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RESUMEN

La investigacion se plante6 con el objetivo de desarrollar y formular un
yogur para lechones en la etapa del destete, se desarrollaron cuatro
ensayos incorporandoles una mezcla de probidticos (sustituto de leche),
que contenia los liofilizados de Bacillus licheniformis con el propdsito de
reforzar el sistema digestivo de los lechones.

La ejecucion de la parte experimental se acoplé a la ICH, Q8, con base
a esta se establecieron como atributos criticos para la calidad del
suplemento alimenticio (que al reconstituirlo en agua se convertira en
yogur), teniendo en cuenta el uso previsto y via de administracion
tomando como referencia un producto prototipo, dando como resultado
el “Perfil del producto”.

Entre los atributos de calidad se encuentran las propiedades
organolépticas (color, olor, sabor, aspectos, particulas extranas y
textura) ya que son determinantes en la aceptacion del animal,
propiedades fisicoquimicas (pH, fluidez de polvos, viscosidad vy
densidad); ya que proporcionara la estabilidad del producto. Ademas,
se realizaron estudios tercerizados de propiedades bromatoldgicas
(carbohidratos totales, grasa total, humedad, cenizas, fibra cruda y
calcio) se consideraron importantes en los ensayos, ya que permitio
conocer el aporte nutricional que otorgara el producto, asi como la
identificacion del microorganismo probiético, que dié confiabilidad que
estos se encontraban presente en el producto terminado, y la calidad
microbiolégica que determind presencia o ausencia de patdgenos

En la etapa de preformulacién (4 ensayos) hasta obtener el producto
esperado, el ensayo F-04 cumplié con los parametros deseados segun
lo establecido en el perfil del producto por lo que se seleccioné como el
producto terminado, ya que cumplié con todos los parametros de
calidad establecidos como criticos y los resultados de terceria
esperados.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos funcionales producen efectos beneficiosos a la produccion y a
la sanidad de los animales, superior a los alimentos tradicionales, dentro de la
gama de alimentos funcionales estan los probidticos, sin embargo, estos
deben contener microorganismos vivos en cantidades necesarias para que
produzcan sus efectos benéficos, por lo que las concentraciones minimas que
debe poseer un alimento para ser considerados funcional o alimento
probiotico son de 108 UFC/g o mL, segun la FAO/OMS. Para la elaboracion
de este tipo de alimento, los microorganismos (probidticos) pueden ser
incorporados en cualquier alimento que puedan servir como vehiculo, que en
ciertas condiciones de temperatura y pH en el proceso de elaboracion y
almacenamiento se mantengan vivos hasta ser ingeridos y puedan
desencadenar sus efectos benéficos en el animal.

En el area pecuaria se detectoé la necesidad de una propuesta de un producto
que pueda cumplir las funciones como sustituto lacteo en crias de cerdos en
etapas de destete, ya que, las camadas mas grandes provocan crecimientos
dispares entre sus crias y las madres son incapaces de alimentar
adecuadamente a estas camadas debido a que es necesario mucha energia
para mantener un alto nivel de produccion de leche, es por ello que no todos
los lechones alcanzan su potencial genético de crecimiento.

El desarrollo del estudio presentd la propuesta de formulaciones del yogur
para lechdn (4 ensayos) se incorporé en la formula un sustituto lacteo que
contenia los microorganismos Bacillus licheniformis, en cantidades
adecuadas para considerarse probidtico, el producto terminado fue un
suplemento alimenticio que posteriormente al reconstituirlo en agua se
convertira en yogur, de manera general se baso el proceso para desarrollar
un producto farmacéutico, las etapas que lo componen como la
preformulaciéon farmacéutica y el disefio farmacéutico acoplados a la
normativa ICH Q8 (Conferencia Internacional de Armonizacion, Desarrollo
Farmacéutico), y con base y adopcion de esta guia se definieron los
parametros (aspectos) criticos para la calidad del producto terminado en el
disefio del Perfil del producto especificos para la forma farmacéutica, que
posteriormente fueron comparados con un producto prototipo, que permitié
llevar a cabo seleccion de la férmula idonea que cumpla con los requisitos de
calidad establecidos.

La parte experimental se llevé a cabo en el laboratorio de las instalaciones de
Innovaciones Nutricionales S.A de C.V, que brind6 asesoria técnica, asi como
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también el espacio de laboratorio y uso de equipos para evaluar los atributos
de calidad, fisicos, quimicos y microbiolégicos de los ingredientes de la
férmula, asi como también del producto terminado.

Posteriormente a la parte experimental se presentan los resultados obtenidos
en la investigacion, asi como la discusidén de estos resultados por parte del
equipo investigador segun los objetivos planteados inicialmente, finalmente se
plantean las conclusiones y recomendaciones obtenidas de los cuatro
ensayos de yogur desarrollados determinando asi la férmula ideal como
probiotico en dietas de lechones en destete.
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2.1.

2.2.

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una formula de yogur con probidtico para dietas de
lechones en destete.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Incorporar en la propuesta de férmula un sustituto lacteo
que contenga Bacillus licheniformis como probidtico.

2.2.2. Evaluar los atributos de calidad, fisicos, quimicos vy
microbiolégicos de los componentes de la férmula.

2.2.3. Determinar un proceso especifico de fabricacion vy
establecer controles en el proceso.

2.24. Comparar las caracteristicas fisicas, quimicas vy
microbiolégicas del producto terminado con las del
producto prototipo.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Bacillus

Los microorganismos del género Bacillus presentan un tamano entre 4-10 um,
(BGP), aerobios estrictos, forman endosporas capaces de resistir condiciones
extremas. Las especies de este género se clasifican en los subgrupos B.
polymyxa, B. subtilis que incluye a B. brevis, B. licheniformis, B. cereus y B.
anthracis. Tienen la capacidad de ser metabdlicamente muy diversos lo que
les permite tener una colonizacion exitosa en el ambiente rizosférico. Entre
algunos mecanismos se encuentran la solubilizacion de fosfato, la sintesis de
fitohormonas como el acido indol acético y la capacidad de controlar algunos
hongos patdgenos en la rizésfera. (')

Este género pertenece a la familia Bacillaceae, “Los miembros de este género
se caracterizan por ser Gram positivos, de forma bacilar, catalasa positiva,
aerobios estrictos o0 anaerobios facultativos y formadores de endosporas”
Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, algunos forman parte de la
flora normal y otros son considerados contaminantes; otra variedad de
especies se encuentra asociada a plantas, donde el crecimiento es favorable
y permite el control biolégico de patdogenos. También, tienen implicaciones
médicas por la produccion de antibiéticos como: polimixina y bacitracina, asi
como su aplicacion industrial en la produccién de solventes, enzimas,
vitaminas, entre otros. ()

3.1.1. Bacillus licheniformis

B. licheniformis es una bacteria ubicua en la naturaleza, existe
predominantemente en el suelo en forma de espora, es un baston, Gram
positivo, movil anaerobio facultativo y formador de esporas. pertenece al grupo
B. subtilis del género Bacillus, es considerado un microorganismo mesdfilo
con una temperatura minima de crecimiento de 15 °C pero es capaz de crecer
a 50-55 °C. ©®

B. licheniformis es la especie esporulada mas comunmente aislada de leche
cruda y ha sido descrita como una de las tres especies predominantes en
polvos lacteos, este microorganismo es de gran interés, no solo por su
predominancia en la linea de produccion de polvos lacteos sino también, por
el amplio potencial tecnologico de la bacteria en si y de sus productos
extracelulares, ya que se ha usado por décadas en la produccién industrial de
distintas enzimas. ©®
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3.1.1.1. Caracteristicas morfolégicas de B.
licheniformis:

- Morfologia microscopica: forma irregular, con una superficie brillante de
elevacion plana y con un margen rizado. Se considera un bacilo
grampositivo con un color beige.

- Es un microorganismo del suelo con caracter apatdogeno, asociado
sobre todo con materiales de plantas y vegetales en la naturaleza. B.
licheniformis se puede aislar practicamente en cualquier lugar, ya que
la resistencia de sus endosporas le confieren la capacidad de
supervivencia.

- Morfologia macroscopica: Varia en funcién del medio que se emplee.
- pH 6ptimo de crecimiento 5-8.

- Requiere medio nutricional complejo con aminoacidos, péptidos,
vitamina, sales, acidos grasos y carbohidratos fermentables.

- Temperatura 6ptima de crecimiento: con una minima de crecimiento de
15 °C pero es capaz de crecer a 50-55 °C. ©)

- Este género se caracteriza por su forma bacilar, por ser Gram positivos,
de catalasa positiva, aerobios estrictos y formadores de endosporas,
dentro de la practica microbioldgica se aplican técnicas fenotipicas que
permiten una identificacion. Sin embargo, muestran algunas
limitaciones que se pueden observar de manera mas evidente para
algunos microorganismos y los métodos moleculares contribuyen a
eludir algunas de estas, permitiendo lograr el objetivo de una
identificacion con mayor sensibilidad y precision. (1)

3.2. Probioéticos

3.2.1. Historia de los probiéticos

Como lo retoma Zecena, L.; E., A. (2018) de la FAO/OMS, el término
“probidtico” derivado de bios, palabra griega que significa “vida”, nacié a
mediados del siglo pasado a partir de la observacién de la influencia positiva
de determinados microorganismos en la flora intestinal. El significado
completo de la palabra “probidtico” es “a favor de la vida” y actualmente se
utiliza para designar las bacterias que tienen efectos benéficos para los seres
humanos y los animales. (19
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Los beneficios a la salud asociados a las bacterias “amigables” llamo la
atencion del publico en general por primera vez en 1908, cuando el biélogo
Ruso Dr. Elie Metchnikoff escribié “The Prolongation of Life” (La prolongacién
de la vida). Afirmé que “la dependencia de los microbios intestinales con
respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora
de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles”.('?)

Para ese tiempo el pediatra francés Henry Tissier observd que nifios con
diarrea tenian escasez de bacterias caracterizadas por una morfologia
peculiar en forma 31 de “Y” en sus heces, las cuales estas bacterias “bifidas”
por el contrario eran muy abundantes en nifios sanos, por lo que sugirio la
posibilidad de ser administradas estas bacterias a pacientes con diarrea para
facilitar la recuperacion de una flora intestinal sana. (!9

Las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron
propuestas cientificas con respecto a la utilizacién probidtica de bacterias,
pero fue hasta 1960 que se utilizd la palabra “probidtico” para describir
aquellas sustancias secretadas por un microorganismo que estimula el
crecimiento de otros microorganismos. (1)

En la actualidad los microorganismos probioticos tienen gran importancia a
nivel industrial, debido a que numerosas investigaciones han demostrado
resultados diversos principalmente de caracter benéfico para la sociedad tanto
para personas como para la industria de la agricultura. (1)

Los probidticos han sido sefialados como una alternativa al uso de antibiéticos
promotores de crecimiento en la alimentacion animal. Aunque existen muchas
definiciones, todas coinciden en sefialarlos como microorganismos vivos que
ejercen un efecto benéfico para el tracto intestinal del hospedero, sin perturbar
las funciones fisioldgicas normales. (19

Dentro de los microorganismos que han sido autorizados para su empleo en
la alimentaciéon animal podemos distinguir diferentes grupos de bacterias
probioticas (Bacillus cereus, Bacillus cereus toyoi, Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Lactobacillus farciminis, Pediococcus
acidilactici) y entre las levaduras probiéticas el género mas comun es el
Saccharomyces, especies Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
cerevisiae var Boulardii., estas cepas han demostrado efectos positivos en
especies tales como rumiantes, aves, porcinos, peces y conejos. (7)

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los cuales definieron a
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los probidticos como microorganismos vivos que, al ser administrados en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio saludable al hospedero. (17

También se menciona que los probidticos son organismos vivos que
adicionados a las raciones que actuan en el tracto digestivo de los animales
de diversas maneras: con efectos nutricionales, suprimen la produccion de
amonio y neutralizan entero-toxinas, estimulan el sistema inmune y exclusion
competitiva. (1)

El uso de los probidticos en la cria de lechones es una herramienta esencial
para el porcicultor, ya que al nacer los lechones quedan expuestos a los
microorganismos patdégenos del ambiente que los rodea, los que colonizan su
sistema digestivo el cual contiene una poblacion relativamente estable y
compleja que representa la microflora intestinal normal del lechén, no obstante
esta estabilidad puede ser alterada por cambios en la dieta, ambientales o
estrés causando un incremento de la cantidad de microorganismo patégenos
causando problemas entéricos que conllevan a la incidencia de la morbilidad
y mortalidad de los lechones causadas por desordenes gastrointestinales, los
cuales son una de las principales causas de pérdida econdmica en la industria
porcina. (17

Para que una cepa probidtica produzca un efecto benéfico debe encontrarse
en altas cantidades en el alimento y estar activos a la hora de ser ingeridos,
para que pueda adherirse en la mucosa intestinal y producir sustancias
inhibitorias y asi combatir a patdgenos potenciales. (19

3.2.2. Definiciéon de Probioéticos.

Como lo retoma Zecefia L.; E., A. (2018), de acuerdo con la Organizacion
Mundial para la Salud (OMS) la definicién de probidtico es: “microorganismos
vivos que, administrados en cantidades adecuadas, producen beneficios a la
salud. (19

Estos microorganismos vivos se incorporan a un alimento, permaneciendo
activos en el intestino ejerciendo importantes efectos fisioldgicos. (19

Los probiéticos al ser ingeridos en cantidades adecuadas y manteniéndose
viables en el organismo dan respuesta a contribuir en el equilibrio de la
microflora intestinal y favorecer al sistema inmune del huésped. (19

B. licheniformis es la especie esporulada mas comunmente aislada de la leche
cruda, este microorganismo es de gran interés, no solo por su predominancia
en la linea de produccién de polvos lacteos, sino también, por el amplio
potencial tecnoldgico de la bacteria. ©®
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Criterios para que un microorganismo pueda ser considerado probidtico. (1)
- Ser de naturaleza no patégena.
- Ser resistente a la destruccion por acido gastrico o biliar.
- Ser resistente a la destruccién por procesamiento.
- Capacidad de adhesion a las superficies epiteliales.
- Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal en corto tiempo.
- Sobrevivir en el ecosistema intestinal.
- Producir sustancias antimicrobianas.
- Permanecer vivas y estables durante su empleo.
- Modular Respuestas inmunes

- Influenciar actividades metabdlicas humanas.

3.2.3. Probioéticos como alimentos funcionales en animales

La denominacion “probidtico” o “alimento funcional probiético” se aplica tanto
a los microorganismos como a los productos alimenticios, que contienen
determinados microorganismos viables en numero suficiente para alterar o
modificar la flora intestinal original (por implantacion o colonizacion) en
cualquier compartimiento digestivo del huésped y asi ejercer efectos
beneficiosos para la produccion de los animales. @

Son productos alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco,
ayudan a mantener el estado de salud general del organismo y a la vez
pueden tener un efecto benéfico adicional, terapéutico o preventivo en el
huésped. @

Actualmente se describen como suplemento alimenticio microbiano vivo que
afecta benéficamente al animal hospedero fomentando su balance microbiano
intestinal, no obstante, el concepto se ha redefinido y hoy dia se habla también
de cultivos de uno o varios microorganismos vivos que, al ser suministrados
al hombre o a los animales contribuyen al hospedero desarrollando las
propiedades del microbiota original. (2

La utilizacion de probiéticos se ha dirigido a dos areas principalmente: la salud
y alimentacion humana, y la sanidad y produccion animal. En la produccion
animal, la importancia de los probidticos en cuanto a su uso en la alimentacién
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de los animales de granja se basa en las propiedades que se les atribuyen
para mejorar la eficiencia de conversion alimenticia y como promotores de
crecimiento. Ya que el uso continuo e indiscriminado de antibidticos en
animales de granja como promotores de crecimiento produjo la aparicion de
cepas bacterianas resistentes, capaces de transferir la resistencia a otras
bacterias incluso de diferente género y especie. ?

Por tanto, los probidticos se perfilan como una de las opciones mas
destacadas con respecto a la utilizacion de antibiéticos en animales y como
una solucion promotora de la calidad y de la seguridad dietaria. Los
probioticos no sustituyen a los antibidticos como agentes terapéuticos, pero
pueden ser vistos como el medio de reparar deficiencias en la flora intestinal
inducidas por efectos dietarios, haciendo al hospedero mas resistente a la
enfermedad y reduciendo la frecuencia del uso de antibioticos. ?)

Los microorganismos probioticos deben permanecer viables y activos en el
alimento y durante el transito gastrointestinal, para garantizar su potencial
efecto benéfico en el huésped. En este aspecto, son importantes el pH
derivado del proceso de fermentacion, el oxigeno disuelto (especialmente
para las bifidobacterias), el antagonismo entre especies, la composiciéon
quimica del medio de cultivo, la concentracién de azucares, las practicas de
inoculacion del cultivo probidtico, la temperatura y duracion de la
fermentacion, y las condiciones de almacenamiento del producto. ?

3.2.4. Probidticos, eficacia y uso en alimentos

Los probidticos utilizados en alimentos para uso animal pertenecen, aunque
no exclusivamente, al género Bacillus. En el cuadro N° 1 se presentan las
principales especies usadas hasta el momento. Sin embargo, cada dia se
investiga el posible uso de nuevas especies, siempre y cuando se demuestre
que cumplan los criterios de seleccion para un probidtico. (€62)

Criterios a cumplir para la seleccién de un microorganismo como probiético:
1) Presentar tolerancia a los acidos y a las sales biliares;
2) Ser identificados y clasificados por técnicas genotipicas;
3) Presentar efecto antagonico contra bacterias patogenas;

4) No actuar como patégenos oportunistas, aun cuando el hospedero se
encuentra inmunodeprimido;
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5) Estimular al sistema inmunolégico mejorando la resistencia contra
patdgenos

6) Poder adherirse al intestino.

Cuadro N° 1: Microorganismos permitidos en alimentos para uso animal por

la Asociacion Americana de Oficiales de Control de Alimentos para Animales.
2,9

Género Especie

Bacillus B. thuringiensis Ber., B. licheniformis Ches., B. megaterium De
Bary., B. subtilis y B. mycoides Flug. B. megaterium, B. polymyxa,
B. brevis, B. cereus y B. anthracis.

Otras especies. Saccharomyces boulardii, S. cerevisiae, Streptococcus
thermophilus, Bacillus toyoi, Bacillus cereus, Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus faecium.

Fuente: elaboracion propia con base a la referencia de Castillo B,. 2016. @

Muchas compafiias internacionales comercializan alimentos con probi6ticos,
a los que atribuyen determinados efectos benéficos en la salud, sin embargo,
la cantidad de probiéticos vivos que debemos ingerir para observar un efecto
positivo sobre el organismo, depende de la especie usada y del tipo de efecto
buscado. De manera general, se considera que consumiendo diariamente 100
g de alimentos que contengan entre 108 y 107 UFC/g viables, se producira un
efecto benéfico para la salud. (1%

3.2.5. Factores Biolégicos y Tecnoldégicos en el uso de
probidticos.

Los factores que se deben considerar en el desarrollo de alimentos que
contienen probidticos son (19):

1. Seleccion de la cepa
2. Cantidad de in6culo

Toxicidad nula

> W

Adaptacion al proceso. (principalmente tipo de sustrato, competencia
con otros cultivos lacticos, calentamiento, etc).

o

Identificacion y enumeracion de la poblacion viable.

6. Estabilidad durante el almacenamiento (temperatura, pH, Oxigeno)
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7. Posibles cambios en las propiedades sensoriales.

3.2.6. Efectos de los probiéticos sobre la salud animal.

En la produccién pecuaria con fines comerciales, es frecuente el uso de
aditivos para aumentar la efectividad de los nutrientes presentes en el
alimento, su disponibilidad y absorcion en el tubo digestivo, ademas de
modular la flora intestinal de los animales y promover su crecimiento. El nivel
de aditivos que normalmente deben ser adicionados a los alimentos para
animales, en funcion de aumentar el crecimiento y una mayor productividad,
es bajo. ©

Uno de los mecanismos de los probidticos consiste en cambiar la dinamica de
la poblacién microbiana, disminuir el crecimiento de microorganismos
patdgenos y promover el crecimiento de microflora beneficiosa. Poblaciones
microbianas benéficas en el tubo digestivo, se han asociado con aumento en
el rendimiento del animal, lo que refleja una digestién mas eficiente y mejora
en la inmunidad. La capacidad de los probidticos de reducir los
microorganismos patdégenos en el tubo digestivo, puede deberse a la
produccién de bacteriocinas, a la exclusion por competencia al adherirse los
probiodticos al epitelio intestinal, al cambio en pH y a la induccion de la
respuesta del sistema inmune. )

Dentro de los efectos benéficos que se han atribuido a estos microorganismos
se incluyen:

- Descenso del colesterol sérico.

- Progreso en la absorcion del calcio.

- Reduccion de la intolerancia a la lactosa.

- Favorece la prevencion de cancer colon-intestinal.

- Alivio en las enfermedades infecciosas.

- Alivio en enfermedades crénicas intestinales como colitis ulcerosa.

Estos efectos pueden deberse directa o indirectamente a la regulacion de la
respuesta inmunoldgica o de la microflora intestinal. Los probidticos mejoran
el equilibrio de la microflora intestinal, puesto que se unen a los receptores
intestinales competitivamente, actuan acidificando la Iluz intestinal,
segregando sustancias que inhiben la proliferacion de microorganismos
patégenos, ya que producen acidos organicos, bacteriocinas, entre otros. (19
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Las bacteriocinas son de gran importancia para la industria de alimentos,
puesto que gracias a su actividad antimicrobiana pueden utilizarse como
conservadores bioldgicos, y estos en un momento podrian ocupar el lugar de
los conservadores quimicos porque tienen la ventaja de ser proteinas que al
biodegradarse no forman compuestos secundarios. ("9

Los probidticos se situan en la mucosa del intestino y ahi originan las
sustancias inhibitorias que combaten la accion de bacterias toxigénicas, por
lo tanto, esta poblacion microbiana, figura un potencial metabdlico importante
que no solo conserva los procesos de digestion, sino que también actua sobre
los procesos de destoxificacion, llevados a cabo en el intestino, ademas de la
estimulacién del sistema inmunoldgico. Los probiéticos son llamados también
bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir las
infecciones entéricas y gastrointestinales. (19

3.3. El yogur

Es un producto lacteo obtenido mediante la fermentacién bacteriana de la
leche. Si bien se puede emplear cualquier tipo de leche, la produccién actual
usa predominantemente leche de vaca. La fermentacién de la lactosa (el
azucar de la leche) en acido lactico es lo que da al yogur su textura y sabor
tan distintivo. A menudo se le afade fruta, vainilla, chocolate y otros
saborizantes, pero también puede elaborarse sin anadirlos; en algunos paises
se conoce al de sabor natural como Kumis ("natural"). ("4

"Es el producto coagulado obtenido por fermentacion lactica de la leche o
mezcla de ésta con derivados lacteos, mediante la accion de bacterias
lacticas. Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus, pudiendo
estar acompafadas de otras bacterias acido lacticas que por su actividad le
confieren las caracteristicas al producto terminado; estas bacterias deben ser
viables y activas desde su inicio y durante toda la vida util del producto. (4

3.3.1. Definicion

Segun la norma NSO 67.01.10:06 Productos Lacteos Yogur. Especificaciones
define yogur como el producto lacteo pasteurizado obtenido por fermentacion
lactica mediante la accién de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus a partir de leche entera, semidescremada o descremada
fortificada o no con sdélidos de leche. Los microorganismos vivos presentes en
el producto final deben ser de los tipos antes mencionados y su contenido
abundante. Pueden contener cultivos prebidticos. (1%
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3.3.2. Historia

Es muy dificil establecer un lugar de origen del yogur, ya que se consumia
antes que la agricultura iniciara, sin embargo, hay indicios que explican que el
yogur se origind en Europa Oriental donde hoy se ubica la republica de
Turquia. Por otra parte, hay algunos datos que indican que su origen se dio
en Bulgaria o Asia Central. (1%

El yogur fue descubierto por accidente; se dice que en un comienzo las
personas que conformaban los pueblos ganaderos ndmadas trasladaban
leche fresca que recolectaban de los animales en bolsas fabricadas con piel
de cabra, en donde gracias al calor y el contacto con dicha piel, sucedia una
alteracion bioldgica, las bacterias se multiplicaban y daban como resultado
una leche fermentada de consistencia semisolida y coagulada.

Este descubrimiento fue de suma importancia para estos pueblos, ya que,
gracias a la fermentacion de la leche, esta se conservaba mas tiempo,
prolongando asi la vida util del producto y generando una serie de
caracteristicas organolépticas agradables. (1%

Existen estudios sobre el yogur que revelan a este como una bebida
proveniente del prokisch, que es una leche acida fabricada en Tracia, una
region Balcanica del sureste de Europa ubicada al norte del mar Egeo, cuya
elaboracion partia de la leche de oveja o de bufala, a la que se le combinaba
con leche de cabra o de vaca.

El yogur tuvo mucha importancia en todo el oriente de Europa, debido a los
beneficios que aportaba a la salud, y se lo denomina de diferentes formas en
algunos lugares antiguos de Turquia o de la zona oriente de Europa.

Es por eso que en Rusia se lo conocia como KUMIS en el siglo IV A.C.
Mientras que en algunos textos médicos arabes se le llamaba LEBEL 633 A.C.
El nombre de yogur nace en Turquia, ya que ellos en un principio lo llamaban
YUGURUT. EI DAHI y el suero acido aparecen en la India entre los siglos VII
y VIII A.C. Se le llamo AIRAN, en Asia Central, en el siglo XII D.C. al igual que
el KHERAN en Rusia y TARHO en Hungria en el siglo XIV. (1%

A lo largo del tiempo los derivados lacteos han sido muy consumidos por todo
el mundo, productos como el kéfir y el kumis son claros ejemplos de esta
popularidad.

Al kéfir se lo consideraba una bebida de profetas, su origen se remota al
Caucaso donde se le consumia regularmente durante miles de afos para
evitar el envejecimiento y tener una vida sana, por esta razon se le llamaba
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elixir de salud y larga vida. El kumis es una leche fermentada proveniente del
Kumaso, pueblo de la provincia de Yamato (Japoén), de ahi se deriva su
nombre. Era considerada un alimento divino, ya que se utilizaba en sanatorios
para curar a personas que sufrian de tuberculosis.

En el siglo Il el yogur fue un alimento muy reconocido a nivel medicinal, ya
que el consumo del mismo disminuia los dolores estomacales, también se le
recomendaba para curar enfermedades como la tuberculosis y malestares de
higado, ademas se vio el beneficio que tenia como calmante y regulador
intestinal. Con la llegada de los pueblos némadas asiaticos a toda Europa, el
yogur comienza a ser difundido en distintos pueblos europeos, primero tuvo
mucha acogida en pueblos germanicos y nordicos siendo estos amantes de
la leche y de preparados lacteos. (19

El yogur aparece en América del norte gracias a colonizadores y exploradores
que trajeron este producto para soportar hambre y prevenir enfermedades
durante su viaje. El yogur logré obtener mucha aceptacion en América, y en
Europa occidental su consumo fue despreciado debido a su sabor natural y
caracteristico que éste contenia. En la década de los afos 60 logré superar
una mayor demanda el yogur con frutas o saborizado, ademas se le incorporo
una innovacién en la presentacion en los diferentes recipientes de plastico
desechables para su venta. De esta manera el yogur logré una gran demanda
en paises como México, Estados Unidos, Canada etc. Siendo los paises con
mayor produccion en la actualidad Japén, América del Norte y Australia.

A principios del siglo XX el yogur toma mayor importancia en la alimentacion
diaria de las personas en todo el mundo, puesto que verifico gracias a estudios
de la época, que el yogur tenia grandes ventajas para el organismo de los
seres humanos.

Metchnikoff, a quien le fue concedido el premio Nobel 1908 (Junto con Paul
Ehrlich), sostenian la teoria de que muchas bacterias patégenas no se
desarrollan bien en medios acidos y observé que, en los pueblos balcanicos,
grandes consumidores de yogur, estaban libres de una serie de enfermedades
y presentaban, en general, una vida mas larga. Intentd, por esta razon, la
implantacion en el intestino de acido lactico de origen bacteriano, escogiendo
para ello el “bacilo bulgaro”, ya que sus investigaciones demostraron que era
un germen lactico muy activo. Mas tarde comprobo que la accion acidificante
era mas adecuada si se afiade a este “bacilo paralactico”. Ademas, apoyo
también 10 con argumentos cientificos esta teoria, al estudiar la actividad de
los microorganismos implicados en la obtencién del producto. (1%
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3.3.3. Generalidades sobre la industria del yogur

A través de los afios, se ha comercializado el yogur en distintas formas y
presentaciones. La gran variedad existente en el mercado, es explicada por
las diferentes tecnologias, asi como materias primas que pueden ser
utilizadas para la elaboracion de este alimento. Las constantes modificaciones
realizadas buscan adaptarse a las distintas necesidades que demanda el
consumidor.

La utilizacién de este producto en cantidad y en frecuencia en la alimentacién
de los lechones proporciona ventajas en el peso, su consumo sistematico
aporta al organismo bacterias que favorecen los procesos digestivos y
contrarrestan el desarrollo de los agentes patdgenos.

3.3.4. Clasificacion

Los yogures se clasifican de acuerdo a su composicion y al origen de sus
ingredientes como se refleja en el Cuadro N° 2. (10)

Cuadro N° 2: Clasificacion y designacion de los diferentes tipos de yogur
Segun la norma NSO 67.01.10:06

Clasificacion Designacion

Yogur natural entero, semidescremado o

Yogqur natural
9 descremado.

yogur edulcorado entero yogur edulcorado
Yogur natural edulcorado semi descremado yogur edulcorado
descremado

Yogur entero con sabor y aroma de... Yogur
Yogur saborizado, aromatizado semidescremado con sabor y aroma de...
yogur descremado con sabor y aroma de ...

Yogur entero con... Yogur semidescremado

Yogur con fruta
con... yogur descremado con ...

Fuente: elaboracién propia, retomado de la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.10:06
(10)

3.3.5. Yogur en polvo como suplemento nutricional animal.

Se trata de un pienso complementario en polvo a base de leche y otros
ingredientes que, una vez reconstituido con agua, adquiere la textura y el
gusto del yogur. Su elevada palatabilidad incita a que los lechones se
alimenten, superando asi la barrera del apetito. A efectos practicos, es tan
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apetecible que los lechones lo comen enseguida y dificilmente dejan algo en
el comedero. @)

3.3.6. Especificaciones y Caracteristicas
3.3.6.1. Caracteristicas Generales.

El yogur debe ser elaborado y envasado bajo estrictas condiciones higiénicas
sanitarias y Buenas Practicas de Fabricacion, asi como de cualquier alteracion
que pueda afectar la comestibilidad, la adecuada conservacion y el buen
aspecto del producto final. A continuacion, se presentan los aspectos que se
consideran criticos o importantes durante el desarrollo de la formula del
suplemento alimenticio (producto terminado en polvo) que sera reconstituido
en agua y catalogado como un alimento funcional (1%

3.3.6.2. Caracteristicas Organolépticas ("0

Entre las principales caracteristicas sensoriales u organolépticas
consideradas criticas en un alimento funcional dirigido a la poblacion porcina
se encuentran las siguientes con el objetivo de lograr la aceptacion del
producto terminado y este pueda ser ingerido.

- Sabor: El yogur debera tener sabor dulce y estara libre de sabor
excesivamente acido o sabor amargo o cualquier sabor extrano.

- Olor: El yogur debera tener el olor a vainilla en esta forma de
presentacion y estara libre de cualquier olor extrano.

- Color: El yogur debera tener el color blanco para esta forma de
presentacion.

- Aspecto: producto en polvo de color blanco de consistencia espesa al
reconstituirlo con buena palatabilidad.

3.3.6.3. Requisitos Fisico-quimicos y Bromatoloégicos.

El analisis de las propiedades fisicoquimicas y bromatolégicas del yogur son
aspectos principales en el aseguramiento de su calidad (parametros criticos).
Cumple un papel importante en la busqueda de la estabilidad del producto
terminado, asi como, la determinacion del valor nutricional. Con el analisis
fisicoquimico y bromatolégico, se puede conocer las caracteristicas basicas
del yogur, tales como el pH, densidad, acidez, fluidez de polvos, viscosidad,
fibra, proteina, grasa, humedad; toda la informacién obtenida en estos
requisitos servira como “indicador de calidad” (19
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3.3.6.4. Caracteristicas Microbiolégicas

El yogurt debera cumplir con los requisitos microbiolégicos especificados en
la tabla N° 3. Siguiente: (1)

Cuadro N° 3: Requisitos microbioldgicos, segun la norma NSO 67.01.10:06.

Caracteristicas Valores (UFC)
Coliformes por gramo 10 maximo
Escherichia coli Ausencia
Salmonella ssp. Ausencia
Listeria monocytogenes Ausencia

Fuente: elaboracién propia, retomado de la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.10:06
(10)

3.3.7. Materias Primas y Materiales.

Los ingredientes que se emplean en la elaboracién del yogurt deben ser
limpios, sanos y libres de contaminacion; ademas deben cumplir con las
normas salvadorefias correspondientes y en su defecto con las normas del
Codex Alimentarius de la FAO/OMS. Los principales ingredientes son los que
se indican a continuacion: &4

- Leche: constituyentes lacteos y productos lacteos, pasteurizados,
concentrados, deshidratados, leche en polvo descremada, suero de
leche, lactosa, fermentados, reconstituidos o combinados.

- Edulcorantes: Azucar (sacarosa) o cualquiera de los edulcorantes,
edulcorantes artificiales. Ej. Sacarina sédica.

- Saborizantes: preparados naturales y artificiales. Caracteristicas Limite
maximo permitido.

- Estabilizadores: gelatina, carboximetilcelulosa, Goma xantan, guar de
algarroba, alginatos, carragenanos y concentrado de proteina de suero.

- Conservantes: cloruro de potasio, sorbato de potasio.

- Aromatizantes: Aromas naturales o artificiales. Ej. Vainilla, naranja,
manzana.

- Aditivos alimentarios: acido ascoérbico, citrico, color natural o artificial.
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- Agua potable.

3.3.8. Proceso de Elaboracion del yogur

El yogur se elabora de leche en polvo reconstituida, debe estar limpia, libre de
presencia de antibidticos porque su presencia inhibe el desarrollo de los
microorganismos. Las materias primas utilizadas son sdlidas, facilmente
solubles en agua.

Existen nueve aspectos a considerar como pasos irremplazables en la
fabricacion del yogurt. Dichas actividades son:

- Recepcion y almacenamiento de los ingredientes lacteos.

Los principales ingredientes son la leche deshidratada y el suero de leche.
Requiriendo distintas temperaturas de almacenamiento, ya que un maximo
periodo de tiempo de almacenamiento podria ocasionar alteraciones como la
acidificacion de la leche o el enranciamiento de las grasas.

- Recepcion y almacenamiento de los ingredientes complementarios.

Los Ingredientes complementarios son principalmente edulcorante,
saborizante, estabilizante, conservantes, agente regulador de pH,
Acidificante/Antioxidante, materia prima que contiene el probidtico y colorante.
La humedad y la temperatura, son las principales condiciones criticas en el
almacenamiento ya que debido a las caracteristicas de los polvos facilita la
absorcion de agua y con esto la formacién de grumos que perjudican al
proceso o crecimiento microbiano.

- Pesaje y dosificacion.

Toda la materia prima es dosificada a los respectivos recipientes. Los solidos
se miden en peso, después de esto se mezclan.

- Adicion de los componentes.

En esta etapa se procedera a unir, todos los ingredientes de mayor a menor
peso, (Leche deshidratada, Suero de leche, etc.), en primera instancia y
posteriormente se anadiran los demas componentes de la férmula
(estabilizante, saborizante, colorante, agente regulador de pH,
acidificante/antioxidante, edulcorante, conservante etc.).
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- Mezcla todos los ingredientes.

Esta operacion se efectua en mezcladora “V” de acero inoxidable. En primera
instancia se mezclara la leche deshidratada, con el suero de leche, durante
10 minutos, luego se incorporaran los demas ingredientes y se mezclaran
durante otros 10 minutos, para asegurar su completa homogeneizacion, los
controles en proceso a llevar son, tiempo de agitacion, velocidad de agitacion,
homogeneidad, color, olor y sabor se mediran organolépticamente. Esto se
realiza a una temperatura menor de 25°C y humedad relativa entre 40% a
60%.

- Realizar controles en proceso.

- Ala mezcla obtenida verificar:

- Apariencia: color, olor, sabor y textura (organolépticamente).
- Homogeneidad de polvos.

- Libre de particulas extranas.

- Tiempo de agitacioén.

- Temperatura y humedad de fabricacién.

- Realizar ensayos para verificar la reconstitucion del agua.

- Tomar 10 g del producto mezclado obtenido.

- Reconstituir con 100.0 mL de agua tibia.

- Agitar por 5 minutos hasta lograr una mezcla uniformemente distribuida
y verificar las caracteristicas sensoriales. El producto reconstituido
debe tener consistencia espesa (se medira instrumentalmente), color,
olor y sabor caracteristicos. El pH del producto debe estar dentro del
rango de 3.1 a 5.5.

- Revisar material de empaque.

Debe ser una bolsa de polietileno de color negra que impida el ingreso de
rayos de luz como empaque primario, y bolsa de papel kraft como empaque
secundario el cual garantice la estabilidad y presentacién del producto
terminado. Asi también se debe colocar etiqueta con informacién de acuerdo
a requisitos de RTCA 65.05.52:11.(12)

Debe poseer su respectiva etiqueta la cual debe contener la siguiente
informacion:
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- Nombre del alimento.

- Lista de ingredientes.

- Contenido neto.

- Nombre y direccion.

- Pais de origen.

- ldentificacion de lote.

- Fecha de fabricacion y vencimiento.

- Instrucciones de uso.

Envasar el producto.

Colocar el producto final elaborado en bolsas de color negro que sean de
material doble, y en papel Kraft se depositan en las bolsas pertinentes segun
la cantidad a envasar o cualquier otro tipo de envase autorizado.

- Dejar limpio y despejar area

- Almacenamiento

3.39. ICHQ8®"

El objetivo principal de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion de
Requisitos Técnicos para el Registro de Productos Farmacéuticos para Uso
Humano (ICH, por sus siglas en inglés), es evitar la necesidad de duplicar las
pruebas llevadas a cabo en el proceso de investigacion y desarrollo de nuevos
medicamentos, recomendar maneras de lograr una mayor armonizacion en la
interpretacion y aplicacion de las directrices técnicas y requisitos para obtener
registros.

La armonizacion debe conducir a:
-Economizar recursos humanos, animales y materiales.

-Fomentar la eliminacién de demoras innecesarias en la disponibilidad de
nuevos medicamentos.

-Mantener garantias de calidad, seguridad y eficacia.

-Crear restricciones para proteger la salud publica.



38

Dentro de las directrices establecidas en la Armonizacién sobre Requisitos
Técnicos para el Registro de Productos Farmacéuticos de las normas ICH se
encuentra una guia para el Desarrollo Farmacéutico (ICH Q8) y Buenas
Practicas de Manufactura (ICH Q7) para la industria farmacéutica, de las
cuales ha sido tomada la informacion para el disefio y formulacion del
producto.

Es relevante aclarar que la investigacion se centra en el desarrollo de un
alimento probidtico dirigido a una poblacidon animal, para ello se ha retomado
la (ICH Q8) que comprende el desarrollo farmacéutico, que a su vez se
desglosa en las etapas de preformulacion farmacéutico y disefio farmacéutico,
es asi como se sigue esta linea para la fabricacion del yogur partiendo de un
producto prototipo.

3.3.9.1. Desarrollo Farmacéutico

El objetivo del desarrollo farmacéutico es disefiar un producto de calidad en
su proceso de fabricacion, para entregar de manera consistente el rendimiento
de un producto. La informacién y los conocimientos adquiridos a partir de
estudios de desarrollo farmacéutico, asi como la experiencia de fabricacion,
proporcionan el conocimiento cientifico para apoyar la creaciéon del espacio de
disefio, especificaciones y controles de fabricacion.

Por lo menos para aquellos aspectos de los principios activos, excipientes,
sistema de cierre de contenedores, y procesos de fabricacidon que son criticos
para la calidad del producto; deben determinarse estrategias de control
justificadas. Atributos criticos de la formulacién y los parametros del proceso
se identifican generalmente a través de una evaluacion de la medida en que
su variacion puede tener impacto en la calidad del producto.

3.3.9.2. Etapas del desarrollo farmacéutico

- Preformulacion Farmacéutica
A. Principio Activo

Antes de proceder a desarrollar una forma farmacéutica, es imperativo
investigar determinadas propiedades fisicas y quimicas fundamentales del o
los principios activos y otras propiedades derivadas de los farmacos que
pueden ser de mucha ayuda para la formulaciéon de una forma farmacéutica,
tales como: solubilidad, pH y estabilidad en solucién del principio activo,
incompatibilidades con excipientes, propiedades biofarmacéuticas, entre
otras, de esta informacion dependen muchos de los pasos y métodos
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utilizados posteriormente en el desarrollo del producto, esta fase inicial de la
investigacién se conoce como preformulacion.

B. Excipientes

Los excipientes tienen como funcion facilitar la administracion del farmaco,
proteger el farmaco de la degradacion y promover la liberacion vy
biodisponibilidad del principio activo. Por lo que los excipientes elegidos, su
concentracion, caracteristicas y el método de fabricacion deben ser
estudiados en relacion con la funcién respectiva de cada uno en la formula.

El objetivo del estudio de la preformulacién de los excipientes es detectar en
corto tiempo, posibles interacciones fisicas o quimicas entre el principio activo
y excipientes y otros elementos que intervienen en la elaboracién de la forma
farmacéutica. La informacidn que se genera sobre las caracteristicas del
excipiente puede ser utilizada para justificar la eleccion del mismo para
disefiar una forma farmacéutica.

- Diseno Farmacéutico

El objetivo principal del disefio farmacéutico es lograr una respuesta
terapéutica previsible a un farmaco que forma parte de una formulacién y que
pueda fabricarse a gran escala con una calidad reproducible. Para asegurar
la calidad del producto han de cumplirse multiples condiciones como son: la
estabilidad quimica y fisica, conservacion adecuada frente a la contaminacion
microbiana, uniformidad de la dosis, aceptabilidad por los usuarios y un
envasado y etiquetado idéneos.

Cada tipo de forma farmacéutica requiere un estudio cuidadoso de las
propiedades fisicas y quimicas de las sustancias farmacoldgicas con el fin de
lograr que el producto sea estable y eficaz. Estas propiedades, entre las que
se encuentran la solubilidad, el tamafio de las particulas y su polimorfismo, la
estabilidad y las interacciones aditivas del farmaco, pueden tener un efecto
muy importante sobre la estabilidad fisica y quimica del producto.

a. Perfil del producto

Es un resumen prospectivo de las caracteristicas de calidad de un farmaco
que idealmente serian alcanzadas para asegurar la calidad deseada, teniendo
en cuenta la seguridad y eficacia del farmaco.

Las consideraciones para disenar el perfil del producto deben incluir:

-Indicaciones y via de administracion.
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-Forma de dosificacidon y concentracion de la dosis.
-Sistema contenedor-cierre.
-Atributos que afectan el desempefio del producto.

-Criterios de calidad por ejemplo (pH, sabor, olor, ausencia de particulas
extrafias, etc.) apropiados para el producto.

b. Atributos de calidad

Son propiedades quimicas, fisicas, biolégicas o microbioldgicas que deben
estar dentro de los limites, rangos o distribuciones apropiadas, para garantizar
la calidad del producto.

Los siguientes son elementos que generalmente se identifican:

-Prueba de valoracion del principio activo en el producto farmacéutico
terminado.

-Pureza.

-Contenido de uniformidad del principio activo en el producto farmacéutico
terminado.

-Estabilidad y adecuabilidad del Sistema contenedor-cierre

c. Estudio del producto

Determinados los atributos criticos de calidad, se continia con el estudio de
como estos se ven afectados por: los principios activos, los excipientes y el
proceso. Las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de los principios activos
pueden influir en el disefio farmacéutico. Para productos que contienen mas
de una sustancia farmacoldgica, la compatibilidad de las sustancias
farmacoldgicas entre si también debe ser evaluada.

Los excipientes elegidos, su concentracion y las caracteristicas pueden
influenciar en el producto farmacolégico (ej. estabilidad, biodisponibilidad o
capacidad de fabricacién, debe discutirse en relacion con la funcidén respectiva
de cada excipiente. Esto deberia incluir todas las sustancias utilizadas en la
fabricacion del producto.

En esta etapa se debe de realizar un analisis de riesgo y ensayos a nivel de
laboratorio, en el analisis de riesgo se deben de estudiar y controlar los
atributos que implican un riesgo alto para la formulaciéon y se procede a la
elaboracién de los ensayos en base a un proceso predeterminado. La formula
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definitiva surge del estudio del innovador, de las recomendaciones
bibliograficas y de la experiencia previa en este tipo de formulas.

d. Envase y sistema de cierre.

El envasado puede definirse como un sistema econémico para conseguir la
presentacion, proteccion, identificacion y/o informacion, contencion,
comodidad y cumplimiento de un producto durante su almacenamiento,
transporte, exhibicion y uso hasta el momento de su uso o administracion.
Este intervalo temporal total debe ajustarse a la vida util del producto y para
ello se selecciona la combinacion idénea de producto y envase.

La funcién del envase y la operacion de envasado son muy importantes, ya
que la vida util de cualquier producto, depende en gran medida de
determinadas caracteristicas del envasado. Este debe ser econémico y por
tanto contribuir a que el producto en su conjunto sea asequible, ha de
proporcionar proteccion frente a los peligros climaticos, biolégicos, fisicos y
quimicos y debe ofrecer una presentacion aceptable para mejorar la confianza
del producto.

La diferencia de los envases utilizados en la industria farmacéutica comparado
con el de otras industrias se encuentra en la calidad o las caracteristicas
requeridas, siendo sus especificaciones mucho mas rigurosas.

En la eleccion de materiales de envase primario se debe tomar en cuenta
algunos elementos como, por ejemplo, la eleccion de materiales, proteccion
contra la humedad vy la luz, compatibilidad de los materiales con la forma de
dosificacion, y la seguridad de los materiales. La justificacion de los materiales
de embalaje secundario debe ser incluida, cuando sea pertinente.

La seleccion del envase debe seleccionarse en:
-Capacidad de conservar y proteger

-Capacidad de mantener la estabilidad del producto
-Costo

-Comodidad de su empleo

-Estética en presentacion

-Facilidad de aprovisionamiento, de manipulacién y almacenaje.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4. DISENO METODOLOGICO

41. Tipo de Estudio

— Transversal: La investigacion se llevé a cabo en un periodo de seis
meses, de abril a septiembre del ano 2020.

— Prospectivo: Es un estudio que se basoé en investigaciones previas y
llevara consecuencias actuales y futuras, puesto que se realizaron
ensayos y analisis que serviran como antecedentes para posteriores
investigaciones relacionadas con el tema, que se enfocara en la
incorporacion de cultivos probidticos en el proceso de elaboracion de
yogur a escala de laboratorio.

— Experimental: Se realizaron ensayos en cuanto a la formulacién y
elaboracién de un suplemento alimenticio (posteriormente reconstituido
en agua para formar un yogur), a los cuales se evaluaron los atributos
de calidad, entre ellos, propiedades organolépticas, fisico-quimicas,
bromatolégicas y microbiolégicos, algunos se evaluaron a los
componentes de la formula y otros unicamente al producto terminado,
se seleccion6 un proceso en especifico de fabricacidon para la
elaboracién del producto y finalmente los atributos de calidad fueron
comparados con un producto prototipo. El analisis de la parte practica
se realiz6 en el Laboratorio de Innovaciones Nutricionales S.A de CV,
Zaragoza, canton San Francisco, km 22 1/2 carretera al puerto de La
Libertad.

4.2. Investigacién Bibliografica.

Se realiz6 una investigacion consultando libros, revistas, articulos cientificos
en las siguientes bibliotecas:

— Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador

— Central de la Universidad de El Salvador.

— Ciencias Agrondmicas de la Universidad de El Salvador.

— Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Universidad de El Salvador. -
Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

— Internet.
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4.3. Investigacion de Campo

UNIVERSO: Un lote de yogur formulado para un Kg, que contenia la siguiente
concentracion de probidticos 109 UFC/g (Lote F-01)

MUESTRA: El lote de 1Kg a granel, del cual, se realizo la toma de muestra
para la realizacion de las siguientes determinaciones: caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas al producto terminado (yogur en polvo), asi
como al producto reconstituido (liquido).

4.4. Parte experimental

El desarrollo experimental se realizé en el laboratorio de Innovaciones
Nutricionales S.A de CV, Zaragoza, canton San Francisco, km 22 1 / 2
carretera al puerto de La Libertad.

— Material y equipo utilizado para la realizacion de los ensayos. (Ver
Anexo N.° 1)

— Material y equipo utilizado para la realizacion de controles en proceso.
(Ver Anexo N.° 2)

4.41. Propuesta, Formulacion y Proceso de elaboracion de
yogur en polvo

Para obtener un producto color blanco homogéneo, se realizaron ensayos en
serie, en el cual se desarroll6 de la siguiente manera:

— Formulacién y Recepcién de Materias Primas.
— Pesada y Dosificacion.

— Adicion de Probidticos.

— Adicion de Aditivos.

— Mezclado.

— Envasado.

— Almacenamiento.

441.1. Formulacion

Basado en la clasificacion y de las materias primas y materiales que describe
la Norma Salvadorefia Obligatoria para yogur (NSO 67.01.10:06) se elabor6
una férmula de yogur en polvo, con el propésito de obtener un polvo de color
blanco homogéneo. @4 19 (Ver Tabla 1).



Tabla N° 1 Férmula del Yogur

Funcion en la formula

Descripcion Rango ensayado en %

Sustituto de leche Contiene B. licheniformis. 55,8
Suero de leche mlizslrtci)rgiléltaadgar?gfifa. 37,5
Cloruro de potasio Fuente de electrolitos 0,35
Sulfato de hierro Fuente de electrolitos 0,5
Vitamina B1 Fuente de Vitaminas 0,6
Vitamina B12 1% Fuente de Vitaminas 0,6
Caolin Antidiarreico 1,2
Goma xantan Estabilizante/espesante 0,4

Didxido de Titanio Colorante 1
Sorbato de potasio Sustancia conservadora 0,2
Acido ascorbico ACidgi:gSIt:é'ngZXLd:me’ 0,25
Sacarina sodica Edulcorante 0,6

Aroma a vainilla Acentuador del sabor 1

Total, batch: 100 %

Fuente: elaboracion propia.

NOTA: Calculos para preparar 1 Kg y férmulas detalladas de cada lote. (Ver

Anexo N° 3)

4.41.2.

La materia prima se dosificara en los respectivos recipientes, en su mayoria
bolsas plasticas y otros recipientes de acero inoxidable. Para fines de
exactitud en la formula materia prima sdlida las mediciones se hicieron en

unidades de peso.

Pesada y Dosificacion
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4.4.1.3. Adicion de Probiéticos

La cantidad de indéculo de probidtico no esta definida, depende de la
resistencia de cada especie, por lo que se afiadié una concentracion mayor
de leche deshidratada (Sustituto de leche) que contiene el indculo.

4.41.4. Adicion de Aditivos

Después de haber adicionado los aditivos y mezclado, en el momento en el
que se agrego saborizantes naturales, y el azucar (sacarina sodica), se
adicionaron los colorantes, u otros aditivos.

44.1.5. Mezclado

Después de agregar todas las materias primas solidas se procedié a mezclar
y almacenar por unos 30 minutos la base en polvo a temperaturas ambientes
35°C

441.6. Envasado

El producto final elaborado se colocé en bolsas de material plastico, segun la
cantidad a envasar.

4.4.2. Proceso para la elaboracién del yogur en polvo

Se detalla el paso a paso el procedimiento para la Elaboracién del yogur en
polvo a Nivel de Laboratorio (ver anexo N° 4)

-Realizar limpieza y sanitizacion del area de produccion.
-Lavar la cristaleria y material a utilizar. (ver anexo N° 5)
-Pesar la materia prima segun ensayo a realizar.

-El formato de fabricacién del yogur en polvo, detalla las materias primas a
pesar, los materiales y equipos a utilizar, la técnica especifica segun ensayo
y la evaluacién de las caracteristicas de desempefio.

-Impresién de hojas de requisicion de materias primas y material de empaque,
(se remiten a las areas del proceso de produccién).

-Las materias primas son entregadas por el personal de bodega al area de
produccion. Estas materias primas se encuentran en la bodega de materias
primas a una temperatura menor de 30 °C.
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-Una vez entregadas se procede a la verificacion y posterior pesada, en
basculas y balanzas de acuerdo a la capacidad requerida y tipo de ingrediente.

En el caso de los ingredientes:

-En el area de menores son pesados en una balanza METTLER TOLEDO
Modelo M532001CE de 32 Kg de capacidad y precision 0.1 g.

-En el area de mayores estos son pesados en una bascula METTLER
TOLEDO. Modelo INDD 226 con capacidad de 1000 Kg y con precisién de 0,2
Kg. Estas balanzas han sido previamente calibradas.

-Las materias primas pesadas son trasladadas al area de preparacion de
polvos.

-El mezclado se realiza en la mezcladora de acero inoxidable. Se utilizara la
mezcladora tipo “V” para obtener una mezcla homogénea de solidos. El area
debe estar limpia.

El proceso de mezclado:

Se realiza anadiendo los ingredientes de mayor a menor peso de la siguiente
manera:

-Probidticos: En forma de mezcla en polvo (Sustituto de leche) que contiene 1
Cepa de Microorganismos Probidéticos. (Ver Anexo N° 6)

-Suero de leche: (Estimulador del microbiota benéfico).

-Cloruro de potasio y sulfato de hierro: (fuente de electrolitos)
-Vitamina B1 y Vitamina B12 1%: (fuente de vitaminas)

*mezclar por un periodo de 5 minutos.

Y posteriormente se afnadiran los demas componentes de la férmula.
-Caolin: (anti diarreico)

-Goma xantan: (Agente estabilizante)

-Dioxido de titanio: (Modificador del color)

-sorbato de potasio: (agente conservador)

-Acido ascérbico: (Agente acidificante/ regulador de pH).

-Sacarina sodica: (agente edulcorante)
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-Aromatizante a vainilla: (Modificador del sabor)
*mezclar por un periodo de 20 minutos.

Mezclar:

-Geométricamente con un tiempo de mezclado de 20 minutos hasta
homogeneizar.

Realizar el siguiente control de proceso.
-Medicion de pH a temperatura ambiente.
*El pH del producto debe ser Max 5.5 y Min 3.1.
Revisar material de empaque: (1%
-Numero de lote

-Fecha de fabricacion

-Fecha de vencimiento

-Envasar el producto:

Colocar el producto final elaborado en bolsas de color negro que sean de
material doble, y en papel Kraft, se depositan en las bolsas pertinentes segun
la cantidad a envasar o cualquier otro tipo de envase autorizado.

- Dejar limpio y despejar el area.

Los ensayos realizados seran almacenados en un lugar seco y con
temperatura no mayor a 35 °C para realizar la evaluacion del cumplimiento del
Perfil del producto y para llevar a cabo el correspondiente estudio de
estabilidad, el cual no forma parte de este trabajo de investigacion.

4.4.3. Método de analisis determinaciéon del color, olor,
sabor, particulas extranas, textura, pH y la densidad

Se describe el paso a paso para la determinacion de los parametros de color,
olor, sabor, particulas extrafas, textura, pH y la densidad como se describe
en el anexo 2 (especificamente ver Anexo del 2.1 al 2.5)

Se aclara que los resultados obtenidos al aplicar la metodologia descrita en el
Anexo 2 se deben comparar con los resultados esperados segun lo
especificado en el cuadro N°4.



Cuadro N° 4: Metodologia utilizada para el analisis de la medicién de los

atributos asignados en el Perfil del producto para cada ensayo.

(Homogeneidad)

cremoso

A Determinar

ENSAYO
. Limite de Resultado Resultado
Atributos o o
aceptacion (polvo) (reconstituido)
Color Banco

A Determinar

Caracteristic

Olor - A Determinar A Determinar

o a vainilla

vainilla
Sabor agradable A Determinar A Determinar
Aspecto Mate A Determinar A Determinar
Parhcylas Ausencia A Determinar A Determinar
extranas

Textura Viscoso A Determinar A Determinar
pH 3.1-55 N/A A Determinar
Densidad Documentar N/A A Determinar

resultado

Objetivo del ensayo: A Determinar

Observaciones del granel: A Determinar

Fuente: elaboracion propia.

Método de analisis del producto terminado

caracterizacién del flujo del polvo.

Fluidez de polvo USP <1174>, (16.18)

— Meétodos indirectos.

— Angulo de reposo.
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— Mediciones de la densidad de la masa. (indice de
compresibilidad e indice de Hausner.

— Métodos directos.

— Velocidad de flujo en la tolva (flujo masico).
Fluidez de polvos:

El amplio uso de polvos en la industria farmacéutica gener6 una amplia
variedad de métodos para caracterizar su fluidez. La literatura farmacéutica
cuenta con innumerables publicaciones que intentan establecer correlaciones
entre las diversas medidas de la fluidez del polvo y sus propiedades durante
el proceso de fabricacion. EI comportamiento de un polvo es multifacético, lo
cual dificulta la caracterizacion de su fluidez y hace inevitable la proliferacion
de métodos de ensayo.

Hay cuatro métodos comunmente utilizados para determinar la fluidez de un
polvo: cabe recalcar que se utilizaran solo tres métodos para los analisis del
producto final.

El angulo de reposo.

El indice de compresibilidad o el indice de Hausner.
La velocidad de flujo a través de un orificio.

Celda de corte.

>N =

Ademas, existen numerosas variantes de cada uno de estos métodos basicos.
En vista de la amplia variedad de métodos disponibles y de sus variantes, es
necesario estandarizar la metodologia de ensayo en la medida de lo posible.

Con el objetivo de estandarizar la metodologia, a continuacién, se describen
los métodos wusados con mayor frecuencia. Se definen factores
experimentales que es necesario tener en cuenta y recomendaciones para la
estandarizacién de estos métodos. En general, todo método para medir la
fluidez de un polvo deberia ser practico, util, reproducible, sensible y producir
resultados significativos. Cabe recalcar que ningun método simple para
determinar la fluidez del polvo podra caracterizar correcta e integramente la
amplia variedad de propiedades de fluidez que se manejan en la industria
farmacéutica.

— Angulo de reposo.
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El angulo de reposo se define como el angulo tridimensional constante (con
respecto a la base horizontal) que adopta un monticulo de material en forma
de cono, el cual se origina mediante alguno de los diversos métodos que se
describen someramente a continuacion.

— Métodos Basicos para Determinar el Angulo de Reposo:

1. La altura del “embudo” a través del cual se hace pasar el polvo puede
regularse con relacion a la base, o incluso se puede variar su altura a
medida que se forma el cono.

2. La base sobre la cual se forma el cono puede tener un diametro fijo o
se puede dejar que el diametro del cono de polvo varie a medida que
este se forma.

Consideraciones Experimentales sobre el Angulo de Reposo:

El angulo de reposo no es una propiedad intrinseca del polvo, es decir, varia
en funcién del método que se uso6 para formar el cono de polvo.

factores que es necesario considerar:

— Elimpacto del polvo que cae puede distorsionar el pico del cono
de polvo. Esta distorsion se puede reducir al minimo formando
cuidadosamente el cono de polvo.

— El tipo de base sobre la que se forma el cono de polvo altera el
angulo de reposo. Se recomienda formar el cono usando una
base comun,que se obtiene formando el cono sobre una capa
de polvo. Esta capa se puede formar usando una base de
diametro fijo con un reborde externo que sobresalga y retenga
la capa de polvo sobre la cual se formara el cono.

Procedimiento Recomendado para el Angulo de Reposo.

— Formar el angulo de reposo en una base fija con un reborde que
contenga una capa de polvo en la base. La base no debe estar
sometida a ninguna vibracion.

— Regular la altura del embudo para formar cuidadosamente un
cono de polvo simétrico. Tomar las precauciones necesarias
para evitar vibraciones al mover el embudo.



— Para reducir al minimo el impacto del polvo que cae sobre la
punta del cono, a medida que se forma el cono, mantener el
embudo a una altura entre 2 y 4 cm del extremo superior del

cono.

— El método no es apropiado si el cono de polvo obtenido es
asimétrico o si no es posible reproducir el cono obtenido. Medir
la altura del cono y calcular el angulo de reposo, con la siguiente
ecuacion y comparar los resultados utilizando la tabla 2.

tan 0 =

Tabla N° 2: Propiedades del flujo.

Altura
0,5 base

Propiedades de flujo y su correspondiente reposo.

Propiedades del flujo

Angulo de reposo en grados.

EXCELENTE 25-30
BUENO 31-35
Adecuado-no se necesita ayuda 36-40
Aceptable-puede demorarse 41-45
Pobre- es necesario agitar o someter a | 46-55
vibracién

Muy Pobre 56-65
Extremadamente pobre >66

Fuente: elaboracién propia con base a la referencia de la Farmacopea de los Estados

Unidos de Norte América USP 30. (18

— Indice de compresibilidad e indice de hausner.

El indice de compresibilidad y el indice de Hausner, que estan estrechamente
relacionados, se han convertido en métodos rapidos, simples y muy usados
para predecir las caracteristicas de fluidez de los polvos. El indice de
compresibilidad se ha propuesto como una medida indirecta de la densidad
aparente, el tamano y la forma, la superficie, el contenido de humedad y la
cohesion de los materiales, dado que todos ellos pueden afectar el indice de
compresibilidad observado. Los indices de compresibilidad y de Hausner se
determinan midiendo el volumen aparente y el volumen por asentamiento de

un polvo.
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— Métodos Basicos para Determinar el indice de Compresibilidad
y el indice de Hausner.

El método para determinar el indice de compresibilidad y el indice de Hausner
presenta algunas variantes, el procedimiento basico consiste en medir (1) el
volumen aparente sin asentar, Vo, (2) el volumen final asentado, Vf, (3) la
densidad aparente, (4) la densidad por asentamiento del polvo que se obtiene
luego de golpear suavemente el material hasta que no se observan mas
cambios en el volumen. Los indices de compresibilidad y d Hausner se
calculan de la siguiente manera y comparar los resultados utilizando la tabla
3.

indice de compresibilidad

densidad por asentamiento — densidad aparente 100
— X
densidad por asentamiento

densidad por asentamiento

Relacion de hausner = -
densidad aparente

Tabla N° 3: Escala de Fluidez

Escala de Fluidez
indice de Compresibilidad | Fluidez indice de Hausner
(%)
<10 Excelente 1,00-1,11
11-15 Buena 1,12-1,18
16-20 Adecuada 1,19-1,25
21-25 Aceptable 1,26-1,34
26-31 Pobre 1,35-1,45
32-37 Muy Pobre 1,46-1,59
>38 Extremadamente pobre > 1,60

Fuente: elaboracién propia con base a la referencia de la Farmacopea de los Estados Unidos
de Norte América USP 30. (19

Consideraciones Experimentales sobre los indices de Compresibilidad y de
Hausner:
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Los indices de compresibilidad y de Hausner no son propiedades intrinsecas
de los polvos, es decir, varian en funcion de la metodologia empleada.
factores que es necesario considerar:

— El diametro del cilindro usado.

— El numero de veces que se golpea el polvo para obtener la
densidad por asentamiento.

— La masa de material empleada en el ensayo.

— La rotacién de la muestra durante el asentamiento.

Procedimiento Recomendado para Determinar los indices de Compresibilidad
y de Hausner.

Usar una probeta volumétrica de 250 mL y una muestra de prueba de 100 g.
Se pueden utilizar volumenes y pesos menores, pero deberia incluirse una
descripcion de las variaciones del método con los resultados. Se recomienda
emplear el promedio de tres determinaciones.

— Flujo a través de un orificio.

La velocidad de flujo de un material esta determinada por distintos factores,
algunos relacionados con el tipo de particula y otros con el proceso. Se ha
propuesto medir la velocidad de flujo de un material a través de un orificio
como una forma mas apropiada para determinar la fluidez de un polvo. El
control continuo del flujo es especialmente util ya que ciertos materiales, e
incluso algunos que fluyen con facilidad, presentan patrones de flujo
discontinuo. La velocidad de flujo también cambia a medida que el recipiente
se vacia. Si bien se han formulado ecuaciones empiricas que calculan la
velocidad de flujo segun el diametro del orificio, el tamafo de las particulas y
su densidad, la determinacion de la velocidad de flujo a través de un orificio
solo es util si se trata de materiales que fluyen con facilidad.

La velocidad de flujo a través de un orificio se mide, en general, como la masa
que fluye a través del orificio de salida de un recipiente (probetas, embudos,
tolvas) en un tiempo determinado. La velocidad de flujo se puede medir con
incrementos discretos o continuos.

— Métodos Basicos para Determinar el Flujo a través de un
Orificio.
El método mas comun para determinar la velocidad de flujo a través de un
orificio se puede clasificar en funcion de tres variables experimentales:
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1. El tipo de recipiente en el que se coloca el polvo. Los recipientes
usados comunmente son probetas, embudos y tolvas de los equipos
de produccion.

2. El tamafo y la forma del orificio. Tanto el diametro como la forma del
orificio son factores clave para determinar la velocidad de flujo de un
polvo.

3. El método empleado para medir la velocidad de flujo del polvo.

Es posible medir la velocidad de flujo de forma continua con una balanza
electronica acoplada a algun tipo de dispositivo de registro (como por ejemplo
una computadora o un registrador grafico continuo). También se puede medir
en muestras discretas (por ejemplo, calculando el tiempo necesario para que
100 g del polvo pasen a través del orificio con una aproximacion de una
décima de segundo, o la cantidad de polvo que pasa a través del orificio en
diez segundos con una aproximacion de una décima de gramo).

Variantes de los Métodos de Flujo a través de un Orificio.

Se puede determinar tanto la velocidad de flujo de la masa o la velocidad de
flujo del volumen. La velocidad de flujo de la masa es el método mas facil,
pero los resultados resultan sesgados, favoreciendo a los materiales de alta
densidad. Considerando que el relleno de la matriz es volumétrico, se
recomienda determinar la velocidad de flujo del volumen. En algunos casos
se acopla un vibrador con el fin de facilitar el flujo de salida del recipiente; sin
embargo, esta practica complica la interpretacion de los resultados. Se ha
propuesto usar un dispositivo de movimiento en el orificio para simular las
condiciones de una prensa rotatoria. Otro método consiste en identificar el
diametro minimo del orificio a través del cual fluye el polvo.

Factores Experimentales del Flujo a través de un Orificio:

El flujo a través de un orificio no es una propiedad intrinseca de los polvos,
sino que varia en funcion de la metodologia empleada. La literatura plantea
varias consideraciones importantes que afectan los resultados de los distintos
métodos:

— El diametro y la forma del orificio.

— Eltipo de material del recipiente que contiene el polvo (de

metal, de vidrio, de plastico).
— El diametro y la altura del lecho de polvo.
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Procedimiento Recomendado para Determinar el Flujo a través de un Orificio.
La velocidad de flujo a través de un orificio solo es adecuada para materiales
que cuentan con una cierta capacidad de flujo. No es adecuado para
materiales cohesivos. Siempre que la altura del lecho de polvo (la “cabeza”
del polvo) sea mucho mayor que el diametro del orificio, la velocidad de flujo
es practicamente independiente de la altura del lecho del polvo. Emplear una
probeta como recipiente para contener el polvo, ya que el material de la
probeta apenas afectara el flujo. De esta forma, la velocidad de flujo se
determina por el movimiento del polvo sobre el polvo, en lugar del polvo contra
la pared del recipiente. A menudo se observa que la velocidad de flujo del
polvo aumenta si la altura de la columna de polvo no supera el doble del
didmetro de la columna. Emplear un orificio circular y asegurarse de que la
probeta no vibre. Guia general para escoger las dimensiones de la probeta:

— Diametro de la abertura > 6 veces el diametro de las particulas.
— Diametro de la probeta > 2 veces el diametro de la abertura.

En algunos casos, es apropiado emplear una tolva como recipiente ya que
representa bien el flujo en una situacién de produccion. No se recomienda
emplear un embudo, especialmente los que tienen un vastago, ya que el
tamano y la longitud del vastago y la friccion entre ese vastago y el polvo
determinaran la velocidad de flujo. En algunos casos un cono truncado es
adecuado, pero es necesario prestar especial cuidado en la seleccion del
material del cono ya que el coeficiente de friccion entre las paredes del cono
y el polvo afectan el flujo.

Para la abertura de la probeta, emplear una placa de superficie plana con un
dispositivo que permita variar el diametro del orificio, de forma de obtener la
maxima flexibilidad y para garantizar que haya un patron de flujo de polvo
sobre polvo. La medicion de la velocidad puede realizarse de forma discreta
o continua. La medicién continua con una balanza electrénica permite detectar
eficazmente las variaciones puntuales de la velocidad de flujo, se calculan de
la siguiente manera:

M(g)
t(s)

Flujo masico =

44.3.2. Método de analisis, quimicos del producto
terminado, analisis de viscosidad, analisis
bromatolégicos y analisis microbiolégicos

Analisis quimico de producto terminado.

— Determinacion de viscosidad del producto terminado.
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El referido analisis se realiza con la finalidad de conocer la viscosidad obtenida

en el yogur.

Descripcion de la muestra: polvo de color blanco, olor
caracteristico a vainilla, contenido en una bolsa plastica de color
negro con etiqueta provisional.

Se realizé el analisis en el Laboratorio de control de calidad
Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM). Para llevar
a cabo dichos andlisis se utilizé la siguiente metodologia:

Cuadro N.° 5: Metodologia Utilizada para analisis de viscosidad

DETERMINACION METODO DE REFERENCIA

Determinacion de viscosidad a 25°C USP NF-2021 FiSICO
spindle 61, 2.0 RPM

Fuente: elaboracion propia.

Analisis bromatoldgico del producto terminado.

El referido analisis se realiza con la finalidad de conocer la distribucion y
porcentaje de la naturaleza del producto sometido al mismo y por lo tanto
encontramos grados de humedad, ceniza, proteinas, grasa, fibra cruda,
carbohidratos por diferencia, calorias, azucares, calcio, sodio, hierro, grasas
saturadas, colesterol y grasas trans, cuya tabla se agrega como (cuadro N°

6).

Descripcidon de la muestra: polvo de color blanco, olor
caracteristico a vainilla, contenido en una bolsa plastica de color
negro con etiqueta provisional.

Se realiz6 el analisis en el Laboratorio de Servicios de Quimica
Agricola, Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y
Forestal "Enrrique Alvarez Cordova™ (CENTA). Para llevar a
cabo dichos andlisis se utilizd la siguiente metodologia: (1%
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Cuadro N° 6: Metodologia Utilizada para analisis bromatoldgicos.

ANALISIS METODOLOGIA
Carbohidratos Por diferenciacion

Grasas Total Extraccion Soxhlet
Humedad Método de secado a 105°C
Proteina Cruda Kjeldahl

Cenizas Incineracion a 600 °C

Fibra Cruda Digestion Acido-Base
Calcio (Ca) Absorcién Atomica

Fuente: elaboracién propia con base a la referencia del Método Oficial de la A.O.A.C 15°
edicion 1990.

— Analisis microbioldgico del producto terminado.

Técnica Petriflm AOAC Official Method 991.14. La placa de 3M
Petrifim®Recuento de E.coli, S. aureus, salmonella spp. constituyen un
sistema listo para usar que contiene elementos nutritivos de Violeta Rojo Bilis
(V.R.B.), un agente gelificante soluble en agua, un indicador de la actividad
glucuronidasa (5- bromo-4-cloro-3-indolil-R-D-glucurénido) (BCIG) y un
indicador de tetrazolio que facilita la enumeracion de colonias. Colocar la placa
Petrifilm® para Recuento de E.coli, , S. aureus, en una superficie plana.

— Levantar el film superior y colocar 1 ml de la muestra (100) o su dilucién
(10-1 0 10-2) en el centro del film inferior.

— Bajar con cuidado el film superior sobre la muestra evitando que se
formen burbujas de aire.

— Colocar el aplicador con la cara lisa hacia abajo en el centro de la placa.
Presionar ligeramente el centro del aplicador para distribuir la muestra
uniformemente.

— Distribuir el indculo por toda el area de crecimiento del Petrifilm® antes
de que se forme el gel. No deslizar el aplicador por el film.

— Sacar el aplicador y dejar la placa en reposo durante al menos un
minuto para que el gel se solidifique.

— Por cada dilucién existente siembre en una o dos placas. ¢ Incubar las
placas en posicion horizontal, cara arriba, en pilas de hasta 20 placas.

— Incubar las placas Petrifilm® EC para lectura de E. coli durante 48 h +
4 ha350C + 10C.
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— Incubar las placas Petrifilm® Staph para lectura de S. aureus durante
24 h+2ha350C £ 10C.

— Colocar la placa Petrifilm® para Recuento Salmonella spp.

— Hidratar la placa.

— Inocular la placa con el microorganismo enriquecido, usando asa y
distribuyendo por el gel hidratado.

— Incubar las film 41.5 + 1 oC durante 24 h £ 2 horas en posicion
horizontal.

— Para la evaluacion de la calidad microbiolégica se compararon los
resultados con los requisitos establecidos en Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA 67.04.50:08) Grupo 1 leche y productos
lacteos, 1.10 subgrupo: yogur. (13)

— Caracterizacion de B. licheniformis. (")

Se seleccionaron colonias blanquecinas, de bordes regulares que se
sembraron en forma individual en Agar nutriente para determinar tamano,
forma bacilar, tincion de Gram positiva.

El tamano y forma de las colonias bacterianas se determinaron mediante
observaciéon en microscopio optico 100x, ademas a las cepas bacterianas
aisladas se les realiz6 tincion Gram:

— Colocando un portaobjetos con una gota de agua destilada y una
pequefa alicuota del cultivo bacteriano (BM y BL) con el asa de
siembra estéril.

— Se dej6 secar fijando la muestra al fuego. Se cubrié con unas gotas de
cristal violeta la placa durante 1 minuto, retirando el exceso de
colorante con agua destilada.

— Se afiadio lugol, solucion de yodo-yoduro potasico, durante 1 minuto
igualmente descartando el exceso con agua destilada.

— Se procedio a lavar la placa con alcohol-cetona formando un angulo (el
tiempo de decoloracion es clave para un resultado correcto).

— Se cubrié con el colorante de contraste, safranina durante 1 minuto y
finalmente se retir6 el exceso de colorante con agua destilada, se dej6
secar al ambiente. Para la observacion en lente de 100x se afiadié una
gota de aceite de inmersion.



Tabla N° 4: Tincién de Gram
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., Tiempo de Bacterias Bacterias
Solucién L . ey .
Aplicacién (min) Grampositivas Gramnegativas.
Cristal Violeta 1 Violeta Violeta
Lugol 1 Violeta Violeta
Alcohol Cetona 1 Violeta Incolora
Safranina 1 Violeta Rosada

Fuente: elaboracion propia con base a la referencia de Camparia V., 2018

Los analisis realizados se hicieron en el Laboratorio Especializado de

Diagndstico Pecuario Always on time.




CAPIiTULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1. Perfil del producto.

Para la investigacion se diseno el “Perfil del Producto” (ver tabla 5) tomando
como referencia el producto prototipo (yogurLac), comercializado en el pais,
al cual se le realiz6 una caracterizacion mediante la preformulacion, para
determinar los parametros que se evaluarian en el producto, como las
caracteristicas organolépticas; entre ellas: sabor, olor, ausencia de particulas
extrafias y aspecto y textura, que son medidas mediante la utilizacion de los
sentidos y algunos parametros fisico-quimicos como el pH, viscosidad,
densidad y bromatologicos, estos parametros son de utilidad al momento de
seleccionar la formula definitiva.

En relacién al sabor, inicialmente se establecioé que el producto debia tener un
sabor agradable a vainilla como el producto prototipo; durante el proceso
experimental de la investigacién se hicieron modificaciones a la formula y se
incorporaron otros edulcorantes en los ensayos realizados con el fin de hacer
el producto mas agradable para su administracion.

Respecto al pH, es un parametro fisicoquimico critico para la formulacion en
este estudio, la estabilidad de los probidticos depende de este parametro. Se
establecio que el rango de pH 6ptimo para la formulacion en estudio debia ser
entre 3.1-5.5 dado que en ese rango se garantiza que los probioticos se
encuentren totalmente estables y viables en el medio y no se afecten las
caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del producto.

Tabla N° 5: Perfil del producto para un yogur para lechon.

Descripcion General del
Producto

PRODUCTO: yogur para lechén
(suplemento nutricional)

Forma farmacéutica: polvo para reconstituir Dosificacion:

oral Durante la lactancia: Mezclar 200 g
Via de administracion: Oral, mezclado con el por litro 2 veces al dia por un periodo
alimento. de 3 a 5 dias, antes de que comiencen
Forma de dosificacion: Tomar 200 g de la a comer alimento seco (preiniciador).
bolsa y llevarlo a un volumen de 1L con agua Durante el destete: Mezclar 200 g en
tibia agitando vigorosamente. 1 litro de agua purificada 2 veces al dia,
Empaque primario: bolsa de polietileno administrar primero el alimento seco y
de color negro verter encima el yogur para su

consumo.
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Continuacion de Tabla N° 5

[indicaciones terapéuticas: Indicado especialmente para lechones durante la primera
semana de vida, para el periodo de amamantamiento o lactancias de camadas muy
grandes, camadas donde la cerda no produce suficiente cantidad de leche, camadas donde
hay riesgo de diarreas o con muchos lechones pequefios y débiles.

principios activos:
1. Probidticos.
2. Estimulante de la microbiota benéfica.

PRODUCTO: yogur para lechén
(suplemento nutricional)

Diseno del “Perfil del producto”

Caracteristicas Atributo Unidad en Dato esperado que debe
Sistema presentar la féormula
Internacional (Limite de aceptacion)
Sabor -- Agradable a vainilla
Olor -- vainilla
Desempeiio:

Apariencia Color -- Blanco cremoso
Particulas -- Ausencia de particulas
extrafas extrafas
Aspecto -- Polvo
Textura -- Viscoso

Fisicoquimicas pH -- 3.1-55
Densidad g/cm?® A documentar

Fuente: elaboracion propia.

5.2. Preformulacién del yogur para lechén con un (sustituto de
leche) como probiético.

5.2.1. Resultados no experimentales de la Preformulacion.

Mediante una revision bibliografica en monografias consultadas se conocio el
pH que generan las materias primas en solucion, Ademas, se conocio la
solubilidad de estas en diferentes solventes, mediante la revision de estudios
previos se pudo conocer el rango de pH en el cual se demuestra la viabilidad
del microorganismo utilizado como probidtico. El resumen de las propiedades
fisicoquimicas de los probioticos y excipientes de formulacion se encuentran
en la tabla 6. como resultado de la investigacion para

Preformulacion, y en cumplimiento de los objetivos especificos 1y 2.

Nota: Para la Tabla N° 6 se llaman principios activos al microorganismo
probiotico y al suero de leche.
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Pre-formulacién de Principios activos y Excipientes

Propiedades Densidad Rango
piedac Materia prima Descripcion Solubilidad pH en Incompatibilidades de uso
farmacéuticas . o
solucion (%)
Sustituto de Polvo cristalino blanco,
. Soluble en 2.5
leche inodoro y de sabor artes de agua -- No disponible 55.98
(B. licheniformis) dulce. P gua. P '
Principios
activos o Soluble en 4
Polvo cristalino blanco, partes de agua
Suero de leche inodoro y de’sgbor 10 partes de -- No disponible 375
levemente acido.
alcohol.
Sulfato de hierro Sdlido mini granular de Soluble en 1.5 _ Sus soluciones se precipitan por 2
color gris verdoso. partes de agua. sales minerales.
Fuentes de Incompatible El cloruro de
electrolitos Polvo cristalino blanco, Soluble en 2.8 1.99 -ompatit :
Cloruro de . s 3 potasio reacciona violentamente
i inodoro o casi inodoro, partes de g/cm?/ ; 0.05-0.5
potasio . .y oo 3 con el trifluoruro de bromo y
higroscépico e insipido. agua. 1.17g/cm I 7
con una mezcla de &cido sulfurico.
Polvo cristalino blanco,
Y inodoro o casi inodoro, Miscible con
Vitamina B1 . - -- : . C.S
higroscopico e agua. No disponible
Fuente de insipido.
vitaminas o
o Miscible con
I Polvo cristalino rosado,
Vitamina B12 . . agua y otros . .
o inodoro o casi inodoro, - No disponible c.s
1% compuestos

higroscépico e insipido.

polares.
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Preformulacién de Principios activos y Excipientes

Propiedades . . L o Densidad I Rango de
i Materia prima Descripcién Solubilidad pH en Incompatibilidades o
farmacéuticas - uso (%)
solucién
Polvo cristalino Incompatible con cierta pérdida de
Sustancia Sorbato de blanco, higroscoépico, Soluble en 1.72 1.363 actividad antimicrobiana ocurre en 01-02
conservadora potasio inodoro con un ligero partes de agua. g/lcm? presencia de tensioactivos no o
olor caracteristico. iénicos y algunos plasticos.
Acentuador Aroma de Po_lvo cristalino blanco, . _
- inodoro y de sabor . . No disponible
del sabor vainilla No disponible -- C.S
levemente dulce.
Polvo untuoso de color Insoluble en éter Incompatibilidades Las
blanco a blanco o .
o dietilico, etanol propiedades adsorbentes del
C . grisaceo. (95%), agua caolin pueden influir en la
Antidiarreico Caolin libre de particulas ’ ’ -- s . 25
. otros absorcién de otros medicamentos
arenosas. Tiene un : -~ ;
o disolventes administrados por via oral.
caracteristico terroso o .
) organicos,
arcilloso.
Sustancia no Incompatible con alcalis, iones de
higroscépica de color metales pesados, especialmente
) blanco a amarillo Soluble 1 en cobre y
Regulador de Acido claro. polvo cristalino 0.7- hierro, materiales oxidantes,
- N 3.5 partes . . 0.1-1.0
pH ascorbico escopico, inodoro, de aqua 0.9g/cm metenamina, clorhidrato de
cristales incoloros con gua. fenilefrina
una sabor fuerte y uro, maleato de pirilamina,
acido salicilamida, nitrito de sodio, sodio.

Fuente: elaboracion propia.
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5.3. Formulaciéon y evaluacién de los ensayos del yogur
para lechoén.

Una vez disefado el perfil del producto, y con la informacion generada en la
preformulacion, se dio inicio a los ensayos del yogur; a los cuales se le
realizaron pruebas para seleccionar la formula que cumpliera con las
especificaciones del perfil del producto. Se concluyeron con 4 ensayos
utilizando diferentes excipientes a los cuales previamente se les realizé su
estudio de preformulacion.

Figura N° 1: Mezcla de Probidticos (Sustituto de leche) utilizados en el proceso de
elaboracién de yogur en escala de laboratorio.

ENSAYO N° 1
(reconstituido)

ENSAYO N° 1
(polvo)

ENSAYO N° 2
(reconstituido)

ENSAYO N° 2
(polvo)

ENSAYO N° 3
(reconstituido)

ENSAYO N° 3
(polvo)




ENSAYO N° 4
(reconstituido)

ENSAYO N° 4
(polvo)

Figura N° 2: Resultados en los Ensayos realizados hasta obtener un producto
con textura cremosa. (ver tabla. N°8 y 9).

Ensayo N° 1: Dentro de las no conformidades presentadas en
este ensayo se mencionan las siguientes:

— En el primer ensayo se obtuvo sabor y olor no agradable, color
no aceptable, de textura y apariencia no aceptable debido a
que el aditivo (vitaminas) no se logroé incorporar en el proceso
de elaboracién, presentando una apariencia y textura
compacta poco agradable; pH obtenido 6.65.

— Mediante la incorporacion del modificador del sabor a la
mezcla en polvo, no se percibe el olor a vainilla, por lo tanto,
es necesario volver a plantear los calculos para esta materia
prima (saborizante) para llegar al sabor caracteristico aroma a
vainilla.

— Al incorporar las vitaminas a la mezcla en polvo se torné un
color amarillo caracteristico, se debe aumentar Ia
concentracion del modificador del color, en este caso de
dioxido de titanio para que al mezclarse se logre la coloracién
deseada, una mezcla color blanco especificado en la
formulacion. Al terminar de mezclarse vy llevarlo a reconstituir
con agua se observo que la coloracion permanecio aun
amarilla por lo tanto en el segundo ensayo se valoro disminuir
la concentracidn de vitaminas.

Ensayo N° 2: Dentro de las no conformidades presentadas
en este ensayo se mencionan las siguientes:

— En el segundo ensayo se obtuvo sabor y olor no agradable,
color no aceptable, de textura y apariencia no aceptable
debido al aditivo (vitaminas) no se logr6é incorporar en el
proceso de la segunda elaboracion, presentando una
apariencia y textura poco agradable. Ademas, se pudo



comprobar una disminucién en el pH en el producto respecto
al ensayo N°1, obteniendo 4.1.

Al aumentar la concentracion del modificador de sabor no
percibe el sabor dulce, por lo tanto, se investigd una mejor
opcion para emplear como edulcorante, debido al tipo de
producto en este caso se utilizd sacarina sodica por las
propiedades de tener mayor poder edulcorante de todos los
edulcorantes artificiales; esta materia prima posee
aproximadamente 550 veces el poder endulzante de la
sacarosa y es utilizado en aditivos alimentarios.

El color amarillo caracteristico de las vitaminas persiste aun
con el aumento de la cantidad del colorante (diéxido de titanio),
por lo tanto, se utilizé la menor cantidad posible para el ensayo
N° 3 en la busqueda de que las particulas de la mezcla no se
tornen de color amarillo y asi obtener la mezcla homogénea
de color blanco, este color debe persistir de igual manera al
reconstituirlo presentando un aspecto cremoso.

Ensayo N° 3: Dentro de las no conformidades presentadas
en este ensayo se mencionan las siguientes:

En el tercer ensayo se obtuvo sabor y olor agradable, color
aceptable, de textura y apariencia poco aceptable, aunque la
materia prima goma xantan se logré incorporar en el proceso
de elaboracion fue determinante para presentar baja
viscosidad en el producto terminado, el pH obtenido fue 3.5.

Al incorporar la sacarina sédica, se logro obtener el resultado
especificado en la formula de sabor dulce agradable.

Al aumentar la concentracion de dioxido de titanio al 1%, se
logré tener una mezcla homogénea de color blanquecina
(polvo), y al reconstituirla el liquido es de color blanco, pero
con apariencia baja en viscosidad.

Se aumentd la concentracion del agente espesante (goma
xantan) la cual fue seleccionada por ser un agente
estabilizante, producto no toxico y compatible con la mayoria
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de los demas ingredientes de la formulacion, es estable en un
amplio rango de pH. Mediante este aumento de Ia
concentracion se logré obtener una mezcla con una viscosidad
alta comparada fisicamente con el prototipo.

Ensayo N° 4: Dentro de las no conformidades presentadas
en este ensayo se mencionan las siguientes:

— En el cuarto ensayo se obtuvo sabor, olor y color caracteristico
agradable, textura y apariencia aceptable, ya que, al momento
del mezclado, la mezcla es totalmente homogénea libre de
particulas extrafias, ademas se logré una incorporacion total
del espesante, presentando buena viscosidad en el producto
elaborado; el pH obtenido del producto final fue de 3.5,
estando dentro del parametro rango de pH de 3.1 a 5.5 segun
prototipo.

— El proceso de elaboracion del yogur a escala de laboratorio se
llevé a cabo bajo las Buenas Practicas de Manufactura (BPM)
desde la recepcion de materias primas, durante el desarrollo
del procedimiento para la elaboracion del producto hasta su
envasado y almacenamiento, con el objetivo de ofrecer un
alimento inocuo que no provoque efectos negativos en el
consumidor.

5.3.1 Resultados de analisis del producto terminado, la caracterizaciéon
del flujo del polvo.

CARACTERIZACION DEL FLUJO DEL POLVO.

Angulo en reposo.




Densidad aparente/densidad

compactada.

Velocidad de flujo.
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Figura N° 3: Resultados obtenidos en el producto final, realizados a partir de la
caracterizacion de un flujo de polvo. (ver tabla N° 7)

Tabla N° 7: Resultados de densidad y fluidez de polvos (ver anexo N°7).

Resultados de densidad y fluidez de polvo

NOMBRE DEL PRODUCTO:_YOGUPIG

NUMERO DE LOTE: 22092020

FECHA DE ANALISIS: 10 FEBRERO 2022

ESPE(O:I;ICACI RESULTADO
CRITERIO
DE
PRUE RESULTA EVALUACI
BA RANGO DETERMINACI | DETERMINACI DO ON
ON 1 ON 2 (Promedio
)
DENSIDAD APARENTE (g/mL)
Masa | 165 1854 176 17.4 17.5
(9
Volume
. a”rent 50 mL 50 50 50
P CUMPLE
e (ml)
Densid
ad 0.35-0.45 0.352 0.348 0.35
aparent g/mL
e (g/ml)
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DENSIDAD COMPACTADA (g/mL)

Masa (g) 16'5;8'5 17.6 174 | 175
CUMPLE
Volumen 40.0 -
compactado (ml) 46.0 mL 444 422 433
Densidad compactada (g/m) 0'38/;3'45 0.396 | 0.412 | 0.40
DETERMINACION DE FLUIDEZ
C - BUENA
indice de Compresibilidad (%) | <10-20% [11.11[15.53 | 1332 BUSE
Razén de H
(Densidazzggm:act:u::]sgnsidad 10-125 | 1.12 | 1.18 | 1.15 BUENA
0-1. : : : FLUIDEZ
aparente)
ANGULO DE REPOSO (masa: 30 g)
Altura (cm) 40-44 1 40 | 41 | 405
cm
is 7.7-8.1 ACEPTABLE
Diametro (cm) cm 8.1 8.0 8.05
Angulo (°) 45-50° |44.64|4571]45.20
VELOCIDAD DE FLUJO
Masa (g) 100g | 100 | 100 | 100
Tiempo (s) 7.0 _510'0 716 | 844 | 7.8 CUMPLE
Fooivo (9/S) 10'59;814'5 13.96 [ 11.84 | 12.90

Apariencia

Mezcla de polvos, color blanquecino.
Habito cristalino: cristal polimorfo.
Asociacion de particulas: agregado

Observaciones:

Fuente: elaboracion propia.



Interpretacion de criterios de evaluacion

5.3.2

indice de Compresibilidad (%): El resultado obtenido se
encuentra dentro del rango 11-15 de la tabla oficial de la USP
30 para criterio de evaluacién de fluidez de polvo segun indice
de compresibilidad o de Carr, lo que indica que el polvo
ensayado YOGUPIG, posee una buena fluidez.

Razén de Hausner: El resultado obtenido se encuentra dentro
del rango 1.12-1.18 de la tabla oficial de la USP 30 para criterio
de evaluacion de fluidez de polvo segun indice de Hausner, lo
que indica que el polvo ensayado YOGUPIG, posee buena
fluidez.

Angulo de reposo (masa: 30 g): El resultado obtenido se
encuentra dentro del rango 41-45 de la tabla oficial de la USP
30 para criterio de evaluacion de fluidez de polvo segun indice
angulo de contacto, lo que indica que el polvo ensayado
YOGUPIG, es aceptable o puede demorar un poco, Los
resultados de acuerdo a este método son menos confiables
que los de indice de Carr o Hausner, debido a que en el criterio
de evaluacion no regula la medida de un embudo especifico,
por ejemplo, el diametro del orificio del embudo, el ancho de
la tolva, la altura del lecho del polvo y el angulo de la pared de
la tolva.

Velocidad de flujo: No hay valores en tabla oficial que
certifique la velocidad de flujo de la tolva (embudo) por lo que
pueden dar valores altos o bajos.
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Resultados de analisis quimicos y microbioloégicos del producto

terminado, analisis de viscosidad, bromatolégicos

microbiolégicos.

Analisis de resultados de viscosidad.

y

Los resultados realizados en el Laboratorio de control de calidad Universidad
Salvadorefa Alberto Masferrer (USAM), nos dio a conocer la viscosidad real
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del producto terminado (yogur), el cual se puede concluir que la muestra se
encuentra dentro de las especificaciones en donde presenta valores
aceptables en comparacion al producto prototipo de referencia. viscosidad
obtenida 2784 cP. presentando un valor cercano al prototipo (2780 cP) (ver
anexo 8)

— Analisis de resultados bromatolégicos.

Los resultados realizados en el Laboratorio de Servicios de Quimica Agricola,
Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrrique Alvarez
Cdrdova” (CENTA), reflejo los valores en cuanto al porcentaje de humedad, la
cantidad de calorias, carbohidratos, azucares y proteinas, adecuados para la
nutricion del lechdn, para tener conocimiento del aporte nutricional del
producto terminado (ver anexo 9- 9.1). Un analisis de laboratorio
especificamente al parametro de Humedad por laboratorios Always on Time,
dio a conocer un valor de humedad (%p/p) de 3.49, mediante la Metodologia
de Termobalanza, encontrandose por debajo del 5.00%, el cual es valor de
referencia del producto prototipo. (ver anexo 9- 9.2).

— Analisis de resultados microbiolégicos.

Los resultados realizados en el Laboratorio Especializado de Diagndstico
Pecuario Always on time, da a conocer la presencia (viabilidad) del
microorganismo B. licheniformis en materia prima obteniendo una
concentracion de 1.28x10: UFC/g (ver anexo 10), asi como en el producto
terminado obteniendo una leve disminucion a 1.27x10: UFC/g, ademas se
obtiene un recuento de coliformes conforme a la norma especifica de 10
UFC/g como maximo. (ver anexo N° 11).
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Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
L Funcién en la (F-01) (F-02) (F-03) (F-04)
Descripcién formula Proveedor
Rango Rango Rango Rango
ensayado% ensayado% ensayado% ensayado%
Sustituto de Contiene LACTALIS
leche B. licheniformis (Feed) 55,8 55.8 55,8 55,8
Estimulador de
Suero de leche ; la . MISSOULA 37,5 37,5 37,5 37,5
microbiota
benéfica.
Cloruro de Fuente de MAXPHARM 0,35 0,35 0,35 0,35
potasio electrolitos
Fuente de PEER
Sulfato de hierro clectrolitos CHEMICAL 0,6 0,6 0,5 0,5
CO., LIMITED
Vitamina B1 Cuente de ADISSEO 0,6 0,6 0.6 0.6
itaminas
Vitamina B12 Fuente de ADISSEO 0.6 06 0,6 0,6
1% Vitaminas
Caolin Antidiarreico VETANCO 1,2 1,2 1,2 1,2
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Estabilizante/

Goma xantan MISSOULA 0,2 0,2 0,2 0,2
espesante
Dioxido de Colorante QUANTUM 0.4 05 1 1
Titanio
. NINGBO
sor;’tzgcf'e coiiztﬁlgglgra WANGTONG 0.2 0,2 0,2 0,2
P TECH
Acidificante/
Acido ascérbico | Antioxidante, RZBC 0,25 0,25 0,25 0,25
Regulador de
pH
Azucar glass Edulcorante QUANTUM 1,25 1,3
Aroma a vainilla | Acentuador del 1 1 1 1
sabor
. L GLOBE
Sacarina sodica Edulcorante CHEMICALS 0,6 0,6
Agua purificada Vehiculo INOVO C.s.p c.s.p c.s.p c.s.p
TOTAL 99.95 100.1 99.8 100

Fuente: elaboracion propia.



Tabla N ° 9: Resumen de resultados del perfil del producto de formulas ensayadas.
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PERFIL DEL PRODUCTO

Férmulas de cada ensayo reconstituidos.

RESULTADOS

Atributos Limite de aceptacion Ensayo (FO01) Ensayo (F02) Ensayo (F03) Ensayo (F04)
Color Blanco cremoso Amarillo Amarillo palido Blanco Blanco cremoso
- Caracteristico a Caracteristico a Caracteristico Caracteristico a
Olor Olor a vainilla - . - -
vainilla vainilla a vainilla vainilla
Vainilla/Agradable Vainilla Levemente Vainilla levemente Vainilla -
Sabor Vainilla (Dulce)
dulce amarga amarga (Dulce)
Ausencia de
Particulas extrafas particulas Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
extrafas
Textura Viscoso Viscoso Viscoso L|g\/gramente Viscoso
iSCOSO
oH 31-55 6'65(2%2‘;9"3'0 4.1 35 35
Densidad A documentar N/A N/A N/A 1.082 g/ mL
Ausencia E. coli,
Microbiolégico : N/A N/A N/A Conforme
Presencia B.
licheniformis

Fuente: elaboracion propia.



5.4. Seleccién y evaluacion de la formula definitiva del

yogur para lechén.
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La férmula idénea se selecciond en base al cumplimiento del perfil del
producto establecido al inicio de la investigacion, la férmula seleccionada
(Ensayo F-04) en la que cumple con los requisitos establecidos en el perfil del

producto, por las siguientes razones:

— En el cuarto ensayo se obtuvo sabor y olor caracteristico
agradable, color aceptable, textura y apariencia aceptable, ya
que, al momento del mezclado, la mezcla es totalmente
homogénea libre de particulas extrafas, ademas de que se
logré una incorporacién total del espesante, presentando
buena viscosidad en el producto elaborado; pH obtenido 3.5.

— Ladensidad obtenida estaba dentro de los limites establecidos
en el Perfil del producto. (ver anexo 12), La férmula cuali-
cuantitativa definitiva luego de la evaluacion de los ensayos en
relacion al diseno del “Perfil del Producto” se puede observar

enla Tabla N° 10

Tabla N°10 Formula cuali-cuantitativa que cumple con el “perfil del

producto”

FORMULA CUALICUANTITATIVA
PRODUCTO: YOGUR PARA LECHON

Forma farmacéutica: polvo de reconstitucion oral

Via de administraciéon: Oral

Forma de dosificaciéon: Tomar 200 g de la bolsa y llevarlo a un
volumen de 1L con agua purificada agitando vigorosamente.

Empaque
primario: bolsa
plastica de color
negro y/o papel
Kraft.

Cantidad
Ne° Materia Prima Funcion en la Formula porcentual
%m/m
1 Leche deshidratada ('Sustlt'uto d'e leche) Contiene B. 558
licheniformis.
2 Suero de leche Estimulador dfalla microbiota 375
benéfica.
3 | Cloruro de potasio Fuente de electrolitos 0,35
4 Sulfato de hierro Fuente de electrolitos 0,5
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5 Vitamina B1 Fuente de Vitaminas 0,6
6 | VitaminaB12 1% Fuente de Vitaminas 0,6
7 Caolin Antidiarreico 1,2
8 Goma xantan Estabilizante/espesante 0,4
9 | Diéxido de Titanio Colorante 1
10 | Sorbato de potasio Sustancia conservadora 0,2
1 Acido ascorbico Acidgigglr}ltaeéﬁ?t(ij(;x:)d: nte, 0,25
12| Sacarina sédica Edulcorante 0,6
13| Aroma a vainilla Acentuador del sabor 1
TOTAL 100%

Fuente: elaboracion propia.

Para él %m/m producto final (ver anexo N° 3)

5.5.
(ver tabla 11)

Tabla N° 11: Comparacién de escalamiento de método de
fabricacion a Escala de Ensayo a Escala Piloto y sus

controles en el proceso. (ver anexo 13)

Describir proceso de fabricacién y control en el proceso.

Tipo de ensayo Escala de Escala Escala
ensayo 1 de piloto 25
# | Procedimiento kg ensle(ayo 5 Kg
g
Bolsa de Bolsa Tanque
Tanque granel 5Ib de 10 de acero
1 Ib inoxidable
en
de 25 kg
Rotular la bolsa Bolsa5Ib/ | Bolsade 10 | Temperatu
2 (bolsa F01) temperatura Ib/ ra
ambiente temperatur | ambiente
a ambiente
Adicionar las siguientes materias primas: 5 minutos 5 minutos 6 minutos
3 leche deshidratada, suero de leche y caolin Manual Manual 500rpm
con agitacibn mecanica después de cada en en
adicion. (agitar durante 5 min.) rotacion rotacion
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4 | Dejar reposar por 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos
Adicionar a la (bolsa F01) las siguientes | Bolsa de 5 Bolsa de Tanque
materias primas: cloruro de potasio, sulfato de b/ 10 Ib/ de acero
hierro, vitamina B1 y B12 1%, goma xantan, 3minutos 3minutos | inoxidable

5 | sorbato de potasio y sacarina sddica, con Agitacion Agitacio en V"~
agitacion mecanica después de cada adicion mecanica n de 25 kg
hasta completa homogeneidad. (agitar mecanic | 4 minutos
durante 3 min.) a 500 rpm

7 minutos 10 10 minutos

6 Adicionar el diéxido de titanio, aroma de vainilla Agitacion minutos 500rpm
y agitar hasta completa homogeneizacion. mecanica | Agitacion
(agitar durante 7-10 min.) mecanica
Adiciona la (bolsa F01) el acido ascorbico

7 | agitar hasta completa homogeneizacion. 1 min 1 min 1 min
(agitar durante 1 min.)

En el tanque de acero inoxidable de 25 kg Beaker de Beaker de Tanque
mezclar hasta completar la homogeneizacion. 100 ml 600 ml de acero
50 1 min inoxidable
8 RN
segundos en 'V
de 25 kg
1 min
Adicionar al tanque granel las siguientes 2 min 2 min 3 min

9 | materias primas: sabor a vainilla y diéxido de Agitacion Agitacion 500rpm
titanio 'y  mezclar hasta completa mecanica mecanica
incorporacion. (agitar durante 2 min.)

10 | Verificar rendimiento. %(p/p). - - -
Ajustar el pH si fuese necesario con: Acido

11 | ascoérbico. (El pH del producto debe ser como - - -
maximo 5.5 y como minimo de 3.1).

Realizar controles en proceso: (determinacion Aplica. Aplica. Aplica.
12| de color, olor, sabor, textura, particulas
extranas y determinar la densidad).

13 Revisar material de empaque, segun la norma
(10) - - -
Envasar el producto: En bolsas de color negro
que sean de material doble, y en papel Kraft, se - - Aplica.

14 | depositan en las bolsas pertinentes segun la
cantidad a envasar o cualquier otro tipo de
envase autorizado.

15 | Dejar limpio y despejar el area. - - -

Fuente: elaboracion propia.
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quimicas vy

microbiolégicos del prototipo con el producto terminado.

(ver tabla 12)

Tabla N° 12: Comparacion del prototipo con el producto terminado (Yogur para

lechon).

Descripcion

Prototipo

Producto terminado

Caracteristicas fisicas

Especificacion

Resultado

Color (Homogeneidad)

Blanco

Blanco cremoso

Caracteristico a

Caracteristica

Olor leche vainilla
Sabor Dulce Vainilla (Dulce)
Textura Polvo fluido Polvo fluido

Textura reconstituida

Viscoso blanco

Viscoso blanco

cremoso
Particulas extrafias Ausencia Ausencia
Caracteristicas Quimica Especificacion Resultado

Viscosidad 2780 cp. 2784 cp.
pH <4.0 3.5

Densidad 1.060 g/mL 1.082 g/mL
I\(Ifiir:)(:)tglizgi?ass Especificacién Resultado

Probidtico Bacillus spp. /I'CE:I’(I:I'I.){(I)L;;STII'S
Salmonella spp. Ausencia Ausencia
E.coli <10 UFC/g <10 UFC/g
Staphylococcus aureus <10 UFC/g <10 UFC/g

Enterobacterias totales

<40,000 UFC/g

<40,000 UFC/g

Recuento total de aerobios

25,000 UFC/g

25,000 UFC/g

Hongos y levaduras

Sin crecimiento

Sin crecimiento

Fuente: elaboracion propia.
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La elaboracion del informe de la formula definitiva del yogurt para lechon para
entregar al laboratorio de Innovaciones Nutricionales SA. De CV, se comenzd
a elaborar cuando se culminé la parte experimental del estudio; hasta ese
momento se contaba con toda la informacién necesaria y la férmula cuali-
cuantitativa definitiva.

Las partes que contendra el informe de formulacion a ser entregado al
laboratorio cuenta con informacion de caracter confidencial que no puede ser
agregada en el trabajo final por lo que no formara parte de los resultados
finales de la presente investigacion, las partes que incluira el informe de
formulacion son las siguientes:

— Resumen de la preformulacién del suplemento alimenticio, tomada de
la investigacion y consulta bibliografica en diferentes fuentes de
informacion para formular todos los ensayos.

— Método de fabricacion utilizado para desarrollar la formula definitiva.

— Recomendaciones y precauciones al momento de la fabricacién a
escala industrial de la férmula definitiva.

— Férmula cuali-cuantitativa seleccionada.

— Material de empaque primario para el acondicionamiento del yogur.
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6. CONCLUSIONES

Se concluye que el sustituto lacteo en polvo leche en polvo utilizado en
el desarrollo de la investigacion el cual contenia el microorganismo
Bacillus licheniformis como probiotico, permiti6 una reconstitucion
completa con agua tomando la textura caracteristica de yogur, lo que
permite una facil administracion del alimento al lechdn en sus primeros
dias de vida.

La formula desarrollada en polvo, asi como la férmula reconstituida con
agua, se evaluaron atributos de calidad organolépticos, fisico-quimicos,
bromatolégicos y microbiolégicos, la cual se cumplieron
completamente en el ensayo F-04 con los parametros establecidos en
el trabajo de investigacion presentado.

Se realizaron cuatro ensayos para determinar, incorporacion de cada
ingrediente, apariencia, tiempos de mezclado, entre otros; esto para
establecer proceso de fabricacién final para que la férmula sea
reproducible a escala industrial.

Por ser un pais aun en desarrollo, para la investigacion y desarrollo de
un producto, se debe tomar en cuenta un prototipo que es un producto
comercial registrado. Para la investigacion presentada se siguieron
caracteristicas de un prototipo establecido, como resultado final se
desarroll6 un equivalente, cumpliendo con todos los aspectos de
calidad considerados criticos.
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7. RECOMENDACIONES

Que se valide el método de fabricacion y la metodologia analitica en
futuras investigaciones para asegurar que el proceso y la metodologia
son estables, son reproducibles y dan los resultados esperados.

Que en futuras investigaciones se realice el estudio de estabilidad
conveniente a los lotes pilotos, para asegurar que el producto conserva
sus caracteristicas iniciales en el periodo que ha sido asignado hasta
su caducidad.

Realizadas las pruebas de palatabilidad se sugiere utilizar otros
saborizantes para enmascarar el sabor amargo de la muestra y hacer
pruebas hedoénicas a mayor profundidad con los animales y determinar
asi el nivel de aceptacion

Demostrar en futuras investigaciones la eficacia en campo del producto
desarrollado en diferentes areas pecuarias u otras en desarrollo
econdmico del pais, ya que los beneficios a obtener seran de gran
impacto a la economia interna de El Salvador.
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ANEXO N° 1
Materiales y equipo

(Para realizar ensayos de laboratorio)

MATERIAL Y EQUIPO

Nivel de laboratorio

Nivel industrial

Vaso de precipitado de 100, 250, 500,
1000, mL

Tanques de acero inoxidable de capacidad
de 25 kg en forma de V™

Probeta de 100 mL, 1000 mL.

Agitador de acero inoxidable

Vidrio de reloj

Agitador de motor neumatico

Agitador de vidrio pH-metro
Embudo de plastico Bascula
Hot-plate
pH-metro Balanza METTLER TOLEDO Modelo
M532001CE de 32 Kg de capacidad y
Picnémetro precision 0.1 g.

balanza analitica

bolsas de 1Lb,5Lb, 10 Lb

Termoémetro infrarrojo

bascula METTLER TOLEDO. Modelo INDD
226 con capacidad de 1000 KG y con
precision de 0,2 Kg.

Fuente: elaboracion propia.




ANEXO N.° 2
Procedimientos de controles en proceso

Anexo 2.1. Determinacion de color, olor.

Descripcion:

Material y Equipo
— Vidrio de Reloj
— Hoja de papel bond
— Vaso de precipitado

Procedimiento de Operacion

Determinacion en (polvo)

— Tomar una cantidad de 10 g del producto en un vidrio de reloj, colocarlo
sobre una hoja de papel bond como base y comparar con el producto
prototipo tomando la misma cantidad de muestra.

— Con respecto al olor, caracteristico al aromatizante utilizado a vainilla.

Especificacion:

— El color de la muestra es igual al del prototipo (blanco).

— El olor caracteristico a vainilla.

Determinacion en (reconstitucion)

— Tomar una cantidad de 1 g del producto colocarlo en un beaker de 20
mL, reconstituirlo con 10 mL de agua tibia, agitar constantemente por
un periodo de 3 min.

— Con respecto al olor, caracteristico al aromatizante utilizado a vainilla.

Especificacion:

— El color de la muestra es igual al del prototipo (blanco cremoso).

— El olor caracteristico a vainilla.



Anexo 2.2. Determinacién de sabor.

Descripcion:
Material y Equipo

— Vidrio de Reloj
— Vaso de precipitado

Procedimiento de Operacion

Determinacion en (polvo)

— Colocar 1 g del producto sobre un vidrio de reloj, colocar el dedo indice
sobre el polvo, realizar una prueba de sabor.

Especificacion:

— Presenta un sabor caracteristico a vainilla.

Determinacion en (reconstitucion)

— Colocar en un beaker 1 g del producto reconstituirlo con 10 ml de agua
tibia y colocar 5 ml en una cucharita y realizar una prueba de sabor.

— Los saborizantes enmascaran en mayor medida el sabor del principio
activo o aditivos.

Especificacion:

— Presenta un sabor caracteristico a vainilla.



Anexo 2.3. Determinacion de particulas extranas, textura.
Descripcion:
Material y Equipo

— Vidrio de Reloj

— Papel bond

— Vaso de precipitado
— Agitador de vidrio

— Hot-plate

Procedimiento de Operacion

Determinacion en (polvo)

— Colocar una cantidad de 10 g del producto sobre un vidrio de reloj,
colocarlo sobre una hoja de papel bond como base y observar que no
posea particulas extranas.

Especificacion:

— El sélido no posee particulas extrafas.

— Textura sélida.

Determinacion en (reconstitucion)

— Tomar una cantidad de 20 g del producto en un beaker de 100 mL.
— Calentar 100 ml de agua purificada por un periodo de 3 minutos.

— Agregar 50 ml de agua tibia al polvo contenido en el beacker de 100
mL, Agitar vigorosamente por 5 minutos hasta lograr una mezcla
uniformemente distribuida y homogénea.

— Observar que el liquido no posea particulas extrafias visibles o
precipitados.

Especificacion:

— Elliquido no posee particulas extrafas.
— Liquido con textura viscosa.



Anexo 2.4. Determinacion de densidad.

Descripcion:

Procedimiento de Operacion
— Pesar en balanza analitica 20 g del producto en un beaker de 100 mL.

— Agregar 50 ml de agua tibia al contenido, Agitar vigorosamente por 5
minutos hasta lograr una mezcla uniformemente distribuida vy
homogénea.

— Dejar reposar por un periodo de 10 min.

— Lavar y secar perfectamente el picndmetro con papel que no libere
fibras.

— Pesar el picndmetro vacio, anotando su peso: Masa del picndmetro
solo (P vacio) gramos.

— Llenar el matraz completamente con liquido problema hasta casi
rebosar y se tapa con la pieza que tiene la sefial de enrase o aforo. El
nivel del liquido problema debe quedar por encima de la sefial del aforo.

— Con un trozo de papel de filtro se seca el picnémetro por fuera y con
otro trocito de papel filtro se quita el liquido problema que queda por
encima de la sefal de aforo, dejandolo perfectamente enrasado.

— Pesar el picnédmetro con liquido problema y anotar el peso a
continuacion: Masa del picnédmetro con liquido problema: en gramos.

— Aplicar la féormula de la densidad relativa al agua: Densidad.

__ [(Masa Picnometro + liquido problema) —Masa Picnometro Vacio]

p_

Volumen

— Comparar los resultados segun la tabla que se presenta a continuacion
cuadro N°4.



Anexo 2.5. Determinacion potenciométrica del pH.

Descripcion:

Material y Equipo

pH metro

Agitador de vidrio
Vaso de precipitado
Termdmetro

Procedimiento de Operacion

Encender el aparato.

Estandarizar el pH metro como sigue a continuacién a 25 °C con los
siguientes buffer pH =4, pH =7, pH = 10.

Colocar los electrodos en buffer 4 ajustar segun procedimiento.

Retirar los electrodos del buffer 4 hasta que se lea el valor correcto del
buffer.

Lavar y colocar los electrodos en buffer 7 ajustar.

Retirar el buffer 7 hasta que se lea el valor correcto del buffer.
Lavar y colocar los electrodos en el buffer 10.

Retirar el buffer 10 hasta que se lea el valor correcto del buffer.
Enjuagar el electrodo con agua destilada (libre de CO2).

En un vaso de precipitado, colocar 30 mL de la muestra.
Llevar la muestra a temperatura de 25 °C + 2 °C.

Leer el pH de la muestra.



ANEXO N.° 3
Calculos y formulacion de 1 Kg de yogur

Calculos de cantidades para la preparaciéon de 1,0 Kg de yogur para la
férmula.

- Para la leche deshidratada y suero de leche.

LECHE DESHIDRATADA SUERO DE LECHE

1Kg — 100% 1Kg — 100%
XKg —55.8% X Kg —37.5%

X=0.5580 Kg de Leche X=0.3750 Kg de Suero de leche
deshidratada en gramos. en gramos.

0.5580Kg = 558 g para 1000 g 0.3750Kg = 375 g para 1000 g

- Para el cloruro de potasio y sulfato de hierro.

CLORURO DE POTASIO SULFATO DE HIERRO
1Kg  — 100% 1Kg — 100%
XKg —0.35% X Kg — 0.6%

X=0.0035 Kg de Leche cloruro X=0.006 Kg de sulfato de hierro
de potasio en gramos. en gramos

0.0035Kg=3.5gpara1000g 0.006 Kg =6 g para 1000 g

- Para el caolin y goma xantan.

CAOLIN GOMA XANTHAN
1Kg  — 100% 1Kg — 100%
XKg —1.2% X Kg — 0.2%

X=0.012 Kg de caolin en X=0.002 Kg de goma xanthan
gramos. en gramos

0.012Kg =12 g para 1000 g 0.002 Kg =2 g para 1000 g



Continuaciéon de anexo N° 3

- Para el dioxido de titanio y acido ascorbico.

DIOXIDO DE TITANIO ACIDO ASCORBICO
1Kg  — 100% 1Kg — 100%
XKg —0.4% X Kg — 0.25%

X=0.004 Kg de dioxido de X=0.0025 Kg de acido ascorbico
titanio en gramos. en gramos

0.004Kg =4 g para 1000 g 0.0025 Kg = 2.5 g para 1000 g

- Para el azucar glass y aroma a vainilla.

AZUCAR GLASS AROMA A VAINILLA
1Kg — 100% 1Kg — 100%
XKg —1.25% XKg— 1%

X=0.0125 Kg de azucar glass X=0.01 Kg de aroma a vainilla
en gramos. en gramos

0.0125Kg = 12.5 g para 1000 g 0.01 Kg =10 g para 1000 g

*Calculo realizado para los demas componentes de la formula.



Continuacion de anexo N° 3

S Funcién en la Rango
Descripcion férmula ensayado en % 1000 g
(Sustituto de leche)
Leche deshidratada Contiene B. 55,8 558
licheniformis.
Estimulador de la
Suero de leche . . . 37,5 375
microbiota benéfica.

Cloruro de potasio Fuente de electrolitos 0,35 35
Sulfato de hierro Fuente de electrolitos 0,6 5
Vitamina B1 Fuente de Vitaminas 0,6 6
Vitamina B12 1% Fuente de Vitaminas 0,6 6
Caolin Antidiarreico 1,2 12
Goma xantan Agente estabilizante 0,2 4
Dioxido de Titanio Modificador de color 0,4 10
Sorbato de potasio Agente conservador 0,2 2

) Acidificante/Antioxida
Acido ascorbico nte, Regulador de pH 0,25 2.5
Azucar glass Agente edulcorante 1,25 6
Total, batch: 100% 1000 g

Fuente: elaboracion propia.




ANEXO N° 4
Procedimiento para la preparacion de un lote de yogur

Fomulacién y Recepcién de Materias Primas.

\)

Pesaje y Dosificacién.

Adicionar materia \l/

prima de mayor a Adicion de los componentes
menor peso de la fomula
N 2 Homogenizar
Vezclado. - geométricamente
y uniformizar,
durante 10 min.
~V

Realizar controles en proceso.

N Vg

Realizar ensayos para verificar la
reconstitucion del agua.

~
Revisar material de empaque.

b
Envasar el producto.

A
Dejar limpio y despejar el area.

2

Almacenamiento

Fuente: elaboracion propia con base a la referencia de Guia ICH Q8.

Figura N° 4: Esquema del procedimiento para la preparacion de un lote de
yogur.



ANEXO N° 5
Procedimiento de lavado de cristaleria

Preparar una solucién jabonosa con 20 mL de Hipoclorito de sodio 5%
en 10L aproximadamente de agua potable.

Enjuagar de manera inmediata la cristaleria con agua potable
eliminando cualquier sustancia acumulada.

Lavar con suficiente solucion jabonosa haciendo uso de un mascén,
haciendo enjuagues repetitivos por lo menos en 4 ocasiones para
garantizar la eliminacioén de cualquier sustancia.

Realizar un ultimo enjuague con agua desmineralizada.

Colocar la cristaleria en posicion de secado

Colocar la cristaleria por decantacién para que se seque a temperatura
ambiente.



Anexo N° 6
Ficha técnica de principios activos

inovo MILK

SUSTITUTO DE LECHE

Reemplazador Lacteo para sistemas de crianza artificial de
lechones en regimenes tradicionales o destetes a 60 dias. Gracias
a su perfil elevado en proteina el INOVO MILK permite responder
a los objetivos de crecimiento y asi desarrollar el «alto nivel
energetico» de sus futuros lechones.

SUPLEMENTADO CON:

Productos lacteos, aceites y grasas vegetales, productos y sub-
productos de granos de cereales, productos y sub-productos de
granos oleaginosa, productos y sub-productos de granos de
leguminosas, minerales, vitaminas y mezcla de probidticos: Bacilius
licheniformis DSM 5749 { Bacillus subtilis DSM 5750 (n° CE 1700):
1.28 * 109 UFC / kg, Antioxidantes: BHT= 33 ppm /E433 = 116
ppm, emulsificantes: E 487 = 720 ppm.

DOsIS:
225 g por toma (2 veces al dia) Peso: 25 Kg

INNOVACIONES NUTRICIONALES S.A. DEC.V. //'OOO
Carretera al puerto de La Libertad, Km 22 1/2, Zaragoza INNOVACIONES)

La Libertad, El Salvador. NUTRICIONALES
www.innovacionesnutricionales.com

Figura N.° 5: Ficha Técnica de la Mezcla de Probidticos (Sustituto de leche).



Continuacién de anexo N° 6

FORMULA ESPECIAL PARA SISTEMA TRADICIONAL DE
CRIANZA DE LECHONES HASTA EL DESTETE A 60 DIAS

ANALISIS DE GARANTIA

Proteina....

22.50 % Min.

18.00 % Min.
7.50 % Max.
3.00 % Max.
0.10 % Max.
0.80 % Max.
0.55 % Min.

INGREDIENTES:

Productos lacteos, aceites y grasas vegetales, productos y sub-productos
de granos de cereales, productos y sub-productos de granos oleaginosa,
productos y sub-productos de granos de leguminosas, minerales,vitaminas
y mezcla de probidticos: Bacillus licheniformis DSM 5749 / Bacillus subtilis
DSM 5750 (n° CE1700): 1.28 * 109 UFC / kg, Antioxidantes: BHT= 33 ppm
[ E433 = 116 ppm, emulsificantes; E 487 = 720 ppm.

DOSIS:

Mezclar a razon de 125 gramos de sustituto de leche por litro de agua; para
una optima disolucidn, usar agua con una temperatura de entre 43 y 49°C
y agitar constantemente; dejar enfriar a temperatura de 32 a 38°C. Se
recomienda dar dos tomas al dia, usando como guia las proporciones del
cuadro siguiente.

RAZAS GRANDES RAZAS PEQUENAS
Landrace y otras Dalland y otras
. Sustituto Agua Sustituto Agua
Edad del lech6n
@ L ()] (O]
Del dia 4 al destete 225 2 220 1.8

ADVERTENCIAS:

Guardese en lugar fresco y seco. No se exponga el material a humedades
excesivas. No exponga a la luz directa, si no utiliza todo el contenido, cierre
el envase con el contenido sobrante.

HECHO EN FRANCIA POR: LACTALiS/

Lactalis Feed Les Placis -35230 — Bourgbarré - France
~——Feed

Fuente: Proveedor Lactalis Feed

Figura N.° 5: Ficha Técnica de la Mezcla de Probidticos (Sustituto de leche).



ANEXO N° 7
Calculos de los resultados de densidad y fluidez del polvo

Célculos para los resultados de densidad y fluidez del polvo de yogur para la
formula final.

*se trabajo con el resultado promedio. (ver tabla N° 7)

Determinacion de densidad.

e Densidad aparente (g/mL). p = VZZ::M
Masa: 17.5¢g
Volumen: 50 mL
Densidad (aparente):
17549
Densidad (aparente) p = —-------- d =0.35 g/mL.
50 mL
e Densidad compactada (g/mL).
Masa:17.5¢g
Volumen: 43.33 mL
Densidad (compactada):
1759
Densidad (compactada) p = ——------- d =0.40 g/mL.
43.33 mL

Determinacién de fluidez.

- indice de compresibilidad (%).
IC = densidad compactada — densidad aparente

x100

densidad compactada

0.40 g/mL - 0.35 g/mL
IC = x100 IC=125%
0.40 g/mL




Continuacion de anexo N° 7

Razén de Hausner.

__ densidad compactada

RH = -
densidad compactada
0.40 g/mL
RH = —mmmem- RH=1.14
0.35 g/mL
Angulo en reposo
Altura: 4.05 cm
Diametro: 8.05 cm
Angulo 6: ?
_ _ Altura
0 = Tan 1 0,5 base
4.05cm
0 tan-1 = —-—-m--- 0 =45.2cm
4.025 cm
-Velocidad de flujo
Masa : 100 g
Tiempo: 7.8 s
Flujo masico: ?
masa (g)
Flujo masico = —--------
tiempo (s)
100 g
Flujo masico = —------- F=1282¢g/s
7.8s

*Calculo realizado para la fluidez del polvo del producto final.



ANEXO N° 8
Certificado de analisis de viscosidad del producto terminado.

Univareldad Sawvadorma:

Alberto Masferrer

CERTIFICADO DE ANALISIS
Codigo: F-PG-22-1
*Nombre de la Muestra/ *Lote *Fabricacién | *Vencimiento | *NUmero de Registro [ Fecha de Fecha de
Marca Comercial de Muestra: Recepcion Emision
YOGUPIG 51074 09/2020 03/2023 sEe———ae 19/12/2020 | 31/01/2021

Ntmero de *Tipo de Muestra/ Via de *Nombre del solicitante del analisis: INNOVACIONES NUTRICIONALES S.A. DE C.V.

Muestra Forma Farmacéutica | Administracion i .
76237 POLVO ey *Direccion: Carretera a La Libertad, Km 22 2 Canton San Francisco, Zaragoza,

*N° Teiéfono: 2399-3700
*Descripcion de la muestra: Polvo de color crema, olor caracteristico a vainilla, contenido en una bolsa pidstica de color negro con efiqueta

provisional
DETERMINACION FroHATE METODO DE REFERENCIA ESPECIFICACION RESULTADO INALTIACTON
DEL ANALTSIS
DETERMINACION DE .
USP NF - 2021
VISCOSIDAD A 256C 03/02/2021 : e 2784 cP 03/02/2021
SPINDLE 61, 2.0 RPM 22
CONCLUSIONES ANALITICAS:
*  Noes posible concluir sobre si la muestra se encuentra dentro o fuera de especificacién dado que, para ia determinacion ensayada, no se ha establecido
especificaciones.
NOTAS ACLARATORIAS

« Lo marcado con doble asterisco (**) corresponde a Anélisis Acreditado

e Lo marcado con un asterisco (*¥) corresponde a la informacidn proporcionada por el cliente

» El presente certificado de andlisis corresponde (nicamente a 1a muestra enviada por el interesado

= Declaramos que el Laboratorio de Control de Calidad USAM mantiene estricta confidencialidad de |a informacion y resultados del andlisis realizado y no tenemos
ningdn conflicto de interés con la muestra analizada.

» Prohibida ia reproducddn total o parcial sin previa autorizacion

Lic. Gracia/Magafia de Gomez
GEREI ITE TECNICA

FISICO QUIMICO

e : 1633 Cratie Recio Meqeria de B
Lgda. Sivia Melisa Gémez Medig T Q“U(‘walhkh‘i‘ﬁp 5 g\@igeii
QUIMICA FARMACEUTICA DNM. Rk ES e ‘
| LABORATORIO DE CONTROLDE Insc. JVPQF No. 2868
nsc. JVPQF No. 3046 CALIDAD USAM

No. Inscrip. 520 .
2rop. UNIVERSIDAD SALVADORENA
i ALBERTO MASFERRER (USAM)
San Salvador San Salvador

-FIN DEL DOCUMENTO-

Pégina 1 de 1

- J Laboratorio de Ensayo Acreditado por el OSA con Registro No. LEA 19:08
@ Tels: 22319651/ 22319656

para el alcance detallado en www.0sa.gob.sv ENSAYOS
@ 32 Calle Poniente N° 1126 entre 19y 21 Av. Norte, Inscrito en la DNM con el nimero 520 %«E%
San Salvador, El Salvador.

Figura N° 6: Certificado de analisis de la viscosidad del producto terminado.



ANEXO N° 9 Analisis bromatolégicos

Anexo 9.1 Certificado de analisis bromatolégico del producto
terminado.

Wsms s e v | ELSAWADOR
s —_—
LABORATORIO DE QUIMICA AGRICOLA
labauimica@centa.gob sv / Iquimicaarods.centa@amail.com
San Andrés, 20 de diciembre de 2020.
DATOS GENERALES
Solicitante: INNOVACIONES NUTRICIONALES, SA. DE C.V.
Responsable: Lkc. Diana Tovar
Tipo de muestra: Nucleo de concentrado
Identificacion de Muestra: YOGUPIG
y Rexibido: 22/11/2020
No. Andlisis:  388p
RESULTADO
BASE
ANAUSIS HUMEDA UNIDADES Metodoiogia
P/P
Humedad 4.00 g/100g de muestra | Método de Secado a 105°C
Proteina Cruda 9.84 9/100g de muestra | Método Kjeldhal
Grosas 6.00 |g/100g de muestra |Método Soxhiet
Cenizas 10.69 |g/100g de muestra |Incineracién a 600°C
Carbohidratos 69.47 |g/100g de muestra | Diferencia
Fibra Cruda 0.22 g/100g de muestra | Digestién Acido-Base
Calcio (Ca) 0.45 | g/100g de muestra | Absorcidn Atémica*
*Métodos Oficiales de lo
. AO.AC 159 edicion 1990. l

Nota: Este informe de andlisis corresponde a una muestra recibida por el laboratorio, el proceso del
muestreo ha sido responsabilidad del interesado.

Quimico Analista: Lic, Héctor Shunico Shunico

| 0
| Lﬁﬁ%

\ Ing.-Gmﬂé Henriquez de Chivez
\ Jefa del Laboratorio de Quimica Agricola

Contro Macional de Tadwlogie Agroperuaria y Forestal “Enrique Avarer Codova® (CENTA)

:mnxmxmmmuw.nsam,c:m:«mm. n' "!J “]
vidforos: .. ot 269 -
www.cantagob.sy CENTAELSALVADOR

\ ‘——-__\

Figura N° 7: Certificado de analisis bromatoldgico del producto terminado.




Anexo 9.2 Resultados de parametro de humedad del producto
terminado mediante método de termobalanza

— LABORATORID ALWATS Cf TINE Cacligo
A &#yes, |  INFORME DE RESULTADOS  [TECm
et Th0.700 et e [Nl DG

Cliente: Inmovacionas Mufncionalas 54 ds CV Fecha de Inegresa: 2608723
N® de Ingreso: 230945 Fecha de Andlisis: 250823

Fiecha d@ Fabricaciam; 20802023 Fecha de Reporbe: 26/08E23

Fecha de Vencimients: 202025 Andlisis Selicitade

Daterminacicn de Humedad
RESULTADOS
MUESTRLA [ ESPECIFICACIONES | RESULTADOS REFEREMCIA |
?}g;ﬂ:'g Ir 5% h 3.49% | Temobaianzs

OBSERVACION: Ls muestra analimsis de Yogu Pig CUMPLE con |as sspeciicacones estatbscidns

 JEE

I-r;-p Mima Martnez

Analsia
Republica de EI Salvador
CExP
Lamiirad de Calicad
LABOHATORID ALWAYS 0% TIME
N* Inscrip, 4
Prop. INNOWVACIONES NI TRICIONALES
SADECY
Laripngs 1.3 Liberiad

Figura N° 8: Resultado de Analisis de Humedad a producto terminado
mediante metodologia de Termobalanza



ANEXO N° 10
Certificado de analisis de materia prima
- Viabilidad del microorganismo Bacillus licheniformis.

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO PECUARIO
A7) eVE ALWAYS ON TIME

Carretera a La Libertad km 22%, Canton San Francisco, Zaragoza, La Libertad

INFORME DE RESULTADO
Cliente : Innovaciones Nutricionales
Fecha de entrada: 20/12/22
Fecha de analisis: 21-26/12/22
Fecha de reporte: 27/12/22
Analisis Solicitado: Microbiologico
Tipo de muestras: Materia Prima

Resultado:
Bacillus Enterobacterias Recuentototal | Escherichia | Salmonella
Producto . N N . 3
Lincheniformis Totales de Aerobias coli sop.
INOVO MILK
X : .
LOTE:60009 1.28x10"9 UFC/g <40,000UFC/g 25,000 UFC/g Ausencia Ausencia
Microorganismo Parametro
A
Bacillus Lincheniformis MM'J":‘:S;‘O 9
Enterobacterias totales  <40,000 UFC/g
RT de Aerobias <40,000 UFC
E.coli Ausencia
Salmonella spp. Ausencia

Bibliografia: Reglamento (CE) 183/2005. Higiene de piensos. Miproma, alimentos y aditivos .R

e ——
TngKirna M in:z omﬂ'omo ALWAYS ON TIME
Técnico Analista m ,--’ﬂ ~
Control de Calidad

Figura N° 9: Certificado de analisis de materia prima - viabilidad del
microorganismo B. licheniformis.



ANEXO N° 11
Certificado de analisis microbiolégico del producto terminado.

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO PECUARIO
ALWAYS ON TIME

Carretera a La Libertad km 22%, Canton San Francisco, Zaragoza, La Libertad

INFORME DE RESULTADO
Cliente : Innovaciones Nutricionales
Fecha de entrada: 14/02/22
Fecha de analisis: 15-17/02/22
Fecha de reporte: 18/02/22
Analisis Solicitado: Microbiologico
Tipo de muestras: Producto Terminado

Resultado:
Producto Bacillus Enterobacterias Recuento total | Escherichia | Salmonella
Lincheniformis Totales de Aerobias coli spp.
YOGUPIG A . "
LOTE: 22092020 1.27x10"9 UFC/g <40,000UFC/g 25,000 UFC/g Ausencia Ausencia
Microorganismo Parametro
. . . . Max. 1.28x109
Bacillus Lincheniformis UFCig
Enterobacterias totaies 240,000 UFCig
RT de Aerobias <40,000 UFC
E.coli Ausencia
Salmonella spp. Ausencia

Bibliografia: Reglamento (CE) 183/2005. Higiene de piensos. Miproma, alimentos y aditivos .R

B

ingMirna M, = LABORATORIO ALWAYS ONTIME
Técnico Analista m a7 AT
() (1% 7]
)/
n!-:l'euﬂ n 2 nne
Control de Calidad

Figura N° 10: Certificado de analisis microbiolégico del producto terminado.



ANEXO N° 12
Calculos para determinar la densidad del yogur

Célculos de los resultados experimentales de la densidad del yogur.

Picnémetro vacio = 36.382 g
Picndmetro + agua = 60.418 g
Picndmetro + yogur = 62.389 g

Masa
Yogur) =

p ( 9 ) Volumen

( o ur)— [(Masa Picnémetro + liquido problema) —Masa Picnémetro Vacio]
P {yog - Volumen?

Masa Masa
p (H 2 0) = =V =
Volumen p (H20)
V = [(Masa Picnémetro + agua) —Masa Picnémetro Vacio]
p (agua)

( o ur)— [(Masa Picnémetro + liquido problema) —Masa Picnémetro Vacio]

P {yog - (Masa Picnémetro + agua) —Masa Picnémetro Vacio
p(H20)

p (yogur)=

[(Masa Picnémetro + liquido problema) —Masa Picnémetro Vacio

L p(H20)

(Masa Picnémetro + agua) —Masa Picnometro Vacio

(62.389) — (36.382 g)]

_ L

P (yogur)= (60418 ) — (36382 ' P(1:009/mL)
_ [(26.007 g)]

p (yogur)= -1 564 -P(1:00g/mL)

p (yogur)= (1.082).p(1.00 g/mL)

p (yogur)= 1.082 g/mL

*Calculo realizado para la densidad del producto terminado.



ANEXO N° 13
Procedimiento para la elaboracion a nivel industrial

Limpieza y Sanitizacion Pesaje y Dosificacion Adicion de los componentes de la

férmula
"LA

Envasado Yogur en Polvo Mezclado

Realizar controles en
rOceso.

Reconstitucion Alimentacion de
en Agua Tibia Lechones

Fuente: elaboracion propia.

Figura N° 11 : Diagrama del proceso de elaboracién del yogur paso a paso.
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