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RESUMEN

A nivel mundial existen productos dirigidos a la salud, el yogurt es el mejor ejemplo de un
alimento suplementado con prebidticos empleando una baja temperatura para preservar la
viabilidad de los probidticos. Los consumidores de Asia Pacifico y Latinoamérica, son
quienes estan en primer lugar en el consumo de “Bebidas fermentadas que contienen
bacterias provechosas (yogurt, yakult, postres).

Para la elaboracién de un yogurt batido natural simbidtico, se utilizd leche entera
pasteurizada, leche entera en polvo, stevia, cultivo bacteriano liofilizado de adicion directa
(Lactobacillus  delbruckii spp bulgaricus, Lactobacillus lactis y Streptococcus
thermophilus) marca Danisco y se utilizaron prebidticos de diferente origen: polidextrosa
(sintético), inulina (natural)

Se realizaron doce formulaciones, una base, tres de inulina (1g, 2.59, 4Q), tres de
polidextrosa (2.5g, 49, 8g) y cinco mezclas Inulina/Polidextrosa, utilizando 4g como el
100% (70/30, 60/40 50/50, 40/60, 30/70).

Las once formulaciones, fueron evaluadas sensorialmente segun el grupo de prebidtico, en
una prueba por ordenacion aplicada a 20 jueces no entrenados, obteniendo que las
formulaciones con 2.5g de inulina, 4g de polidextrosa y mezcla 60%inulina-
40%polidextrosa, tienen mayor aceptacion.

A las tres muestras con mayor aceptacion sensorial, se les realiz6 un AQP (grasa, proteina,
humedad, cenizas, fibra dietaria, carbohidratos), pruebas fisicas (acidez titulable y pH) y
pruebas microbioldgicas (Coliformes Totales, Salmonella spp, Mesofilos aerobios,
Straphylococus aureus), para garantizar que cumpliera con la normatividad mexicana
(NOM-243-SSA1-2010 y NOM-185-SSA1-2002). Encontrandose que todas las muestras
cumplen con las especificaciones marcadas.

También, se les determind su viscosidad e indice de consistencia, obteniendo que el sistema
adicionado con polidextrosa, es el que presenta mayor viscosidad (0.9597Pa.s) y el de
inulina menor (0.6821 Pa.s), de manera inversa para el indice de consistencia (0.9432 y
0.2375 Pa-s" respectivamente).

Se monitored de la fermentacion, haciendo siembras en placa cada hora en agar MRS y
M17, obteniendo que la inulina se aprovecha mejor en esta etapa. EI seguimiento de la vida
de anaquel, de las mismas, las cuales se monitorearon por 32 dias; durante este tiempo las
muestras se mantuvieron en refrigeracion (5°C), obteniendo un conteo minimo de bacterias
acido lacticas de 10 UFC/mL y un maximo de 10'° UFC/mL y las muestras no presentaron
cambios en sus propiedades fisicas.

También, se realizo un retro microbiano, contaminando las muestras con 108 UFC/mL de
Escherichiacoli, aislada de un caso clinico, realizando siembras en placa cada 2 dias, en
agar bilis rojo-violeta, para determinar el tiempo de inhibicién, obteniendo que la muestra
con mezcla de prebioticos logro inhibiera en 12 dias, mientras que inulina y polidextrosa lo
logran hasta el dia 14.

Finalmente se realiz6 una prueba de aceptacion comercial, en la que se obtuvo que el 64%

de los panelistas aprobaron el sistema con mezcla de prebidticos (60% inulina-40%
polidextrosa).

Xl



INTRODUCCION

El ritmo de vida actual ha provocado un cambio en los habitos alimenticios y del tipo de
productos que se consume; esto ha incrementado en el hombre, la presencia de
trastornos digestivos en la poblacién como: digestion lenta, estrefiimiento, inflamacion,
dolor estomacal y gases. Al existir desajustes en la digestion muchos de los nutrientes
de los alimentos se pierden y no son aprovechados por el cuerpo. Ademas, el
metabolismo al ser mas lento, permite la asimilacion de mayores cantidades de grasas.

1)

En la actualidad se han desarrollado nuevos conceptos de nutricion, lo que ha conducido
a la elaboracién de nuevos alimentos, entre los que destacan los alimentos funcionales
(AF),que son todos aquellos que algunos de sus componentes afectan funciones del
organismo de manera especifica y positiva, promoviendo un efecto fisioldgico o
psicologico mas alla de su valor nutritivo tradicional. Dicho efecto puede ser contribuir
al mantenimiento de la salud y bienestar, a la disminucion del riesgo de enfermar, o
ambas cosas (2).

La transformacion de un alimento en «funcional» puede realizarse:

¢ Eliminando algin componente nocivo (alérgeno, grasa saturada)

¢ Fortificandolo con sustancias benéficas (cereales con minerales y vitaminas, pan
con fibra, leche con calcio)

e Adicionando un elemento no presente de forma habitual en el mismo (aceite con
antioxidantes)

e Sustituyendo un compuesto perjudicial por otro deseable (grasas por inulina,
leche descremada con acidos grasos omega 3)

e Optimizando la biodisponibilidad/estabilidad. (3).

Un ejemplo de alimento funcional es el yogurt simbiotico, el cual ya contiene las
bacterias acido lacticas, que son los probidticos y una fibra dietética adicionada,
conocida como prebidticos.

Estd comprobado que, al combinar un probidtico con un prebidtico, estos actdan de
forma sinérgica dando origen a los alimentos simbioticos que se encuentran dentro de
los alimentos funcionales, éstos son capaces de regular la funcion intestinal, tanto en
adultos como en nifios, siempre y cuando se consuman regularmente y en las dosis
apropiadas para cada organismo. Sin embargo, se debe desterrar la idea de que este tipo
de alimentos van a modificar por “arte de magia” todos los errores dietéticos
cometidos, tanto por exceso como por defecto, haciendo especial hincapie en la
necesidad de combinarlos con una dieta equilibrada, variada y moderada. (4).

El interés en el desarrollo de productos lacteos fermentados con propiedades simbidticas
por excelencia ha crecido en los ultimos afios, siendo el yogurt simbiotico un alimento
funcional que combina lactobacilos vivos y elementos estimulantes de la reproduccion
de las bacterias benéficas del organismo humano, especialmente en el colon. Para
formular un producto simbiético es necesario determinar la compatibilidad de manera
que la cepa probidtica pueda utilizar el prebidtico como sustrato y favorecer su
crecimiento selectivo.



OBJETIVOS

Con base en lo anterior los objetivos del presente trabajo son:

Objetivo General

Elaborar yogurts con Lactobacilus bulgaricus, Lactobacilus lactis y Streptococcus
thermophilus como probidticos y tres prebidticos distintos (inulina, polidextrosa y
mezcla) con la finalidad de determinar cual presenta mayor simbiosis, asi como las
mejores caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, sensoriales y de viscosidad.

Obijetivos Particulares

1.

Elaborar yogurts variando el prebiotico adicionado y su concentracion (inulina,
polidextrosa 0 mezcla) para estandarizar las tres formulaciones que presenten las
mejores caracteristicas sensoriales (una por cada tipo de prebi6tico).

Determinar el andlisis quimico proximal, la viscosidad y la calidad microbioldgica
de las tres diferentes formulaciones de yogurts con base en la legislacién vigente
(NOM-185-SSA1-2002).

Evaluar los tres diferentes yogurts por medio de cultivos y conteos microbiolégicos,
para determinar cudl presenta mayor simbiosis.

Evaluar el efecto inhibitorio que ejercen los cultivos lacticos, presentes en yogurt
enriquecido con diferentes prebioticos, sobre concentraciones conocidas de E.coli.
Evaluar el nivel de aceptacion del yogurt con jueces consumidores no entrenados,
por medio de una escala hedonica verbal de siete puntos.



CAPITULOI
ANTECEDENTES

1.1 DEFINICION DE ALIMENTO

Un alimento es la materia prima que utiliza el organismo para extraer nutrientes y
energia, ya sea de origen animal o vegetal (5); proporciona aquellas estructuras
quimicas (nutrientes) que son necesarias para que el organismo vivo se desarrolle, de
modo adecuado, todas sus actividades y funciones bioldgicas. De esta manera, tendra la
posibilidad de mantenerse dentro de un estado de salud conveniente. (6)

Los nutrientes se clasifican segun su composicion guimica en organicos e inorganicos.
Entre los orgénicos, se incluyen los carbohidratos, las grasas, las proteinas y las
vitaminas. Los comunmente llamados minerales constituyen los nutrientes inorganicos.

Q)

Todos los alimentos son saludables cuando forman parte de una dieta equilibrada,
siempre y cuando cumplan con los requisitos bésicos de seguridad y con las
excepciones de alimentos que pueden presentar alérgenos para personas con alergias
especificas o intolerancia a algin componente especifico (lactosa o gluten). (7)

1.2 ALIMENTOS DE USO ESPECIFICO PARA LA SALUD

Un alimento de uso especifico para la salud debe considerar a todos aquellos productos
alimenticios que ofrecen algin componente con una actividad positivamente favorable
en el ambito de la prevencion de enfermedades cronicas. Es decir, ésta denominacion
corresponde a los alimentos en cuya composicion intervienen sustancias que, una vez
consumidas, desarrollan una actividad preventiva frente a ciertas enfermedades. (8)

1.2.1 CLASIFICACION DE ALIMENTOS PARA LA SALUD

En la segunda mitad del siglo XX surgieron los conceptos Alimentos funcionales y
nutracéuticos, que pertenecen a la categoria de los alimentos de uso especifico para la
salud. Existe en la poblacion una importante confusién de conceptos. No se distingue
con claridad entre funcionales, nutracéuticos, dietéticos y complementos. Se emplean
términos como <<alimentos fortificados>> y <<alimentos enriquecidos>> para la
descripcion de categorias, cuando se trata mas bien de conceptos que definen
caracteristicas de su elaboracion.(7)

El término nutracéutico combina la idea de un nutriente con la de producto farmacéutico
con la intencién de denominar genéricamente a los productos alimentarios que poseen
cierta capacidad curativa. Hoy en dia el nutracéutico no es un término regulado como tal
y se utiliza indistintamente para denominar cualquier tipo de alimento de uso especifico
para la salud. Por ello no es tratado como una categoria individual. (9).

En la Tabla 1, se muestran los tipos de alimentos reconocidos en la normatividad legal
internacional que describen las caracteristicas de las categorias de productos
alimentarios con propiedades benéficas para la salud. El etiquetado y Ila
comercializacion de estos tres tipos de alimentos estan regulados por normas
especificas.(7)



Tabla 1. Descripcion de los tipos de alimentos de uso especifico para la salud (9)

Complementos
Alimenticios

sustancias que tengan un efecto nutricional o fisioldgico, en forma
simple o combinada, comercializados en forma dosificada, es

Productos alimenticios cuyo fin es complementar la dieta normal y
consistentes en fuentes concentradas de nutrientes o de otras

decir, capsulas, pastillas, tabletas, pildoras y otras formas similares
que deben tomarse en pequefias cantidades unitarias.

Dietéticos

Son productos destinados a una alimentacion especial para
determinadas situaciones fisioldgicas y para usos médicos.

Alimentos
funcionales

Alimentos a los que se han adicionado uno o varios ingredientes

bioactivos, no contenidos de forma natural en el alimento en
cuestion (o contenidos en muy baja cantidad), que poseen una
determinada actividad bioldgica capaz de afectar de modo positivo
al desarrollo de los mecanismos bildgicos corporales relacionados
con ciertas enfermedades, fundamentalmente cardiovasculares,
inflamatorias, neurodegenerativas y tumorales.

1.2.2 ALIMENTOS FUNCIONALES

Como anteriormente se definié un Alimento Funcional
“Un alimento puede considerarse funcional si se demuestra que, ademas de sus
efectos nutritivos, afecta beneficiosamente a una o mas funciones del organismo
humano de modo que mejora el estado de salud y reduce el riesgo de contraer
enfermedad”. (10)

Los alimentos funcionales son el tipo de alimentos de uso especifico para la salud con
mayor importancia en la actualidad.

1.2.2.1 CLASIFICACION DE ALIMENTOS FUNCIONALES (AF)

Lo mas habitual es que los AF contengan un Unico tipo de ingredientes bioactivos y de
ahi que se denominen segun sea dicho ingrediente, pudiéndose establecer la siguiente
clasificacion (ver tabla 2) (11).

Tabla 2. Clasificacion de alimentos funcionales (11)

TIPO DE ALIMENTO CONTIENE

Alimentos probidticos Microorganismos viables que ejercen efectos

positivos para la salud. Generalmente son
mezclas de lactobacillusy Bifidobacterias.

Alimentos prebidticos o con fibra | Carbohidratos no digeribles que ejercen efectos

de estimulacién positiva de determinados grupos
de bacterias del colon.

Alimentos simbidticos Probioticos y prebi6ticos en una combinacion

sinéergica.

Alimentos funcionales con proteina | Proteinas lacteas o de soya entre las que se

encuentran.  Inmunoglobulinas, lactoferrina,
lactoperoxidasa.




Tabla 2.1. Clasificacion de alimentos funcionales. (11)

TIPO DE ALIMENTO

CONTIENE

Alimentos funcionales
péptidos

con

Algunas secuencias de proteinas poseen efectos
particulares cuando son liberadas mediante
hidrolisis. Los fragmentos obtenidos se
denominan péptidos bioactivos cuando se ha
identificado alguna actividad bioldgica. El efecto
més conocido de los péptidos bioactivos es su
caracter antihipersensitivo.

Alimentos con lipidos funcionales

Contienen lipidos que reducen el riesgo
cardiovascular por la regulacion de perfil lipidico
sanguineo y la reduccion de los niveles de
colesterol (omega- 3, esteroles, glicéridos
modificados, acidos grasos de cadena corta, etc.)

Alimentos con antioxidantes

Contienen generalmente compuestos fendlicos de
origen natural con efectos diversos saludables
basados en el mecanismo de neutralizacion de
radicales libres.

1.2.3 SIMBIOTICO

Simbidtico es el término ideado para designar el tratamiento combinado con bacterias
(bioactivas y especificas) y prebidticos (especificos) con habilidad para estimular el
crecimiento de cierta bacteria endégena y promover benéficamente la salud por accién

sinérgica.

Una condicién para tales efectos, es que las bacterias usadas tengan una documentada
habilidad para metabolizar simultineamente los prebioticos suplementarios.

En la figura 1, se muestra el proceso de modificacion de flora intestinal, al consumir

alimentos simbidticos.

Profidlicos  e———  Flora intestingl e— Frebidticos

Bacterias vivas

|

% sobreviva
Actividad inmunlogica

Bacterias
exGgenas
activas
Actividad Microbiana l
Excracion

l

Intesting delgado

Dligosacanidos
i absorbiblas

|

Estimulaciaon selectiva de
bacterias pre existentes

Estdmago

Bacterias
endogenas I
dizpanibles

Calan Actividad micrabiana

Identificacidn flora feca
(cambios, desviaciones, probidticos)

Figura 1. Simbidtico (12)




En los Gltimos afios se estan ofertando comercialmente combinaciones de probioticos y
prebidticos, con diferentes tipos de formulaciones, por ejemplo:

Probioticos con una simple cepa

Probidticos multicepas

Simbidticos con cepa Unica / fibra Gnica

Simbidticos con cepa Unica / multifibra

Simbidticos multicepa / fibra Gnica

Simbidticos multicepa / multifibra

Reemplazo total de flora a partir de flora de individuos sanos.(12)

1.2.3.1 PROBIOTICO

Segun Gibson y Roberfroid definen probidtico como:
“Un microorganismo Vvivo que se introduce en la dieta, y que tras ser ingerido en
cantidad suficiente ejerce un efecto positivo en la salud, més alla de los efectos
nutricionales tradicionales”. (13)

Para que un microorganismo pueda realizar esta funcion de proteccion tiene que cumplir
los postulados de Huchetson:

Ser habitante normal del intestino

Ser capaz de sobrevivir y metabolizar en el ambiente intestinal

Tener un tiempo corto de reproduccién

Ser capaz de producir compuestos antimicrobianos

Ser estable durante el proceso de produccidn, comercializacién y distribucion.
Tener la capacidad de ejercer un efecto benéfico en el huésped

No patdgeno

No toxico

Las bacterias que habitan en el intestino del hombre, producen sustancias tanto
benéficas como dafiinas al huésped; adicionalmente, las toxinas bacterianas y los
componentes celulares producidos por algunas especies de bacterias, modifican sus
respuestas inmunoldgicas, promoviendo o inhibiendo dichas funciones. La flora
benéfica protege el tracto intestinal de la proliferacion o infeccion por bacterias
patdgenas, mientras que algunas cepas manifiestan patogenicidad solo cuando la
resistencia del huésped se ve disminuida o sus defensas bajan.

Los Lactobacilos y bifidobacterias potencian la inmunidad, favorecen el equilibrio de la
microflora coldnica, incrementan la biodisponibilidad de ciertos nutrientes, mejoran el
transito y la motilidad intestinal, estimulan la proliferacion celular y permiten la
elaboracion de ciertos productos fermentados beneficiosos. (3)

Algunos de los microorganismos usados como probioticos humanos son los siguientes:
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei spp. hamnosus, L.
delbrueckii spp bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus lactis spp lactis,
Lactococcus lactis spp. cremoris, Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolecentis,
B. longum, B. breve, Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium, entre otros. (14)



1.2.3.2 PREBIOTICO

Un prebidtico se define como “un ingrediente alimenticio no digerible que produce un
efecto beneficioso en el hospedador al estimular el crecimiento selectivo y/o la actividad
metabdlica de un nimero limitado de bacterias en el colon” (13)

Entre los efectos de los prebidticos estan la estimulacion del crecimiento de las
bifidobacterias, el aumento del agua y del peso de las deposiciones, el aumento de la
produccion de 4&cidos grasos de cadena corta mediante su fermentacion por la
microbiota, el aumento de la absorcion de calcio desde el colon. (15)

Los prebidticos mas consumidos son los fructooligosacaridos, galactooligosacaridos vy el
almidon resistente que son compuestos naturales provenientes de vegetales. También
existen prebioticos sintéticos como la polidextrosa, que es ampliamente utilizada por las
empresas de alimentos.(15)

Segun De la Cagigas y Blanco, para que una sustancia (0 grupo de sustancias) pueda ser
definida como tal debe cumplir los requisitos siguientes:
o Ser de origen vegetal.

o Formar parte de un conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas.
o No ser digerida por las enzimas digestivas.

o Ser parcialmente fermentada por las bacterias colonicas.

o Ser osmoticamente activa. (16)

1.3 YOGURT

La NOM 181 define al yogurt como el “producto obtenido de la fermentacion de leche,
estandarizada o no, por medio de la accién de microorganismos Streptococcus
thermophilus y Lactbacillus delbrueckil ssp. bulgaricus, y tiene como resultado la
reduccion de pH”.(17)

De la fermentacion del yogurt debe resultar un liquido suave y viscoso, o un gel suave y
delicado, de textura firme, uniforme, sin presencia de sinéresis y con sabor
caracteristico. (18)

1.3.1 ORIGEN DEL YOGURT

El yogurt tiene presencia mundial desde hace muchos afios. Al parecer se origind en
Asia y se introdujo a Europa a través de Turquia y Bulgaria. Quien mas contribuyo a dar
a conocer este producto al mundo occidental fue Ilya Metschnikoff, premio Nobel de
medicina en 1908. Metschnikoff estaba convencido de que el consumo de grandes
cantidades de este tipo de leche fermentada era responsable de la longevidad de los
habitantes de Bulgaria. (19)

En la actualidad, el yogurt puede adquirirse en numerosas tiendas y supermercados,
existen diversas marcas, presentaciones y consistencias; los hay naturales o con fruta,
para beber o batidos, y de distintos tamafios.

Dependiendo del tipo de yogurt, se acepta la presencia de agregados como frutas, azicar
y miel, asi como saborizantes, colorantes y estabilizadores permitidos por la Secretaria



de Salud. Los productos con fruta agregada deben contener al menos 75 por ciento de
yogurt. (19)

1.4 COMPOSICION DEL YOGURT

Se compone de vitaminas (riboflavina, niacina, vitaminas B6 y B12), proteinas (son
degradadas por proteasas y peptidasas, generando aminodcidos principalmente
esenciales), carbohidratos (glucosa, galactosa y en menor proporcién lactosa), lipidos
(&cido linoléico conjugado y derivados de cadena larga de este mismo) y minerales
(calcio, fosforo y magnesio). (20)

1.5 CLASIFICACION DEL YOGURT

El yogurt se puede clasificar ya sea por el método de elaboracion, por su sabor y por su
contenido graso; entre ellos podemos encontrar los siguientes:

Elaboracion:
e Yogurt aflanado: la leche pasteurizada es envasada inmediatamente después de
la inoculacion.
e Yogurt batido: la inoculacion de la leche pasteurizada se realiza en tanques de
incubacion.
e Yogurt liquido: es mezclado con una mayor parte de leche liquida.

e Yogurt frutado: se le agregan frutas procesadas en trozos.
e Yogurt natural: solo se adicionan estabilizantes y conservadores.
e Yogurt saborizado: contiene saborizantes naturales y/o artificiales. (21)

Contenido graso:
e Yogurt>29% M.G
e Yogurt descremado < 0'5 % M.G
e Yogurt enriquecido > 3 % M.G

1.6 EVALUACION SENSORIAL

El éxito de cualquier producto alimenticio se sustenta no solo en la calidad nutricional,
sino también en sus caracteristicas sensoriales, que son las que definen su aceptabilidad
en el mercado (22). No existe ningin otro instrumento que pueda reproducir o
reemplazar la respuesta humana; por lo tanto la evaluacion sensorial es un factor
esencial en cualquier estudio que involucre alimentos (23).

El andlisis sensorial constituye una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan
panelistas humanos que utilizan los sentidos de la vista, olfato, tacto y gusto para medir
las caracteristicas organolépticas y la aceptabilidad de los productos alimenticios. (24)
Los degustadores o catadores son seleccionados para evaluar sensorialmente los
alimentos, expresan su opinion de forma preferentemente numérica para cada variable
estudiada, en funcion de un patrén ideal, segun una escala, o por medio de respuestas a
preguntas determinadas.



La reunion de los datos obtenidos de una evaluacion sensorial con un grupo de
degustadores, permite el manejo estadistico de estos valores para determinar el grado de
certeza en la igualdad o diferencia de los productos comparados, asi como la aceptacion
o0 rechazo del producto (25).

La evaluacion sensorial se puede emplear para muy distintos objetivos entre los que se
encuentran:

e Caracterizacion de los cambios sensoriales en los alimentos o materias primas
atribuibles al proceso o variaciones naturales.

e Distinciéon entre lotes o proveedores de un mismo producto.

e Clasificar los productos de acuerdo a la calidad establecida.

e Establecer relaciones entre los datos objetivos y la aceptacion por parte del
consumidor.

e Obtener informacion sobre la capacidad de discriminacion o aceptacion de
diferentes grupos sociales de consumidores frente a variaciones o nuevos tipos
de productos terminados (25).

En las pruebas orientadas a las preferencias del consumidor, se debe seleccionar una
muestra aleatoria numerosa, compuesta de personas representativas de la poblacion
objetivo, con el fin de obtener informacion sobre las actitudes o preferencias de los
usuarios. En las pruebas con consumidores no se emplean panelistas entrenados ni
seleccionados por su agudeza sensorial; sin embargo los panelistas deben ser usuarios
del producto. Por lo general para este tipo de pruebas se entrevistan de 100 a 500
personas y las entrevistas se pueden realizar en un lugar central tal como un mercado,
una escuela, un centro comercial o también en los hogares de los consumidores. (23)

1.6.1 TIPOS DE PRUEBA EN LA EVALUACION SENSORIAL

Los principales tipos de prueba y su aplicacién en el andlisis sensorial pueden
describirse, de manera resumida, como se indica en la tabla 3 (25).

Tabla 3: Tipos de prueba y su aplicacion en el analisis sensorial (23).

TIPOS DE PRUEBA

Pruebas de aceptacion o afectividad: En éstas el panel de catadores clasifica las
muestras con relacién a la preferencia que sienten por ella o a su nivel de satisfaccion.
e Preferencia
e Medida del grado de satisfaccion
- Hedonicas verbales
- Hedonicas graficas

Pruebas de discriminacién: Son las que permiten encontrar diferencias significativas
entre las muestras o entre ella y un patron. Ademas deben permitir cuantificar la
diferencia significativa.

e Pareada

e Triangular

e Duo-Trio

e Comparaciones apareadas
e Comparaciones multiples
e Ordenacion




Pruebas descriptivas: Son las que permiten describir, comparar y valorar las
caracteristicas de la muestra en funcion de categorias o patrones definidos previamente.
e Pruebas de calificacion con escalas
- No estructuradas
- De intervalos
- Estandar
- Proporcionales con estima de magnitud
e Medicion de atributos con respecto al tiempo
e Definicidn de perfiles sensoriales
e Relaciones Psico- Fisicas

1.7 EVALUACION DE LA VISCOSIDAD

Dentro de los atributos sensoriales de importancia que se analizaron en el yogurt esta la
textura que, como lo reportan Rojas et al. (2007), suele percibirse en términos de la
viscosidad y cuya medicion es muy importante, en los productos tipo yogurt, que deben
presentar cierta consistencia para su aceptacion, en relacion con su aspecto o gusto en el
paladar (26).

El conocimiento de las propiedades reoldgicas de los productos lacteos es esencial para
el manejo del material, para el disefio de la operacién del equipo de proceso utilizado en
la industria y también debido a la relacion que tienen con las propiedades sensoriales.

La viscosidad esta definida como, la resistencia que una sustancia presenta para fluir
libremente (27). En el caso de un yogurt batido, el producto final debe contar con una
textura homogénea y bastante viscosa, de tal manera que cuando se vierta lentamente se
observe una pelicula eléastica cuando se rompe. En un yogurt de buena calidad la
sinéresis que, se manifiesta cuando el gel se rompe formando una mezcla heterogénea
de coagulos y suero, es indeseable y no debe presentarse (28).

Los factores como composicion de la leche, acidez, solidos totales, tipo y tiempo de
batido, temperatura de incubacion, tipo de cultivo, tiempo y temperatura de
almacenamiento, entre otras, influyen en las propiedades reol6gicas del yogurt (29).

El yogurt es un fluido tixotropico por lo que la agitacién excesiva o altas fuerzas de
corte, durante la elaboracion, manejo y distribucion, pueden producir una caida
sustancial de la viscosidad del producto, lo que influye en su calidad (30). Ademas la
incorporacion de nuevos ingredientes en la formulacion del yogurt, cambia la estructura
original del gel, tanto fisica, como quimicamente. Por lo que es importante conocer sus
efectos (31).
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CAPITULO 1l

MATERIAS PRIMAS
2.1 LECHE
Segun Bello en el 2004, define a la leche como:
“La secrecion natural de las glandulas mamarias de especies domésticas, destinada para
consumo humano, es un liquido blanco, opaco, de sabor ligeramente dulce. Contiene
87.5 % de agua, 4.3 % de proteinas animales, 5.6% de lactosa, 0.7% de minerales y
vitaminas Ay D”.

A continuacion, se mencionan brevemente los principales componentes de la leche:

* Proteinas: una de las principales proteinas presentes en la leche es la caseina (2-15
g/L), lactoglobulina (2-4 g/L), lactalbumina (0.6-1.7 g/L), albumina sérica (0.4 g/L),
inmunoglobulinas (0.01-0.6 g/L), lactoferrina (0.02-0.1 g/L). (20)

* Carbohidratos: son moléculas organicas formadas por carbono, oxigeno, hidrdgeno, el
principal carbohidrato de la leche es la lactosa, que para poder ser digerida por el
organismo es necesaria la presencia de una enzima llamada lactasa (glucosa y galactosa,
enlace b-1,4)

* Lipidos: son moléculas organicas formadas por carbono, oxigeno, hidrégeno y fosforo,
son los componentes mayoritarios de la leche de todas las especies estudiadas,
constituyendo mas del 95% del total de sélidos en leche. Existen tres tipos de lipidos:
grasas o aceites (triglicéridos o triacilglicéridos), fosfolipidos y ésteres de colesterol
(&cidos grasos). La leche contiene unos 15 mg de colesterol por cada 100 gramos,
variando en funcion del tipo y origen.(20)

* Vitaminas: pueden ser hidrosolubles y liposolubles.

+ Minerales: los principales son calcio(Ca®), fésforo(P"), azufre(S), cloro(CI),
sodio(Na*), potasio(K") y Magnesio(Mg*) (macrominerales) y en menores
concentraciones, hierro(Fe"), fltor(FY), cinc(Zn®), yodo(I"), molibdeno(Mo’), cromo(Cr’
) y cobalto(Co™), cobre(Cu®), selenio(Se’), manganeso(Mn™) (microminerales). (20)

2.2 LECHE EN POLVO

“Se entiende por leche en polvo el producto obtenido mediante eliminacion del agua de
la leche.” (32)

2.3 FERMENTO O STARTER

Los cultivos bacterianos (de bacterias acido lacticas) conocidos también como
fermentos o starters, se utilizan en la elaboracion de yogurt, kéfir y otros productos
lacteos acidificados o fermentados, asi como en la fabricacion de mantequilla y queso.
Los fermentos se afiaden al producto y se les deja crecer en él bajo condiciones
controladas. En el transcurso de la correspondiente fermentacion, las bacterias producen
sustancias que dan al producto fermentado sus propiedades caracteristicas tales como:

e Acidez

e Sabor

e Aroma

e Consistencia
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Los cultivos pueden ser del tipo:
o Simple cepa.- Conteniendo una Unica cepa de bacterias
o Madltiple cepa.- Varias cepas, cada una de ellas con sus efectos especificos

Las caracteristicas

bacterianas, como temperatura Optima de crecimiento son muy
importantes en la composicion de un cultivo. El objetivo de utilizar mezclas de cepas es
producir el efecto deseado en simbiosis, sin que tenga lugar competencia de unas con
otras. En este sentido sus caracteristicas han de ser complementarias.

En la tabla 4, podemos observar caracteristicas de algunas bacterias de cultivos
importantes para el crecimiento del starter.

Tabla 4: Caracteristicas de algunas bacterias de cultivo importantes (33)

Bacteria Crecimiento | Tolerancia Formacion de | Acido citrico
(nombre optimo maxima para | acido ferment. ferment.
antiguo) Temp. (°C) | crecimiento % (%)
Streptococci
Str. lactis Cerca de 30 4-6.5 0.8-1.0 -
Str. cremoris 25-30 4 0.8-1.0 -
Str. dacetylactis Cerca de 30 4-6.5 0.8-1.0 +
Str. thermophilus 40-45 2 0.8-1.0 -
Leuc. citrovorum 20-25 - poca +
lactobacilli
Lb. helvetcus 40-45 2 2.5-3.0 -
Lb. lactis 40-45 2 1.5-2.0 -
Lb. bulgaricus 40-50 2 1.5-2.0 -
Lb. acidophilus 35-40 - 1.5-2.0 -

Las industrias lacteas compran fermentos ya mezclados y preparados procedentes de
laboratorios especializados. De esta manera pueden obtener cultivos con propiedades
seleccionadas para conseguir las caracteristicas especificas del producto que les
caracteriza, tales como textura, sabor y viscosidad.

Los cultivos pueden venir en diferentes presentaciones:

o Liquidos.- para la propagacion a partir de un cultivo madre

o Liofilizados.- concentrado de cultivos en forma de polvo, para la
propagacion como cultivo industrial

o Congelados.- concentrado de cultivos para la propagacién como cultivo
Industrial

o Congelados.- cultivos stper concentrados en forma muy soluble, para

inoculacion directa del producto (33).

2.3.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no mdviles,
anaerobios, microaerofilicos o aerotolerantes, son; oxidasa, catalasa y benzidina
negativas, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen acido lactico
como el Unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos. Ademas, las
BAL son acido- tolerantes pueden crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2,
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otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crece a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles
sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no aguantarian la aumentada
actividad producida por los acidos orgénicos.

Existen diversos géneros de BAL; sin embargo, éstas son agrupadas como
homofermentadoras o heterofermentadoras basado en el producto final de su
fermentacion. Las  homofermentadoras como  Lactococcus,  Streptococcus,
Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus. Por su parte, las del género
Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, Carnobacterium, Lactosphaera y algunos
Lactobacillus son heterofermentadoras y convierten hexosas a pentosas por la via 6-
fosfogluconato-fosfocetolasa, produciendo en el proceso ademés de &cido lactico,
cantidades significativas de otros productos como acetato, etanol y CO,.

En la industria alimentaria algunas BAL heterolacticas son mas importantes que las
homoléacticas y son usadas en la elaboracion de productos fermentados y como
complementos alimenticios con la finalidad de promover la salud (probi6ticos).(34)

2.3.2 FUNCION DE LOS PROBIOTICOS

Nuevas investigaciones muestran que los probidticos proporcionan beneficios para el
cuerpo completo, desde la salud oral a la coldnica. (35) a continuacion se mencionan
algunos de los beneficios mas comunes.

2.3.2.1 DEGRADACION DE LA LACTOSA

Las bacterias acido lacticas de hecho predigieren la lactosa, metabolizandola a acido
lactico. Las bacterias probioticas en los productos de leche fermentada y el yogurt que
sobreviven el viaje hasta el intestino grueso pueden también proporcionar una actividad
adicional de lactasa. Esta es la razdn por la que para ciertos grupos poblacionales es mas
facil digerir el yogurt que la leche. (35)

2.3.2.2 REDUCCION DE DIARREAS POR ROTAVIRUS

Uno de los benéficos mas probados de ciertas cepas probioticas es su habilidad para
reducir la duracion de diarreas infecciosas (causadas frecuentemente por rotavirus) en
bebés y nifios. EIl impacto en la disminucion de la incidencia estd menos probado, que
otros efectos positivos de estas. Algunos estudios muestran efectos positivos en la
reduccién de la incidencia de diarrea asociada a antibioticos y diarrea del viajero, pero
no todos los estudios tienen evidencia positiva. Lo anterior podra sugerir la importancia
en la seleccion correcta de cepas y dosis para logar la eficacia. (35)

2.3.2.3 ENFERMEDADES EN EL COLON

Las investigaciones arrojan frecuentemente resultados que indican que los probidticos
pudieran tener un papel en minimizar el riesgo de infecciones intestinales por
Helicobater pylori. Parecen tener un potencial, tanto para el sindrome de colon irritable
como las enfermedades inflamatorias del mismo; asi como para la reduccion de alergias
y eczemas en los nifios (35).
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Estudios epidemioldgicos recientes han encontrado en cambio que dietas suplementadas
con Lactobacilos y Bifidobacterias reducen el riesgo de contraer cancer de colon. En
poblaciones urbanas donde existe una mayor incidencia de cancer de colon muestran un
mayor predominio de bacterias del género Bacteroides dentro de su flora intestinal
frente a poblaciones rurales donde el indice de esta enfermedad es muy bajo y
predominan en su flora intestinal las bacterias lacticas (36). La administracion de
suplementos dietéticos como las oligofructosas o inulinas favorece el crecimiento de
estos Ultimos microorganismos, pudiendo ser muy eficaces en la reduccion del
adenocarcinoma de colon de acuerdo a Moore y Moore (1995).

2.3.2.4 CANCER DE VEJIGA

En algunos estudios realizados por Martinez et. al., (2007) sobre el cancer de vejiga, se
ha demostrado el antagonismo entre las células tumorales y los probidticos. Lo anterior
ha sido observado en individuos a los que se extirpd el tumor y fueron sometidos a una
posterior administracion de probidticos; como resultados, la reaparicion del cancer fue
mas lenta y tardia respecto de los individuos que no ingirieron estas sustancias tras la
intervencion quirargica (37).

Datos de estudios en animales y recurrencia de cancer de vejiga han sugerido que el
consumo de productos lacteos con BAL, como el yogurt, desempefia un papel en la
reduccién de carcinogénesis de vejiga (38); al respecto, existe evidencia de estudios en
animales in vitro, en los cuales bacterias probidticas reducen el riesgo de cancer al
contrarrestar efectos mutagénicos y genotdxicos. (39)

2.3.2.5 REDUCCION DEL COLESTEROL

Una elevada concentracion del colesterol en la sangre es considerada un factor de
génesis de arterioesclerosis, aumentando el riesgo de enfermedad cerebro-vascular,
coronaria y vascular- periférica.

El consumo de productos lacteos fermentados, causa incremento en la produccién de
acidos grasos de cadena corta, los cuales parecen disminuir la concentracion de
colesterol circulante por inhibicion de la sintesis de colesterol o la redistribuciéon de
colesterol del plasma al higado. Ademaés, la actividad bacteriana incrementa la
desconjugacién de acidos biliares y esto permite que no sean absorbidos, esto a su vez
aumenta la sintesis de &cidos biliares a partir de colesterol. Lo anterior, representa un
beneficio importante para personas que presentan elevadas concentraciones de
colesterol plasmatico.

Estudios realizados en diferentes grupos para observar como influye el yogurt en la
formacion de colesterol en el ser humano, indicaron que en las personas que tomaron
yogurt 3 veces al dia no hubo aumento en la concentracion de colesterol plasmatico,
mientras que las que no tomaron yogurt tuvieron un aumento en la concentracion de
éste en la sangre (14).
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2.3.2.6 INHIBICION DE LOS MICROORGANISMOS PATOGENOS

El efecto protector de los probioticos se realiza mediante 2 mecanismos: el antagonismo
que impide la multiplicacion de los patégenos y la produccion de toxinas que
imposibilitan su accion patogénica. (16)

Las formas en que los probioticos se utilizan para mejorar la resistencia del huésped
contra los microorganismos patogenos, pueden ser:

e Efectos de barrera.

e Competencia por los sitios de adhesion y por nutrimentos.
e Modificaciones del habitat intestinal por cambios en el pH.
e Produccion de sustancias antimicrobianas, entre otras.

Los microorganismos reconocidos como probidticos, son mas de una docena y no todos
ellos tienen los mismos efectos y mecanismos de accion, y lo que no se puede asumir
que los efectos positivos sean en todos los casos similares, pero tampoco que sus efectos
sean nocivos para el hombre (40).

2.3.2.7 MEJORA LA SALUD MENTAL (DEPRESION Y ANSIEDAD)

La composicién de la flora intestinal no sélo afecta la salud fisica, sino que también
tiene un impacto significativo en la funcién cerebral y estado mental.

Es importante darse cuenta que hay neuronas tanto en el cerebro como en el intestino,
incluyendo neuronas que producen neurotransmisores como la serotonina. De hecho, la
mayor concentracion de serotonina, que esta involucrada en el control del estado de
animo, la depresion y la agresion, se encuentra en los intestinos, no en el cerebro. (41)

El consumo de yogurt probidtico manifiesta una disminucion en la actividad de dos
regiones cerebrales que controlan el procesamiento central de la emocion y la sensacion:

e La corteza insular, que desempefia un papel importante en las funciones
generalmente relacionadas con la emocion (incluyendo percepcion, control motor,
autoconciencia, funcién cognitiva y experiencia interpersonal) y la regulacion de
la homeostasis de su cuerpo. (42)

e La corteza somato sensorial, que desempefia un papel importante en la capacidad
del cuerpo para interpretar una amplia variedad de sensaciones. (42)

Durante la exploracion del cerebro en reposo, también se manifiesta una mayor
conectividad entre una region conocida como sustancia gris periacueductal y areas de la
corteza prefrontal relacionadas con el conocimiento. En contraste, el no consumir
productos lacteos fermentadados muestra un mayor impacto en las emociones y
sentimientos, pudiendo presentarse una depresion profunda y altos niveles de ansiedad
(42).

2.3.3 Streptococcus thermophillus

A continuacion se describen brevemente las caracteristicas del Streptococcus
thermophillus:
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Morfologia: Se presenta en forma de células esféricas u ovoides de 0.7 a 0.9 um de
didmetro unidas en parejas o largas cadenas, segun la temperatura de crecimiento y el
medio de cultivo.

Ecologia: Se encuentran en la leche y lo productos lacteos.

Metabolismo: Homofermentativa. En la leche produce 0.7-0.8% é&cido lactico L (+),
algunas cepas son capaces de producir hasta un 1% de acido lactico. No produce
amoniaco a partir de la arginina ni metaboliza el citrato. Algunas cepas son capaces de
producir polisacaridos que forman un mucilago, lo cual es interesante para la viscosidad
del yoqurt.

En la leche, ademéas de &cido lactico, produce los acidos grasos volatiles: férmico,
acético, propionico, butirico, isovalérico y caproico, ademas produce acetoina y
pequefias cantidades de acetaldehido.

Presenta una actividad proteolitica muy pequefia en la leche y la mayoria de los
amino&cidos liberados son consumidos durante la fase de crecimiento logaritmico.

Temperatura de crecimiento: Es una bacteria termofila. Su temperatura Optima de
crecimiento es de 42-45°C, la minima de 10°C y la maxima de 50°C. También es una
bacteria termodurica, aguanta un tratamiento de calor en la leche de 30 min a 60°C.

Sensibilidad a la presencia de sustancias: Es muy sensible a la presencia de inhibidores
y en especial de antibidticos. También es muy sensible a la sal, hecho que se aprovecha
para diferenciarlo de otros lactococcos y enterococcos, no crece en presencia de 4% de
sal y algunas cepas en presencia de 2% de sal.(43)

2.3.4 Lactobacillus delbruekii ssp. Bulgaricus

Lo siguiente es una breve descripcion de las caracteristicas de Lactobacillus delbruekii
ssp. Bulgaricus:

Morfologia: Se presenta en forma de bacilos alargados con la punta redondeada,
separados o formando cadenas. El tamafio medio en la leche es de 0.8-1um de ancho y
4-6um de largo.

Ecologia: Se encuentran en la leche y lo productos lacteos.

Metabolismo: Homofermentativa. En la leche produce aproximadamente 1.7% de &cido
lactico D (-). Ademas de producir acido lactico, produce pequefias cantidades de otros
productos como los &cidos grasos volatiles: acético, propionico, butirico, isovalérico,
caproéico y caprico ademas produce acetoina, acetaldehido y 2-butanona.

Presenta una actividad proteolitica mediana, pero importante por la liberacion de
aminoacidos libres.
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Temperatura de crecimiento: Es una bacteria termofila. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 40-43°C, la minima de 15°C y la maxima de 52°C (algunas cepas
crecen hasta 60°C). Aungue no se considera una bacteria termodurica, algunas cepas
resisten temperaturas de 75°C durante 20-30 minutos.

Sensibilidad a la presencia de sustancias: Presenta una mayor resistencia a los
antibioticos que el S.thermophillus. También es muy sensible a la sal; no se desarrolla
en presencia de sales biliares o en caldos con un 2% de NaCl.

Ambos microorganismos son microaerofilos, soportan una acidez elevada y pueden
vivir en simbiosis. (43)

2.3.5 Lactobacillus lactis
A continuacion una breve descripcion de las caracteristicas de Lactobacillus lactis:

Morfologia: Se presenta en forma de bastones delgados con la punta redondeada,
separados o formando cadenas. El tamafio medio en la leche es de 0.8-1um de ancho y
4-6pum de largo.

Ecologia: Se encuentran en la leche y productos lacteos

Metabolismo: Homofermentativa. Forma acido lactico como producto principal de la
fermentacion de azUcares. Produce cantidades de cido lactico de entre 1.5y 2%.

Temperatura de crecimiento: Es una bacteria termofila. Su temperatura Optima de
crecimiento es de 40-45°C, la minima de 20°C y la maxima de 50°C.

Sensibilidad a la presencia de sustancias: no se desarrolla en presencia de sales biliares
0 en caldos con més de un 2% de NaCl.

Son bacilos microaerofilos. (43)
2.4 PREBIOTICOS

El consumo de prebioticos reduce el riesgo de contraer determinadas enfermedades,
incluyendo:

* Supresion de diarreas asociadas a infecciones intestinales

* Reduccion del riesgo de osteoporosis, pues la inulina favorece la fijacion del calcio,
aumentando la masa 0sea.

* Reduccion del riesgo de obesidad y de contraer diabetes tipo 2.

* Disminucion de la frecuencia de cancer de colon. (44)

Toda fibra dietética llega al intestino grueso sin haber sido transformada
digestivamente. Las bacterias del colon, con sus numerosas enzimas digestivas de gran
actividad metabdlica, la pueden digerir en mayor o menor medida en dependencia de su
composicion quimica y de su estructura. Los AGCC, productos de un proceso
metabolico, son &cidos grasos volatiles que en su mayoria se absorben rapidamente. De
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estos (butirato, acetato y propionato), el butirato aporta mayor cantidad de energia y
desempefia importantes funciones en la biologia del colon:

o Suministra la mayor parte de la energia que necesitan las células de la mucosa
coldnica.

o Estimula el crecimiento y la diferenciacion de estas células.

o Inhibe el crecimiento de las células tumorales. (16)

2.4.1 INULINA

La inulina es considerada como un prebidtico potencial al igual que la oligofructosa, se
encuentran en mas de 36,000 especies de plantas sin embargo, normalmente la inulina
disponible comercialmente es sintetizada a partir de sacarosa y es extraida de raices de
achicoria (Cichoriumintybus). La cual contiene de 15-20% de inulina y 5-10% de
oligofructosa respectivamente (45). La inulina se usa como ingrediente alimenticio en
algunas ciudades de Europa, Estados Unidos, Canada y Japén (44).

La principal fuente de inulina es la achicoria (Cichoriumintybus). De esta planta se
obtiene un polisacarido complejo [a-D-glucopyranosil-(b-Dfructofuranosyl) n-1b-D-
fructofuranosido], con un numero de fructosas comprendidas entre 2 y 70. La inulina
nativa es procesada en la industria alimentaria y transformada en frdtanos
(fructooligosacaridosd FOS) de cadena corta con un grado de polimerizacién entre 2 y
10 (normalmente 5) como resultado de la hidrdlisis enzimatica parcial por la inulina.
(44)

2.4.1.1 EXTRACCION DE LA INULINA

Existen diversos métodos de extraccion de la inulina, a continuacion se presentan
algunos diagramas de estos procesos.

2.41.1.1 METODO 1

Este método fue desarrollado por Lépez et al. (2003) para cabezas de maguey tequilero
(Ver figura 2).
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Figura 2: Diagrama de flujo extraccion de inulina método 1 (46)
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2.4.1.1.2 METODO 2

Este método estd basado en la supuesta alta solubilidad de los fructanos y en que el
extracto obtenido sera totalmente natural (47) (figura 3).
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Secado 45°C a 55°C
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Figura 3: Diagrama de flujo extraccion de inulina método 2

2.4.1.1.3 METODO 3

La diferencia de este método con respecto al Método 2 es la centrifugacion y la
depuracion con resina (48), lo cual podria mejorar la pureza del extracto (figura 4).
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Depuracion [Cg 120 [Ma+)
con resina | €8 400 (CF)

Figura 4: Diagrama de flujo extraccién de inulina método 3(48).

2.4.1.1.4 METODO 4

Para este método la muestra del tallo se secciona finamente y se le adiciona etanol al
80% hasta cubrirla (48); posteriormente se reduce mas el tamafio de sus fracciones.
Luego, la muestra se somete a congelacion a —18°C durante 48 horas.
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Para la extraccion, las muestras se descongelan, homogeniza, filtra y centrifuga a 5200
rpm por 30 minutos a 20°C. El sobrenadante se decanta y el precipitado se somete a una
segunda extraccion con etanol al 80% a partes iguales; para ello esta mezcla se coloca
en bafio Maria a 55°C durante 15 minutos (48).

Finalmente el sobrenadante y el precipitado se decantan por separado. Con este método
se buscd maximizar el contacto del disolvente con los fructanos presentes en los tejidos
del tallo mediante la etapa de congelacion, asi como agotar los remanentes en los tejidos
residuales.

2.4.1.2 FUNCION DE LA INULINA

La inulina es poco soluble debido al tamafio de la molécula (60 g/l a temperatura de 10
°C), incluso puede formar microcristales en presencia de agua o leche. Los cristales de
la inulina no son perceptibles en la boca, pero intervienen en la formacion de la textura
cremosa que se percibe en la boca como si fuera grasa (45). Se usa de manera exitosa en
productos lacteos, panaderia, helados, frutos congelados y desecados. En productos
lacteos su principal funcion es incrementar la viscosidad, también se emplea como
sustituto de azucar con la finalidad de reducir calorias en alimentos horneados, en
helados y en productos lacteos. Para finalizar, un beneficio importante de la inulina
radica en su efecto prebidtico cuando es adicionada en el yogurt, el cual consiste en
reforzar o mejorar la accién de cultivos prebioticos del yogurt.

La adicion de inulina modula positivamente la fisiologia del sistema gastrointestinal,
fundamentalmente en cuanto al aumento del peso de las heces y la frecuencia de
evacuacion intestinal. Actualmente se estudian otros efectos como el aumento de la
absorcién de calcio, la estimulacion del sistema inmunoldgico y la reduccion del riesgo
de cancer de colon (44).

2.4.2 POLIDEXTROSA

La polidextrosa posee caracteristicas de fibra dietaria, es cominmente definida como un
polimero con muchas ramificaciones y diversos tipos de enlaces glicosidicos, es soluble
en agua y parcialmente metabolizable (14).

2.4.2.1 OBTENCION DE LA POLIDEXTROSA

Se produce calentando dextrosa con un catalizador acido y purificando el polimero
resultante. El proceso consiste en la condensacion de una mezcla fundida formada por
aproximadamente ochenta y nueve por ciento de D-Glucosa, diez por ciento de sorbitol
y uno por ciento de &cido citrico, sobre base seca (14).

2.4.2.2 FUNCION DE LA POLIDEXTROSA

La polidextrosa es la union al azar de polimeros de glucosa altamente modificados con
predominio de enlaces a (1B 6). Las caracteristicas de la polidextrosa son:

o Es altamente soluble en agua (hasta un 80%).
o Es un buen humectante y efectivo para controlar la humedad de los
productos.
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o Puede reemplazar al azucar y a la grasa en algunos alimentos
o Posee sabor neutro y agradable palatividad

La polidextrosa se metaboliza parcialmente en el cuerpo humano, se absorbe,
contrariamente a lo que se ha mencionado hasta ahora, por el tracto gastrointestinal y no
se metaboliza por la microflora. Sélo se metaboliza el 25% de la polidextrosa que se
consume, lo que equivale a 1000 cal/g.

La polidextrosa se usa en productos alimenticios hipocal6ricos para mejorar la textura y
humedad. La polidextrosa y la maltodextrina no aportan calorias debido a que el cuerpo
no los puede digerir, permitiendo una reduccion calorica del 15 al 20%.

La dosis a emplearse debe ser usada con cuidado, no se pueden utilizar arbitrariamente
en la preparacion de los alimentos porque el exceso de polidextrosa produce diarrea;
ademas, ciertos edulcorantes se desnaturalizan por accién del calor de la coccion. La
dosis recomendada no debe ser mayor de 90g, por dia. (14)

2.5 EDULCORANTE

Es un aditivo para los alimentos que tiene un sabor dulce pero que proporciona menos
calorias que el azucar comun, por lo que se les llama “sustitutos de aztcar”.

Para que un edulcorante sea utilizable como aditivo, ademas de ser inocuo, su sabor
dulce debe percibirse rapidamente, tiene que ser lo mas parecido al de la sacarosa
(azucar comun) y no dejar regustos extrafios. Ademas, ha de resistir las condiciones del
alimento en el que se va a utilizar, que es usualmente &cido, asi como los tratamientos a
los que se vaya a someter.(49)

2.5.1 CLASIFICACION DE LOS EDULCORANTES
Los edulcorantes pueden ser clasificados como se resume en la tabla 5.

Tabla 5: Tipos de edulcorantes (50)

Edulcorantes caldricos Edulcorantes no cal6ricos
Naturales Atrtificiales Naturales Atrtificiales
Azlcares | Edulcorantes | Azucares | Alcoholes de | Stevia, Aspartame,
naturales modificados | azUcar taumatina, sucralosa,
Sacarosa, | Miel, sirope | Jarabe de Sorbitol, pentadina, neotamo,
glucosa, | de arce, maiz con xilitol, monelina, acesulfame K,
dextrosa, | azucar de alto manitol, brazzeina ciclamato,
fructosa, | palma o de contenido eritritol, alitamo,
lactosa, coco, jarabe | en fructosa, | maltitol, advantamo,
maltosa, | de sorgo caramelo, isomaltulosa, nehosperidina
galactosa azucar lactitol, DC
invertido glicerol

2.5.2 Stevia rebaudiana
La Stevia rebaudiana es una planta originaria del Sudeste de Paraguay, miembro de la
familia de las asteraceas, conocida como “hoja dulce”. Es un arbusto perenne que puede

alcanzar 65 a 80 cm, pero que cultivadas pueden llegar hasta 1,0 m de altura, sus hojas
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lanceoladas tienen aproximadamente 5 cm de longitud y 2 cm de ancho y se disponen
alternadas, enfrentadas de dos en dos. Puede utilizarse para la produccion comercial del
edulcorante Stevia por un periodo de cinco 0 mas afios, dando varias cosechas anuales a
partir de la parte aérea de la planta, la planta crece en suelos arenosos cerca de arroyos
de la parte selvatica subtropical del alto Parana (51).

Extractos de la Stevia rebaudiana se utilizan como edulcorante natural o en suplementos
dietéticos por su contenido de los glucosidos: Esteviosidos y rebaudiosidos A, B, C, D
y E; Dulcosido A, y Esteviolbiosido; los cuales poseen caracteristicas quimicas y
farmacologicas adecuadas para su uso en la alimentacion humana. El Estevidsido tiene
un ligero sabor amargo y proporciona 250 a 300 veces el dulzor del azucar (52).

Las hojas de la planta silvestre de Estevia contienen 0,3% Dulcésido, 0,6%
Rebaudiosido C, 3,8% Rebaudiosido A y el 9,1% de Estevidsido. La composicion
quimica completa de las especies de Estevia aln no ha sido dilucidada. De las
110especies de Stevia rebaudiana estudiadas por el sabor dulce solo 18 muestran esta
caracteristica, y de éstas la Stevia rebaudiana bertoni es la méas dulce (52).

Las hojas frescas de Estevia contienen una gran cantidad de agua (80 a 85%). Aparte de
los componentes antes mencionados (glucosidos), las hojas contienen acido ascorbico,
B-caroteno, cromo, cobalto, magnesio, hierro, potasio, fdsforo, riboflavina,
tiamina,estafio, zinc, etc. Entre los productos quimicos encontrados estan la apigenina,
austroinilina, avicularin, p-sitoesterol, &cido caféico, campesterol, cariofileno,
centaureidina, acido clorogénico, clorofila, kaempferol, luteolina, quercetina,
estigmasterol, entre otras (53).

2.5.1.1 OBTENCION DEL STEVIA

El proceso de obtencion comercial del edulcorante Stevia se realiza como lo indica el
siguiente diagrama (figura 5).

Extraccion de las hojas con agua + CaCO2 a20°C

Filtracion- Lavado Pasaje por resina R2
Defecacion con Ca{OH)z Pasaje por resina R3
Ajuste de pH y filtracién Pasaje por carbon activado

Pasaje por resina R1 Evaporacidn al vacio
Elucion con mezcla hidroalcohdlica Obtencion de cristales
|

Figura 5: Diagrama de flujo para la obtencion de edulcorante Stevia (54)
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2.5.1.2 FUNCION DE LA STEVIA

Durante siglos, las tribus Guaranies de Paraguay y Brasil han usado diferentes especies
de Stevia, principalmente Stevia rebaudiana, como endulzante para contrarrestar el
sabor amargo de los medicamentos a base de diferentes plantas y bebidas, y con fines
medicinales que incluyen la regulacién de la glicemia e hipertension (55).

2.5.1.2.1 DISMINUCION DEL APETITO

Los edulcorantes no nutritivos han mostrado resultados contradictorios con respecto al
consumo de energia y el peso corporal, especialmente el aspartame. La mayoria de los
estudios indica que el aspartame reduce la ingesta de alimentos y puede ayudar a
controlar el peso (56). Otros en cambio sugieren que el aspartame podria incrementar el
apetito. Estudios que han evaluado el efecto de stevia sobre el apetito indican que los
sujetos que consumieron aspartame y stevia no compensaron comiendo mas en la
siguiente comida (almuerzo o cena) y presentaron niveles similares de saciedad en
comparacién con los sujetos que consumieron sacarosa. Adicionalmente, stevia redujo
los niveles de glucosa plasmatica e insulina, lo que sugiere que Estevia podria ayudar
con la regulacion de la glucosa en sangre (57).

2.5.1.2 DIABETES MELLITUS

Los extractos de estevidsido rebaudiana pueden disminuir el nivel de glucosa en sangre
en ratas diabéticas con un efecto tiempo-dependiente (51). Los estevidsidos regulan el
nivel de glucosa en la sangre por el incremento en la secrecion de insulina y un mejor
uso de la glucosa por los tejidos periféricos y los musculos en ratas diabéticas (58);
también se postula que los estevidsidos contrarrestan la glucotoxicidad en la células beta
o0 también suprime la secrecion de glucagén por parte de las células a del pancreas (59).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

3.1 METODOLOGIA DE LA ELABORACION DEL YOGURT

En el siguiente apartado se abordara todo lo relacionado con la preparacion de las
muestras utilizadas en la etapa experimental del presente trabajo.

3.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Con base en diversos diagramas de proceso para la elaboracion de yogurt natural batido,
se prepararon diferentes formulaciones de yogurt para estandarizar las condiciones de
elaboracion del mismo tales como: el contenido de s6lidos, el tipo y la cantidad de cepa,
el tiempo y la temperatura de incubacion y el batido; esto con el proposito obtener las
caracteristicas representativas del producto final estipuladas en las NOM’s. 9EIl
diagrama y las condiciones, con los que se trabajé a lo largo de la experimentacion,
quedaron de la siguiente manera (figura 6):

Leche entera pasteurizada — —

Leche en polvo
Prebiotico

T40£2°C

T402°C
t:3.5—-4 horas, pH4.7

T5+2°C
pH4.5

T5£2°C

Figura 6: Diagrama de bloques para la elaboracion del yogurt natural batido.
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Una vez estandarizado el proceso y, partiendo de las recomendaciones hechas por
Jaramillo (2007), se realizaron diversos ensayos variando la concentracion de los
prebidticos de interés (inulina, polidextrosa y mezcla), obteniendo los porcentajes de
adicion de prebidticos para las 11 formulaciones con las que se trabajo y que se enlistan
a continuacion.

Tabla 6: Porcentajes de adicidn de prebidticos

YOGURT
1 SIN PREBIOTICO
2 INULINA 1g
3 INULINA 2.5g
4 INULINA 4g
5 POLIDEXTROSA 2.5¢g
6 POLIDEXTROSA 4g
7 POLIDEXTROSA 8g
8 MEZCLA 70% inulina 30% polidextrosa
9 MEZCLA 60% inulina 40% polidextrosa 100% =
10 MEZCLA 50% inulina 50% polidextrosa
11 MEZCLA 40% inulina 60% polidextrosa
12 MEZCLA 30% inulina 70% polidextrosa

Para las formulaciones que contienen una mezcla de prebidticos se tomaron 4g como el
equivalente al 100% y en base a esto se calcularon los porcentajes correspondientes.

3.3 EVALUACION SENSORIAL

En la primera etapa de la experimentacion se evaluaron sensorialmente las 12
formulaciones de yogurt (ver tabla 6), mediante una prueba de discriminacién por
ordenacion.

Con el objetivo de reducir el tiempo, tener una buena organizacion y garantizar el
control de las condiciones y variables de la evaluacion, se utilizé un panel interno de
consumidores de yogurt natural, integrado por personas no entrenadas pertenecientes al
laboratorio de Tecnologia de Calidad en Alimentos (LTCA). Las pruebas fueron
realizadas dentro del LTCA en una seccion que fue acondicionada con los pardmetros
de iluminacién, limpieza, espacio, separaciones, etc., requeridas para este tipo de
analisis.

La prueba se realizé en tres partes; en la primera se evalué la formulacion sin
prebidticos adicionados y las que contenian inulina; en la segunda fase nuevamente la
formulacidn base pero esta vez con aquellas que contenian polidextrosa; y finalmente la
formulacién base con aquellas que fueron formuladas con una mezcla de prebidticos
(inulina+ polidextrosa).

Se entregaron a cada panelista las muestras codificadas aleatoriamente y el cuestionario
correspondiente (ver imagen 8 y 9), en el que se les solicitdé que ordenaran los codigos
de acuerdo a su preferencia, siendo la primera la muestra de mayor aceptacion y la
altima la que menos les gustd. Se asigné un valor numérico para cada muestra en
relacion a las respuestas obtenidas en la encuesta; estos valores fueron tabulados y
analizados para determinar si existian diferencias significativas entre los productos.
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El cuestionario fue disefiado de esta forma puesto que se tratd inicamente de una prueba
para descartar muestras. La evaluacion para la seleccion del producto final, se realizd
posteriormente e incluyd Gnicamente a consumidores de yogurt natural.

Prueba de preferencia por ordenacién
YOGURT NATURAL
Nombre: Fecha:
Sexo: (M) (F) Edad:

Frente a usted hay tres muestras de yogurt natural, después de
probarlas, ordene del 1 al 3, los cddigos de la muestra de acuerdo a su
preferencia, siendo el 1 el que mas le gustd y 3 el que menos le gusto.

Comentarios:
MUCHAS GRACIAS POR SU PARTICIPACION!!

Figura 7: Formato para seleccién del sistema con inulina 6 polidextrosa

Prueba de preferencia por ordenacién
YOGURT NATURAL

Nombre: Fecha:
Sexo: (M) (F) Edad:

Frente a usted hay cinco muestras de yogurt natural, después de
probarlas, ordene del 1 al 5, los cddigos de la muestra de acuerdo a su
preferencia, siendo el 1 el que mas le gustd y 5 el que menos le gusto.

u b W N -

Comentarios:
MUCHAS GRACIAS POR SU PARTICIPACION!!

Figura 8: Formato para seleccién del sistema con mezcla de prebioticos

Al final de esta evaluacion y, con el analisis de los resultados, se seleccionaron 3 de las
12 muestras que presentaron las puntuaciones mas elevadas de aceptacion.
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3.4 EVALUACION DE LA VISCOSIDAD

Para la determinacion de la viscosidad de las muestras seleccionadas, se utilizo el
viscosimetro Kheolab MC1 Paar-Physica, ubicado en el Laboratorio de Propiedades
Reologicas y Funcionales en Alimentos, De la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan UNAM. Se selecciond la geometria de cilindros concéntricos de 45mm,
correspondiente al sistema Z2 DIN.

Considerando que el yogurt es tixotropico para la determinacién de la viscosidad se
aplicé un programa de precizallamiento a 100s-1, tomando 50 lecturas con un intervalo
de 10 segundos de tiempo entre punto y punto.

Cada una de las muestras se evalud por triplicado a una temperatura de 15+3°C, que
representa la temperatura aproximada de almacenamiento de un yogurt. A su vez se
analizo, también por triplicado y bajo las mismas condiciones de prueba, una muestra
comercial de yogurt natural batido con la finalidad de comparar la viscosidad del
producto experimental con uno ya existente en el mercado.

3.5 EVALUACION DE LA PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS
Para garantizar que las tres formulaciones seleccionadas del producto experimental
cumplen con los parametros de calidad establecidos en las NOM’s, se realizaron los

analisis fisico-quimicos, y el analisis quimico proximal, de cada una de ellas.

Al igual que para las pruebas anteriores, los procedimientos fueron repetidos por
triplicado para cada una de las tres muestras de yogurt.

Las propiedades fisicoquimicas y el andlisis quimico proximal se realiz6 por los
siguientes métodos (tabla 7):

Tabla 7: Métodos de andlisis de propiedades fisicoquimicas
y analisis quimico proximal.

PROPIEDADES METODO FUENTE*
pH Potenciometro NOM-185-SSA1-2002
Acidez titulable Titulacion alcalimétrica con NOM 185-SSA1-2002

NaOH

Humedad Método de estufa (100°C/3hrs) | NOM-116-SSA1-1994
Proteina lactica Método Micro-Kjedahl NOM-155-SCFI-2003
Grasa total Método de Roesse-Glottlieb NOM-086-SSA1-1994
Carbohidratos totalesy | Titulacion NOM-086-SSA1-1994
reductores
Fibra dietética Enzimatico AOAC985.29(1990)
Cenizas totales Método general NMX-F-284-SCFI-2011

*Consultar métodos en anexo A
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3.6 CALIDAD MICROBIOLOGICA

El analisis microbioldgico es un instrumento que permite evaluar, mediante diversas
técnicas y procedimientos, los riesgos y establecer los controles que orienten hacia
medidas preventivas, con la finalidad de garantizar la inocuidad de los alimentos. Este
sistema se basa en el conocimiento de los factores y microorganismos que contribuyen a
causar brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) (60).

Con la finalidad de obtener un producto de buena calidad e inocuidad, durante la
elaboracion, envasado y almacenamiento de todas las muestras, se llevaron a cabo
medidas que redujeran el riesgo de contaminacion del yogurt como fueron:

e Limpieza y desinfeccion de las &reas en que se manipularon materias primas y
producto terminado.

e Lavado y sanitizado de los utensilios y el equipo (antes y después de su
utilizacion).

e El uso de bata, cofia, cubre bocas y guantes para la manipulacién de las
materias primas y del producto terminado.

e Lavado y sanitizado de los recipientes utilizados para envasar las muestras
(frascos de vidrio con tapa hermética).

La calidad microbioldgica se determiné mediante las siguientes pruebas (tabla 8).

Tabla 8: Pruebas para calidad microbiologica.

PROPIEDADES METODO FUENTE*
Microorganismos viables | Cuenta en placa | NMX-703-COFOCALEC-2004
Coliformes totales Cuenta en placa | NOM-243-SSA1-2010
Salmonella spp Presencia NOM-185-SSA1-2002
Staphylococcus aureus Cuenta en placa | NOM-184-SSA1-2002
Mohos y levaduras Cuenta en placa | NOM-111-SSA1-1994

*Consultar métodos en anexo B
3.7 MONITOREO DE LA FERMENTACION

Para realizar el monitoreo de la fermentacién primero se determind el contenido de
microorganismos en el iniciador, utilizando un yogurt sin ningan tipo de prebiotico
adicionado y que se encontraba en la etapa de inoculacion. Las poblaciones se midieron
por recuento total en placa (UFC/g); para los L. bulgaricus y L. lactis se usé agar MRS
(en anaerobiosis) y para el S. thermophilus agar M17.

Para el conteo de las BAL, a lo largo de la etapa de fermentacion, se tomaron 10ml de
la muestra, ya inoculada, justo antes de iniciar la incubacion (tp), se diluyeron en 90ml
de agua peptonada, y se homogeniz6 la muestra. Posteriormente se hicieron diluciones
decimales (107, 10%... 10™) y se sembraron en el agar correspondiente MRS para
cuenta de lactobacilos y en M17 para cuenta de streptococos.

Este procedimiento se repitio cada hora, con la muestra ya en proceso de incubacion,

hasta completar las 4 horas de la fermentacidn establecidas en el diagrama de proceso.
Las cajas se mantuvieron a una temperatura de 37°C y los conteos de BAL se realizaron
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cada 2 dias, debido a que la bibliografia sugiere lecturas 6ptimas de crecimiento después
de las 36 horas.

3.8 EVALUACION DE LA VIDA DE ANAQUEL

Para que un producto pueda considerarse un simbiotico, los microorganismos deben
estar en cantidad suficiente: segun algunos autores es imprescindible una cantidad de
10°-10® UFC/g (unidades formadoras de colonias/ gramo) para que el probidtico
mantenga su funcion, ya que si baja a 10° el probiético es incapaz de ejercer efectos
beneficiosos para la salud. Ademas, es conveniente ingerir al menos una dosis diaria. Si
se ingiere de forma alterna, aproximadamente 3 dias a la semana, su accion es mucho
menor o casi inapreciable (61).

Para la evaluacion de la vida de anaquel del yogurt se inocularon
* L. bulgaricus y L. lactis en agar MRS (en anaerobiosis)
» S. thermophilus en agar M17

Se considerd para marcar la vida atil del producto, que éste cumpliera con el nimero de
BAL requeridas en un producto simbi6tico (minimo 10’ UFC/g), ademas de no
presentar signos de deterioro aparente, como separacion de fases (sinéresis), dichos
atributos se determinaron por observacion.

Las poblaciones se midieron por recuento total (UFC/g) cada cuatro dias, por un periodo
de 32 dias, que es el tiempo correspondiente a la vida util de acuerdo a lo marcado en la
etiqueta para la mayoria de los yogurts. La muestra se mantuvo a temperatura de
almacenamiento de 5+2°C.

3.9 INHIBICION

Para determinar que el yogurt, realmente cumple con la funcion de inhibir bacterias
patdgenas, se realizo un reto microbiano contra una cepa de E. coli, aislada de un caso
clinico de mastitis, donada por la FMVZ de la UNAM. El yogurt fue inoculado con una
concentracion de 108 UFC/g de Escherichia coli, utilizando la curva de Mc Farland para
la estandarizacion de dicha concentracion. Las muestras contaminadas, se mantuvieron
en refrigeracion a 5°C, realizando muestreos dias alternados hasta que se presentd la
inhibicion total.

3.9.1 SIMULACION GASTROINTESTINAL (IN VITRO)

Para llevar a cabo la simulacién gastrointestinal (in vitro), se elaboraron 3 sistemas:
Yogurt con inulina + E. coli

Yogurt con polidextrosa + E. coli

Yogurt con Mezcla (inulina+ polidextrosa) + E. coli

Inoculacién de los sistemas

Se prepararon suspensiones 108 UFC/mL de E. coli, segin la curva de Mc Farland (62).
Se utilizaron 6.5ml de esta suspension para inocular, respectivamente 250ml de yogurt,
de cada uno de los sistemas; los cuales fueron almacenados a 37°C.
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Medicion de las poblaciones
Las poblaciones iniciales de bacterias Lacticas y E. coli, fueron medidas por recuento
total (UFC/mL) en cada uno de los sistemas mencionados; posteriormente se hizo un
monitoreo de las poblaciones hasta tener un conteo de E. coli de 0 UFC/mL, para
comprobar la inhibicion. Después de este registro, se realizaron 2 lecturas mas, para
verificar la muerte de la cepa.

Recuento total de bacterias L&cticas

Se realiz6 tomando alicuotas de 10mL de yogurt que se agregaron a 90mL de agua
peptonada estéril (APE). A partir de esta dilucidn se hicieron diluciones consecutivas
decimales que se inocularon en agar MRS y M17, segun el procedimiento
correspondiente para la determinacion de bacterias lacticas. (63)

Recuento de E coli.

Se llevd a cabo utilizando las diluciones descritas anteriormente, las cuales fueron
sembradas, en series de 2 cajas de agar bilis-rojo-violeta, e incubadas a 37°C por 24
horas.

3.9.2 ALMACENAMIENTO COMERCIAL

Se realizé siguiendo el mismo procedimiento de la simulacion gastrointestinal (in vitro),
con la diferencia que los sistemas se almacenaron a 5°C que es la temperatura de
refrigeracion comercial.

3.9.3 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

La identificacion de los microorganismos, se llevd a cabo con el propdésito de garantizar
la pureza y autenticidad de las cepas con las que se trabajé en la parte correspondiente a
la inhibicion (E.coli, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. lactis y S. thermophillus). Se
realizaron tinciones de Gram y observaciones en el microscopio, las cuales permitieron
identificar y clasificar los microorganismos segin su morfologia y la afinidad tintorial.

Para la tincion de Gram se tomaron muestras de los microorganismos, previamente
sembradas en el medio correspondiente (64), y se hizo un frotis, colocando en un
portaobjetos una gota de agua destilada con la que se suspendié una muestra de la
colonia. El portaobjetos fue expuesto al calor para secarlo y poder realizar la tincion.
Las tinciones se hicieron por triplicado para cada medio de cultivo.

Una vez hecha la tincion de Gram, cada uno de los frotis secos (con aceite de inmersion
afadido), fueron llevados al microscopio para la observacion de las colonias con un
objetivo de inmersién de 100x. Mediante este procedimiento es posible la identificacidn
morfoldgica de los microorganismos.

3.10 ACEPTACION DEL YOGURT SIMBIOTICO POR EL CONSUMIDOR
Se evalué la aceptacion del yogurt que presentd las mejores caracteristicas, con
consumidores. La prueba se realizé con 100 jueces consumidores no entrenados, de

acuerdo al método descrito por Anzaldda (1992), presentandoles una escala heddnica
de cinco puntos, como la que se muestra en la figura 9. La muestra se le proporciono a
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cada juez debidamente codificada, a temperatura de refrigeracion (5°C) y en vasos

transparentes de 20ml (65)

NOMBRE:
EDAD: FECHA:

1.-éiConsumevyogurt?Sl__ NO___

2.-¢Qué tan frecuente consume yogurt natural?
1 Muy frecuente

2 Poco frecuente

3 Regularmente

4 Casi nunca

5 Nunca

3.- De la siguiente muestra de yogurt natural, indique el nivel de agrado,
siendo el 1 Me gusta mucho y 5 me disgusta mucho.

1 Me gusta mucho

2 Me gusta ligeramente

3 Ni me gusta, ni me disgusta
4 Me disgusta ligeramente

5 Me disgusta mucho

Comentarios:

Figura 9: Formato de encuesta para evaluacion de la aceptacion del yogurt
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 EVALUACION SENSORIAL

En la tabla 9, se muestran la formulacion del yogurt base, sin adicién de prebidticos y
sin edulcorante.

Tabla 9: Formulacion base sin edulcorante.

Ingrediente %
Leche entera 88.965
Leche en polvo 11.032
Starter 0.003

100

Esta muestra se dividié en 3 porciones, agregando diferentes cantidades de edulcorante
natural a base de extracto de Stevia, para evaluar sensorialmente la cantidad de
edulcorante y seleccionar la proporcion con mayor aceptacion, que fue estandarizada en
las demas formulaciones.

Las cantidades de Stevia fueron las siguientes:
A. 1.09/250mL
B. 0.89/250mL
C. 0.5g9/250mL
D. Sin endulzante

Los resultados de la prueba sensorial se analizaron mediante una prueba de atributos,
con un 95% de confianza (anexo 3). Los datos obtenidos se presentan a continuacién
(tabla 10), reportando los rangos de atributos partiendo de la anterior enumeracion
alfabética.

Tabla 10: Resultados de la prueba sensorial para endulzante

DIFERENCIA | VALOR VALOR DE JUEZ VS NO.

DE RANGOS | ABSOLUTO TABLA PRUEBA
D-C 26 21 DIFERENTE
D-B 37 21 DIFERENTE
D-A 21 21 IGUAL
C-B 11 21 IGUAL
C-A -5 21 IGUAL
B-A -16 21 IGUAL

Como no se observan diferencias significativas, debido a que las cantidades de
edulcorante son muy pequefias, y los jueces no perciben tanta diferencia entre ellas, se
decidié realizar ponderaciones de los atributos, para la seleccion. En la figura 10, se
muestra la gréafica de las ponderaciones para el atributo de endulzante, donde se aprecia
que 0.89/250mL de edulcorante Stevia, presentd una mayor ponderacion, lo que indica
un mayor agrado en el gusto de los jueces, por lo que se tomd esta cantidad para
endulzar en adelante las formulaciones.
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& 1.0g STEVIA
M 0.8g STEVIA
i 0.5g STEVIA
 SIN ENDULZAR

Figura 10: Grafica de resultados de las ponderaciones para endulzante

Una vez fijada la cantidad de edulcorante a adicionar, se plantearon las siguientes
formulaciones por cada tipo de prebiotico.

Las formulaciones elaboradas con adicion de Inulina fueron las siguientes (tabla 11):

Tabla 11: Formulaciones con adicién de inulina

1g 2.5¢ 49

Ingrediente % % %
Leche entera 88.713| 88.713 88.713
Leche en polvo 10.646| 10.113 9.581
Inulina 0.354| 0.887 1.419
Stevia 0.284| 0.284 0.284
Starter 0.003| 0.003 0.003
100 100 100

Se realiz6 la misma prueba sensorial que se utilizé para la seleccion de la cantidad de
edulcorante, y el mismo tratamiento de datos (tabla 12). Obteniendo, que la diferencia
entre las muestras no es significativa en ningun caso.

La cantidad de Inulina, fueron las siguientes:
A. 2.5g de Inulina/250mL
B. 4g de Inulina/250mL
C. 1gde Inulina/250mL

Tabla 12: Resultados de la prueba sensorial para seleccién de Inulina

DIFERENCIA | VALOR VALOR DE | JUEZ VS NO.

DE RANGOS | ABSOLUTO TABLA PRUEBA
C-B -1 15 IGUAL
C-A 7 15 IGUAL
B-A 8 15 IGUAL

Debido a que las cantidades de inulina utilizadas, no provoca un cambio sensorial
significativo en el sabor de las muestras de yogurt, ya que la inulina posee un sabor
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suave y neutro (2), y debido al tipo de panel utilizado, los jueces no logran identificar
estas diferencias, ya que estas son exclusivamente en palatabidad y cuerpo (2). Por este
motivo, de la misma manera que para el edulcorante, se realizaron las ponderaciones de
los atributos, obteniendo que la formulacion con 2.5g de inulina/250mL (0.887%),
obtuvo mayor porcentaje en dicha prueba, como se puede observar en la figura 11.

B 2.5g INULINA
H 4g INULINA
i 1g INULINA

Figura 11: Grafica de resultado de las ponderaciones para seleccion de Inulina
En el caso de la polidextrosa, se prepararon las siguientes formulaciones (tabla 13):

Tabla 13: Formulaciones con adicién de Polidextrosa

2.50 4q 89

Ingrediente % % %
Leche entera 88.713 | 88.713 88.713
Leche en polvo | 10.113 9.581 8.162
Polidextrosa 0.887 1.419 2.838
Stevia 0.284 0.284 0.284
Starter 0.003 0.003 0.003

100 100 100

Para evaluar la aceptacion o rechazo de los productos elaborados con polidextrosa, se
realizd la misma prueba sensorial que se utilizé para la Inulina, y el mismo tratamiento
de datos (tabla 14). Obteniendo de nuevo, que la diferencia entre las muestras no es
significativa en ningun caso.

Las cantidades de polidextrosa, fueron las siguientes:
A. 2.5g de Polidextrosa/250mL
B. 8g de Polidextrosa/250mL
C. 4g de Polidextrosa/250mL

Tabla 14: Resultados de la prueba sensorial para la seleccion de Polidextrosa

DIFERENCIA | VALOR VALOR DE JUEZ VS NO.

DE RANGOS | ABSOLUTO TABLA PRUEBA
C-B 0 15 IGUAL
C-A -9 15 IGUAL
B-A -9 15 IGUAL
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Ranawana et al., en el 2013, encontraron que la polidextrosa no altera
significativamente el sabor y la palatabilidad de los alimentos. Por lo tanto, al igual que
la inulina, los jueces no logran percibir un cambio en el sabor de las muestras, debido a
esto, se realizaron las ponderaciones de los atributos, obteniendo que la formulacion con
8g de Polidextrosa (2.838%) y la formulacion con 4g de polidextrosa (1.419%),
obtuvieran el mismo porcentaje en dicha prueba, como se observa en la figura 12.

& 2.5g POLIDEX
i 8g POLIDEX
kd 4g POLIDEX

Figura 12: Grafica de resultado de las ponderaciones para seleccion de Polidextrosa
En este caso se decidio seleccionar la muestra con 4g de polidextrosa/250mL (1.418%),
debido a que el costo de la polidextrosa es méas elevado, que la leche en polvo y no
habiendo diferencia entre ellas, se toma esta decision.

Las formulaciones para las mezclas son las siguientes (tabla 15), tomando en cuenta que
el 100% del prebiotico es 4g/250mL.

Tabla 15: Formulaciones adicionada con mezcla de prebi6ticos

70% Inulina 60% Inulina 50% Inulina 40% Inulina 30% Inulina
30%Polidextrosa | 40%Polidextrosa | 50%Polidextrosa | 60%Polidextrosa | 70%Polidextrosa
Ingrediente % % % % %
Leche entera 88.713 88.713 88.713 88.713 88.713
Leche en polvo 9.581 0.581 9.581 9.581 9.581
Inulina 0.993 0.851 0.709 0.851 0.993
Polidextrosa 0.426 0.568 0.709 0.568 0.426
Stevia 0.284 0.284 0.284 0.284 0.284
Starter 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003
100 100 100 100 100

Se realizd la misma prueba sensorial que se utilizo para la Inulina y para Polidextrosa, y
el mismo tratamiento de datos (tabla 16). Obteniendo de nuevo, que solo existe
diferencia entre la muestra 60% Inulina-40% Polidextrosa y la muestra 40% Inulina-
60% Polidextrosa, pero las demas muestras, no presentan diferencia significativa.

Las mezclas de prebioticos, son las siguientes:
A. 50% Inulina-50% Polidextrosa D. 40% Inulina-60% Polidextrosa
B. 60% Inulina-40% Polidextrosa E. 70% Inulina-30% Polidextrosa
C. 30% Inulina-70% Polidextrosa
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Tabla 16: Resultados de la prueba sensorial para la seleccion de la mezcla de prebidticos
DIFERENCIA| VALOR VALOR DE | JUEZ VS NO.
DE RANGOS |ABSOLUTO| TABLA PRUEBA

E-D -14 28 IGUAL
E-C -9 28 IGUAL
E-B 15 28 IGUAL
E-A -2 28 IGUAL
D-C 5 28 IGUAL
D-B 29 28 DIFERENTE
D-A 12 28 IGUAL
C-B 24 28 IGUAL
C-A 7 28 IGUAL
B-A -17 28 IGUAL

En esta prueba, los jueces si identifican diferencias en las texturas de los yogurts, pero
no son significativas para su gusto. Por lo tanto, de la misma manera, se realizaron las
ponderaciones de los atributos, obteniendo que la formulacién con 60%lnulina-
40%Polidextrosa, obtuvo el mayor porcentaje de aceptacion en dicha prueba, como se
puede observar en la figura 13.

B 50%poli-50%inu
E 60%inu-40%poli
i 70%poli-30%Inu
H 60%poli-40%inu
& 70%inul-30%poli

Figura 13: Grafica de resultado de las ponderaciones para seleccion de la Mezcla
Las mejores formulaciones de cada prebiotico, se muestran en la tabla 17:

Tabla 17: Formulaciones seleccionadas

Inulina Polidextrosa Mezcla
2.59 49 60% Inulina
40% Polidextrosa
Ingrediente % % %
Leche entera 88.682 88.682 88.682
Leche en polvo 10.109 9.578 9.578
Inulina 0.887 0 0.851
Polidextrosa 0 1.418 0.567
Stevia 0.319 0.319 0.319
Starter 0.003 0.003 0.003
100 100 100
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4.2 EVALUCION DE LA VISCOSIDAD

Por lo tanto, con la finalidad de conocer la viscosidad final del yogurt, segin el
prebidtico adicionado (inulina 2.5g/250ml de yogurt, polidextrosa 4g/250ml de yogurt y
mezcla 60%inulina-40%polidextrosa, tomando como base 4g/250ml de yogurt), se
realizd su medicion usando un viscosimetro Kheolab MC1 Paar-Physica, ubicado en el
Laboratorio de Propiedades Reoldgicas y Funcionales en Alimentos, De la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan UNAM. Seleccionando, la geometria de cilindros
concéntricos de 45mm, correspondiente al sistema Z2 DIN. Se tomaron mediciones de
viscosidad y torque a diferentes velocidades.

En la figura 14, se presenta la grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en
funcion del tiempo, de la muestra denominada polidextrosa, con sus tres replicas. Como
se puede observar, el yogurt adicionado con polidextrosa como prebiotico, se comporta
como un fluido dependiente del tiempo, y como se puede ver, a medida que aumenta el
tiempo, la viscosidad disminuye. Esto se atribuye a que el yogurt cuando se somete a
deformacion, exhibe “adelgazamiento” aparente debido al rompimiento de la estructura
tridimensional del gel formado (66).
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Figura 14: Grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en funcién del tiempo,
de la muestra adicionada con Polidextrosa, como prebiotico.

En la figura 15, se presenta la gréfica de resultados de la variacion de la viscosidad en
funcién del tiempo, de la muestra denominada Inulina, con sus tres replicas. Como se
puede observar, el yogurt adicionado con inulina como prebidtico (natural), se comporta
como un fluido dependiente del tiempo, y de la misma manera que para el prebioticos
sintético (polidextrosa) se observa que a medida que aumenta el tiempo, la viscosidad
disminuye.
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Figura 15: Grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en funcion del tiempo,
de la muestra adicionada con Inulina, como prebiotico.

En la figura 16, se presenta la grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en
funcién del tiempo, de la muestra denominada Mezcla, con sus tres replicas. Como se
puede observar, el yogurt adicionado con mezcla de prebiéticos (inulina-polidextrosa),
se comporta como un fluido dependiente del tiempo, y de la misma manera que los
sistemas de inulina y polidextrosa por separado, la viscosidad disminuye con forme
avanza el tiempo.

1.6

1.4

1.2

1
0.8

OMEZCLA 1
0.6

COMEZCLA 2

VISCOSIDAD (Pa.s)

0.4

MEZCLA 3

0.2

0

0 100 200 300 400 500 600
TIEMPO (s)

Figura 16: Grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en funcién del tiempo,
de la muestra adicionada con Mezcla de prebidticos.

Para esto se realizd también la medicion de la base del yogurt, sin ningln tipo de
prebiotico, para observar si existe alguna diferencia en la viscosidad, por la adicion del
prebiotico, y se obtuvo la figura 17, en la que se puede observar el comportamiento
similar a los yogurts adicionados con algun prebidtico.
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Figura 17: Grafica de resultados de la variacion de la viscosidad en funcion del tiempo,
de la muestra Base, sin adicion de prebioticos.

Para poder tener una vision mas clara del comportamiento similar entre las muestras,
presentamos la figura 18, como grafica comparativa entre las muestras denominadas
Polidextrosa, Inulina y Muestra, debido a que se superponen en sus réplicas, solo se
presenta la primera grafica de cada muestra.
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Figura 18: Grafica comparativo de la viscosidad en funcién del tiempo, de las muestras
denominadas: Base, Polidextrosa, Inulina y Mezcla.

En la tabla 18, se presentan los datos de la viscosidad inicial promedio, de las tres
repeticiones de cada sistema, asi como la viscosidad al final de la prueba.

Si se observa la viscosidad inicial, vemos que el sistema con inulina tiene menor
viscosidad, pero esto es solo inicial, al final de la prueba su viscosidad es la mayor de
todos los sistemas, y como era de esperarse el sistema con la mezcla de prebi6ticos, es
la que presenta mayor viscosidad inicial.
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Tabla 18: Viscosidad inicial y final promedio, por sistema.

POLIDEXTROSA INULINA MEZCLA BASE

INICIAL | FINAL |INICIAL |FINAL | INICIAL | FINAL | INICIAL | FINAL
PROMEDIO| 1.1600 | 0.2460 | 1.0080 |0.2720| 1.2960 |0.2600| 1.070 | 0.254
DES. VEST. 0.069 0.004 0.012 | 0.002 0.11 0.034 | 0.010 | 0.016
C.V (%) 5.948 1.626 1.190 | 0.735 | 8.488 |13.077| 0.935 | 6.108

Por lo anterior podemos inferir que los tres sistemas, son fluidos dependientes del
tiempo, este comportamiento era esperado debido a que Gauche et al. (2009), habian
observado anteriormente que las bebidas lacteas presenta tixotropia y comportamiento
pseudoplastico.

Posteriormente se utilizé un analisis de varianza ANOVA, con un nivel de confianza del
95%, para la viscosidad inicial, obteniendo lo siguiente (imagen 19):

En la figura 19, se presenta la gréafica de resultados obtenidos en el andlisis estadistico
ANOVA para la viscosidad inicial, en la cual se puede observar que el sistema
adicionado con Inulina y la base no presentan diferencia significativa entre ellos, sin
embargo polidextrosa y mezcla, si presentan diferencia significativa con los demas

sistemas.
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Figura 19: Grafica de cajas para viscosidad inicial, para todos los sistemas.

Posteriormente se utilizé un analisis de varianza ANOVA, con un nivel de confianza del
95%, para la viscosidad final, obteniendo lo siguiente (figura 20):

En la figura 20, se presenta los resultados obtenidos en el anélisis estadistico ANOVA
para la viscosidad final, en la cual se puede observar que el sistema adicionado con
inulina, es el Unico que presenta diferencia significativa.
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Figura 20: Grafica de cajas para viscosidad final, para todos los sistemas.

Como era de esperarse la viscosidad inicial de la muestra denominada Mezcla, es
mayor, ya que al combinar ambos prebi6ticos, nos dan un coagulo mas firme, en la
preparacion del yogurt. Sin embargo la inulina que muestra menor viscosidad inicial, es
la que presenta mayor viscosidad final, esto nos indica que tiene mayor resistencia a la
deformacion.

Debido a que el yogurt que se desea obtener es un yogurt batido, se selecciona la
muestra denominada Mezcla, como la muestra que brinda la mejor viscosidad, ya que
un yogurt batido, debe poseer una viscosidad moderada, ya que una viscosidad muy alta
0 muy baja, son indicadores de mala calidad.

4.3 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A continuacion se presenta los resultados y el analisis correspondiente a las propiedades
fisico-quimicas de las muestras que fueron seleccionadas mediante la evaluacién
sensorial (inulina 2.59/250ml de yogurt, polidextrosa 4g/250ml de yogurt y mezcla 60%
inulina-40% polidextrosa). En esta parte las pruebas se realizaron por triplicado, para
todas las formulaciones, considerando las temperaturas y el tamafio de la muestra
marcadas en la normatividad para cada técnica de analisis.

4.3.1 pH

El valor de pH se determind mediante un potenciometro previamente calibrado con
soluciones buffer estandar; para lo cual se utilizaron 20ml de muestra a temperatura de
35+2°C, las mediciones se llevaron a cabo durante el proceso de incubacion en
intervalos de 30 min hasta alcanzar un pH de 4.7. Posteriormente las muestras fueron
enfriadas para interrumpir el proceso de acidificacion con el estdndar marcado en la
NOM (4.5 minimo).

En las muestras el pH se considera un parametro de gran importancia ya que, ademas de
permitir la formacion del coagulo del yogurt, influye directamente en las caracteristicas
finales como son la consistencia, el aroma y el sabor. Se tom6 como referencia el valor
de 4.5 que aparece en la normatividad puesto que, a valores de pH menores de 4.5,
aumento la sinéresis del yogurt.
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Debido a lo anterior, se monitorearon las variaciones del pH del yogurt a lo largo de 32
dias, como parte del seguimiento de la vida de anaquel del producto. (Ver pag. 30)

4.3.2 ACIDEZ

En el yogurt natural el alto nivel de acidez no es del agrado de muchos consumidores;
por esta razon fue necesario afiadir una pequefia cantidad de edulcorante Stevia
(0.319%) a todas las formulaciones (inulina, polidextrosa y mezcla) y cuantificar el
nivel de acidez de las mismas mediante una titulacion, de tal forma que el producto se
encontrara dentro del rango de acidez establecido en la normatividad (minimo 0.5%) y
tuviera una mejor aceptacion entre los consumidores. Los valores obtenidos se
presentan en la tabla 19.

Tabla 19: Acidez

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE

PROMEDIO 0.491 0.447 0.485 0.502

DESV.STD 0.005 0.018 0.007 0.015
C.V (%) 1.04988343 | 3.98040181 | 1.41540888 | 2.96173094

Como se puede apreciar, todas las formulaciones cumplen con la normatividad; en todos
los casos el coeficiente de variacién es menor al 5% por lo que los resultados son
confiables.

4.3.3 HUMEDAD

El contenido de humedad y los sélidos totales, estan relacionados debido a que éstos,
corresponden analiticamente, al residuo que permanece después de la eliminacién de la
humedad (67). Tomando como referencia la NOM 181, el yogurt debe tener un
contenido de humedad aproximadamente del 80%, este valor no debe ser rebasado
puesto que, si el contenido de sélidos totales es menor al 8.5% el producto puede tener
una consistencia suave y un coagulo muy débil.

La humedad se evalu6 mediante la prueba de secado en estufa a 100°C durante 5hrs y
los resultados se resumen en la tabla 20.

Tabla 20;: Humedad

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE
PROMEDIO 78.447 78.497 78.400 79.603
DESV.STD 0.306 0.522 0.148 0.328

C.V (%) 0.39027662 0.66480589 | 0.18859222 | 0.4123147

Como se aprecia en todas las formulaciones se cumple con lo establecido por la
normatividad; en todos los casos del coeficiente de variacion es menor al 5% por lo que
los resultados son confiables.

4.3.4 PROTEINA

Para la cuantificacion del contenido de nitrogeno y, posteriormente el calculo de las
proteinas, se utilizé la técnica de Micro-Kjeldahl, obteniéndose porcentajes elevados,
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esto debido a que ademas de las proteinas contenidas en la leche entera se adicion6
leche en polvo que también aporta proteina al producto. Los valores obtenidos se
observa en la tabla 21.

Tabla 21: Proteina

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE

PROMEDIO 11.313 10.622 10.856 11.596

DESV.STD 0.444 0.350 0.340 0.174
C.V (%) 3.92554151 3.29198183 | 3.13593133 | 1.50112243

La NOM 181 establece un contenido de proteina lactica mayor al 2.9% por lo que, en lo
referente a este pardmetro todas las formulaciones cumplen con lo requerido. Al igual
que en todos los casos anteriores, el coeficiente de variacion para todas las muestras es
menor al 5% por lo que los resultados son confiables.

4.3.5 GRASA

La grasa butirica presente en las muestras, se determiné mediante la técnica de Rosse-
Gottileb. De lo anterior se obtuvieron los datos reportados en la tabla 22.

Tabla 22: Grasa

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE

PROMEDIO 6.479 6.292 6.696 7.367

DESV.STD 0.213 0.260 0.320 0.234
C.V (%) 3.29343204 | 4.13342322 | 4.78485191 | 3.17363644

Para un yogurt batido elaborado con leche entera el porcentaje de grasa butirica
permitido es de maximo 15% por lo que las formulaciones entran en este rango.

En comparacion con los valores de grasa para la leche entera (3.5%), todas las muestras
presentaron valores de casi el doble; esto se debe, al igual que para el caso de las
proteinas, a la adicion de leche en polvo, que incrementa el valor al aportar mas grasa.
Sin embargo, si los comparamos con otros yogures y tomando como referencia el 15%
marcado en la normatividad, las formulaciones propuestas presentan aproximadamente
la mitad de dicho valor, esto resulta benéfico desde el punto de vista nutrimental ya que
al tener menos grasa (que otros productos), puede ser consumida por personas que
padecen de problemas de obesidad, colesterol elevado, etc.

La formulacién base presenta mayor cantidad de grasa debido a que contiene mayor
cantidad de leche en polvo, pues en las demas formulaciones el porcentaje de la leche en
polvo se redujo en funcion de la cantidad de prebidtico afiadido.

4.3.6 CARBOHIDRATOS
Los carbohidratos influyen directamente en la fermentacion de tipo acido-lactica, el
efecto laxante y los efectos en la microflora del intestino grueso, por lo que la presencia

de estos presentd una base para evaluar los aspectos microbiologicos que se abordan en
capitulo posterior (pag. 48).
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Para la evaluacion de los carbohidratos se utilizé el método de Fehling y se calcularon

los azUcares reductores totales y directos (tabla 23).

Tabla 23: Carbohidratos Directos

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE
PROMEDIO 0.182 0.230 0.233 0.224
DESV.STD 0.006 0.012 0.000 0.011
C.V (%) 3.57166248 5.00267211|0.16110948 | 4.92480228
En la tabla 24, se presenta los resultados de los reductores totales.
Tabla 24: Carbohidratos Totales
POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA | BASE
PROMEDIO 0.139 0.154 0.178 0.144
DESV.STD 0.003 0.008 0.003 0.004
C.V (%) 2.23993244 4.92769284 | 1.61045466 | 2.6539189

Como se aprecia en todas las formulaciones, lo carbohidratos totales, no superan el
0.18% del yogurt, cualquier formulacion esta por debajo que los yogurts comerciales, lo
cual da un beneficio al producto; en todos los casos el coeficiente de variacion es menor
al 5% por lo que los resultados son confiables.

4.3.7 FIBRADIETETICA

La determinacion de este parametro es de suma importancia pues, ayuda a determinar el
contenido de prebidtico (inulina, polidextrosa y mezcla) que prevalecen al término de la
fermentacion (llegan al intestino sin ser modificados) y la cantidad que fue aprovechada
por las BAL a lo largo del proceso de fermentacion. Ademas es un factor considerado
para el célculo de los s6lidos no grasos.

Para la determinacion de fibra dietética, se utilizé un kit de ensayo de fibra dietética
marca Sigma, obteniendo los siguientes resultados (tabla 25):

Tabla 25: Fibra Dietética

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA | BASE

PROMEDIO 1.4040 0.8724 1.4100 0.0000
DESV.STD 0.0010 0.0015 0.0100 0.0000
C.V (%) 0.0712 0.1724 0.7092 0.0000

Como se observa en la tabla anterior, en todos los casos el coeficiente de variacion es
menor al 5% por lo que los resultados son confiables.

La cantidad de fibra en el yogurt, es practicamente la misma que se adiciono al inicio de
la fermentacion, por lo tanto podemos decir que durante este proceso, las BAL,
prefieren el consumo de la lactosa, al consumo de las fibras adicionadas, sin embargo
son de ayuda, para su crecimiento (Pag. 50).
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4.3.8 CENIZAS

El contenido en vitaminas y minerales depende de las caracteristicas de la leche inicial y
de la leche en polvo afiadida, de las modificaciones por calor y de las cepas de
fermentacion usadas y de las condiciones de la fermentacion (68). Las cenizas
complementan el valor nutritivo del yogurt.

Para la determinacion de las Cenizas se utilizo el método general como se indica en la
normatividad, los valores se presentan en la tabla 26.

Tabla 26: Cenizas

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE

PROMEDIO 1.835 1.737 1.542 1.741

DESV.STD 0.054 0.021 0.025 0.033
C.V (%) 2.92786614 1.18963606 | 1.65291319 | 1.92027975

Como se aprecia en todos los casos del coeficiente de variacion es menor al 5% por lo
que los resultados son confiables.

Como era de esperarse, los resultados obtenidos en las cenizas, son superiores a los
reportados por yogurts comerciales en sus etiquetas, debido a que se trabajo con leche
en polvo adicionada con hierro.

4.3.9 SOLIDOS NO GRASOS LACTEOS

Los sdlidos no grasos lacteos (S.N.G.L.), estan compuestos por proteinas
(mayoritariamente caseina), lactosa (el aztcar de la leche) y las sales minerales (calcio,
potasio, fosforo, magnesio, hierro, etc.). La NOM 181 establece que para el yogurt, el
contenido de solidos lacteos no grasos debe ser minimo de 8.25%.

Los S.N.G.L. presentes en la muestra, expresados en porcentaje, se calculan utilizando
las siguientes ecuaciones establecidas en la NOM 155:

% solidos totales = 100% - Humedad
% S.N.G.L= % Sélidos totales -%Grasa

A su vez los S.N.G.L pueden ser calculados sumando los porcentajes de carbohidratos,
proteina, fibra y cenizas, obtenidos en los apartados anteriores. Esto se puede observar
en la tabla 27.

Tabla 27: S6lidos no grasos lacteos.

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA BASE

PROMEDIO 16.241 15.909 15.404 13.530

DESV.STD 0.780 0.432 0.342 0.436
C.V (%) 4.8018756 2.71396683 | 2.21841944 | 3.22355298

En todos los casos el contenido de SNGL es mayor al 8.5%, lo que influyo
positivamente en la consistencia de todas las muestras evaluadas, siendo innecesaria la
utilizacion de otro tipo de aditivo para consistencia o estabilizacion del producto.
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4.4 AQP

En la siguiente tabla 28, se presenta una sumatoria de todos los parametros medios con
anterioridad por cada sistema (polidextrosa, inulina, mezcla y la base), expresados en
porcentaje.

Tabla 28: Analisis Quimico Proximal

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA| BASE
HUMEDAD 78.447 78.497 78.400 79.603
PROTEINA 11.180 10.955 10.856 11.596
GRASA 6.479 6.415 6.477 7.367
CARB. DIRECTOS 0.185 0.223 0.233 0.210
CARB. TOALES 0.139 0.154 0.178 0.144
FIBRA*** 1.404 0.872 1.410 0.000
CENIZAS 1.835 1.737 1.542 1.741
TOTAL 99.670 98.852 99.096 100.661

Como se aprecia en todas las formulaciones se cumple con lo establecido por la
normatividad; en todos los resultados del AQP del coeficiente de variacion es menor al
5% por lo que los resultados son confiables, obteniendo un valor muy cercano al 100%
en la sumatoria de los resultados de cada técnica del AQP.

Posteriormente se le realizo un analisis de varianza ANOVA con un 95% de confianza,
para los tres sistemas adicionados con prebidticos (polidextrosa, inulina y mezcla).

En la tabla 29, observamos los resultados del analisis de varianza ANOVA, donde se
realiza comparacion de todos los parametros, entre los sistemas denominados Inulina,
Polidextrosa y Mezcla, se marca con %, si no existe diferencia significa entre los
sistemas, y con v/, si existe diferencia significativa con algln sistema.

Tabla 29: ANOVA Anédlisis quimico proximal.

POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA
Humedad x x x
Proteina v x x
Grasa x x v
Fibra v v v
Carbohidratos Directos v x x
Carbohidratos Totales v v v
Cenizas v v v

Observamos en la tabla anterior (tabla 29), el sistema adicionado con polidextrosa como
prebidtico, con respecto a los sistemas adicionados con inulina y mezcla, presenta
diferencia significativa, proteinas, fibra, carbohidratos directos y totales y en cenizas,
mientras que el sistema adicionado con inulina, presenta diferencia significativa para
fibra, carbohidratos totales y cenizas, y el sistema adicionado con mezcla de prebidticos,
presenta diferencia significativa, grasa, fibra, carbohidratos totales y cenizas.
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Finalmente se realiza un andlisis de varianza ANOVA, con el yogurt base, con un 95%
de confianza, para determinar si existe 0 no, la diferencia entre un yogurt adicionado
con alguno tipo de prebidtico, en comparacion de un yogurt tradicional.

En la tabla 30, observamos los resultados del andlisis de varianza ANOVA, donde se
realiza comparacion de todos los parametros, entre los sistemas denominados Inulina,
Polidextrosa, Mezcla y base, se marca con %, si no existe diferencia significa entre los
sistemas, y con v/, si existe diferencia significativa con algun sistema.

Se puede observar la base, presenta diferencia significativa en casi todos los parametros
excepto para carbohidratos totales y para cenizas, en el cual se encuentra en el mismo
rango que el yogurt adicionado con inulina como prebidtico.

Tabla 30: ANOVA Analisis quimico proximal, con la base.
POLIDEXTROSA | INULINA | MEZCLA | BASE

X X

Humedad

Proteina

Grasa

Fibra

Carbohidratos Directos
Carbohidratos Totales
Cenizas

NANENANEIRNE.
x| %[ %x|<|%|%
NANEIRNENE.
LIEIRNANENENAN

En la tabla anterior (30), Se puede observar la base, presenta diferencia significativa en
casi todos los parametros excepto para carbohidratos totales y para cenizas, en el cual se
encuentra en el mismo rango que el yogurt adicionado con inulina como prebidtico.

En cuanto al AQP, la mejor formulacion es la adicionada con Polidextrosa como
prebidtico, debido a presenta mayor contenido de proteina y cenizas, que son parte
importante en el valor nutrimental del yogurt.

45 CALIDAD MICROBIOLOGICA

En la tabla 31, que aparece a continuacion, se reportan los resultados obtenidos del
analisis microbioldgico a los tres sistemas de yogurt, indicando ademas los limites
establecidos por la normatividad para BAL (microorganismos viables), coliformes
totales, Salmonella spp., Staphylococcusaureus, mohos y levaduras.

Tabla 31: Calidad microbiologica

MICROORGANISMO PERMITIDO RESULTADOS
Microorganismos 10° UFC/g en suma LACTOBACILLUS
viables Minima Inulina 69x10” UFC/g
Polidextrosa 39x10” UFC/g
10 UFC/g en suma Mezcla 46x10° UFC/g
Maxima
STREPTOCOCCUS
Inulina 88x10” UFC/g
Polidextrosa64x10’ UFC/g
Mezcla 62x10° UFC/g

47




Coliformes totales 10 UFC/g Méaximo AUSENTE
Salmonella spp Ausente en 25ml AUSENTE
Staphylococcus aureus < 10UFC/g Maximo AUSENTE
Mohos y Levaduras AUSENTE

Como se puede observar las formulaciones cumplen de forma adecuada con los
requerimientos de la normatividad, obteniendo un conteo de microorganismos viables
que se encuentran dentro del rango marcado y ausencia de microorganismos patdgenos
(coliformes totales, Salmonella spp., Staphylococcusaureus, mohos y levaduras); con
esto se garantiza que, todos los sistemas, no representan un peligro para la salud y son
aptos para su consumo, ademas de corroborar que durante el proceso de elaboracion,
envasado y almacenamiento se cumplié en todo momento con las Buenas Practicas De
Manufactura.

4.6 MONITOREO DE LA FERMENTACION

Para determinar el aprovechamiento del prebiotico, durante la etapa de fermentacion del
proceso de elaboracion del yogurt, se realizaron siembras en agar MRS y agar M17,
para obtener el conteo de colonias presentes de Lactobacillus (agar MRS) y
Streptococcus (agar M17). Dichas siembras se llevaron a cabo cada hora, durante las 4
horas que dura la fermentacion.

Las cajas inoculadas fueron conservadas en incubacién a una temperatura de 37°C y las
lecturas se realizaron pasadas 96 horas, garantizando de esta manera el crecimiento
adecuado de las colonias.

En la figura 21, se muestra la gréafica de crecimiento de Lactobacillus durante el
monitoreo de la fermentacion. Donde se observa que desde la adicién del iniciador
(tiempo 0), la concentracion de Lactobacillus fue de 1.3 a 1.7x10° UFC/mL, al término
de las 4 horas de la fermentacién se tuvo un conteo de 6.9x10° UFC/mL en el sistema
con inulina y el minimo a este mismo tiempo de 3.9x10® UFC/mL para el sistema
adicionado con polidextrosa como prebidtico.

Como se puede apreciar el comportamiento del crecimiento de los Lactobacillus es muy
parecido en los tres sistemas y se ajusta al modelo de la curva de crecimiento para
microorganismos, sin embargo la muestra que contenia inulina presentd mayor nimero
de bacterias, en comparacion con los sistemas con polidextrosa 0 mezcla, en la primera,
segunda y cuarta hora de fermentacion; esto indica que la inulina se aprovecha de mejor
forma por los Lactobacillus bajo las condiciones de fermentacion estudiadadas.
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Figura 21: Grafica de crecimiento de Lactobacillus durante el monitoreo de la
fermentacion.

En el andlisis estadistico de ANOVA con un nivel de significancia del 95%, muestra
que existe diferencia significativa para el sistema con inulina, incluso la caja es mas
amplia que en los otros dos casos, tal como se muestra en la figura 22.
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Figura 22: Grafica de cajas del crecimiento de Lactobacillus durante el monitoreo de la
fermentacion.

En la figura 23, se presenta la grafica de crecimiento de Streptococcus durante el
monitoreo de la fermentacion, teniendo al tiempo 0, un conteo de 1 a 2.0x10° UFC/mL
de Streptococcus, obteniendo al final de la fermentacion un minimo de 6.2x10°
UFC/mL para el sistema con mezcla de prebi6ticos y el valor maximo se presentd para
el sistema con inulina obteniendo 8.8x10° UFC/mL.

Al igual que para los Lactobacillus, el comportamiento del crecimiento se ajusta a la
primera parte de una curva de crecimiento de microorganismos observandose
claramente las primeras etapas de la misma. En el caso de los Streptococcus, los tres
sistemas tienen crecimientos muy parejos entre ellos por lo que las diferencias se
analizaron mediante un ANOVA con un nivel de significancia del 95%.
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Figura 23: Grafica de crecimiento de Streptococcus durante el monitoreo de la
fermentacion.

En la grafica de cajas que se muestra a continuacion (figura 24), se observa que no
existe diferencia significativa entre ninguno de los sistemas, solamente la caja del
sistema con inulina como prebidtico, tiene mayor dispersion en sus datos.
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Figura 24: Grafica de cajas de crecimiento de Streptococcus durante el monitoreo de la
fermentacion.

Las condiciones para la fermentacion son las mismas en todos los casos, por lo tanto
tenemos un comportamiento similar para Streptococcus y Lactobacillus; sin embargo al
término del proceso y con los datos obtenidos, podemos notar que los Lactobacillus, en
comparacion con la mezcla y la polidextrosa, aprovechan mejor la inulina durante la
fermentacion y por lo tanto se incrementa el nimero de bacterias en el yogurt; mientras
qgue los Streptococcus no muestran preferencia por algun prebidtico en especial
desarrollandose de forma muy parecida en los tres sistemas.

4.7 EVALUACION DE LA VIDA DE ANAQUEL

La vida de anaquel del yogurt es mas larga que la de la leche pasteurizada gracias a su
nivel de acidez méas bajo (pH). Siempre se aconseja que, al igual que la leche
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pasteurizada, el yogurt se almacene y transporte a una temperatura inferior a los 5°C. La
temperatura durante el almacenamiento resulta de gran importancia para mantener la
calidad del producto, en términos de sabor y estructura.

Segin Ulfman (1992), bajo condiciones favorables, la vida de anaquel del yogurt
comercial es de 30 dias. En el presente estudio se monitored la vida de anaquel a lo
largo de 32 dias, las pruebas que se realizaron durante este periodo fueron: la medicion
del pH vy la verificacion de la viabilidad de las BAL mediante una siembra en placa.

En la evaluacién de la vida de anaquel del producto se considerd la medicién del pH
debido a que conforme transcurre el tiempo el yogurt tiende a acidificarse por la
presencia del acido lactico producido por los probioticos, pudiendo en un momento
dado, provocar sinéresis en el producto, lo cual es un defecto que se debe evitar, pues
tiene un impacto negativo en las caracteristicas sensoriales tales como el olor, sabor y
textura. Del seguimiento del pH se obtuvo la figura 25, donde se muestra que el pH
mas bajo se observa en el yogurt adicionado con inulina al dia 32, el cual esta entre 3.9
y el més alto se obtiene en el mismo sistema de inulina en el dia 0 y es de 4.59.

Al término de los 32 dias, y con la disminucién del pH, las tres formulaciones
adquirieron un sabor y olor ligeramente mas acido, la estabilidad se vio poco afectada
presentandose una baja sinéresis.
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Figura 25: Gréafica de comportamiento del pH durante la vida de anaquel.

Para el seguimiento de la vida de anaquel también se realizaron conteos en placa de los
Lactobacillus en agar MRS y de Streptococcus en agar M17, cada 4 dias, durante 32
dias, para conocer las unidades formadoras de colonias (UFC) de cada grupo de
bacterias; cabe resaltar que los Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, y los
Lactobacillus cremoris, se cuantificaron en un solo grupo mencionando como
Lactobacillus. Obteniendo las siguientes graficas (26 y 28), con el objeto de corroborar
si los productos cumplen o no con la normatividad vigente.

En la figura 26, se muestra la grafica de la viabilidad de los Lactobacillus, durante la
vida de anaquel. Donde se observa que el crecimiento de Lactobacillus inicia en el
rango de 10°, se incrementa a 10°-10*° (dependiendo de la formulacién) y se reduce
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ligeramente hasta el término del estudio; por lo tanto, a lo largo de los 32 dias, todas las
muestras cumplen con el conteo de UFC/mL de BAL requeridas por el Codex
alimentarius para que el producto pueda ser considerado un yogurt simbiético (>10" de
UFC/mL de BAL).

Entre los aspectos que pueden destacarse se observa que, al llegar el dia 8, el sistema
adicionado con una mezcla de prebidticos es el que presenta el mayor incremento en las
BAL con 3.2x10" UFC/ML de Lactobacillus y 8.7x10™ de Streptococcus; el punto de
menor crecimiento se observa en la formulacién con polidextrosa con 3.9x10°
UFC/ML para el dia 1, del estudio.
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Figura 26: Grafica de la Vida de anaqguel, viabilidad de los Lactobacillus

Se utilizé un andlisis de varianza ANOVA, con un nivel de confianza del 95%, para el
crecimiento de Lactobacillus, obteniendo la siguiente gréfica de cajas (figura 27).
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Figura 27: Grafica de cajas de Polidextrosa, Inulina'y Mezcla de prebidticos, para
Lactobacillus en vida de anaquel
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Como se observa en la gréafical8, la muestra que contiene una mezcla de polidextrosa e
inulina da como resultado un incremento en las BAL por lo que presenta diferencias
significativas en comparacién con los sistemas adicionados con polidextrosa e inulina
por separado, en los que el incremento es menor o0 se presenta en un lapso de tiempo
mayor. A partir de esto se puede decir que la sinergia entre los prebidticos es evidente y
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tiene un efecto positivo en las BAL ya que, al combinar sus caracteristicas individuales,
aportan nutrientes con mejores propiedades para favorecer el desarrollo de las diferentes
cepas de Lactobacillus existentes en la formulacion.

Para el monitoreo de las UFC/mL de Streptococcus thermophilus se obtuvieron los
datos que se presentan en la figura 28, en la que se observa que el valor méas bajo
obtenido es de 6.2x10® UFC/mL en la muestra que tiene una mezcla de prebidticos y el
més alto se obtiene igualmente con la mezcla siendo este de 7.6x10*° UFC/mL (dia 8).

Al igual que para los Lactobacillus la viabilidad de los Streptococcus se mantiene
dentro del rango especificado por la codex, para los productos simbidticos.
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Figura 28: Grafica de la vida de anaquel, viabilidad de los Streptococcus.

Posteriormente se le realizé un analisis estadistico ANOVA con un 95% de confianza, a
dichos datos, del cual se obtuvo la grafica de cajas (figura 29), donde se puede apreciar
que no existe diferencia significativa entre los sistemas con inulina y polidextrosa como
prebidtico, mientras que solamente el sistema con mezcla de prebioticos, representa una
diferencia significativa en el nimero de colonias de Streptococcus en funcién del
tiempo. Al igual que para los Lactobacillus la sinergia entre los prebidticos tiene un
efecto positivo ya que son mejor aprovechados por el S.thermophilus, favoreciendo su
crecimiento en comparacion con los sistemas que contienen a la polidextrosa y a la
inulina de manera individual.
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Figura 29: Grafica de cajas de Polidextrosa, Inulina y Mezcla de prebi6ticos, para
Streptococcus de vida de anaquel
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En la figura 30, se muestra una grafica comparativa del crecimiento de los prebioticos
Lactobacillus y Streptococcus thermophilus, en donde se observa claramente que el
sistema con mezcla de prebidticos en el dia 8 presenta un incremento importante en
comparacion de los otros sistemas y al transcurrir el tiempo se observa el mismo
comportamiento que con los demas prebidticos.
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Figura 30: Grafica de comparativo de Streptococcus y Lactobacillus, para vida de
anaquel.

El comportamiento anterior, del sistema con mezcla de prebioticos, se esperaba; sin
embargo también se esperaba que esa diferencia se mantuviera en todos los puntos, no
solo en el dia 8. Esto se atribuye a la cantidad de biocinas, &cidos organicos, etanol y
otros metabolitos inhibidores, tales como perdéxidos de hidrogeno, acetaldehido y
acetoina, que generan tal cantidad de BAL, si se observa detenidamente la grafica,
después decrecer, vuelven a la etapa de adaptacion y generan de nuevo un pequefio
crecimiento, debido a que estan en competencia por los mismo nutrientes, solo pueden
mantenerse en este ciclo logaritmico, al igual que las otras muestras.

Al término de los 32 dias del estudio, se observd que la viabilidad de las BAL
continuaba siendo adecuada y cumplia con la normatividad pudiéndose ampliar la vida
atil del producto; sin embargo se evaluaron los cambios en el olor, sabor, pH, y
estabilidad del yogurt que, aunque no fueron muy drasticos, modificaron las
caracteristicas deseadas para el producto, dichos cambios suceden gracias a la actividad
proteolitica de las BAL, siendo esto lo que marco el fin del estudio.

4.8 INHIBICION Escherichia coli

Para determinar que el yogurt, realmente cumple con la funcion de inhibir bacterias
patogenas, se realizo un reto microbiano contra una cepa de E. coli, aislada de un caso
clinico de mastitis, donada por la FVMZ de la UNAM. El yogurt fue inoculado con una
concentracion de 108 UFC/g de Escherichia coli, utilizando la curva de Mc Farland para
la estandarizacion de dicha concentracion. Las muestras contaminadas, se mantuvieron
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en refrigeracion a 5°C, realizando muestreos dias alternados hasta que se presentd la
inhibicidn total (15 dias).

En la gréfica (figura 31) se puede observar claramente donde comienza la etapa de
decrecimiento de Escherichia coli; en el producto con mezcla de inulina y polidextrosa
esta etapa se presenta al término de 2 dias, mientras que para la inulina se presenta
hasta el dia 4 y para la polidextrosa hasta el dia 6.
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Figura 31: Grafica de decrecimiento de Escherichia coli.

El comportamiento de Escherichia coli, en los diferentes sistemas es el que se muestra
en las siguiente gréfica, obteniendo el punto final de inhibicion al dia 12, para el sistema
con mezcla, mientras que para inulina y polidextrosa se obtuvieron hasta el dia 14. Cabe
resaltar que durante este proceso también se realiz6 la cuantificacion de las BAL, en las
mismas condiciones de tiempo y temperatura (37°C), en esta cuantificacion las BAL se
mantienen constantes en un rango de entre 10’ y 10° UFC/mL, con esto se comprueba
que al consumir cualquiera de las 3 formulaciones una concentracion elevada de BAL
es transportada a través del tracto digestivo, aumentando la posibilidad de que estas
Ileguen vivas siendo benéficas para el consumidor.
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Figura 32: Grafica de inhibicion de E. coli.
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Se realiz6 posteriormente un analisis estadistico ANOVA con un nivel de significancia
del 95% a partir de cual se obtuvo la grafica de cajas (figura 33), en la que se puede
observar que el sistema con mezcla de prebidticos, es el Unico que presenta, diferencia
significativa al compararlo con las muestras que contenian solo inulina o polidextrosa.
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Figura 33: Grafica de cajas de Inhibicion, para los sistemas denominados Polidextrosa,
Inulina y Mezcla.

Barrates et. al, en el 2004, utilizaron una concentracion de 10° UFC/mL de Escherichia
coli en un reto con yogurt comercial, en este caso encontraron que la inhibicién total se
presenté el dia 16, resultados similares a los obtenidos en el presente estudio, donde
debido a que el yogurt fue elaborado con prebi6tico en la formulacion, la inhibicion se
produce en un menor tiempo (12 y 14 dias respectivamente).

Calderon et. al, en el 2007, realizaron el mismo procedimiento para inhibicion de E.coli,
adicionando diferentes prebioticos al yogurt comercial, para lo que formularon tres
sistemas diferentes:

A: yogurt sin prebidticos

B: yogurt con Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus

C: yogurt con Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus
rhamnosus.

La inhibicién de Escherichia coli, se alcanz6 en el dia 20, para el yogurt comercial
(misma bacterias acido lacticas utilizadas en el presente trabajo), por lo tanto se puede
decir que la adicion del prebidtico, comparado con los resultados de Calderon et al.,
redujo entre 6 y 8 dias la inhibicion in vitro de dicha bacteria patogena.

4.9 TINCION DE GRAM
Para comprobar la pureza de las BAL y las colonias de E.coli con las que se inocul¢ el
yogurt, cada una de ellas fue aislada y visualizada en el microscopio tras la realizacién

de la tincion de Gram correspondiente. De las imagenes obtenidas, y que se muestran a
continuacion, se puede decir que:
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Los Lactobacillus aislados del yogurt, al pertenecer al género de las bacterias Gram
positivas presentaron una coloracion azul-violeta y la morfologia de bastones alargados
correspondiente al género, como se puede apreciar en la figura 34.

Como se observa en la figura 35, los Streptococcus, también se presentan una
coloracion azul-violeta y se observan cadenas de cocos o esferas bien definidas, que
corresponden a la morfologia tipica del género.

En la figura 36, se puede notar que la E.coli al ser una bacteria Gram negativa presento
una coloracion rosada y forma de bacilo corto tal como se reporta en la bibliografia.

Figura 34: Tincion de Gram Figura 35: Tincién de Gram
Lactobacillus Streptococcus

Figura 36: Tincion de Gram E.coli

4.10 COSTOS

Para determinar el precio aproximado de las tres formulaciones que fueron analizadas,
se realizo el calculo de los costos en funcion de las materias primas que se utilizaron. En
la tabla 32 se encuentran reunidos los precios y las presentaciones de cada una de las
materias primas con las que se elaboraron los diferentes yogurts.
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Tabla 32: Costo de ingredientes segun la presentacién comercial

INGREDIENTE PRESENTACION PRECIO (M.N)
Leche entera pasteurizada 1L $15.00
Leche en polvo Bolsa ¢/520g $56.00
Starter Sobre para 50L de yogurt $116.00
Edulcorante (Stevia) 110g en sobres de 19 $51.00
Inulina 1 kg $400.00
Polidextrosa 1 kg $120.00

En la tabla 33, se muestran los costos aproximados para cada formulacion, los cuales se
calcularon en base a una presentacion de 125mL de yogurt, que es la porcion que se
sugiere para su comercializacion (en base a los productos ya existentes en el mercado).

Tabla 33: Costos en base a materias primas por 125ml de formulacion (m.n)

INGREDIENTES BASE | INULINA | POLIDEXTROSA | MEZCLA
Leche entera pasteurizada 1.86 1.86 1.86 1.86
Leche en polvo 1.67 1.54 1.46 1.46
Edulcorante (Stevia) 0.21 0.21 0.21 0.21
Starter 0.29 0.29 0.29 0.29
Inulina 0 0.50 0 0.48
Polidextrosa 0 0 0.24 0.09
Envase 0.50 0.50 0.50 0.50
TOTAL 4.53 4.90 4.56 4.89

Analizando los costos de las formulaciones adicionadas con prebidticos, la que esta
adicionada con polidextrosa resulta la opcion més econémica y la que contiene inulina
la més costosa.

Como se sefialo en capitulos anteriores, para que el yogurt cumpla con su funcionalidad
en el organismo, es necesario que el consumidor ingiera 2 piezas por dia por lo que el
precio final se incrementaria al doble del total indicado en la tabla 33.

Aunque los gastos generados por los servicios son iguales, sin importar la formulacion
con la que se trabaje, se calcularon los costos para verificar que el producto final puede
competir en precio con los productos que se encuentran actualmente en el mercado.

En la tabla 34 se presentan los costos generales de los servicios utilizados durante el
proceso de elaboracion.

Tabla 34. Costos en base a servicios de produccion (m.n.)

SERVICIO DESCRIPCION COSTO
Mano de obra Jornada de 8 hrs. 67.29
Agua Por metro cubico 7.90
Electricidad (incubacién) kW/ h 0.804
Electricidad (refrigeracion) kW/h 0.804
Gas Precio por litro 13.15

Tomando en cuenta los valores obtenidos en la tabla antes mencionada, se calcul6 el
costo total en funcion del consumo de servicios durante la produccion; para lo cual se
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consideraron los gastos generados en un dia de trabajo para la elaboracién de yogurt
(pudiéndose preparar desde 250mL hasta 5L de yogurt sin que se alteren los costos).

Tabla 35. Costos de los servicios de produccion por dia de elaboracion (m.n)

SERVICIO Consumo COSTO
Mano de obra Jornada completa 67.29
Agua 0.02 m3 0.16
Electricidad (incubacién) 3.2 kW/h 2.57
Electricidad (refrigeracion) 0.575 kW/h 0.46
Gas 0.1285 L 1.68
TOTAL 72.16

Si se elabora la cantidad maxima de yogurt (5L) el costo de los servicios por cada
250mL seria de $3.61 (m.n), por lo que el precio final aproximado del producto
terminado seria el que se presenta en la tabla 36.

Tabla 36. Costo del producto final en base a materias primas y servicios de produccion

DESCRIPCION BASE | INULINA | POLIDEXTROSA | MEZCLA
Costos de materias primas 4.53 4.90 4.56 4.89
Costos de servicios 3.61 3.61 3.61 3.61
TOTAL 8.18 8.51 8.17 8.50

Como se puede observar, considerando los gastos de formulacion y los servicios,
cualquiera de los sistemas se encuentra dentro del rango de precios que se maneja en los
supermercados para productos con caracteristicas similares, que van de los $3.70 a los
$10.00 m.n. (dependiendo de la marca).

4.11 SELECCION DEL YOGURT CON BASE EN SUS PROPIEDADES

Las 3 formulaciones de yogurt simbidtico con las que se trabajé a lo largo de esta
investigacion, cumplen con los pardmetros requeridos por la normatividad mexicana,
teniéndose la posibilidad de comercializar cualquiera de ellas; sin embargo y, como
parte de las conclusiones, se selecciond la formulacion que presenté las mejores
caracteristicas en la mayoria de los rubros analizados (tabla 37), siendo el sistema
adicionado con mezcla de prebidticos (mezcla 40% inulina 60% polidextrosa) el
elegido.

En la tabla 37, se observan los parametros evaluados en esta investigacion. La muestra
que presento el mejor comportamiento es sefialada con el simbolo v/, y las demas
muestras que se sefialan con el simbolo x.

Tabla 37. Seleccién de muestra

POLIDEXTROSA | INULINA |MEZCLA
VISCOSIDAD x x v
A.Q.P. v x
FERMENTACION x v x
VIDA DE ANAQUEL | x x v
INHIBICION x x v
COSTOS v x x
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4.12 ACEPTACION DEL YOGURT SIMBIOTICO SELECCIONADO
(MEZCLA: 40% INULINA -60% POLIDEXTROSA)

Para determinar la aceptacion del yogurt (mezcla 40% inulina 60% polidextrosa), se
realiz6 una prueba de aceptacion heddnica verbal de 5 puntos, a 100 consumidores de
yogurt, en la zona de Cuautitlan lzcalli, de los cuales el 100% consumia algun tipo de
yogurt.

De los 100 consumidores encuestados el 56% fueron hombres y el 44% mujeres, como
se observa en la figura 37.

E FEMENINO
B MASCULINO

Figura 37: Grafica del Sexo de los consumidores

En la figura 38, se observa que de estos consumidores el 45% fueron jovenes entre los
21y 25 afios de edad y solo el 3% fueron consumidores entre 61 y 65 afios. Esto se debe
aqueen el lugar en el que se realizé la prueba, existe una zona escolar.

3%  15-20
W 2125
W 26-30
W31-35
36-40
W 41-45
W 46-50
W 51-55

kd 56-60

Figura 38: Grafica de la edad de los consumidores

Del 100% de los consumidores que aseguraban consumir yogurt, solo el 32% consume
yogurt natural frecuentemente, como se observa en la figura 39, que entre poco
frecuente, casi nunca y nunca, suman el 45%, a esto se atribuye que la mayor parte de
los comentarios recibidos eran “LE FALTA AZUCAR?”, mientras que los consumidores
frecuentes de yogurt natural mencionaban “EL. YOGURT ESTA RICO, PORQUE NO
ES TAN ACIDO COMO LOS COMERCIALES”.

60



B FRECUENTEMENTE

E NO TAN

FRECUENTEMENTE

L POCO FRECUENTE

i CASI NUNCA

i NUNCA

Figura 39: Grafica de consumo de yogurt natural.

Finalmente se observa en la figura 40, la aceptacion del yogurt con mezcla de
prebidticos, entre “me gusta mucho” y “me gusta”, suman el 64%,; cabe resaltar que
durante la prueba no se les menciond que era un yogurt simbi6tico, ni mucho menos
ninguno de los beneficios para no influir en el resultado. Por lo tanto, el yogurt es

aceptado y pude comercializarse.

3%

Figura 40: Grafica de aceptacion del yogurt con mezcla de prebi6ticos.

& ME GUSTA MUCHO

B ME GUSTA

i NI ME GUSTA NI ME

DISGUSTA

& ME GUSTA POCO

E NO ME GUSTA
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CONCLUSIONES

Para lograr dispersar los solidos del yogurt (leche en polvo y prebi6ticos), fue necesario
controlar la temperatura de la leche (60°C), evitando asi, la formacién de grumos, dando
como resultado la mejora de la textura de los sistemas.

La inoculacion con la cepa liofilizada de adicion directa, se realizd después de un
enfriado, hasta alcanzar una temperatura de 42°C, garantizando asi la supervivencia de
las BAL.

De las 12 formulaciones propuestas al inicio de la experimentacion, solo se trabaj6 con
las 3 que fueron seleccionadas por medio de evaluacion sensorial, una por cada tipo de
prebidtico (inulina, polidextrosa y mezcla).

De las 3 formulaciones adicionadas con inulina como prebidtico, result6 seleccionada la
formulacién con 2.5g/ 250ml de yogurt.

De las 3 formulaciones adicionadas con polidextrosa como prebidtico, result6
seleccionada la formulacion con 4.0 g/ 250ml de yogurt.

De las 5 formulaciones adicionadas con mezcla de prebidticos, resultd seleccionada la
formulacién con 60% inulina- 40% polidextrosa.

Las formulaciones evaluadas en este trabajo, no presentaron el mismo comportamiento
reolégico de un yogurt comercial semejante. Sin embargo se obtienen fluidos
dependientes del tiempo, con una tendencia tixotrépica, caracteristicas en yogurt.

Los 3 sistemas estudiados se encuentran dentro de los pardmetros marcados por la
normatividad vigente en México en cuanto a AQP. El sistema adicionado con
polidextrosa como prebidtico, presenta las mejores caracteristicas, siendo este, el que
presenta en la mayoria de los parametros (mayor contenido de proteina, menor
contenido de grasa...), una diferencia significa, en comparacion de los otros sistemas.

Los 3 sistemas estudiados cumplen con la normatividad vigente en México para yogurt,
no presentando contaminacion bacteriana alguna, demostrando con esto que el producto
se elabor6 bajo buenas practicas de manufactura y es seguro para su consumo.

Durante, el monitoreo de la fermentacion, se observd que el sistema adicionado con
inulina como prebidtico, presento un mejor aprovechamiento de este, puesto que las
colonias de Lactobacillus incrementan su concentracion hasta 6.9 x 108 UFC/mL;
mientras que los Streptococcus no muestran preferencia por un prebidtico en especial
desarrollandose de forma muy parecida en los 3 sistemas.

En los 3 sistemas analizados tanto los Lactobacillus como los Streptococcus,
presentaron un comportamiento que se ajusta a la primera parte de una curva de
crecimiento de microorganismos.
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Los Lactobacillus aprovecharon mejor la inulina durante la fermentacion

En cuanto, a la vida de anaquel todos los sistemas tienen un comportamiento similar a
excepcion del 4to dia, donde el sistema adicionado con mezcla de prebioticos (60%
inulina- 40% polidextrosa), tanto como para el conteo de Lactobacillus, asi como de
Streptococcus, presenta un incremento en dos escalas logaritmicas, en el numero de
colonias de BAL. Este comportamiento era esperado debido a la sinergia que se
presenta entre las BAL al beneficiarse de la mezcla de prebidticos, tanto de origen
natural, como sintético.

Como era de esperarse que durante el tiempo de almacenamiento (32 dias), el pH, se
reduce por la produccion de éacido lactico producido por las BAL, al cabo de este
periodo, se generd una ligera sinéresis y un aumento en la acidez del yogurt. A pesar de
estas modificaciones en las caracteristicas fisico-quimicas, el conteo microbiano de las
BAL, se mantiene dentro de los pardmetros marcados por la OMS como la cantidad
necesaria de bacterias para ejercer efectos benéficos en el organismo.

Para corroborar que el producto ayuda a combatir infecciones causadas por
microorganismos patdgenos, se realizaron retos microbianos con una concentracion de
10® UFC/ml de E. coli, logrando la inhibicién total de esta bacteria en periodo de 12 a
14 dias para los sistemas, resultando el sistema con mezcla de prebiéticos (60% inulina-
40% polidextrosa), el que inhibe a dicha bacteria en un menor tiempo (12 dias), 8 dias
menos que lo reportado por otros autores para yogurt sin prebidticos.

Debido a que el yogurt simbidtico es un producto con valor agregado mas alto que el de
la leche, el segmento de mercado a quien este producto estaria dirigido es el medio alto.

En este estudio, el sistema adicionado con mezcla de prebidticos (60% inulina- 40%
polidextrosa) es el que aporta una mayor funcionalidad, al comprobarse que éste, en
comparacion con los otros 3 sistemas, favorece el desarrollo de mayores cantidades de
BAL, mejorando ademéas la capacidad del yogurt para inhibir microorganismos
patégenos.

De acuerdo a la encuesta realizada a consumidores, el producto adicionado con mezcla
de prebidticos (60% inulina- 40% polidextrosa) presentd un nivel de aceptacion del
64%, lo que indica que puede ser lanzado a la venta.

A pesar de que el sistema adicionado con polidextrosa resulta la opcién mas economica,
el beneficio que aporta la mezcla de prebidticos a la salud del consumidor hace que por
una diferencia de aproximadamente 30 centavos sea la opcion méas recomendable para
su comercializacion.
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RECOMENDACIONES

Si se desea utilizar la misma materia prima, se recomienda utilizar un enmascarante de
sabor, ya que al realizarse la prueba de aceptacion, el 15% de los panelistas menciono
que el yogurt dejaba un resabio metalico, que asociaban con la leche en polvo.

También se recomienda fomentar el consumo de yogurt natural, evitando la adicién de
azlcares naturales y/o sintéticos. De no ser posible, agregar fruta o un edulcorante
natural, en concentraciones que no afecten el sabor del producto al dejar un resabio
desagradable.

No utilizar concentraciones elevadas de stevia para endulzar el yogurt, ya que, éste
edulcorante tiende a desarrollar en los productos un sabor amargo. Este sabor no
deseado se puede enmascarar al combinar stevia con otros edulcorantes.

Lanzar una campafia con los beneficios que otorga el consumo de prebioticos y
probidticos en el organismo, debido a que en comerciales de television abierta,
promueven varios productos adicionados con prebidticos, pero la poblacion no tiene
conocimiento de sus beneficios, ni de su origen.

Se recomienda concientizar al consumidor del origen del yogurt y la importancia de la
refrigeracion de los productos con prebidticos, debido a que durante esta
experimentacion se observé la venta de yogurts en las calles, plazas y comercio
ambulante, sin ningun tipo de refrigeracion y con exposicion a los rayos solares, lo que
modifica sus propiedades y reduce su funcionalidad.

Para reducir los costos, se recomienda comprar las materias primas, con los proveedores
directamente y por mayoreo, ya que los costos revisados en este trabajo, son los costos
por unidad comprada en centros comerciales.

Se recomienda para estudios posteriores utilizar distintos tipos de probioticos,

encapsulamiento o recubrimiento de estos, para tener mayores parametros de
comparacion.
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ANEXO A
Determinacion de acidez en cremas y productos lacteos fermentados y acidificados
(apéndice normativo A, NOM-185-SSA1-2002)
1.1 Principio del método.
La acidez se mide con base a una titulacion alcalimétrica con NaOH 0.1 N utilizando
fenolftaleina como indicador.
1.2. Equipo.
1.2.1. Potenciémetro (opcional)
1.2.2. Balanza analitica con una precision de 0,1 mg.
1.2.3. Agitador magnético
1.3. Materiales.
1.3.1. Probeta graduada de 100 mL.
1.3.2. Pipeta volumétrica de 9 mL (estandar para crema).
1.3.3. Matraz Erlenmeyer de 125 mL
1.3.4. Bureta de 25 0 50 mL graduada en 0.1 mL.
1.3.5. Barra magnética (opcional).
1.4. Reactivos.
Todos los reactivos deben ser grado analitico a menos que se indique otra especificacion
y por agua se entiende agua destilada recientemente hervida.
1.4.1. Solucidn de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N valorada.
1.4.2. Solucién indicadora de fenolftaleina (C29H1404) al 1%.
1.5. Procedimiento.
1.5.1. Medir 9 mL (si se emplea la pipeta estdndar de crema) o pesar 18 g de muestra
perfectamente mezclada en un matraz Erlenmeyer o una cépsula de porcelana. Si la
muestra es medida volumétricamente, enjuagar la pipeta con veces su volumen de agua
y adicionar los enjuagues al matraz o capsula y mezclar bien.
1.5.2. Si la muestra es pesada, afadir 2 veces el peso de la misma en agua y mezclar
bien.
1.5.3. Adicionar 0.5 mL de indicador de fenolftaleina y titular con solucion de hidréxido
de sodio 0.1 N hasta la aparicion de un color rosa permanente por lo menos 30 segundos
(se recomienda emplear siempre una cantidad constante de indicador ya que su
concentracion puede influir en los resultados).
1.5.4. Si la muestra es obscura o colorida, serd necesario después de agregar agua,
titular con ayuda de un potencidmetro a un pH de 8.3.
1.6. Célculos.
% Acidez (expresada como &cido lactico) =V XN x9 M
donde:
V = mL de NaOH 0.1 N gastados en la titulacion.
N = Normalidad de la solucion de NaOH
M = Volumen o peso de la muestra.
1.7. Expresion de resultados.

% Acidez titulable expresada como acido lactico

Determinacion de humedad en alimentos por tratamiento térmico. método por
arena o gasa. (NOM-116-SSA1-1994)

5.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser grado analitico, cuando se
indique agua, debe entenderse agua destilada.
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Silica gel con indicador de humedad.

Arena de mar purificada con &cido y calcinada (tamafio de particula, 0,1 a 0,3 mm) o
gasa.

Agua.

5.2 Materiales

Desecadores con placa.

Cépsulas de niquel, aluminio o vidrio de 20 mm de altura y 50 mm de diametro, con
tapa de 52 mm de didmetro por 6 mm de altura y base concava o plana segun se
requiera.

Varillas de vidrio de 4 mm de didmetro.

Pinzas para crisol.

Material comun de laboratorio.

6 APARATOS E INSTRUMENTOS

Los aparatos que a continuacion se indican deben estar calibrados y ser ajustados antes
de su operacion:

Bafo maria, o bien, placa calefactora eléctrica termostatizada.

Balanza analitica con + 0,1 mg de sensibilidad.

Estufa con termostato para mantener una temperatura de 100 + 2 °C.

7 PREPARACION DE LA MUESTRA

7.1 Preparacion de las capsulas. Para cada muestra preparar dos capsulas y las tapas
respectivas con las siguientes caracteristicas:

Cépsulas de niquel, aluminio o vidrio, con 30 g de arena como maximo, 0 gasa
recortada al tamafio del fondo de la capsula y una varilla de vidrio de longitud apropiada
para reposar oblicuamente en la capsula sin que se impida el tapado de ésta. Secar
previamente las capsulas entreabiertas (con arena o gasa, varilla y tapas), durante un
minimo de 2 horas a 100 + 2°C, taparlas e introducir en un desecador y dejar enfriar a
temperatura ambiente y pesar con precision de 0,1 mg (masa M1)

7.2 Preparacion de la muestra

Justo antes de tomar la muestra, homogeneizarla bien, si es necesario, colocar el envase
original en bafio maria a 40°C para poner en suspension los componentes que hayan
podido separarse. (Por ejemplo grasa y fibras).

8 PROCEDIMIENTO

8.1 Colocar en la capsula preparada una cantidad de producto inferior a 10 g, volver a
tapar la capsula y pesar con precision de 0,1 mg (masa M2).

Para que se cumpla el grado de precisién, se recomienda utilizar una cantidad de
muestra superior a 1 g y en los productos heterogéneos utilizar de 3 a 5 veces mas de la
cantidad minima propuesta.

8.2 Después de pesar, mezclar bien la muestra con arena o colocarla sobre la gasa. Si es
necesario, afladir unos centimetros cubicos de agua destilada, lo cual facilita una mezcla
uniforme.

8.3 Si la muestra lo requiere, evaporar a sequedad, sin tapa, por medio de un bafio maria
o placa calefactora a un maximo de 100°C. Durante la evaporacion, el contenido de la
capsula debe removerse de vez en cuando al principio y mas a menudo al final. Evitar
las pérdidas de sustancia y arena.

8.4 Introducir en la estufa las capsulas con la muestra previamente evaporada, colocar
las tapas de manera que al final del tiempo de secado puedan taparse rapidamente,
cerrar la estufa y secar durante 4 horas a 100° £ 2°C. Abrir la estufa, tapar las capsulas y
colocarlas en los desecadores, dejar enfriar hasta temperatura ambiente y pesar
inmediatamente con precision de 0,1 mg (masa M3).

9 EXPRESION DE RESULTADOS
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9.1 Método de célculo.
El contenido de humedad en la muestra se calcula con la siguiente férmula expresada en
por ciento:
M2 - M3
Humedad en %=--------------- x 100
M2 - M1
En donde:
M1 = Peso de la capsula con arena o gasa (Q)
M2 = Peso de la capsula con arena o gasa mas muestra himeda (g)
M3 = Peso de la capsula con arena o gasa mas muestra seca (g)
Nota: Indicar el valor medio de la determinacion por duplicado con un decimal.
9.2 Grado de precision
Repetibilidad: no debe exceder de 0,1 g por 100 g de muestra.
Si el producto es homogéneo y la diferencia excede 0,1 g/100 g, debe repetirse la
determinacion. Sin embargo para ciertas materias heterogéneas las diferencias
admisibles pueden alcanzar de 0,3 a 0,5 g/100 g.
10 INFORME DE LA PRUEBA
Informar: humedad en %.

Determinacion de proteinas por micro Kjeldahl.
(Numeral 8.5, NOM-155-SCFI1-2003)

8.5.1 Fundamento
Este método se basa en la descomposicion de los compuestos de nitrdgeno organico por
ebullicién con acido
sulfarico. El hidrégeno y el carbon de la materia orgéanica se oxidan para formar agua y
bioxido de carbono. El acido
sulfarico se transforma en sulfato, el cual reduce el material nitrogenado a sulfato de
amonio.
El amoniaco se libera después de la adicién de hidréxido de sodio y se destila
recibiéndose en una solucion al 2%
de &cido boérico. Se titula el nitrégeno amoniacal con una solucién valorada de acido,
cuya normalidad depende de la
cantidad de nitrdgeno que contenga la muestra. En este método se usa el sulfato de
cobre como catalizador y el
sulfato de potasio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion.
8.5.2 Reactivos y materiales
8.5.2.1 Reactivos
- Acido sulfarico concentrado al 98% (libre de nitrégeno)
- Hidroxido de sodio al 40%
- Sulfato de Potasio
- Sulfato de Cobre pentahidratado
- Acido borico al 2%
- Solucion de acido clorhidrico 0,1N
- Indicador Wesslob
- Tabletas Kjeldahl comerciales
8.5.2.2 Materiales
- Probeta de 50 mL
- Material comun de laboratorio
8.5.3 Equipo
- Equipo de digestion con control de temperatura ajustable
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- Unidad de destilacion vy titulacion, para aceptar tubo de digestion de 250 mL y frascos
para titulacion de 500 mL

- Tubos de digestion y destilacion

8.5.4 Preparacion de la muestra

Agregar al tubo de digestion 12 g de sulfato de potasio y 1 g de sulfato de cobre
pentahidratado. Calentar la leche

a 38°C £ 1°C. Mezclar la muestra para homogeneizar. Pesar 5 mL + 0,1 mL de la
muestra caliente e inmediatamente colocarla en el tubo de digestion. (Nota: Los pesos
deben ser registrados con una exactitud de 0,0001 g). Adicionar 20 mL de &cido
sulfurico. Cada dia se debera correr un blanco (todos los reactivos sin muestra).

8.5.5 Procedimiento

8.5.5.1 Digestion

Al inicio se fija una temperatura baja en el equipo de digestion (180 a 230°C) para
evitar la formacion de espuma.

Se colocan los tubos, con el extractor conectado en el equipo de digestion. El vacio debe
ser suficientemente bueno para eliminar los vapores. Digerir por 30 minutos o hasta que
se formen vapores blancos. Incrementar la temperatura de 410 a 430°C y digerir hasta
que se aclare la solucidn. Podria ser necesario incrementar la temperatura en forma
gradual, cada 20 minutos, para el control de la espuma. Evitar que la espuma dentro del
tubo alcance el extractor o llegue a una distancia de 4-5 cm del borde superior del tubo.
Después de que la solucién se aclare (cambio de color azul claro a verde), continte la
ebullicién cuando menos por una hora. El tiempo aproximado de digestion es de 1,75 a
2,5 horas. Al término de la digestion, la solucidn debe ser clara y libre de material sin
digerir. Enfriar la solucién a temperatura ambiente (aproximadamente por 25 minutos).
La solucion digerida debe ser liquida con pequefios cristales en el fondo del tubo (la
cristalizacion excesiva indica poco acido sulfurico residual al fin de la digestion y
podria generar bajos resultados. Para reducir las pérdidas de &cido durante la digestion,
reducir la tasa de extraccion de vapores). Después de enfriar la solucion a temperatura
ambiente, adicionar 85 mL de agua (el blanco puede requerir 100 mL) a cada tubo, tape
para mezclar y deje enfriar a temperatura ambiente.

Cuando se adiciona agua a temperatura ambiente se pueden formar algunos cristales,
para después integrarse nuevamente a la solucién; esto es normal. Los tubos se pueden
tapar para llevar a cabo la destilacion posteriormente.

8.5.5.2 Destilacion

Coloque la solucion de hidroxido de sodio al 50% (o 40%) en el depdsito de alcali de la
unidad de destilacion.

Ajuste el volumen de dosificacion a 55 mL de NaOH al 50% (65 mL en el caso de
NaOH al 40%). Coloque el tubo de digestion que contiene la solucion en la unidad de
destilacion. Coloque un matraz Erlenmeyer de 500 mL con 50 mL de la solucion de
acido bdrico al 4% con indicador sobre la plataforma de recepcion, asegurando que el
tubo del condensador se encuentre dentro de la solucion de acido borico. Destilar hasta
obtener un volumen de = 150 mL.

Retirar el matraz de recepcion. Titular el destilado con HCI 0,1N utilizando el indicador
Wesslob o el potenciometro.

Registrar el volumen utilizado de HCI con una exactitud de 0,05 mL.

8.5.5.3 Correr como estandar glicina o triptéfano y sulfato de amonio con pureza de
99% para determinar el porcentaje de recuperacion del método.

% recuperacion sulfato de amonio = 99%

Glicina = 98%

8.5.6 Calculos y expresion de resultados
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El nitrogeno presente en la muestra, expresado en porciento se calcula mediante la
siguiente férmula:

V x N x 0,014 x 100
% de Nitrdgen0 = -------=-=-m-m-mmmmmememeeee

Donde:

V es el volumen de &cido clorhidrico empleado en la titulacion, en mL.

N es la normalidad del &cido clorhidrico.

M es la masa de la muestra en gramos.

0,014 son los miliequivalente del nitrégeno.

El porcentaje de proteinas se obtiene multiplicando el % de nitrogeno obtenido por el
factor de 6,38.

Nota.- Para convertir el % de proteina a g/L debe aplicarse la siguiente formula:
Proteina en g/L = % de proteina x 10 x densidad de la leche

Método de Roese-Gottlieb (Hidrdlisis alcalina). Para férmulas para lactantes,
formulas de continuacion, leches en polvo, entre otros. (Apendice normativo C,
NOM-086-SSA1-1994)

1.2.1 Fundamento

El método descrito es una modificacion al de Roese-Gottlieb. Se utiliza amoniaco para
suavizar la caseina, alcohol etilico para romper la emulsion y la combinacion grasa-
proteina, asi como favorecer la extraccion de la grasa por el éter etilico. Se usa también
éter de petrdleo que disminuye la solubilidad del éter etilico en la capa acuosa. Extraida
la grasa ésta se estima por diferencia de peso.

1.2.2 Reactivos y materiales

1.2.2.1 Reactivos

Hidroxido de amonio G.R.

Alcohol etilico de 96°

Eter etilico (libre de perdxidos)

Eter de petréleo (P.E. 30 - 60°C)

1.2.2.2 Materiales

Tubos de Roese-Gottlieb o de Mojonier

Vasos de precipitados de 125 ml

Pipetas de 10 ml graduadas en 0,1 ml

Perlas de vidrio

1.2.3 Aparatos e instrumentos

Desecador

Estufa para secar que alcance una temperatura entre 70 a 80°C

Bafio de agua caliente o placa caliente

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg

1.2.3 Procedimiento

1.2.3.1 Pesar de 1 a 2 g de muestra y colocarlos en el tubo, agregar 9 ml de agua
hirviendo y agitar vigorosamente hasta que la muestra esté disuelta, enfriar a la
temperatura ambiente. Agregar 1,5 ml de hidroxido de amonio y mezclar perfectamente.
Agregar 10 ml de alcohol etilico, tapar y agitar fuertemente; agregar 25 ml de éter
etilico, tapar y agitar vigorosamente por 90 segundos. Agregar 25 ml de éter de
petrdleo, tapar y volver a agitar suavemente por 90 segundos. Centrifugar a 600 rpm o
dejar reposar hasta que el liquido superior esté practicamente claro. Decantar la capa
etérea en un vaso de precipitado a peso constante. Lavando el labio y el tapon del tubo

73



con una mezcla de partes iguales de los dos éteres. Agregar estos lavados al vaso.
Repetir la extraccion del liquido sobrante en el tubo, dos veces més utilizando 25 ml de
cada disolvente. Efectuar una tercera extraccion con 20 ml de cada disolvente. Evaporar
los disolventes del vaso en una placa caliente o un bafio de vapor, a una temperatura
apropiada que permita la eficiente evaporacion, secar la grasa en estufa a 80°C, enfriar y
pesar.
1.2.3.2 Después de introducir el producto en el tubo Mojonnier, afadir
aproximadamente 0,1 g de amilasa y un agitador magnético, para facilitar la suspension,
luego adicionar de 8 a 10 ml de agua destilada a 45°C, evitando que el nivel de agua
suba demasiado.
Colocar el tubo Mojonnier tapado por 2 h al bafio de agua a 65°C. Remuévase
ligeramente de vez en cuando.
Comprobar que el almidén se haya degradado por completo: al afiadir dos gotas de
solucion de yodo aproximadamente 0,1 N no debe formarse coloracién azul. En caso
contrario, volver a colocar el tubo al bafio de agua hasta que desaparezca la coloracion.
Enfriar el tubo Mojonnier y continte con el procedimiento.
1.2.4 Célculos

PG X 100
% G=

Pm

En donde:
% G = Por ciento de grasa
PG = Peso de la grasa extraida
PM = Peso de la muestra
1.2.5 Reproduccidn de la prueba
En la reproduccion de la prueba, la diferencia maxima permisible para la determinacion
efectuada por duplicado, no debe ser mayor de 0,1%, en caso contrario se recomienda
repetir la determinacion.

Determinacién de azUcares
(Apendice normativo C, NOM-086-SSA1-1994)

2.1 Reductores directos y totales

2.1.1 Fundamento

La muestra primero se digiere para precipitar las proteinas, utilizando soluciones de
acetato de zinc y ferrocianuro de potasio. En un volumen se determinan los azUcares
reductores directos y otro volumen es hidrolizado con &cido clorhidrico para determinar
los azlcares reductores totales mediante una valoracion volumétrica segin el método de
Lane y Eynon.

2.1.2 Reactivos y materiales

2.1.2.1 Reactivos y soluciones

Acetato de zinc

Ferrocianuro de potasio

Sulfato de cobre pentahidratado

Acido acético glacial

Tartrato de sodio y potasio

Hidroxido de sodio (NaOH)

Sacarosa G.R.

Acido clorhidrico concentrado (HCI)

Solucidn alcohdlica de fenolftaleina al 1%
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Solucién de hidroxido de sodio 1:1 m/v

Solucidn acuosa de azul de metileno al 0,2% (C37H27N303-2NaS03).- Disolver 0,2 g
de azul de metileno en agua y diluir a 100 ml.

Solucidn de acetato de zinc.- Disolver 21,9 g de acetato de zinc (Zn(C2H302)2.2H20)
cristalizado y 3 ml de &cido acético glacial en agua y diluir a 100 ml.

Solucién de ferrocianuro de potasio (K4Fe(CN) 6.3H20).- Disolver 10,6 g de
K4Fe(CN) 6.3H20 en 100 ml de agua destilada.

Solucién (A) de sulfato de cobre.- Disolver 34,639 g de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0O4.5H20) en agua destilada y diluir a 500 ml utilizando un matraz volumétrico;
filtrar a través de lana de vidrio.

Ajustar la solucion, determinando el contenido de cobre en una alicuota con tiosulfato
de sodio 0,1 N y ioduro de potasio al 20% hasta obtener 440 mg de cobre por cada 25
ml.

Solucién (B) de Tartrato de sodio y potasio.- Disolver 173 g de tartrato de sodio y
potasio (KNaC4H406.4 H20) y 50 g de NaOH en agua y diluir a 500 ml; dejar reposar
2 dias y filtrar a través de lana de vidrio.

Solucion patron de sacarosa.- Pesar 9,5 g de sacarosa (C12H22011) y disolver en 50 ml
de agua, agregar 5 ml de HCI concentrado y diluir con agua a 100 ml. Guardar algunos
dias a temperatura ambiente (aproximadamente 7 dias a 12-15°C o 3 dias a 20-25°C o
15 min a 67°C) después de esta inversion diluir con agua a un litro (esta solucion es
estable por algunos meses en refrigeracion).

Solucién diluida de sacarosa.- Neutralizar una alicuota de 10 ml con NaOH 1 N y diluir
a 100 ml con agua (1 ml=1 mg de sacarosa)

2.1.2.2 Materiales

Matraz volumetrico de 100 y 250 ml

Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 ml

Pipetas volumétricas de 5y 50 ml

Vaso de precipitado de 50 ml

Bureta de 50 ml graduada en décimas

2.1.3 Aparatos e instrumentos

Placa caliente

Bafo de agua con capacidad para mantener la temperatura a 70°C.

Balanza analitica con sensibilidad de 0,1 mg

2.1.4 Titulacion de la solucion A-B

Medir con pipeta volumétrica 5 ml de la solucion A y 5 ml de la solucién B en un
matraz Erlenmeyer de 500 ml. Agregar 100 ml de agua, unos cuerpos de ebullicion,
calentar en parrilla cerrada a ebullicion y agregar poco a poco con una bureta, solucion
patron de sacarosa diluida, hasta la reduccién total del cobre. Agregar 1 ml de la
solucion de azul de metileno. Continuar la titulacion hasta la desaparicion del color azul
(mantener continua la emision de vapor para prevenir la reoxidacion del cobre o del
indicador). Si el gasto es menor de 15 ml o mayor de 50 ml de la solucion de azucar
invertido, hacer la dilucion apropiada o reformulacion para que quede dentro de ese
rango. Calcular los mg de sacarosa que se necesitan para titular la solucion A-B. Este
valor corresponde al factor F del reactivo.

F=V1 X D1

En donde:

F = Factor de Fehling para lactosa

V1 = Volumen de la solucion de sacarosa gastada en la titulacion de la solucién A-B en
ml.

D1 = Dilucién de la solucién de sacarosa en mg.
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2.1.5 Procedimiento

2.1.5.1 Determinacion de reductores directos

Pesar de 10-12 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado de 50 ml
transferir cuantitativamente con 200 ml de agua destilada caliente a un matraz
volumétrico de 250 ml, mezclar y dejar reposar 30 min agitando ocasionalmente.
Agregar 4 ml de la solucion de acetato de zinc, mezclar, agregar 4 ml de solucion de
ferrocianuro de potasio y mezclar. Diluir a la marca y filtrar.

Colocar el filtrado en una bureta y proceder como se indica en 2.1.4 usando el filtrado
obtenido en lugar de la solucion patron de sacarosa.

2.1.5.2 Determinacion de reductores totales

Tomar 25 ml del filtrado y pasar a un matraz volumétrico de 100 ml. Agregar 20 ml de
agua, 10 ml de acido clorhidrico concentrado y mezclar. Colocar el matraz con un
termémetro sumergido en la solucion en un bafio de agua a 70°C y mantener por un
periodo de 15 min contados a partir del momento en que la temperatura interna alcance
96°C. Enfriar inmediatamente, agregar unas gotas de fenolftaleina, neutralizar con
solucion de NaOH, enfriar y llevar a la marca.

Colocar la solucién en una bureta y proceder como se indica en 2.1.4, usando la
solucion obtenida en lugar de la solucién patron de sacarosa.

2.1.6 Célculos

% de Reductores Directos = 250 x 100 x F

(en sacarosa) V x PM

En donde:

V = ml gastados de la muestra para titular la solucion A-B segln 2.1.5.1

PM= Peso de la muestra en g

F = Factor del reactivo de Fehling en g de sacarosa

Determinacidén de fibra dietaria Método Enziméatico
(AOAC 985.29 1990)

Muestras en duplicado de alimentos secos y desgrasados son gelatinizados con a-
amilasa térmicamente estable y luego digeridas enziméaticamente con proteasa y
amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidon. La fibra dietética soluble es
precipitada por la adicion de etanol , el residuo total se filtra, se lava, se seca y se pesa.
En el residuo en duplicado se determina proteina, y en el otro cenizas.

Fibra dietética total = Peso del residuo - Peso ( proteina + cenizas).

6.0. MATERIALES, INSUMOS Y EQUIPOS

6.1. Materiales y Equipos

6.1.1. Balanza analitica, con sensibilidad de 0,1 mg.

6.1.2. Bafos termorregulados: (a) a ebullicion y (b) ajustable a 60 °C con agitacion
directa en el interior de cada matraz de digestion para dar un movimiento constante al
matraz de digestion durante la hidrolisis enzimatica.

6.1.3. Bomba de vacio.

6.1.4. Crisol con placa porosa, porosidad N° 2 o equivalente de 40 - 60 mm.

6.1.5. Desecador con silicagel o similar.

6.1.6. Estufa de vacio a 70 °C o alternativamente estufa de aire de acuerdo a lo indicado
en la referencia.

6.1.7. Mufla a 525 °C.

6.1.8. Tamiz de 0,3 - 0,5 mm.

6.1.9. Vasos de precipitados altos de 400 a 600 mL.

6.1.10. pHmetro.
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6.1.11. Homogenizador.

6.1.12. Material usual de laboratorio.

6.2. Reactivos

6.2.1. Etanol al 95 %, p.a.

6.2.2. Etanol al 78 %.Mezclar un volumen de agua con cuatro volimenes de etanol al
95 %.

6.2.3. Acetona p.a.

6.2.4. Tampon fosfato 0,08 M, pH 6,0:

Disolver 1,4 g de fosfato dibasico de sodio anhidro (Na2HPO4) (o 1,753 g dihidratado)
y 9,68 g de fosfato monobasico de sodio monohidratado (NaH2PO4) (o 10,94 ¢
dihidratado) en alrededor de 700 ml de agua. Diluir a 1 L con agua. Chequear el pH con
pHmetro.

6.2.5. a - amilasa termoestable. Mantener refrigerada.

6.2.6.- Proteasa. Mantener refrigerada.

6.2.7. Amiloglucosidasa. Mantener refrigerada.

6.2.8. Hidroxido de sodio 0,275 N. Disolver 11,00 g de NaOH en 700 ml de agua en un
matraz volumétrico de 1 L. Diluir a volumen con agua.

6.2.9. Acido clorhidrico 0,325 N Diluir una solucion stock de HCI de titulo conocido.
por ejemplo, 325 mL de HCI 1 N a 1 L con agua.

6.2.10. Celite C - 211, lavado con &cido.

6.2.11. Eter de petroleo.

7.2. Preparacion de la muestra y extraccion

7.2.1. Homogeneizar, secar y moler la muestra en un homogenizador.

7.2.2. Pasar por un tamiz de malla de 0,3 - 0,5 mm.

7.2.3. Extraer con éter de petréleo si el contenido de grasa es superior al 10 %, tres
veces con porciones de 25 mL / g de muestra.

7.2.4. Anotar la pérdida de peso por la remocion de la grasa y considerarlo en el célculo
final.

7.3.- Determinacion

7.3.1. Pesar en duplicado alrededor de 1 g de muestra en un vaso de precipitados de 400
mL.

El peso de las muestras no debe diferir en mas de 20 mg. Registrar m.

7.3.2. Agregar 50 mL de tampon fosfato pH 6,0 a cada vaso.

7.3.3. Controlar el pH y ajustar a pH 6 £ 0,2 si fuese necesario.

7.3.4. Adicionar 0,1 mL de la solucion de a amilasa. Cubrir el matraz con papel
aluminio, colocarlo en un bafio de agua y hervir durante 15 minutos. Agitar a intervalos
de 5 minutos. EI contenido debe llegar a 95 - 100 °C.

7.3.5. Enfriar la solucion a temperatura ambiente.

7.3.6. Ajustar pH a 7,5 £0,2 con aproximadamente 10 mL NaOH 0,275 N.

7.3.7. Adicionar 5 mg de proteasa. Cubrir el matraz con papel aluminio e incubar 30
minutos a 60 °C con agitacion continua.

7.3.8. Enfriar y afladir 10 mL de HCI 0,325 N.

7.3.9. Medir el pH y agregar gotas de &cido si fuese necesario. El pH final debe ser 4,0 -
4.6.

7.3.10. Afadir 0,3 mL amiloglucosidasa, cubrir con papel aluminio e incubar 30
minutos a 60°C con agitacion continua.

7.3.11. Adicionar 280 mL de etanol al 95 % precalentado a 60 °C.

7.3.12. Dejar precipitar a temperatura ambiente por 60 minutos.

7.3.13. Pesar el crisol que contiene celite, humedecerlo y redistribuir el celite en el
crisol usando etanol al 78 % y aplicar succion.
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7.3.14. Mantener la succion y transferir cuantitativamente el precipitado al crisol.

7.3.15. Lavar el residuo sucesivamente con tres porciones de 20 mL de etanol al 78 %,
dos porciones de 10 mL de etanol al 95 % y dos porciones de 10 mL de acetona. Se
puede formar goma con algunas muestras, atrapando el liquido. Si asi fuera, rompa la
pelicula de la superficie con espatula para mejorar el filtrado. El tiempo de filtracién y
lavado variara de 0,1 a 6 horas, con un promedio de 1 1/2 hora por muestra. Se pueden
evitar tiempos largos de filtracion, mediante una succion intermitente y cuidadosa.
7.3.16. Secar el crisol que contiene el residuo durante la noche en estufa de vacio a 70
°C o en estufa de aire a 105 °C.

7.3.17. Enfriar en desecador y pesar. Restar el peso del crisol y del celite para
determinar el peso del residuo. Registrar m1.

7.3.18. Analizar proteinas usando N x 6,25 como factor de conversion en el residuo de
una de las muestras de los duplicados. Registrar P.

7.3.19. Calcinar el residuo de la segunda muestra del duplicado durante 5 horas a 525
°C.

7.3.20. Enfriar en desecador y pesar.

7.3.21. Restar el peso del crisol y del celite para determinar cenizas. Registrar C.

7.3.22. Efectuar la determinacion del blanco en duplicado y en las mismas condiciones
descritas en el procedimiento para el analisis de muestras.

7.4. Calculo e informe de resultados

7.4.1.- Determinacion del blanco:

B = blanco, mg = masa del residuo - PB - CB

Donde:

- Masa del residuo = promedio de masa del residuo (mg) para la determinacion blanco.
- PB y CB = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de los
blancos.

7.4.2.- Célculo de fibra dietética total:

% FDT =[ ( masa del residuo - P - C - B)/ masa de la muestra ) ] x 100

Donde :

- m = masa de la muestra = promedio de la masa de 2 muestras (mg).

- m1 = masa del residuo = promedio de las masas de las muestras determinadas en
duplicado (mg).

- Py C = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de las
muestras.

- B = blanco, indicado en

7.4.1. Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con dos decimales.
Repetibilidad: La diferencia de los resultados no debera ser superior al 5 % del
promedio.

Informar el % de fibra al 0,1 %, sobre la base de la muestra original considerando que
ha sido desgrasada en el caso de contener mas de 10 % de grasa.

Determinacién de cenizas totales
(NMX-F-284-SCFI1-2011)

FUNDAMENTO

Se basa en la medida del peso de los o0xidos residuales de la calcinacién, en una mufla a
una temperatura de 650 °C + 25 °C.

4 MATERIALES

- Cépsulas de aluminio, porcelana o platino;
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- Crisol de platino o porcelana;
- Pinzas para crisol, y
- Desecador.
5 INSTRUMENTOS
- Balanza con sensibilidad de + 0,0001 g. Este instrumento debe contar con informe
vigente de calibracion y/o verificacion con patrones certificados, y
- Mufla con indicador y control de temperatura.
6 PROCEDIMIENTO
6.1 Poner el crisol en la mufla durante una hora a una temperatura de
650 °C + 25 °C. Transcurrido este tiempo apagarla y esperar a que baje la temperatura a
150 °C.
6.2 Abrir la mufla y con ayuda de las pinzas retirar los crisoles y colocarlos en el
desecador hasta temperatura ambiente, pesar el crisol y anotar el peso.
6.3 Extraer la porcion de muestra por analizar.
6.4 Llevar a base seca la muestra de carbdn.
6.5 Colocar en el crisol 0,1 g de carbon, referido a base seca.
NOTA 1: Cuando se analice carbén granular, debe molerse la muestra después de llevar
a base seca y antes de determinar el peso para proceder a efectuar la determinacion del
contenido total de cenizas. Moler hasta lograr un tamafio de particula similar al del
carbén pulverizado.
6.6 Colocar el crisol con la muestra en la mufla a la temperatura de
650 °C £ 25 °C durante un tiempo de 3 horas a 16 horas, dependiendo del tipo de
carbon, hasta llegar a peso constante y sacarlo para colocarlo en el Desecador.
Tablal.- Diversos tipos de carbon
Tipo de Carb6n Tiempo Aproximado
Carbon Vegetal 4 horas
Carbén Mineral 5 horas
Carbdn de Hueso Animal 5 horas
Algunos carbones (ya trabajados) pueden arder espontaneamente, en este caso se debe
colocar la muestra en la mufla fria y luego llevarla a la temperatura de 650 °C + 25 °C.
6.7 Determinar el peso a la temperatura ambiente.
7 EXPRESION DE RESULTADOS
% de cenizas totales (en base seca) = 100 (A - B)
P

Donde:

A es el peso en g del crisol con cenizas.

B es el peso en g del crisol vacio.

P es el peso en g de la muestra (en base seca).

8 REPETIBILIDAD

La diferencia entre los resultados sucesivos obtenidos con el mismo método, sobre
materiales de prueba idénticos y bajo las mismas condiciones no debe exceder de 5 %,
en caso contrario, deben repetirse las determinaciones. El resultado final sera el
promedio de estos ultimo.
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ANEXO B
Enumeracién de microorganismos caracteristicos del yogur por la técnica de
conteo de colonias a 37 °C (NMX-703-COFOCALEC-2004)

8.3.1 Alcance

Este procedimiento establece un método para la enumeracion de microorganismos
caracteristicos en yogur por medio de la técnica de conteo de colonias a 37 °C. El
método es aplicable a los productos en los cuales los microorganismos caracteristicos
((Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus) estan
presentes y viables.

8.3.2 Términos y definiciones

Para los propdsitos de este procedimiento, aplican los siguientes términos y
definiciones.

8.3.2.1 Microorganismos caracteristicos del yogur

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus son
detectados bajo las condiciones establecidas en este procedimiento.

8.3.2.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Microorganismo termofilico el cual forma colonias lenticulares, con frecuencia
puntiagudas, de 1 a 3 mm de diametro en medio MRS acidificado bajo las condiciones
establecidas en este procedimiento.

NOTA Bajo el microscopio, estos microorganismos aparecen como barras,
generalmente cortas, pero a veces en formas mas largas. No forman esporas, son Gram
positivos, inmoviles y catalasa negativo.

8.3.2.3 Streptococcus thermophilus

Microorganismo termofilico que forma colonias lenticulares de 1 a 2 mm de didmetro
en medio el M17 bajo las condiciones establecidas en este procedimiento.

NOTA Bajo el microscopio estos microorganismos aparecen en forma esférica o células
ovaladas (de 0,7 um a 0,9 um de diametro) en pares o cadenas largas. Ellos son Gram
positivos y catalasa negativos.

8.3.3 Fundamento

8.3.3.1 Diluciones decimales de la muestra de prueba se inoculan en:

a) medio MRS acidificado, seguida de incubacién anaerobia a 37 °C + 1 °C durante 72
h, para el recuento de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus

b) medio M17, seguida de incubacion aerobia a 37 °C + 1 °C durante 48 h, para el
recuento de Streptococcus thermophilus.

8.3.3.2 Recuento y confirmacidn de las colonias por medio de pruebas apropiadas.
8.3.3.3 El nimero de microorganismos caracteristicos por gramo de la muestra se
calcula a partir del nimero de colonias obtenidas de las placas cuya dilucion brinde un
resultado significativo.

8.3.4 Reactivos, medios de cultivo, diluyentes y materiales

Utilice solamente reactivos de grado analitico reconocido, a menos que se especifique
de otro modo, y agua destilada o desmineralizada o agua de pureza equivalente.

8.3.4.1 Diluyente

8.3.4.1.1 Agua peptonada

8.3.4.1.1.1 Composicion

Ingrediente Cantidad
Peptona 109
Clorurodesodio 8,5¢g
Agua 1L

8.3.4.1.1.2 Preparacion
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Disolver los componentes en 1 litro de agua.

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen multiplo de nueve
segln se requiera.

Esterilizar a 121 °C + 1,0 °C durante 15 minutos.

Despueés de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucion de trabajo
deberan ser iguales a los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar oscuro a una
temperatura de 2 °C a 4 °C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que
no alteren su volumen o composicion.

8.3.4.2 Medios de cultivo

Utilizar medios de cultivo recientemente preparados (MRS y M17) protegidos de la luz
solar directa. Si los medios de cultivo preparados no se utilizan inmediatamente, salvo
que exista alguna otra indicacion, deben ser almacenados en refrigeracién de 2 °C a 4 °C
por no méas de 1 semana y bajo condiciones que no produzcan ningin cambio en su
composicion.

8.3.4.2.1 Medio MRS acidificado

8.3.4.2.1.1 Composicion

Ingrediente Cantidad
Peptona 1 (digerido tripsico de caseina) 10,0 g
Extracto de malta 10,0 g
Extracto de levadura (seca) 500
Glucosa (C6H1206) 20,0g
Tween 80 (mono-oleato de sorbitol) 1,0 mL

Ortofosfato acido de potasio (K2HPO4) 2090

Acetato de sodio trihidratado(CH3CO2Na.3H20)5,0 g

Citrato de amonio [C6H607(NH4) 2] 2090

Sulfato de magnesio heptahidratado(MgS0O4.7H20) 0,2 g

Sulfato de manganeso tetrahidratado (MnS04.4H20) 0,05 g

Agar9,0a18,0g

1) Agua (la suficiente para) 1 000 mL

1) Depende de la firmeza del gel que forme el agar utilizado, seguir las instrucciones del
fabricante.

8.3.4.2.1.2 Preparacion

Disolver por separado cada uno de los componentes en un bafio de agua hirviendo.
Enfriar en otro bafio de agua a 50 °C. Ajustar el pH por la adicion de acido acético, a fin
de que después de la esterilizacion, sea de 5,4 + 0,1 a 25 °C + 1 °C, comprobando con
un pHmetro.

Transferir el medio en porciones de 100 mL en botellas con capacidad de 150 mL o en
porciones de 200 mL en botellas de 250 mL.

Esterilizar en autoclave a 121 °C + 1 °C por 15 minutos.

NOTA 1 El medio MRS es altamente sensible a diferencias en el tratamiento térmico
causadas por el autoclave utilizada.

NOTA 2 Pruebas comparativas han demostrado que el medio MRS comercialmente
disponible puede dar recuentos menores que los obtenidos con el medio MRS preparado
de acuerdo con este procedimiento. Por lo tanto, si es utilizado, se debe comprobar
contra el medio preparado segun este procedimiento o mediante pruebas de promocion
de crecimiento microbiano.

Antes de comenzar la evaluacion bacterioldgica, fundir totalmente la cantidad requerida
de medio en un bafio de agua hirviendo, o calentar al vapor en un envase parcialmente
cerrado. Posteriormente enfriar en otro bafio de agua
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45 °C + 1 °C. El medio de cultivo no debe fundirse méas de una vez.

8.3.4.2.2 Medio M17

8.3.4.2.2.1 Medio bésico

8.3.4.2.2.1.1 Composicion

Ingrediente Cantidad

Peptona 1 (digerido tripsico de caseina) 2,5 ¢

Peptona 2 (digerido pépsico de carne) 2,5 g

Peptona 3 (digerido papainico de soya) 5,0 g

Extracto de levadura (seca) 2,5 g

Extracto de carne 5,0 g

Sal disédica de Glicerofosfato (C3H706PNa2) 19,0 ¢

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O4.7H20) 0,25 g

Acido Ascérbico (C6H806) 0,50 g

Agar9,0a18,0g1)

Agua la suficiente para 950 Ml

8.3.4.2.2.1.2 Preparacion

Disolver por separado cada uno de los componentes en un bafio de agua hirviendo.
Enfriar en otro bafio de agua a 50 °C.

Ajustar el pH con NaOH 0,1 M 6 HCI 0,1 M 6 CH3COOH glacial, a fin de que después
de la esterilizacion, sea de 6,8 + 0,1a25°C + 1 ° C, comprobando con un pHmetro.
Transferir el medio en porciones de 95 mL en botellas con capacidad de 150 mL.
Esterilizar en autoclave a 121 °C + 1 °C por 15 minutos.

8.3.4.2.2.2. Solucién de lactosa

8.3.4.2.2.2.1. Composicion

Ingrediente Cantidad

Lactosa (C12H22011) 10,0 ¢

Agua la suficiente para 100 mL

8.3.4.2.2.2.2. Preparacion

Disolver la lactosa en el agua. Diluir con agua a 100ml. Esterilizar en autoclave a 121
°C £ 1 °C por 15 minutos.

8.3.4.2.2.3 Medio completo (M17)

8.3.4.2.2.3.1. Composicion

Ingrediente Cantidad

Medio bésico (8.3.4.2.2.1) 95,0 mL

Solucién de lactosa (8.3.4.2.2.2) 5,0 mL

8.3.4.2.2.3.2. Preparacion

Inmediatamente antes de usar, fundir el medio basico en un bafio de agua hirviente.
Enfriar en otro bafio de agua a 50 °C.

Precalentar la solucion de la lactosa a la temperatura del medio basico y mezclar
girando.

Enfriar el medio en bafio de agua entre 44 °C y 47 °C.

NOTA 1 El medio M17 completo comercialmente disponible, como en el caso del
medio MRS comercialmente disponible, puede dar resultados significativamente
diferentes entre proveedores. Por lo que, si es utilizado, se debe comprobar contra
medio M17 preparado segun este procedimiento o mediante pruebas de promocion de
crecimiento microbiano.

NOTA 2 El medio de cultivo base no debe fundirse mas de una vez.

8.3.4.3 Reactivos para ajustar el pH

8.3.4.3.1 Solucién de hidroxido de sodio, c(NaOH) = 0,1 mol/L aproximadamente
8.3.4.3.2 Acido clorhidrico diluido, c(HCI) = 0,1 mol/L aproximadamente
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8.5.4.3.3 Acido acético (CH3COOH), 100% (glacial).

8.3.4.4 Reactivo para tefiir, solucion etandlica de azul de metileno, 6 g/L

8.3.4.5 Reactivo para limpiar la superficie del envase, etanol al 70 % (v/v)

8.3.5 Materiales

Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio, el
diluyente, las diluciones o los medios de cultivo, deberan esterilizarse mediante:

a) Horno, durante 2 ha 170a175°C 6 1 ha 180°C, o

b) Autoclave, durante 15 minutos como minimo a 121 + 1,0°C.

El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las
especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado por esterilizacion
repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

8.3.5.1 Botellas de dilucidon, con capacidad de 50 mL a 250 mL, o tubos de prueba de
18X180 mm con tapon de goma o sintético.

8.3.5.2 Frascos o botellas, con tapon de goma con capacidad de 150 mL a 250 mL.
8.3.5.3 Tubos de prueba, con tapon, con capacidad para contener aproximadamente 20
mL de medio de cultivo.

8.3.5.4 Pipetas graduadas, para uso bacteriologico, esterilizadas y calibradas, capaces de
entregar 1 mL £0,02 mLy 10 mL + 0,2 mL.

8.3.5.5 Cajas petri, de vidrio o de plastico incoloras, de 90 mm y 140 mm de diametro, y
profundidad interna de 10 mm minimo. El fondo no debera tener irregularidades que
interfieran con el conteo de colonias.

8.3.5.6 Espatula, de vidrio o metal, esterilizada.

8.3.5.7 Utensilios para la obtencion de muestras: cuchillos, cucharas, espéatulas, tijeras,
etc.

8.3.6 Equipo

8.3.6.1 Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170 °C.

8.3.6.2 Olla de presion o autoclave con termdémetro y manometro, calibrada con
termometro de maximas y minimas.

8.3.6.3 Incubadora, capaz de operar a 37 °C + 1 °C.

8.3.6.4 Gabinete de incubacidn anaerobia o jarras de anaerobiosis, capaz de mantenerse
a 37 °C + 1 °C y proporcionar una atmosfera de 90

% nitrogeno y 10 % bidxido de carbono.

8.3.6.5 Mezclador, tipo mezclador peristaltico de bolsas de pléstico estériles, o
mezclador rotatorio capaz de funcionar a una frecuencia minima de 20 000
revoluciones/min, con tubos de centrifuga de fondo redondeado de 200 mL estériles
hechos del cristal consolidado, o envases metalicos de capacidad apropiada.

8.3.6.6 Mezclador de tubos tipo vortex.

8.3.6.7 Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal
cuadriculada y lente amplificador.

8.3.6.8 Lente amplificador x 8 a x 10.

8.3.6.9 Barios de agua, capaces de operar entre 44 °C y 47 °C,a45°C £ 1°C,a50°C +
1 °C y capaz de contener agua hirviendo.

8.3.6.10 PH-metro, con compensador de temperatura y exactitud de + 0,1 unidades de
pHa25°C +1°C.

8.3.6.11 Microscopio optico.

8.3.6.12 Balanza con sensibilidad de 0,1 g.

8.3.7 Muestreo

Es importante que el laboratorio reciba muestras que sean representativas y que no
hayan sufrido alteracion durante su transporte 0 almacenamiento.

8.3.8 Preparacion de la muestra
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Tomar las siguientes precauciones antes de abrir el envase del yogur. Limpie la
superficie externa que rodea el area de la cual la muestra debe ser tomada, a fin de
retirar cualquier material que pudiera contaminar la muestra.

La superficie debe limpiarse con etanol al 70 % para prevenir contaminacion adicional.
Abra el envase asépticamente.

8.3.9 Procedimiento

8.3.9.1 Preparacion de la porcion de prueba

8.3.9.1.1 Yogur sin fruta

Mezclar cuidadosamente el contenido del envase de muestra. Pesar 10 g + 0,1 g de la
muestra de prueba en un recipiente adecuado.

8.3.9.1.2 Yogur con fruta

Mezclar por completo el contenido del envase de muestra durante 1 minuto, utilizando
el mezclador. Pesar 10 g + 0,1g de la muestra de prueba en un recipiente adecuado.
8.3.9.2 Examen microscépico

Realizar un examen microscopico preliminar, observando varios campos de un frotis de
la muestra, tefiido previamente con azul de metileno, a fin de estimar la densidad de los
dos tipos de bacterias presentes en la muestra, cocos y bacilos, y seleccionar el rango de
diluciones apropiadas para el recuento de cada tipo.

8.3.9.3 Preparacion de la dilucion primaria

Agregar el diluyente a la porcion de prueba hasta que la masa de la porcién de ensayo y
diluyente sea de 50 g. Mezclar por 1 minuto con el mezclador.

Diluir a 100 g con el diluyente para obtener una dilucién 10™.

8.3.9.4 Preparacion de diluciones decimales

Preparar la muestra y las diluciones decimales necesarias para el conteo de
microorganismos, de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994 “Preparacion
y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiol6gico”.

8.3.9.5 Duracion del procedimiento

El tiempo transcurrido entre la preparacion de la dilucion primaria y el momento en el
que se vierte el medio de cultivo no debe exceder de 20 minutos.

8.3.9.6 Inoculacion e incubacion

8.3.9.6.1. Proceder por duplicado (para ambos L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus), transferir con una pipeta estéril 1 mL de cada dilucion a cajas Petri.
8.3.9.6.2. Para L. delbrueckii subsp. bulgaricus , vaciar 15 mL de medio MRS
acidificado, mantenido a 45 °C, dentro de cada caja Petri.

8.3.9.6.3 Para thermophilus, vaciar 15 mL de medio M17, mantenido entre

44 °C y 47 °C, dentro de cada caja Petri.

8.3.9.6.4. Inmediatamente después del vaciado, mezclar cuidadosamente el indculo con
el medio por rotacion de las cajas Petri. Permitir que la mezcla solidifique dejando las
cajas petri sobre una superficie horizontal fresca.

8.3.9.6.5. Incubar las cajas Petri preparadas en posicion invertida. Apilar no mas de seis
cajas Petri. Las filas deben separadas unas de otras, asi como de las paredes y puerta de
la incubadora.

8.3.9.6.6 Incubar las cajas Petri para el recuento de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus en
jarra o gabinete de anaerobiosis a 37 °C durante 72 horas.

8.3.9.6.7 Incubar las cajas Petri para el recuento de S. Thermophilus a 37 °C durante 48
horas.

8.3.9.7 Recuento de colonias

8.3.9.7.1 Después del periodo especificado de incubacién contar las colonias que
presenten las caracteristicas de cada microorganismo (L. delbrueckii subsp. bulgaricus
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and S. thermophilus) en las placas que tengan entre 15 y 300 colonias (Ver NOTAS
informativas sobre el procedimiento).
NOTA Si ocurren problemas en el recuento de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus cuando
se utiliza medio MRS, puede utilizarse el medio LBA desarrollado por N1ZO1; ver
NOTAS informativas sobre el procedimiento.
8.3.9.7.2 Examinar las placas bajo luz tenue. Para facilitar el conteo, es conveniente
utilizar el equipo contador de colonias. Tomar el cuidado para no confundir las
particulas de la muestra sin disolver o material precipitado con colonias en forma de
punta de alfiler. Examinar los elementos dudosos cuidadosamente, usando lente de
aumento, para distinguir las colonias de la materia extrafia.
8.3.9.8 Confirmacion
Seleccionar de las placas utilizadas para el conteo el nimero de colonias que sea igual a
la raiz cuadrada del total de colonias contadas. Hacer un frotis de estas colonias y tefiirlo
por el método de Gram, y confirmar que no son formadoras de esporas, son bacilos
Gram-positivo, catalasa negativo (en el caso de aquellas que crecieron en el medio
MRS), y cadenas de cocos o diplococos Gram-positivo, catalasa negativo (en el caso de
aquellas que crecieron en el medio M17).
8.3.10 Calculos y expresion de resultados
8.3.10.1 Calculos
8.3.10.1.1 Utilizar las cuentas obtenidas de las placas que contienen entre 15 y 300
colonias.
8.3.10.1.2 Calcular el numero de cada microorganismo caracteristico en la muestra
utilizando la siguiente ecuacion:
N = C
(n1+0,1n2)d
Donde
N: es nimero de microorganismos caracteristico por gramo muestra
1 NI1ZO Food Research, Kernhemseweg 2, Postbus 20 6710 BA, Ede, The Netherlands.
C: es el valor numérico de la suma de colonias contadas en todas las placas
nl: es el nmero de placas contadas utilizando la primera dilucion.
n2: es el numero de placas contadas utilizando la segunda dilucién
d: es el valor numérico de la masa, en gramos, de la muestra no diluida presente en la
placa con la primera dilucién.
EJEMPLO un factor de dilucién 10-2 significa que 10-2 g o 10-2 mL de la muestra sin
diluir (en el estado diluido) se han colocado en la placa.
NOTA la primera dilucion es la dilucion con el contenido mas alto de muestra.
En caso de tres diluciones, calcule el nimero de cada microorganismo caracteristico en
la muestra de la prueba usando la ecuacion siguiente.
N = C

(n1+0,1n2+0,01n3)d
Donde n3 es el nimero contado en las placas utilizando la tercera dilucion.
8.3.10.2 Expresion de resultados
8.3.10.2.1 Redondear el resultado obtenido en el punto anterior dos cifras significativas.
Para tres cifras significativas, redondear la tercera cifra al cero mas cercano. Si la tercer
cifra es 5 redondear hacia abajo en caso de que la segunda cifra sea numero par, y hacia
arriba si la segunda cifra es namero impar.
EJEMPLO
Redondear: 234 a 230, 235 a 240, 225 a 220, 245 a 240
8.3.10.2.2 Si existen solamente cuentas menores de 10, reportar el ndmero de
microorganismos por gramo como “menores de 10 x 1/d”
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(siendo d el valor correspondiente a la dilucién mas baja).

8.3.10.2.3 Si existen solamente cuentas que exceden de 300, estimar la cuenta de las
placas que contengan lo méas cercano posible a 300 colonias y multiplicar por el
reciproco de la dilucion mas alta. Reportar el valor como “nimero minimo estimado de
microorganismos por gramo”.

8.3.10.2.4 El resultado debe ser expresado como un numero del 1 al 9,9 multiplicado
por la dilucion decimal apropiada.

8.3.10.2.5 El numero total de microorganismos caracteristicos, N, por gramo de muestra
es igual a:

N =NL + NS

Donde

NL es el valor del numero de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus por gramo, calculado en
8.3.10.1.2;

NS es el valor del nimero de S. thermophilus por gramo, calculado en 8.3.10.1.2.
8.3.10.3 Ejemplos del célculo

8.3.10.3.1 L. delbrueckii subsp. bulgaricus

Asumiendo que la cuenta de L. delbrueckii subsp. bulgaricus dio los resultados
siguientes (dos cajas Petri por cada dilucion fueron incubadas):

Dilucion 10-5: 295 y 245 colonias;

Dilucién 10-6: 33 y 40 colonias;

Entonces

N = C =295+245+33+40=__ 613 __ =278,6 x 105

(n1 + 0,1 n2)d (2+0,1x2)10-5 2,2x10-5

De acuerdo con 8.3.10.2.1, esto es igual a 280 x 105 por gramo. EI nimero estimado de
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, de acuerdo con 8.3.10.2.4, es por tanto 2,8 x 107 por
gramo.

8.3.10.3.2 S. thermophilus

De forma similar fue obtenido, para S. thermophilus, un nimero estimado de 4,9 x 108
por gramo de yogurt.

El numero total de microorganismos caracteristicos es igual a:

N = (2,8X 107) + (4,9 X 108) = 5,18 X 108 por gramo el cual, cuando es redondeando
de acuerdo con 8.3.10.2.4 da:

N =5,2 X 108 por gramo de muestra.

8.3.11 Precision

8.3.11.1 Repetibilidad

La experiencia indica que si la diferencia entre dos pruebas independientes de la misma
muestra excede el 30%, el procedimiento debe ser reexaminado para determinar las
fuentes de error.

8.3.12 Informe de prueba

El informe de prueba debe especificar:

a) toda la informacion requerida para la completa identificacion de la muestra;

b) el método de muestreo utilizado, si se conoce;

c) el método de prueba utilizado, con la referencia de esta Norma Mexicana;

d) todos los detalles de operacion no especificados en este procedimiento, o
considerados como opcionales, junto con los detalles de cualquier incidente que pudiera
haber afectado el resultado;

e) el resultado obtenido de la prueba o, si la repetibilidad ha sido comprobada, citar el
resultado final obtenido.

NOTAS informativas sobre el procedimiento
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Ninguno de los dos medios de cultivo recomendados (MRS acidificado y M17) son
totalmente selectivos.

La mayoria de las cepas de S. thermophilus no forman colonias visibles en el medio
MRS acidificado en diluciones normalmente utilizadas para la cuenta de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus. Sin embargo, cuando el nimero de lactobacilos en la muestra de
yogur es considerablemente mas baja que el numero de estreptococos, tienen que
utilizarse diluciones menores para la cuenta de L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Bajo estas condiciones, algunos S. thermophilus pueden formar colonias muy pequefias
o puntiformes en placas de MRS acidificado. Estas colonias pueden ser facilmente
diferenciadas a simple vista de las colonias de L. delbrueckii subsp. bulgaricus (que son
de tamafio més grande) y pueden adicionalmente comprobarse microscopicamente.
Ademas, algunas cepas de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus muestran pobre o nulo
crecimiento en medio MRS y algunas veces se dificulta diferenciarlas de S.
thermophilus.

Cuando las cepas de S. thermophilus crecen muy lentamente o no son capaces de crecer,
se recomiendan algunas condiciones especificas tales como:

- incrementar la temperatura de incubacion (39 °C a 42 °C y 45 °C aer6bicamente);

- disminuir el contenido en -glicerofosfato;

- modificar el pH;

-tener mucho cuidado durante la agitacion

Cuando las cepas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus crecen muy lentamente o0 no son
capaces de crecer, se recomiendan algunas condiciones especificas tales como:

- incubacion por mas de tres dias, hasta 5 o 6 dias;

- incrementar la temperatura de incubacion (40 °C a 42 °C y 45 °C por 48 h
anaerobicamente);

- modificar el pH;

- tener mucho cuidado durante la agitacion;

- ambiente gaseoso (enriquecimiento de CO2, unicamente CO2, etc).

L. delbrueckii subsp. Bulgaricus cuando crece anaerébicamente en el yogur, no puede
ser enumerado en medio MRS. Este problema no ocurre al usar medio LB (ver nota en
8.3.9.7.1) bajo condiciones anaerébicas a 50 °C + 0,5 °C por 72 h.

Por otra parte, la mayoria de las cepas de L. delbrueckii subsp. Bulgaricus no forman
colonias visibles en placas de medio M17 a las diluciones normalmente utilizadas para
el conteo de S. thermophilus.

Algunas cepas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus pueden, sin embargo, formar
pequefias colonias puntiformes en medio M17 especialmente con muestras de yoghurt
que presentan alto niumero de lactobacilos comparado con el nimero de estreptococos.
Estas pequefias colonias tienen generalmente aspecto lanoso y pueden distinguirse
facilmente a simple vista (y mejor con lente de aumento) de las colonias lisas,
lenticulares y grandes de S. thermophilus y adicionalmente comprobarse
microscopicamente.

La seleccién del medio, la preparacion de la muestra, los procedimientos de incubacién
y conteo son los puntos mas criticos de este ensayo. Una vez que los técnicos se
familiarizan con el método, la exactitud mejora significativamente.

Meétodo para la Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en Placa.
(NOM-243-SSA12010)
B.10.1 Fundamento del método
El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes presentes en
una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se
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desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la
produccién de gas y &cidos organicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan
las sales biliares.

B.10.2 Materiales

B.10.2.1 Pipetas bacterioldgicas para distribuir 10 y 1 mL (o si es necesario de 11y 2
mL), con tapén de algoddn. Las pipetas pueden ser graduadas en volumenes iguales a
una décima de su volumen total.

B.10.2.2 Frascos de vidrio de 250 mL con tapon de rosca.

B.10.2.3 Tubos de 16 X 150 mm con tapon de rosca.

B.10.2.4 Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas,
tijeras, cucharas, espatulas, etc.

B.10.2.5 Cajas Petri.

B.10.2.6 Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo
estudio debe esterilizarse mediante: Horno, durante 2 h a 170 - 175°C, 0 1 h a 180°C; o
en autoclave, durante 15 minutos como minimo a 121 + 1,0°C.

B.10.2.7 El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con
las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado por las
esterilizaciones repetidas y éste

debe ser quimicamente inerte.

B.10.3 Aparatos e instrumentos

B.10.3.1 Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

B.10.3.2 Autoclave con termometro y manometro, calibrada con termdémetro de
maximas y minimas.

B.10.3.3 Barfio de agua con control de temperatura y circulacién mecéanica, provista con
termometro calibrado con divisiones de 0,1° C y que mantenga la temperatura a 45 +
1,0°C.

B.10.3.4 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato o bien un
homogeneizador peristaltico (Stomacher).

B.10.3.5 Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para
homogeneizador peristéltico.

B.10.3.6 Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de + 1,0° C, provista
con termémetro calibrado.

B.10.3.7 Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal
cuadriculada y lente amplificador.

B.10.3.8 Registrador mecénico o electrénico.

B.10.3.9 Microscopio optico.

B.10.3.10 Potencidmetro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

B.10.4 Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan, deben ser grado analitico y cuando se
indique agua debe entenderse como agua destilada.

B.10.4.1 Soluciones Diluyentes

B.10.4.1.1 Solucién Reguladora de Fosfatos (solucion concentrada)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato monopotasico 34,0 g

Agua 1,01

Preparacion:

Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de hidroxido
de sodio 1,0N. Llevar
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con agua a un litro. Esterilizar a 121+ 1,0°C durante 15 minutos. Conservar en
refrigeracion (solucion concentrada).

Tomar 1,25 mL de la solucién concentrada y llevar a un litro con agua (solucion de
trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL segun se requiera. Esterilizar durante
15 minutos a 121+ 1,0°C. Después de la esterilizacion, el pH y los volumenes finales de
la solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

B.10.4.1.2 Agua Peptonada

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 10¢9

NaCl 8549

Agua 1,01

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de
sodio 1,0 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL o en cualquier volumen multiplo
de nueve segun se requiera. Esterilizar durante

15 minutos a 121 + 1,0°C. Después de la esterilizacion, los volimenes finales de la
solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una
temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que
no alteren su volumen o composicion.

B.10.4.2 Medio de Cultivo Agar-rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Peptona 709
Extracto de levadura 30¢g

Lactosa 10,0 g
Sales biliares 159
Cloruro de sodio 5049
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,002 g
Agar 1509
Agua 101

Preparacion:

Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos. Mezclar
perfectamente y ajustar el pH a 7,4 con acido clorhidrico 0,1N o con hidroxido de sodio
0,1IN a 25°C, de forma que después del calentamiento se mantenga en este valor.
Calentar con agitacion constante y hervir durante 2 minutos. Enfriar inmediatamente el
medio en un bafio de agua hasta que llegue a 45°C. Evitar el sobrecalentamiento del
medio. No debe esterilizarse en autoclave. Usar el medio dentro de las tres primeras
horas después de su preparacion. En el caso de utilizar medio de cultivo deshidratado,
seguir las instrucciones del fabricante.

B.10.5 Preparacion de la Muestra

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en el numeral 9 de
este apéndice normativo.

B.10.6 Procedimiento

B.10.6.1 Colocar en cajas Petri por duplicado 1 mL de la muestra liquida directa o de la
dilucién primaria, utilizando para tal proposito una pipeta estéril.

B.10.6.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera
sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilucién.
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B.10.6.3 Vertir de 15 a 20 mL del medio RVBA fundido y mantenido a 45 £ 1,0°C en
bafio de agua. En el caso de utilizar cajas de Petri de plastico se vierte de 10 a 15 mL del
medio. El tiempo transcurrido entre la preparacion de la dilucion primaria y el momento
en que se vierte el medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos.

B.10.6.4 Mezclar cuidadosamente el indculo con el medio con seis movimientos de
derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis
movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del reloj y seis de atrés para
adelante, sobre una superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla solidifique dejando
las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria.

B.10.6.5 Preparar una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad.
Incluir un control adicional que considere la esterilidad de la solucion diluyente
adicionando 1 mL directo de esta solucion en el mismo medio de cultivo.

B.10.6.6 Después de que esta el medio completamente solidificado en la caja, verter
aproximadamente 4 mL del medio RVBA a 45 + 1,0°C en la superficie del medio
inoculado. Dejar que solidifique.

B.10.6.7 Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35°C, durante 24 + 2 horas.
B.10.6.8 Después del periodo especificado para la incubacion, contar las colonias con el
contador de colonias.

B.10.6.9 Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias
tipicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de
precipitacion debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la
morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos con un diametro de 0,5a 2,0 mm.
B.10.6.10 Para el caso de polvos, inocular 5 placas con 2 mL de la dilucion 1:10, contar
las colonias encontradas en cada placa y reportar la suma de UFC/g

B.10.7 Expresion de los Resultados

B.10.7.1 Calculo del Método

B.10.7.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias caracteristicas.

Separar las placas que contienen el numero antes mencionado de colonias caracteristicas
en dos diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes. Calcular el nimero de
coliformes por mililitro o por gramo de producto, multiplicando el namero de colonias
por el inverso de la dilucidn correspondiente, tomando los criterios de la NOM-092-
SSA1-1994. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.

B.10.7.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias caracteristicas.

Si cada una de las placas tiene menos de 15 colonias caracteristicas, reportar el numero
obtenido seguido de la dilucion correspondiente.

B.10.7.1.3 Placas con colonias no caracteristicas.

Si en las placas no hay colonias caracteristicas, reportar el resultado como: menos de un
coliforme por 1/d por gramo, en donde d es el factor de dilucion.

B.10.8 Informe de la Prueba

Informar: UFC/g o mL en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24
+ 2 h. En caso de emplear diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando
como referencia la dilucién mas baja utilizada, por ejemplo dilucién 10-1. En caso de no
observar crecimiento en la muestra sin diluir se informa: "no desarrollo de coliformes
por mL.

Determinacion de Staphylococcus aureus
(NOM-183-SSA1-2002)
B.11.1 Fundamento
Este método permite hacer una estimacion del contenido de Staphylococcus aureus en
alimentos, se efectda directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial,
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con la confirmacion mediante las pruebas de coagulasa y termonucleasa. Este método es
adecuado para el anélisis de alimentos en los cuales se esperen méas de 100 células de
Staphylococcus aureus por g.

B.11.2 Materiales y Equipo

Todos los instrumentos que se utilicen para trabajar la muestra deben esterilizarse
mediante horno, durante 2 h de 170-175°C o como alternativa en autoclave durante 15
min como minimo a 121°C £1.

B.11.2.1 Cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas y separador de huevo.

B.11.2.2 Tubos de cultivo de 16 mm x 150 mm o frascos de 125 a 250 mL de
capacidad, con tapén de rosca.

B.11.2.3 Tubos de cultivo de 10 mm x 75 mm, con tapdn de rosca.

B.11.2.4 Cajas Petri de 90 a 100 mm de didmetro.

B.11.2.5 Pipetas bacterioldgicas de 1 mL y 10 mL de capacidad graduadas en 0,1 mL y
1 mL respectivamente y didmetro de 2 a 3 mm.

B.11.2.6 Pipetas Pasteur.

B.11.2.7 Probetas.

B.11.2.8 Varillas de vidrio de 3,5 mm de didmetro aproximadamente y 20 cm de largo
dobladas en angulo recto, o varillas de plastico estériles desechables.

B.11.2.9 Matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio

B.11.2.10 Camara humeda: consiste en una caja Petri en la cual se coloca una varilla de
vidrio en forma de "V" rodeada de algodén humedecido con agua.

B.11.2.11 Horno para esterilizar que alcance 180°C.

B.11.2.12 Autoclave con termémetro.

B.11.2.13 Bario de agua con regulador de temperatura de 35 + 0,5°C.

B.11.2.14 Bario de agua con regulador de temperatura de 45 + 0,5°C.

B.11.2.15 Balanza con capacidad no mayor de 2,500 g y sensibilidad de 0,1 g.

B.11.2.16 Incubadora a 35 £ 1°C.

B.11.3 Reactivos

En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, para su preparacion se
deben seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva.

Cuando se mencione agua debe entenderse que se trata de "agua destilada”.

Los reactivos a emplear en el método objeto de esta norma deben ser grado analitico.
B.11.3.1 Soluciones Diluyentes

B.11.3.1.1 Solucién Reguladora de Fosfatos (Solucion concentrada)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Fosfato monopotésico 3409
Agua 101

Preparacion

Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de hidroxido
de sodio 1N, aforar con agua a 1 I. Esterilizar durante 15 min a 121°C £1, conservar en
refrigeracion (solucion concentrada).

Tomar 1,25 mL de la solucion concentrada y llevar a 1 | con agua (solucidn de trabajo).
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL segun se requiera. Esterilizar a 121°C *1
durante 15 min. Después de la esterilizacion, los volumenes finales y el pH de la
solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

B.11.3.1.2 Agua Peptonada

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 10¢9
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Cloruro de sodio 8549

Agua 1,01

Preparacion

Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con solucién de
hidroxido de sodio 1N.

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL segun se requiera. Esterilizar a 121°C %1
durante 15 min. Después de la esterilizacion los volimenes finales y el pH de la
solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

B.11.3.2 Medios de Cultivo

B.11.3.2.1 Medio de Baird-Parker

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Medio base (11.3.2.2) 95,0 mL
Solucién de telurito de potasio (11.3.2.3) 1,0 mL
Emulsion de yema de huevo (11.3.2.4) 50mL

Preparacion

Cuando el medio base esté a 45°C, agregar los demas ingredientes y mezclar. Colocar
de 15 a 20 mL del medio completo, enfriar y dejar solidificar. Las placas pueden
almacenarse por 48 h a temperatura de 0 a 5°C.

B.11.3.2.2 Medio base de Baird-Parker

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Triptona 10,09
Extracto de levadura 109
Extracto de carne 5049
Glicina 12,09
Cloruro de litio 5090
Piruvato de sodio 10,09
Agar 20,09
Agua 101

Preparacion

Disolver los ingredientes o el agar base en agua y calentar con agitacién constante y
hervir durante 1 min.

Esterilizar a 121°C +1 durante 15 min. Enfriar y mantener el medio a 45°C.

En el caso de usar medio base deshidratado, seguir las indicaciones del fabricante.
B.11.3.2.3 Solucion de Telurito

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Telurito de potasio 109
Agua 100,0 mL

Preparacion

Disolver el telurito de potasio en agua y esterilizar. La solucién puede ser almacenada
por varios meses a temperatura de 0 a 5°C.

B.11.3.2.4 Emulsion de Yema de huevo

Preparacion

Lavar con agua Yy jabén los huevos frescos que sean necesarios y limpiarlos con una
solucion de tintura de yodo (solucién alcoholica al 2%) o sumergirlos en solucion de
cloruro mercurico (1:1000). Enjuagar con agua estéril y secar con gasa estéril. En
campana de flujo laminar o en condiciones asépticas, abrir los huevos y vaciarlos en un
separador de claras estéril. Transferir las yemas a una probeta hasta un volumen de 60
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mL y completar a 90 mL con solucién salina isoténica. Verter la emulsién a un matraz
Erlenmeyer con perlas de vidrio estéril y agitar fuertemente para formar la emulsion.
Filtrar a través de gasa. Las placas deben utilizarse dentro de las 48 h siguientes a su
preparacion.

B.11.3.2.5 Solucidn Salina fisiol6gica

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Cloruro de sodio 0,859
Agua 100,0 mL

Preparacion
Disolver el ingrediente en agua y esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.
B.11.3.2.6 Caldo de Infusion cerebro-corazén (BHI)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Infusion de cerebro de ternera 200,0 mL
Infusién de corazon de res 250,0 mL
Peptona de gelatina 10,0 ¢

Cloruro de sodio 500

Fosfato disddico dodecahidratado 2,50

Glucosa 2090

Agua 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua y calentar ligeramente si es necesario. Distribuir y
esterilizar durante 15 min a 121°C +1.

B.11.3.2.7 Acido Desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera.

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera o equivalente 0,03 g

Agar 1,009
Cloruro de calcio anhidro (Solucién 0,01 M) (11.3.2.8) 0,10 mL
Cloruro de sodio 1,00 ¢
Azul de toluidina (Solucion 0,1 M) (11.3.2.9) 0,30 mL
Tris-(hidroximetil-aminometano)

(Tris solucién 0,05 M, pH 9) (11.3.2.10) 100,00 mL

Preparacion

Disolver los ingredientes, excepto el azul de toluidina agitando hasta completar la
disolucion del &cido desoxirribonucleico y calentar a ebullicion. Agregar el azul de
toluidina. Distribuir en frascos pequefios con tapon de hule. No es necesario esterilizar.
Este medio es estable a temperatura ambiente hasta 4 meses y funciona perfectamente
aun después de fundirlo varias veces. Tomar un porta objetos limpio y agregar 3 mL del
medio fundido esparciéndolo por la superficie. Cuando el agar solidifique, hacer
orificios con la punta de una pipeta Pasteur. Conservar en refrigeracion para evitar la
deshidratacion.

B.11.3.2.8 Solucion de Cloruro de calcio anhidro 0,01 M

Cloruro de calcio PM = 110,99

Disolver 0,1199 g de cloruro de calcio en 100 mL de agua.

B.11.3.2.9 Solucion de Azul de toluidina 0,1 M

Disolver 3,05 g de azul de toluidina en 100 mL de agua.

B.11.3.2.10 Solucion Amortiguadora 0,05 M Tris-(hidroximetilaminometano)
(TrispH9) PM =121,1
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Disolver 6,055 g de Tris en 100 mL de agua.

Determinacion de Salmonella spp.
(NOM-243-SSA1-2010)

B.12.1 Fundamento

La presente técnica para la deteccion de Salmonella spp. en alimentos, describe un
esquema general que consiste de 5 pasos basicos:

Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no
selectivo, que permite restaurar las células de Salmonella dafiadas a una condicién
fisiologica estable.

Enriguecimiento selectivo, empleado con el propoésito de incrementar las poblaciones de
Salmonella spp. e inhibir otros organismos presentes en la muestra.

Seleccion en medios solidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el
crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella spp. y permite el reconocimiento
visual de colonias sospechosas.

Identificacion bioquimica, este paso permite la identificacion genérica de los cultivos de
Salmonella spp. y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos.

Serotipificacion, es una técnica serolégica que permite la identificacion especifica de un
cultivo.

B.12.2 Materiales y Equipo

B.12.2.1 Horno para esterilizar que alcance los 180°C

B.12.2.2 Incubadora con termostato para evitar variaciones mayores de + 0,1°C y
termometro

B.12.2.3 Autoclave con termmetro o manémetro, probado con termémetro de maximas
B.12.2.4 Bafio maria con termostato y termometro

B.12.2.5 Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g, o Balanza de precision o analitica
B.12.2.6 Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reostato, con vasos
esterilizables (vidrio o aluminio)

B.12.2.7 Mecheros Bunsen o Fisher

B.12.2.8 Potenciometro

B.12.2.9 Matraces Erlenmeyer de 500 mL

B.12.2.10 Recipientes de boca ancha, de capacidad apropiada para contener las
muestras simples y compuestas

B.12.2.11 Angulos de vidrio

B.12.2.12 Cucharas, bisturies, cuchillos y pinzas

B.12.2.13 Tubos de ensaye de 16 x 150 mm y de 20 x 100 mm

B.12.2.14 Tubos para serologia de 10 x 75 mm o de 13 x 100 mm

B.12.2.15 Pipetas bacterioldgicas de 10,0 y 5,0 mL, graduadas en 0,1 mL y protegidas
con tapén de algodén

B.12.2.16 Pipetas de 1 mL , con graduaciones de 0,01 mL.

B.12.2.17 Cajas de petri estériles de vidrio o desechables

B.12.2.18 Rejillas para tubos de ensaye

B.12.2.19 Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diametro

B.12.2.20 Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones méaximas de 0,4 unidades de pH
para cambios de color

B.12.2.21 Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe
esterilizarse mediante: Horno, durante 2 horas a 170-175°C o autoclave, durante 15 min
como minimo a 121°C £ 1°C

B.12.2.22 Perilla
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B.12.2.23 Vortex

B.12.2.24 Estomacher (opcional)

B.12.3 Reactivos

En caso de disponerse de férmulas comerciales deshidratadas, se deben seguir las
instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su preparacion.

Las sustancias quimicas usadas para preparar los medios de cultivo y los reactivos
deben ser grado analitico.

B.12.3.1 Medios de Pre-enriquecimiento

B.12.3.1.1 Agua de Peptona tamponada

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 10,0¢g
Cloruro sédico 5090
Fosfato sodico dibasico 350
Fosfato potasico monobasico 15¢
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los componentes en agua, calentando si es necesario. Ajustar el pH, si es
necesario, después de la esterilizacion a 7,0. Distribuir en recipientes de vidrio
esterilizables con la capacidad necesaria para obtener las porciones necesarias para la
prueba. Esterilizar por 20 min a 121 + 1°C.

B.12.3.1.2 Caldo Lactosado

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Extracto de carne 3049
Peptona 5049
Lactosa 509

Agua destilada pH final: 6,9+ 0,2 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua, calentando a 65°C. Distribuir en porciones de 225mL,
en frascos de 500 mL. Esterilizar durante 15 min a 121°C * 1°C.

B.12.3.2 Caldo de Enriquecimiento

B.12.3.2.1 Caldo Selenito-cistina

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Triptona o polipeptona 5,009
Lactosa 4,00¢g
Fosfato disddico 10,00 g
Selenito &cido de sodio 4,009
L-cistina 0,01g

Agua destilada pH final: 7,0 + 0,2 a 25°C 1,00 |

Preparacién

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y distribuir en volimenes
de 10 y 225 mL en recipientes estériles, segin se requiera. El caldo asi preparado es
transparente. De preferencia usarlo el mismo dia de su preparacion. Si se desea
conservar el medio por varios dias, puede exponerse al calor en autoclave por 5 min a
110°C + 1°C, tomando entonces un color salmon.

B.12.3.2.2 Caldo Tetrationato

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
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Proteosa peptona o triptona 509

Sales biliares 109
Carbonato de calcio 10,09
Tiosulfato de sodio pentahidratado 30,09
Agua destilada pH final: 7,0+ 0,1 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril. Distribuir, agitando
constantemente, en porciones de 10 y 225 mL, en recipientes estériles. Guardar en
refrigeracion. Antes de usar el medio, agregar 2 mL de una solucion yodo-yoduro y 1
mL de solucion de verde brillante al 0,1% por cada 100 mL de caldo. EI medio una vez
adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo dia de su preparacion
B.12.3.2.3 Vassiliadis-Rappaport

Solucion A

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Triptona 500
Cloruro de sodio 8,09
Fosfato de potasio dihidrogenado 169
Agua destilada 101

Disolver los componentes en agua por calentamiento cercano a 70°C.
Solucién B

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Cloruro de magnesio hexahidratado 400,0 ¢
Agua destilada 101

Disolver el cloruro de magnesio en agua. Como esta sal es muy higroscopica es
conveniente disolver el contenido entero de cloruro de magnesio desde un recipiente
recientemente abierto de tal modo que la concentracion de la solucion sea de 0,4 g/mL.
Conservar en frasco &mbar a temperatura ambiente.

Solucion C

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Oxalato de verde de malaquita 044¢g
Agua destilada 100,0 mL

Disolver el oxalato de verde de malaquita en agua. Conservar en frasco ambar a
temperatura ambiente.
Medio completo

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Solucion A 1000 mL
Solucién B 100 mL
Soluciéon C 10 mL

Preparacion

Adicionar 1000 mL de la solucién A, 100 mL de la solucién B y 10 mL de la solucién
C. Ajustar el pH si es necesario, de tal manera que después de la esterilizacion sea de
5,2. Distribuir antes de usar dentro de tubos en cantidades de 10 mL. Almacenar en
refrigeracion.

B.12.3.2.4 Caldo de Soya tripticasa

FORMULA
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INGREDIENTES CANTIDADES

Tripticasa o triptosa 17,09
Fitona 309
Glucosa 2590
Cloruro de sodio 2590

Agua destilada pH final: 7,3+ 0,2 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destilada, calentando lentamente hasta su
disolucion completa.

Distribuir porciones de 225 mL dentro de matraces de 500 mL y esterilizar en autoclave
durante 15 min a 121°C + 1°C.

B.12.3.2.6 Caldo Soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio

Adicionar al caldo soya tripticasa 5 g de sulfito de potasio por cada 1000 mL de medio,
guedando una concentracion final de sulfito de potasio del 0,5%. Adicionar el sulfito de
potasio antes de esterilizar en autoclave en la forma habitual.

B.12.3.3 Medios de Aislamiento

B.12.3.3.1 Agar verde brillante (VB)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Extracto de levadura 3,0000 g
Polipeptona (Proteosa peptona No. 3) 10,0000 g
Cloruro de sodio 5,0000 g
Lactosa 10,0000 g
Sacarosa 10,0000 g
Rojo de fenol 0,0800 g
Agar 20,0000 g
Verde brillante 0,0125¢
Agua destilada pH final: 6,9 £ 0,2 1,0000 |

Preparacion

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar a ebullicion, hasta
disolucion completa.

Ajustar el pH. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121°C + 1°C. EIl sobrecalentamiento
del medio disminuye su selectividad. Enfriar el medio a 50°C y distribuirlo en cajas de
petri estériles. El aspecto del medio es obscuro, de color marrén.

B.12.3.3.2 Agar con sulfito de bismuto

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Extracto de carne de res 5,000 g
Mezcla de peptonas 10,000 g
Glucosa 5,000 g
Fosfato disddico (anhidro) 5,000 g
Sulfato ferroso (anhidro) 0,300 g
Sulfito de bismuto 8,000 g

Verde brillante 0,025 g

Agar 20,000 g

Agua destilada pH final: 7,6 £ 0,2 1,000 |

Preparacion

Suspender los ingredientes en un litro de agua. Calentar hasta su disolucion completa,
agitando frecuentemente. Ajustar el pH. Enfriar a 45°C y verter en cajas de petri
estériles, distribuyendo de manera homogénea el precipitado propio del medio. El
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aspecto de las placas es opaco, de color verde palido y deben usarse el mismo dia de su
preparacion. Si la coloracion es parda, no deben utilizarse. EI medio no debe
esterilizarse en autoclave; el sobrecalentamiento afecta su selectividad.

B.12.3.3.3 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Xilosa 3,759
L-lisina 5,00¢9
Lactosa 75049
Sacarosa 7,509
Cloruro de sodio 5,009
Extracto de levadura 3,009
Rojo de fenol 0,084
Agar 15,00 g
Desoxicolato de sodio 2,509
Citrato férrico-amdnico 0,80 g
Tiosulfato de sodio 6,80 g

Agua destilada pH final: 6,9 £ 0,2 1,00 |

Preparacion

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada, y calentar en bafio de agua a
55°C, agitando frecuentemente, hasta disolucion completa. Ajustar el pH. Enfriar a 50°C
y verter en cajas de petri estériles.

No se esterilice. El sobrecalentamiento produce una precipitacion; la reactividad del
medio puede ser satisfactoria, pero las colonias suelen ser muy pequefias. El aspecto del
medio es claro y de color rojo brillante.

B.12.3.3.4 Agar para Salmonella y Shigella (SS)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Extracto de carne 5,000 g
Polipeptona 5,000 g
Lactosa 10,000 g
Sales biliares 8,500 g
Citrato de sodio dihidratado 8,500 g
Tiosulfato de sodio pentahidratado 8,500 g
Citrato férrico 1,000 g
Agar 13,500 g
Rojo neutro 0,025 ¢
Verde brillante 0,330 mg

Agua destilada pH final: 7,0 £ 0,2 1,000 |

Preparaciéon

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada esteril y calentar a ebullicion
hasta disolucion completa. Ajustar el pH. No esterilizar en autoclave. Enfriar a 50°C y
distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas. El aspecto del medio
fundido es claro y de color rosado.

Nota: La polipeptona se puede sustituir por 2,5 g de peptona de caseina y 2,5 g de
peptona de carne.

B.12.3.3.5 Agar Entérico Hektoen

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Proteosa peptona 12,000 g

98



Extracto de levadura 3,000 g

Lactosa 12,000 g
Sacarosa 12,000 g
Salicina 2,000 g
Sales biliares 9,000 g
Cloruro de sodio 5,000 g
Tiosulfato de sodio 5,000 g
Citrato amonico férrico 1,500 g
Azul de bromotimol 0,064 g
Fuscina acida 0,100 g
Agar 13,500 g
Agua pH final: 7,5+ 0,2 1,000 |

Preparacion

Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir con agitacion hasta completa
disolucion del agar. No sobrecalentar. Dejar enfriar a 55-60°C y distribuir en cajas de
petri estériles en condiciones asépticas.

Meétodo para la Cuenta de Mohos y Levaduras en Alimento.
(NOM-111-SSA1-1994)

B.17.1 Fundamento
El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra de prueba en un medio
selectivo especifico, acidificado a un pH 3,5 e incubado a una temperatura de 25 £ 1°C,
dando como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de
microorganismaos.
B.17.2 Reactivos y materiales
B.17.2.1 Reactivos
Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser de grado analitico y cuando se
indigue agua debe entenderse como agua destilada.
1) Medios de cultivo.
Agar papa - dextrosa, comercialmente disponible en forma deshidratada.
Preparacion del medio de cultivo.
Seguir instrucciones del fabricante y después de esterilizar, enfriar en bafio de agua a 45
* 1°C, acidificar
a un pH de 3,5 + 0,1 con acido tartarico estéril al 10% (aproximadamente 1,4 mL de
acido tartarico por 100 mL de medio). Después de adicionar la solucién, mezclar y
medir el pH con potenciémetro. Dejar solidificar una porcion del medio. Hacer esto en
cada lote de medio preparado. A fin de preservar las propiedades gelificantes del medio,
no calentar después de agregar el acido tartarico.
B.17.2.1.1 Soluciones.
i) Solucién reguladora de fosfatos (solucién concentrada)

Férmula

Ingredientes Cantidades
Fosfato de potasio monobasico 3409
Agua 101

Preparacion:

Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7,2 con hidroxido de sodio 1 N.
Llevara 1,0 | de agua.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeracion (solucion
concentrada).
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Tomar 1,25 mL de la solucién concentrada y llevar a 1,0 | con agua (solucion de
trabajo).

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 mL segln se requiera.

Esterilizar a 121 + 1°C durante 15 minutos.

ii) Solucidn estéril de acido tartarico al 10%

Férmula

Ingredientes Cantidades
Acido tartarico 109
Agua destilada 100, mL

Preparacion:

Disolver el &cido en el agua y esterilizar a 121 + 1,0 °C por 15 minutos o por filtracion a
través de membrana de 0,45 pm.

B.17.2.2 Materiales.

B.17.2.2.1 Pipetas bacterioldgicas para distribuir 10 y 1 mL(o si es necesario de 1 mL y
2 mL), con tapdn de algodon. Pueden utilizarse pipetas graduadas en volimenes iguales
a una décima de su volumen total.

B.17.2.2.2 Cajas Petri.

B.17.2.2.3 Frascos de vidrio de 250 mL con tapon de rosca.

B.17.2.2.4 Tubos de 16 x 150 mm con tapdn de rosca.

B.17.2.2.5 Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas,
tijeras, cucharas, espatulas, etc.

B.17.2.2.6 Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo
estudio, deben esterilizarse mediante:

Horno, durante 2 h de 170 a 175°C o por 1h a 180°C o autoclave, durante 15 minutos
como minimo a 121 + 1,0°C. 98 (Segunda Seccion) DIARIO OFICIAL Lunes 27 de
septiembre de 2010

B.17.2.3 Aparatos e Instrumentos

B.17.2.3.1 Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.
B.17.2.3.2 Incubadora con termostato que pueda ser mantenido a 25 + 1,0°C provista
con termémetro calibrado.

B.17.2.3.3 Autoclave que alcance una temperatura minima de 121 + 1,0°C.

B.17.2.3.4 Bafio de agua con control de temperatura y circulacion mecanica, provista
con termometro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 +
1,0°C.

B.17.2.3.5 Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal
cuadriculada y lente amplificador.

B.17.2.3.6 Registrador mecénico o electrdnico.

B.17.2.3.7 Microscopio optico.

B.17.2.3.8 Potenciometro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

B.17.3 Preparacion de la Muestra

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo sefialado en el numeral B.4.1
(Procedimiento para la preparacion y dilucién de muestras de alimentos para su analisis
microbiologico) de este apéndice normativo.

B.17.3.1 Procedimiento

B.17.3.1.1 Colocar por duplicado en cajas Petri 1 mL de la muestra liquida directa o de
la dilucidn primaria, utilizando para tal proposito una pipeta estéril.

B.17.3.1.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera
sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilucién.

B.17.3.1.3 Verter de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado, fundido y
mantenido a 45 £ 1 °C en un bafio de agua. El tiempo transcurrido entre la preparacion
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de la dilucion primaria y el momento en que es vertido el medio de cultivo, no debe
exceder de 20 minutos.

B.17.3.1.4 Mezclar cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en el sentido contrario y seis
de atrés para adelante, sobre una superficie lisa. Permitir que la mezcla se solidifique
dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria.

B.17.31.5 Preparar una caja control con 15 mL de medio, para verificar la esterilidad.
B.17.3.1.6 Invertir las cajas y colocarlas en la incubadora a 25 + 1°C.

B.17.3.1.7 Contar las colonias de cada placa después de 3, 4 y 5 dias de incubacion.
Después de 5 dias, seleccionar aquellas placas que contengan entre 10 y 150 colonias. Si
alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de mohos o si es dificil contar
colonias bien aisladas, considerar los conteos de 4 dias de incubacion y aun de 3 dias.
En este caso, informar el periodo de incubacion de 3 o 4 dias en los resultados del
analisis.

B.17.3.1.8 Si es necesario, cuando la morfologia colonial no sea suficiente, examinar
microscopicamente para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las bacterias.
B.17.4 Expresion de Resultados

Célculo del Método

Considerar las cuentas de placas con 10 a 150 colonias como las adecuadas para el
informe.

Multiplicar por el inverso de la dilucion, tomando en consideracion los criterios del
numeral B.4.2 de este apéndice (Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa),
para la expresion de resultados.

B.17.5 Informe de la Prueba

Informar:

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o mL) de mohos en agar
papa — dextrosa acidificado, incubadas a 25 + 1°C durante 5 dias.

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o mL) de levaduras en
agar papadextrosa acidificado, incubadas a 25 + 1°C durante 5 dias
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