respectivamente en ausencia de E. coli y la inactivacion total de ésta en

180 horas.

Cabe mencionar que para la combinacién de cepas del yogurt C la presencia de
E. coli tiene un efecto significativo (P = 0.05) en la viabilidad de éstas a ambas
temperaturas de almacenamiento, por un lado a 4°C la presencia del indicador
provoca una mayor disminucion en el conteo de BAL, mientras que a 37°C en el
testigo negativo la supervivencia es menor debido a que los compuestos inhibidores
sblo ejercen su accion antimicrobiana sobre los cultivos lacticos, mientras que se
estima que en la muestra inoculada la actividad antimicrobiana se ejerce tanto en los
cultivos iniciadores como en Escherichia coli lo cual provoca una menor letalidad

sobre las BAL por ser mas acido-tolerantes.
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Para garantizar la viabilidad de los cultivos iniciadores probioticos contenidos en los
yogurts A y B, ademas de los compuestos que tienen un efecto sobre posibles
bacterias contaminantes, por lo regular les son adicionados polisacaridos como la
pectina y el almidén para estos yogurts en especifico, o inulina mas comunmente
utilizada, que pretenden tener un efecto prebidtico que favorezca la supervivencia de
las BAL durante el almacenamiento y tenga un efecto protector durante su paso por
el tracto gastrointestinal®®. Este efecto se encontré en ambos yogurts, para L. casei
Shirota (contenida en el yogurt A) las pequefias variaciones no se consideran
importantes, ya que la concentracion final se encuentra por arriba de 7.4 Log
UFC/mL, mientras que para L. johnsonii (contenida en el yogurt B) actu6é para
favorecer su crecimiento, obteniendo conteos finales de 102 UFC/mL. En contraste
con el yogurt C, el cual anicamente contiene almidén y presenté disminuciones de

hasta 1.5 ciclos logaritmicos a 37°C en el Testigo Negativo.

Haciendo una relacion entre los resultados obtenidos de AQP y el andlisis de la
viabilidad de los cultivos iniciadores se encontrd que el contenido de grasa, acidez y
el porcentaje de azucar podrian influir a favor o en contra en la supervivencia de
éstas. En cuanto al contenido de grasa, como ya habia sido mencionado, a
concentraciones mayores se promueve un medio mas inhibitorio'®, por lo que el
yogurt C con 1.82% presenta mayor pérdida de la viabilidad especialmente para S.
thermophilus, de hasta 4 ciclos logaritmicos y para L. bulgaricus se redujo 3 ciclos
logaritmicos, seguido del yogurt B con 1.32% y una reduccion de por lo menos 2
ciclos logaritmicos, en comparacién con el yogurt A, en el que la viabilidad de los

cultivos se mantuvo aproximadamente constante por solo tener 0.6% de grasa.

Para el porcentaje de acidez, se cuentan con los valores obtenidos por AQP para
cada muestra, que permite estimar las concentraciones iniciales de acidez en el
medio, sin embargo, se espera que este valor incremente por la accién de las BAL
durante el almacenamiento, siendo mayor a 37°C que a 4°C. Partiendo de las
condiciones iniciales el yogurt B con 0.99% de &cido lactico, presenta un medio mas
inhibidor para S. thermophilus, mientras que L. johnsonii no se ve afectado por
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pertenecer al grupo acidophillus cuya principal caracteristica es su &cido-tolerancia lo
que en combinacién con la reduccién de las otras bacterias y la disponibilidad de
azucares fermentables (lactosa) en un 10.45% le permite desarrollarse (como ya se
habia mencionado), por otro lado, el yogurt A tiene 0.83% de acidez, por lo que se
esperaria que hubiera una mayor reduccion de sus cultivos lacticos, sin embargo, el
lactato de calcio contenido en su formulacion actia como regulador de acidez
reaccionando con el &cido lactico para impedir que pueda actuar como compuesto
inhibidor tanto de E. coli como de las BAL presentes, mientras que para el yogurt C a
pesar de tener la acidez mas baja (0.46%), el contenido elevado de azucares 11.67%
favorecid6 el metabolismo de las BAL que desencadeno el proceso de post-
acidificacién provocando una mayor letalidad para las bacterias presentes.

De acuerdo con los resultados obtenidos del AQP en cuanto al porcentaje de
proteina para el yogurt B, la diferencia encontrada entre el valor reportado en la tabla
nutrimental 2.5% vy el valor real determinado 2.8% puede ser atribuido a la adicion de
extracto de levadura o una combinacion de alanina, serina, isoleucina y cisteina

necesario para que L. Johnsonii pueda desarrollarse en leche®*

, Cuyo aporte de
proteina no fue considerado al hacer el balance de la composicion quimica final
reportada en la etiqueta. Al observar la Figura 26 (pagina 90) se puede apreciar que
L. johnsonii continuo con su metabolismo, desarrollandose alrededor de 1 Log
UFC/mL en condiciones de refrigeracion y 1.5 Log UFC/mL a temperatura 6ptima de
crecimiento debido a una pequefia concentracion residual de los aminoacidos
agregados, que favorecieron la actividad proteolitica y fermentativa al tener la
capacidad de degradar sacarosa incrementando asi la concentracién de compuestos
antibacterianos en el medio como &cidos organicos y bacteriocinas*’ que tuvo como

consecuencia la reduccioén en la viabilidad de S. thermophilus y E. coli.
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CONCLUSIONES

En general, los tres yogurts cumplen con los limites microbiolégicos maximos
establecidos en la norma NOM-243-SSA1-2010 al presentar resultados negativos para
todos los microorganismos que deben ser evaluados en leches fermentadas o
acidificadas, por lo que se consideran productos muy seguros para el consumo humano

y que fueron manufacturados siguiendo las BPM.

De acuerdo con las normas NOM-181-SCFI-2010 y NOM-243-SSA1-2010 los tres
yogurts evaluados cumplen con los limites establecidos para proteina, grasa, pH,

acidez y SLNG, sin considerar la adicion de otros ingredientes no lacteos.

La variacion en los ingredientes de los productos evaluados explica la diferencia
significativa en la composicion final de cada uno, debido a que dependiendo de la
funcionalidad y caracteristicas especificas que se deseen, es permitida por la
normatividad mexicana e internacional, la adicibn de una amplia gama de aditivos
como: acidificantes, estabilizadores, gelificantes, conservadores, edulcorantes,

potenciadores de sabor, antioxidantes etc.

A pesar de considerar que los yogurts son de buena calidad, los valores reportados en
sus etiquetas difieren de los resultados obtenidos analiticamente, lo que evidencia la
necesidad de un reajuste en las formulaciones o la correccion de los valores reportados

en la etigueta de cada uno, para reducir las variaciones encontradas.

Los factores que afectan principalmente la supervivencia de E. coli y de las BAL son: la
temperatura de almacenamiento y la matriz del alimento, mientras que la presencia de
BAL influye significativamente en el desarrollo de E. coli, pero ésta interfiere

Unicamente con los cultivos iniciadores tradicionales.
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Se comprob6 que los yogurts con microorganismos probidticos (Lactobacillus casei
Shirota y Lactobacillus johnsonii Lal) no necesariamente tienen un mejor efecto
bioconservador en comparacion con los que tienen los cultivos iniciadores tradicionales
como se esperaba, debido a que su habitat natural de crecimiento no es la leche, por lo
gue les cuesta adaptarse, por ésta razon le son adicionados una serie de aditivos
como: prebidticos, reguladores de la acidez, acidos organicos (acido ascorbico) entre

otros, para garantizar el crecimiento y supervivencia de éstas.

Durante la vida de almacenamiento bajo condiciones normales de refrigeracion se
encontrd que E. coli tiene la capacidad de sobrevivir en los tres yogurts, por lo menos 4
dias en el yogurt By por mas de 7 dias en los yogurts A y C. Este tiempo es suficiente
para representar un riesgo al consumidor, ya que si un producto de éste tipo no es
elaborado siguiendo las BPM o0 se contamina de alguna manera durante su etapa de
almacenamiento, trasporte o vida de anaquel con E. coli u otro coliforme podria

convertirse en un vehiculo para la trasmisién de ETA’s.
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RECOMENDACIONES

En el presente estudio se encontr6 que incluso a condiciones de refrigeracion se
pueden llegar a producir compuestos inhibitorios que permiten la inhibicion de E. coli
por lo que se propone que en estudios posteriores se evalUe la degradacion de los
nutrientes del medio generada por la accidon de las BAL bajo condiciones de
refrigeracibn como a temperatura 6ptima de crecimiento que permitan predecir mas
acertadamente la concentracion de compuestos antimicrobianos y la composicion final

del alimento.

Realizar estudios posteriores en los que se puedan caracterizar los péptidos inhibidores
generados durante la fermentacion de L. casei Shirota, L. johnsonii y otros probi6ticos,
por medio de la precipitacion de los sobrenadantes que ayuden a establecer posibles
beneficios adicionales durante el almacenamiento del producto para garantizar una
mayor seguridad de éstos, asi como proponer el mecanismo de accion que permita

establecer la efectividad en contra de ciertos microorganismos patégenos o alterantes.

Continuar con el estudio de la microbiologia predictiva para desarrollar modelos
matematicos mas complejos que permitan describir una amplia variedad de
comportamientos, como la inhibicion de tres subpoblaciones desarrolladas durante el
almacenamiento a 4°C para el yogurt A u otro tipo de inactivaciones no térmicas,
comunes en alimentos las cuales presentan un comportamiento no lineal, debido a que
los microorganismos contaminantes o indicadores con frecuencia presentan la

capacidad de sobrevivir por periodos prolongados en los alimentos.

Evaluar el efecto inhibitorio de las bacteriocinas producidas por cepas probidticas sobre
bacterias Gram-positivas en alimentos lacteos fermentados, inoculando alguna de las
siguientes bacterias: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Streptococcus faecalis, entre otros patdgenos o indicadores de éstos que pudieran
estar presentes por un mal manejo, que permitan establecer si las BAL producen la
cantidad suficiente de bacteriocinas y otros compuestos para inhibirlos, asi como su

efectividad en contra de éstas.
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Debido a que actualmente la mayoria de los estudios de inhibicién de BAL sobre otras
bacterias se realizan en medios de cultivos donde se simulan las condiciones de un
alimento se recomienda que éstos retos se lleven a cabo en diferentes alimentos para
contar con datos mas reales y especificos que sirvan como referencia para modelar el

comportamiento y no presentar desviaciones tan elevadas como las encontradas al

compararlos con estudios en medios de cultivo.
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ANEXO A

DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS PARA LAS CURVAS DE
SUPERVIVENCIA Y AJUSTE A MODELOS MATEMATICOS

YOGURT A

Ajuste al Modelo Lineal para el promedio a 37°C para el Yogurt A.

0.01 9.34 8.76 0.34
0.60 7.49 8.12 0.39
8.00 0.10 0.05 0.00
0.7329
0.8561
0.9847
0.9694
+3.69h
W.D. Bigelow and J.R. Esty 1920. The thermal death point in relation to typical
thermophylic organisms. Journal of Infectious Deseases, 27, 602
Promedio Yogurt A, 37°C
10.00 ¢\
= 800 ’\
£ 6.00 \
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Anexo A: Curvas de Supervivencia ¥

Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 1 a 4°C para el Yogurt A.

Tiempo Concentracion | Concentracion | Diferencia
Medida Estimada de
Log10(N) Log10(N) Cuadrados
0.01 9.34 8.36 0.96
0.60 7.38 8.36 0.96
8.00 7.23 7.23 0.00
22.00 7.39 6.17 1.48
32.00 6.66 6.17 0.24
46.00 5.92 6.17 0.06
55.00 5.68 6.17 0.24
69.00 5.67 6.16 0.25
79.00 5.06 6.15 1.19
94.00 6.20 6.12 0.01
103.00 5.93 6.08 0.02
118.00 5.92 5.95 0.00
128.00 5.99 5.82 0.03
142.00 5.19 551 0.10
166.00 5.01 4.47 0.29
176.00 4.44 3.75 0.47
191.00 2.57 2.22 0.12
201.00 0.10 0.81 0.50
Suma del Error Cuadrético 6.93

Parametros | Valores de Error
Parametros | Estandar
a 2.19 0.58
8, 7.80 1.06
p 6.00 1.72
LOG10(NO) 8.36 0.52
5, 151.90 11.59

Equivalente a 4D

Promedio de Cuadrados del 0.4953
Error (MSE)

Raiz del Error Cuadratico 0.7038
Medio (RMSE)

R? 0.8957

R?ajustado 0.8734

Tiempo de Reduccion | +168.85h

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial

Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Anexo A: Curvas de Supervivencia ¥

Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 2 a 4°C para el Yogurt A.

Tiempo Concentraciéon | Concentracion | Diferencia
Medida Estimada de
LOG10(N) Log10(N) Cuadrados

0.01 9.34 8.34 1.01
0.60 7.33 8.34 1.01
8.00 7.45 7.45 0.00
22.00 7.36 6.01 1.82
32.00 6.34 6.01 0.11
46.00 5.54 6.01 0.22
55.00 5.83 6.01 0.03
69.00 5.59 6.00 0.17
79.00 5.29 5.99 0.49
94.00 6.20 5.95 0.06
103.00 6.03 5.91 0.01
118.00 5.56 5.78 0.05
128.00 5.77 5.63 0.02
142.00 4.54 5.31 0.59
166.00 4.82 4.22 0.36
176.00 3.46 3.46 0.00
191.00 2.06 1.85 0.05
201.00 0.10 0.36 0.07
Suma del Error Cuadrético 6.08

Parametros | Valores de Error
Parametros | Estandar
a 2.32 0.54
8, 8.14 1.29
p 6.00 1.53
LOG10(NO) 8.34 0.48
S, 150.58 10.53

Promedio de Cuadrados del
Error (MSE) 0.4340

Raiz del Error Cuadratico
Medio (RMSE) 0.6588
R*| 009175
R?ajustado 0.8998

Tiempo de Reduccién
Equivalente a4D | 1454 g3h

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial

Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Anexo A: Curvas de Supervivencia ¥

Ajuste al Modelo de Doble Weibull para el promedio a 4°C para el Yogurt A.

Tiempo Concentraciéon | Concentracion | Diferencia
Medida Estimada de
LOG10(N) Log10(N) Cuadrados

0.01 9.34 8.35 0.99
0.60 7.36 8.35 0.99
8.00 7.35 7.35 0.00
22.00 7.38 6.12 1.58
32.00 6.53 6.12 0.17
46.00 5.77 6.12 0.12
55.00 5.76 6.12 0.13
69.00 5.63 6.11 0.23
79.00 5.19 6.10 0.83
94.00 6.20 6.06 0.02
103.00 5.98 6.02 0.00
118.00 5.77 5.90 0.01
128.00 5.90 5.76 0.02
142.00 4.98 5.44 0.22
166.00 4.93 4.39 0.29
176.00 4.18 3.66 0.27
191.00 2.39 2.10 0.08
201.00 0.10 0.66 0.32
Suma del Error Cuadrético 6.26

Parametros | Valores de Error
Parametros | Estandar
a 2.23 0.55
o1 7.97 1.15
p 6.00 1.61
LOG10(NO) 8.35 0.49
() 151.48 10.91

Promedio de Cuadrados del
Error (MSE) 0.4468

Raiz del Error Cuadrético
Medio (RMSE) 0.6684
R*| 0.9086
R?ajustado 0.8890

Tiempo de Reduccién
Equivalente a4D | 1456 g4h

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial

Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Anexo A: Curvas de Supervivencia WEED
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YOGURT B

Ajuste al Modelo Lineal para el promedio a 37°C para el Yogurt B.

0.01 8.91 8.56 0.12
0.60 7.51 7.89 0.14
7.50 0.10 0.07 0.00

0.2669

0.5166
0.9940
0.9881

+3.54 h

W.D. Bigelow and J.R. Esty 1920. The thermal death point in relation to typical
thermophylic organisms. Journal of Infectious Deseases, 27, 602

Promedio Yogurt B, 37°C
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 1 a 4°C para el Yogurt B.

0.01 8.91 8.91 0.00
0.60 7.29 7.29 0.00
7.50 7.04 6.61 0.19
21.00 6.40 6.53 0.02
31.00 6.00 6.32 0.11
46.00 5.59 5.55 0.00
50.50 5.07 5.17 0.01
55.00 4.56 4.71 0.02
70.00 2.88 2.40 0.23
79.00 0.10 0.34 0.06

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 2 a 4°C para el Yogurt B.

0.01 8.91 8.91 0.00
0.60 7.20 7.20 0.00
7.50 6.82 6.64 0.03
21.00 5.69 5.98 0.09
31.00 5.30 5.29 0.00
46.00 4.29 4.02 0.07
50.50 3.55 3.58 0.00
55.00 2.82 3.13 0.09
70.00 1.90 1.46 0.19
79.00 0.10 0.36 0.07

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para el promedio a 4°C para el Yogurt B.

0.01 8.91 8.91 0.00
0.60 7.25 7.25 0.00
7.50 6.94 6.50 0.19
21.00 6.17 6.38 0.04
31.00 5.77 6.11 0.11
46.00 531 5.24 0.00
50.50 4.79 4.84 0.00
55.00 4.27 4.37 0.01
70.00 2.62 2.18 0.19
79.00 0.10 0.35 0.06

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and Environmental
Microbiology, 72, 6493-6502
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Promedio Yogurt B, 4°C
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YOGURT C

Ajuste al Modelo Lineal para el promedio a 37°C para el Yogurt C.

0.01 8.63 8.18 0.20
0.60 7.16 7.65 0.23
9.00 0.10 0.07 0.00

0.44

0.4371

0.6611
0.9895
0.9790

+4.51 h

W.D. Bigelow and J.R. Esty 1920. The thermal death point in relation to typical
thermophylic organisms. Journal of Infectious Deseases, 27, 602
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 1 a 4°C para el Yogurt C.

0.01 8.63 8.63 0.00
0.60 7.09 7.09 0.00
9.00 6.92 6.59 0.11
23.00 6.31 6.47 0.03
33.00 6.33 6.33 0.00
46.00 6.00 6.06 0.00
57.00 5.57 5.76 0.04
70.00 5.23 5.33 0.01
80.00 5.03 4.93 0.01
95.00 4.31 4.24 0.01
105.50 3.32 3.68 0.13
118.00 2.69 2.94 0.06
128.00 3.23 2.28 0.90
142.00 1.48 1.27 0.04
150.00 0.10 0.65 0.30

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial

Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para la muestra 2 a 4°C para el Yogurt C.

0.01 8.63 8.63 0.00
0.60 7.11 7.11 0.00
9.00 6.84 6.58 0.07
23.00 6.29 6.40 0.01
33.00 6.19 6.20 0.00
46.00 5.72 5.85 0.02
57.00 5.27 5.47 0.04
70.00 4.81 4.94 0.02
80.00 4.63 4.47 0.03
95.00 3.92 3.66 0.07
105.50 3.10 3.02 0.01
118.00 1.70 2.18 0.23
128.00 2.02 1.46 0.32
142.00 0.10 0.36 0.07

0.0876

0.2960
0.9879
0.9843

+76.69 h

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Muestra 1 Yogurt C, 4°C
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Ajuste al Modelo de Doble Weibull para el promedio a 4°C para el Yogurt C.

0.01 8.63 8.63 0.00
0.60 7.10 7.10 0.00
9.00 6.88 6.59 0.08
23.00 6.30 6.44 0.02
33.00 6.27 6.27 0.00
46.00 5.88 5.96 0.01
57.00 5.45 5.63 0.04
70.00 5.07 5.17 0.01
80.00 4.88 4.75 0.02
95.00 4.16 4.04 0.01
105.50 3.22 3.47 0.06
118.00 2.43 2.73 0.09
128.00 2.96 2.09 0.75
142.00 1.18 111 0.00
150.00 0.10 0.51 0.17

0.1147

0.3386
0.9837
0.9792

+84.01 h

Coroller et al. 2006. General Model Based on Two Mixed Weibull Distributions of Bacterial
Resistance for Describing Various Shapes of Inactivation Curves. Applied and
Environmental Microbiology, 72, 6493-6502
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Promedio Yogurt C, 4°C
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