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RESUMEN

El trabajo de investigacion se fundamentd en evaluar el efecto inhibitorio de la
cepa de cultivo probidtico Lactobacillus acidophilus en yogurt sobre tres
cepas patdégenas E. coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae. El yogurt
usado fue de dos tipos: sin probidtico adicionado y con probiotico
(Lactobacillus acidophilus). Se inocularon concentraciones 103 y 106 UFC/g
de cada bacteria patdgena en los dos diferentes tipos de yogurt y se mantuvo
en refrigeracion durante 30 dias, realizando los recuentos bacterianos cada 5
dias.

El objetivo de la investigacion fue el de Evaluar el efecto antagdnico de yogurt
con Lactobacillus acidophilus sobre microorganismos patdgenos:
Escherichia coli, Salmonella entericay Vibrio cholerae.

Resultados: Los resultados del estudio confirmaron el efecto antagdnico que
poseen los cultivos probidticos sobre patégenos como E. coli, Salmonella
enterica y Vibrio cholerae, bacterias potencialmente patdégenas para el ser
humano y que pueden estar contenidas en los alimentos. Se demostré6 ademas
que en ambos tipos de yogurt con y sin probiético se produce efecto inhibitorio
de las tres cepas patdégenas en estudio pero que en el yogurt con probidtico el
efecto antagonico inhibitorio se logré en menor tiempo.

Conclusion: Se demostré la capacidad que tiene el yogurt con la cepa probidtica
Lactobacillus acidophilus para inhibir y competir contra ciertos patégenos
intestinales.

Recomendacion

El consumidor debe asegurarse de las condiciones higiénicas y de las
buenas practicas de elaboracién del producto ya que se evidencio que aun
en condiciones de almacenamiento en refrigeracion los patégenos en estudio

sobreviven lo que representa un peligro potencial a la salud de consumidor
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1.0 INTRODUCCION

En la actualidad el uso de los cultivos probidticos posee gran relevancia en la
industria de alimentos ya se han demostrado diversos efectos benéficos para el

ser humano.

Cada afio en diversos paises como Costa Rica se han llevado a cabo
investigaciones para evaluar el efecto de cultivos probitticos adicionados a
Yogurt comercial sobre una poblacién conocida de patégenos; con la finalidad
de comprobar la actividad antagénica de los probidticos sobre bacterias

patdgenas.

La presente investigacion tubo como interés desarrollar una formulacién de
yogurt con probidtico de manera artesanal de tal manera que se pueda
incorporar el uso de Lactobacillus acidophilus como ingrediente funcional de
yogurt y sobre todo comprobar In vitro la capacidad de esta cepa para inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos en diferentes concentraciones de

Escherichia coli, Salmonella entericay Vibrio cholerae.

Este proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad
de El Salvador.

Se analizaron dos tipos de yogurt, uno que fue formulado con probiotico
(Lactobacillus acidophilus) y uno que no contiene probidtico Unicamente
Streptococcus termophilus y Lactobacillus bulgaricus como cultivos
iniciadores a los cuales se les inoculé concentraciones de 10° y 10° de
bacterias patdogenas de Escherichia coli, Salmonella enterica y Vibrio
cholerae, se analizaron con una frecuencia de medicion de: dia 0, 5, 10, 15, 20
y dias 30y se mantuvieron en condiciones de refrigeracion entre 2 - 6°C

durante la vida util del yogurt de 30 dias
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El conteo microbiano se realizO6 en ambos tipos de yogurt: yogurt con
Lactobacillus acidophilus y yogurt sin Lactobacillus acidophilus
(Unicamente bacterias iniciadoras) y se realiz6 el recuento de las cepas
patdgenas Escherichia coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae a
concentraciones de 1x10° UFC/g y 1x10° UFC/g.

Durante los recuentos de las bacterias patégenas Escherichia coli,
Salmonella entérica y Vibrio cholerae también se determiné el pH usando un
potenciémetro, las lecturas fueron realizadas con las frecuencias de 0, 5, 10,
15, 20 y 30 dias manteniendo el yogurt con Lactobacillus acidophilus y sin

Lactobacillus acidophilus en condiciones de refrigeracion entre 2 — 6°C.

El objetivo de la investigacion fue el de determinar si el yogur formulado con el
cultivo probiotico Lactobacillus acidophilus presenta actividad antagdnica
sobre el crecimiento de las cepas patdgenas (Escherichia coli, Salmonella
enterica y Vibrio cholerae), asi mismo determinar la capacidad inhibitoria del
crecimiento de las cepas patdgenas (Escherichia coli, Salmonella enterica y
Vibrio cholerae) a dos concentraciones (1x10° UFC/g y 1x10° UFC/g).
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antagonico de yogurt con Lactobacillus acidophilus sobre

microorganismos patdgenos: Escherichia coli, Salmonella enterica y Vibrio

cholerae.

2.2

221

2.2.2

2.2.3

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar una receta de yogurt natural adicionando una cepa de cultivo

probiotico: Lactobacillus acidophilus.

Comparar la capacidad inhibitoria del crecimiento a diversas
concentraciones de las cepas patdégenas (Escherichia coli,
Salmonella enterica y Vibrio cholerae) por accién del yogurt con
probiético (Lactobacillus acidophilus) y sin probiético (Unicamente con
cepas iniciadoras Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus).

Analizar durante 30 dias a condiciones de almacenamiento entre 2- 6 °C,
el efecto inhibitorio del crecimiento de los patdégenos (Escherichia coli,

Salmonella enterica y Vibrio cholerae) en estudio.
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3.0 MARCO TEORICO

En la actualidad el uso de los cultivos probioticos tienen mas notoriedad en la
industria de alimentos, ya se han demostrado diversos efectos benéficos para el
ser humano y también se ha encontrado que tienen un nimero de propiedades
para implementar su uso en salud y en investigaciones clinicas (). Algunos de
los efectos benéficos atribuidos son el favorecimiento del equilibrio de la
microflora intestinal, estimulacion del sistema inmune, competencia contra

patdgenos (o)

En los ultimos afios se han realizado investigaciones enfocadas en introducir
especies bacterianas beneficiosas para restablecer el equilibrio de la flora
intestinal y prevenir enfermedades (z0), basado en ello surge asi el interés de
incorporar microorganismos probidticos como ingrediente funcional a diversos

alimentos

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los ultimos
afios una nueva linea de alimentos funcionales probiéticos, productos
alimenticios que, ademas de su valor nutritivo, 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. El concepto de alimentos
funcionales tiene su origen en la relacion existente entre alimentacion y salud y
la posibilidad de contar con reguladores biologicos (donde las bacterias lacticas
juegan un papel protagonico) que disminuyan el riesgo de contraer
enfermedades. Los microorganismos comunmente empleados como probioticos
se encuentran disponibles comercialmente a través de industrias alimenticias a

nivel internacional asi como en colecciones de cultivos (ss).

La cepa probiotica en el alimento debe encontrarse en altas cantidades y deben

estar activos al momento de ser ingeridos para que produzca el efecto
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beneficioso (3, Es asi que se atribuye que el mecanismo para actuar dentro del
organismo humano se debe a su capacidad para instalarse en la mucosa
intestinal y producir sustancias inhibitorias que combaten a patdgenos

potenciales (o).

El Lactobacillus acidophilus se considera una bacteria probidtica beneficiosa
para el humano. Estas bacterias habitan en los intestinos protegiendo al
huésped del efecto nocivo de otros microorganismos que pueden ser
potencialmente patégenos. Este microorganismo producto de su metabolismo
produce acido lactico, perdxido de hidrégeno y otros subproductos que crean un

medio incompatible para microorganismos patdogenos (o).
3.1 DEFINICION DE PROBIOTICOS

Los probidticos son microorganismos Vvivos que se adicionan a un alimento,
permaneciendo activos en el intestino y ejerciendo importantes efectos

fisiol6gicos (2g)

Los probidticos al ser ingeridos en cantidades suficientes y estar viables
en el organismo tienen el efecto de contribuir al equilibrio de la flora

bacteriana intestinal y favorecer el sistema inmunitario del huésped (14

La viabilidad y estabilidad de los organismos probioticos son caracteristicas que
se deben mantener durante el proceso de fabricacion y hasta la vida de
anaquel, para asegurar que se encuentren en dosis y concentraciones
suficientes y de esta manera asegurar que al ser consumidos se mantengan
vivos a través del tracto gastrointestinal y puedan colonizar el intestino delgado

y por consecuencia puedan ejercer su funcion biologica en el huésped

Los probidticos no son microorganismos patdgenos. De acuerdo con la

Organizacion Mundial para la Salud (OMS) la definicion de probidtico es


http://es.wikipedia.org/wiki/OMS
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"Microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades

adecuadas promueven beneficios en la salud del organismo huésped”. (12

Segun la Norma salvadorefia NSO 67.01.10:08 Yogurt Especificaciones, los
probidticos "Son microorganismos que se adicionan a un alimento que
permanecen activos en el intestino y ejercen efectos fisiolégicos. Contribuyen al

equilibrio de la flora del huésped". (2g).
3.2 HISTORIA DE LOS PROBIOTICOS

El término probidtico es una palabra que significa “a favor de la vida’ y
actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos
beneficiosos para los seres humanos y los animales. La observacién original de
la funcién positiva desempefiada por algunas bacterias se atribuye a Eli
Metchnikoff, un cientifico Ruso galardonado con el premio Nobel por sus
trabajos en el Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado (1907) 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" 12).

Para entonces el pediatra francés Henry Tissier observd que los nifios con
diarrea tenian en sus heces un escaso numero de bacterias caracterizadas por
una morfologia peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bifidas” eran, por el

contrario, abundantes en los nifios sanos (12

Sugirid la posibilidad de administrar estas bacterias a pacientes con diarrea
para facilitar el restablecimiento de una flora intestinal sana. Las obras de
Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron propuestas
cientificas con respecto a la utilizacion probidtica de bacterias, aun cuando la

palabra "probidtico” no se usé hasta 1960, para designar las sustancias
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producidas por microorganismos que promovian el crecimiento de otros

microorganismos. (12
3.3 EFECTO DE LOS PROBIOTICOS SOBRE LA SALUD

Los probidticos ejercen acciones diversas sobre la salud mediante distintos
mecanismos de accion: Mejoran el equilibrio de la flora intestinal ya que se
unen competitivamente a los receptores intestinales de forma que mantienen el
equilibrio de la flora intestinal, actian acidificando la luz intestinal, segregando
sustancias que inhiben el crecimiento de microrganismos patdgenos por medio
de la produccion de acidos organicos, bacteriocinas, entre otrossyy

compitiendo por nutrientes y por sitios de union epiteliales en el intestino (11

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial
para la industria alimenticia ya que se pueden utilizar como conservadores
biolégicos puros que en un momento dado podrian reemplazar a los
conservadores quimicos ya que tienen la ventaja de ser proteinas que al

biodegradarse no forman compuestos secundarios.

Existen numerosas bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas
(BAL) y cada una tiene espectros de inhibicién particulares, esta caracteristica
es aprovechada en la industria de los alimentos para utilizarlas de diversas
formas. Algunas bacteriocinas se utilizan en procesos que requieren la
inhibicién del crecimiento de bacterias indeseables especificas estrechamente
relacionadas al productor de la bacteriocina, y en otros casos se aplican para
inhibir el crecimiento de microorganismos degradadores de alimentos o de

patdogenos como estafilococos y listerias, respectivamente. (s7

Los efectos de los probidticos son varios incluyendo la modificacion de la flora
bacteriana evitando la colonizacion patégena, la prevencion del desequilibrio de

la flora intestinal, la reduccion de la incidencia y duracién de diarreas, el
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mantenimiento de la integridad de las mucosas, la modulacion de la inmunidad
al evitar la translocacion bacteriana, la produccion de vitaminas como la B2, B6

y biotina. (37)

Los probidticos al ser consumidos tanto por humanos como por animales,
sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal y se implantan en el intestino

delgado favoreciendo la salud del huésped. (3g).

Los probioticos se instalan en la mucosa del intestino y ahi producen las
sustancias inhibitorias que combaten la accion de bacterias toxigenicas, por lo
tanto esta poblacion microbiana, representa un potencial metabilico importante
gue no solo mantine los procesos de digestion sino que tambien actua sobre los
procesos de destoxificacion, llevados a cabo en el intestino, ademas de la

estimulacion del sistema inmunologico (17)

Son también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y

se utilizan para prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales. (2

Los probiéticos han sido definidos como microorganismos vivos que producen
un efecto saludable sobre el huésped al ser consumidos en cantidades

adecuadas (26).

En cuanto a la bioseguridad en el uso de probioticos todos los que se
encuentran en el mercado deben contar con estudios que avalen su inocuidad y
sus propiedades funcionales. Asi como no deben ser capaces de producir

sustancias toxicas o metabolitos que dafen la salud del consumidor ()
3.4 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Las BAL han estado presentes en la alimentacién del hombre desde hace siglos
ya que se encuentran en productos de leches fermentadas. Ademas de que las

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

descomposicion de los alimentos. )

Las bacterias de acido lactico (BAL), entre las que se encuentra la especie
Lactobacillus, han sido utilizadas para la conservacion de alimentos mediante
fermentacién durante miles de afios; pueden ejercer una funcion doble,
actuando como agentes fermentadores de alimentos, pudiendo ademas generar
efectos beneficiosos a la salud. La fermentacion de alimentos brinda perfiles de

sabor caracteristicos y reduce el pH ()

Las Bacterias productoras de acido lactico (BAL) son bacterias fermentadoras
no patégenas, no toxigénicas, Gram positivas, caracterizadas por producir acido
lactico a partir de carbohidratos, lo que las hace ultiles para la fermentacion de
alimentos. En este grupo se incluyen las especies de Lactobacillus,
Lactococcus, y Streptococcus thermophilus. g

En el proceso de fermentacién lactica los microorganismos transforman
alimentos en otros productos, habitualmente a través de la produccién de acido

lactico, etanol, y otros productos finales metabolicos. (i)
3.5 Lactobacillus acidophilus

Es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa, esta especie convierte la
lactosa y otros monosacaridos en acido lactico, crece de manera natural en una
gran variedad de alimentos, incluidos la leche, la carne, el pescado y los

cereales. (zg)
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Lactobacillus acidophilus es un microorganismo no patégeno, que ha sido
ampliamente reconocida por las propiedades que posee de ser beneficioso para

el cuerpo humano. (3

Para que la cepa probidtica pueda realizar los efectos benéficos para el
organismo debe disponer de una concentracién minima de 1x10° UFC/g o ml de

células viables al momento de ser consumido. (3o

e Condiciones de crecimiento
_ pH

Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de
6,4 - 4,5y con uno 6ptimo de desarrollo entre 5,5 y 6,2. Su crecimiento cesa
cuando el pH alcanza valores desde 4 hasta 3,6 en dependencia de especies y
cepas y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos.
Los lactobacilos son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se
encuentran por debajo del valor 4,0 mediante la formacién de acido lactico. De
esta forma evitan o al menos disminuyen considerablemente el crecimiento de
casi todos los otros microorganismos competidores, exceptuando el de otras

bacterias lacticas y el de las levaduras @)
— Necesidades de Oxigeno

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes;
su crecimiento Optimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o
anaerobicas y se conoce que un incremento de la concentracion de CO2 (de
aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre

todo en el caso del crecimiento superficial sobre medios soélidos. (zs)
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— Temperatura de crecimiento

La mayor parte de los lactobacilos son mesofilos (30 - 40°C), con un limite
superior de 40°C (35

3.6CRITERIOS PARA LA DEFINICION DE MICROORGANISMOS QUE
PUEDEN SER CONSIDERADOS COMO PROBIOTICOS

Ser de naturaleza no patégena.

Ser resistente a la destruccidén por procesamiento

Ser resistente a la destruccion por acido gastrico o biliar.

Capacidad de adhesién a las superficies epiteliales

Sobrevivir en ecosistema intestinal

Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal, incluso por un corto tiempo.
Producir sustancias antimicrobianas.

Modular respuestas inmunes.

Permanecer vivas y estables durante su empleo

vV V.V V V V V V V VY

Influenciar actividades metabdlicas humanas (12
3.7 YOGURT COMO SUSTRATO

El yogur es un producto lacteo obtenido mediante la fermentacion de la leche.
Segun la norma Salvadorefia NSO 67.01.10:08 Productos lactico, Yogurt

Especificaciones, el yogurt se define como:

Es el producto lacteo obtenido por fermentacion lactica mediante la accion de
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus a partir de leche
pasteurizada entera, semidescremada o descremada fortificada o no con
sélidos de leche. Los microorganismos vivos presentes en el producto final

deben ser de los tipos antes mencionados y su contenido abundante.
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La fermentacion de la lactosa (el azucar de la leche) en &cido lactico es lo que

da al yogur su textura y sabor caracteristico.
3.8 MECANISMO DE ACCION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

La actividad de las bacterias acido lacticas sobre microorganismos patégenos
ha sido atribuida a la acumulacion de los productos finales de los procesos de
fermentacion, como é&cido lactico, didéxido de carbono, peroxido de hidrégeno,
etc. o a la produccion de bacteriocinas z4). Los nutrientes disponibles pueden
ser el resultado de esta actividad antagdnica ya que hay competencia por estos
nutrientes entre los patdgenos y las bacterias acido lacticas. Los nutrientes
estdn en cantidades limitadas en el intestino, si las bacterias beneficiosas
consumen estos nutrientes necesarios para el desarrollo del agente patégeno,

limitan asi su reproduccion.

Los microorganismos probiéticos compiten con los patégenos no sélo por los

nutrientes, sino por la fijacion en el tracto gastrointestinal

Algunas bacterias pueden inhibir la adherencia de los agentes patdgenos a los
sitios receptores por un mecanismo de blogueo especifico del receptor por lo
que se produce una prevencion de la colonizacibn de microorganismos

patdgenos por inhibicion competitiva en los lugares de adhesion. (14)

3.9INTERACCION DE LOS PROBIOTICOS CON LA MICROFLORA
INTESTINAL

La microflora del intestino humano es un ecosistema complejo en cuanto a la
cantidad y variedad de microorganismos, asi como en su gran capacidad para
influir en el estado de salud del individuo. Entre las funciones de la microbiota
intestinal cabe destacar. Capacidades metabdlicas, que incluyen degradacién

de material no digerible de la dieta y regulacion del almacenamiento de energia,
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sintesis de vitaminas esenciales y aumento de absorcibn de minerales,
proteccion frente a agentes infecciosos y a la proliferacion de especies
microbianas con potencial patégeno y diferenciacion del epitelio intestinal y
modulacion del sistema inmune. Los probidticos pueden ejercer efectos
beneficiosos en la salud modulando la composicién de la microbiota intestinal,
mediante inhibicion de patégenos (produccibn de acidos organicos,
bacteriocinas, competicion por sitios de union epiteliales y por nutrientes) o
favoreciendo la presencia y diversidad de los grupos microbianos considerados

como beneficiosos dentro del ecosistema intestinal. (7
3.10 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS
3.10.1 Escherichia coli

E. coli es un bacteria Gram negativa tipica de la familia Enterobacteriaceae es
anaerobio facultativo, movil por flagelos periticos (que rodean su cuerpo), no
forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa . s,

Es un indicador de contaminacién fecal en aguas y alimentos. Como factores de

virulencia posee Fimbrias que facilitan la adhesion al epitelio intestinal.

El grupo de riesgo comprende practicamente a todas las personas. Los nifios menores
de 5 afios de edad con problemas de alimentacion, asi como los ancianos son los mas

susceptibles de sufrir complicaciones graves

La Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra-intestinales
generalmente graves, tales como infecciones del aparato excretor, cistitis,
meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia (1g).

Se distinguen seis cepas segun su capacidad patdogena, también se les puede
llamar virotipos: Escherichia coli enteropatogénica (ECEP), enterotoxigénica
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(ECET), enteroinvasiva (ECEI), enterohemorragica (ECEH), enteroagregativa
(ECEA) y de adherencia difusa (ECAD). (29

La dosis infecciosa de E. coli es lo suficientemente baja como para pasar de
persona a persona puede ser de 50 UFC/g, eso explica porque un brote puede
originarse a partir de contactos ocasionales con animales, personas o alimentos

contaminados. ()
3.10.2 Salmonella enterica

Salmonella enterica son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos de la
familia Enterobacteriaceae. EI habitat natural de esta especie normalmente
son en los intestinos de los animales y los seres humanos por ello son
asociados a aguas y alimentos que hayan contactado con material fecal. Esta
bacteria produce grandes cantidades de gas durante la fermentacién de
azucares, y llevan a cabo una fermentacion acido mixta, produciendo gran
cantidad de productos acidos y gases. El principal reservorio de la Salmonella

es el tracto intestinal de aves domésticas y silvestres. (19

Salmonella puede producir Infecciones localizadas como sindromes
gastrointestinales e Infecciones generalizadas, que se caracterizan por fiebre
continua. Su patogenia comienza con la ingestion del inoculo, que puede variar
de 10% a 10° células Si el in6culo es suficientemente grande, superara la barrera

gastrica que supone el pH &cido. (1)

Una persona infectada con la bacteria Salmonella suele tener fiebre,
calambres abdominales y diarrea a partir del 12 a 72 horas después de
consumir una comida o bebidas contaminadas. Sin embargo, la diarrea puede
ser severa, Yy la persona puede estar lo suficientemente enfermo como para
requerir hospitalizacion (1. Los ancianos, nifios y personas con problemas del

sistema inmunologico pueden tener una enfermedad mas severa. (g


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Material_fecal&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fermentaci%C3%B3n_%C3%A1cido_mixta&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=In%C3%B3culo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=In%C3%B3culo&action=edit&redlink=1
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3.10.3 Vibrio cholerae

Los Vibrios se encuentran entre las bacterias mas comunes en aguas marinas
superficiales en todo el mundo; son bastoncillos curvos, aerobios, gram
negativos, que tienen movilidad y poseen un flagelo polar; no forman esporas.
Vibrio cholerae serogrupo O1 y los vibrios relacionados con éste, producen
célera en el hombre, en tanto que otros vibriones pueden producir sepsis o
enteritis. El Vibrio cholerae produce una entero toxina que causa colera, una

diarrea acuosa profusa que provoca una rapida deshidratacion y muerte (19)

Vibrio cholerae es patégena solo para el hombre. Una persona puede

desarrollar la enfermedad con una dosis infectiva de 10°a 10"°UFC/g.

El célera no es una infeccion invasora. Los microorganismos no llegan a la
sangre, sino que quedan dentro del tubo intestinal. Los microorganismos
virulentos de Vibrio cholerae se adhieren a las micro vellosidades del borde en
cepillo de las células epiteliales; alli se multiplican y secretan la toxina del

colera. (19



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO s

4.1 Metodologia de la investigacion

La investigacion fue realizada experimentalmente en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

Materiales
Los materiales usados en el desarrollo del proceso se detallan a continuacion:

e Cepas patdégenas a utilizar: Salmonella enterica, Escherichia coli, Vibrio

cholerae

Para el caso de Vibrio cholerae se aislara a partir de bivalvos marinos (concha

de mar)
e Materia prima:

Se utilizd yogurt natural sin cultivo probiético (yogurt X), y yogurt con cultivo

probidtico Lactobacillus acidophilus (yogurt Y).

Los dos tipos de yogurt (X y Y) fueron pasteurizados y tuvieron como cultivo
lactico iniciador una mezcla de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus

bulgaricus.
e Cepas microbiologicas.

Cultivo comercial puro de Lactobacillus acidophilus fue obtenido en forma de
"polvo liofilizado" y fue agregado al yogurt en una concentracion conocida de
1x10° UFC/g
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e Medios de cultivo: Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe), peptona
bacteriologica (peptone protease), Agar Salmonella-Shigella, Agar EMB,
Agar TCBS.

¢ Instrumentos y utensilios. Se utilizaron todos los materiales para uso en
microbiologia: Balanza, termometro, pHmetro, refractometro, campana de
flujo laminar, estufa, Incubadora, autoclave, bafio termorregulador, matraz
Erlenmeyer, bureta, frascos de vidrios, pipetas total y parcial, placas Petri,

tubos de ensayos con tapa rosca, botellas de vidrio.
4.2 METODOLOGIA DE LA PREPARACION DE YOGURT NATURAL

La receta corresponde a yogurt tradicional elaborado artesanalmente y
adicionandole cultivo probiodtico Lactobacillus acidophilus. Los ingredientes
requeridos para el yogurt con probiodtico fueron: Leche fluida cruda, azucar,
leche en polvo, cultivo liofilizado de Lactobacillus bulgaricos y Strepcoccus

termophilus y cultivo liofilizado de Lactobacillus acidophilus

Cultivo de yogurt: 0.5 gramos cultivo liofilizado de las cepas de Lactobacillus

bulgaricus y Strepcococcus termophilus)
Ingredientes:

1 litro de leche fluida cruda
50g de Azucar
50g de Leche en polvo

A

0.5g de cultivo liofilizado de Lactobacillus bulgaricos y Strepcoccus
termophilus

5. 1g de Cultivo liofilizado de Lactobacillus acidophilus

Tiempo Total de preparacion: de 6 a 7 horas aproximadamente. Ver anexo N° 1

Diagrama Metodolégico elaboracion de yogurt.
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Preparacién

1. Colocar la leche cruda en un recipiente, disolver la leche en polvo y agregar
el azucar.

2. Continuar calentando hasta alcanzar los 72°C - 75°C y se mantiene en esta
temperatura durante 10 minutos evitando que llegue a hervir.

3. Enfriar hasta que alcance los 40-45 grados. Es importante realizar todo este
proceso para asegurarse que la leche esta pasteurizada, libre de
microorganismos patdgenos.

4. Cuando la leche esta tibia se pone en otro recipiente y se le agrega
0.5gramos de cultivo iniciador formado por Lactobacillus bulgaricos y
Streptococcus termophilus, y se mezcla bien para que se disuelva.
Adicionar en este punto también el cultivo probiético Lactobacillus
acidophilus. En la figura N°1 se muestra la dilucion del cultivo probiético
para lograr la concentraciéon 1x10°UFC/m.

5. Tapar el recipiente y dejar reposar durante 7 horas manteniendo la misma
temperatura entre 42 — 45°Cy evitando que se enfrie.

6. Pasado este tiempo la leche debe haber coagulado de forma homogénea y
su sabor es ligeramente &cido el cual tiene un pH entre 4.50y 4.40

7. Cuando el yogur esta listo desprende un suave aroma lactico tipico del
yogurt. Entonces se mezcla suavemente con movimientos envolventes y se
coloca en el refrigerador para que enfrie y se frene la acidificacion.

8. Es opcional agregar fruta o jalea al yogurt previamente preparado.
4.2.1 CALCULO DE LA CONCENTRACION DEL CULTIVO PROBIOTICO
El sobre de cultivo probidtico Lactobacillus acidophilus liofilizado rotula una

concentracién de: 2.9x10'UFC/g para lograr esta concentracién se debe

realizar una dilucion previa.
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Pesar 1g del cultivo liofilizado y disolverlo en 99ml de leche pasteurizada y
enfriada a 42° - 43°C, luego tomar una alicuota de 1.38g para inocular en 1 litro

de leche preparada para yogurt.

Pesar 1.0 g del polvo de
la cepa L. acidophilus Adicionar en 99 g de leche

equivalente a 29X10" UFClg  pasteurizada

E Tomar alicuota de 1.36

 — —— g inoctlar a 4 litros de
mezcla para Yoqurt

Figura No.1 Dilucién cultivo probidtico Lactobacillus acidophilus

Para el seguimiento de los recuentos bacterianos de Lactobacillus
acidophilus y las cepas patéogenas de Escherichia coli, Salmonella
enterica y Vibrio cholerae se almacenaron las muestras de yogurt elaborado
en frascos de vidrio estériles y se mantuvieron en condiciones de refrigeracién a
temperaturas entre 2 a 6°C, se realiz6 de esta manera ya que se desea
disponer de muestras integras inoculadas con los patdgenos cada vez que
se realice los recuentos microbianos en el periodo de estudio comprendido
entre los dias 0,5,10,1520 y 30 dias de vida uatil del yogurt.
El total de frascos almacenados fueron de 72. Para cada tipo de yogurty
concentracion de patogeno se dividiran en 6 frascos, luego se almacenaran en

refrigeracion.
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Figura No.2 Yogurt almacenado en frascos

4.2.2. CONTROL DE CALIDAD

Materia Prima
Debe usarse leche cruda con la acidez adecuada el cual no debe sobrepasar los
0.18%.

Proceso
Mantener muy buenos habitos de higiene personal y de utensilios. Dar los tiempos

y temperaturas recomendadas durante la preparacion.

Producto Final

El producto debe tener un color uniforme, no debe tener mal sabor u olor y debe
presentar una textura homogénea. El no realizar un proceso adecuado puede
provocar un yogurt con separacion de suero.

Para fines de la investigacion a realizar una vez frio proceder segun la
metodologia para demostrar el efecto inhibitorio de las cepas contenidas en el
yogurt sobre poblaciones conocidas de bacterias patdégenas como E. coli,
Salmonella enterica y Vibrio cholerae.


http://www.google.com.sv/url?sa=i&rct=j&q=yogurt+casero&source=images&cd=&cad=rja&docid=D5xw8iECvYPi7M&tbnid=Td_UFMb7WccH9M:&ved=0CAUQjRw&url=http://angiazucarycanela.blogspot.com/2012/12/yogurt-casero.html&ei=-JJjUeTvFIXK9gTIpIGwAw&psig=AFQjCNF-aZGFBrlnGJ1nWQfJ1e6n4mfRkA&ust=1365565234635116
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4.3 AISLAMIENTO DE PATOGENOS

1. Para Escherichia coli y Salmonella entérica se realizé el aislamiento a
partir de cepas patron en medios de cultivo selectivo, Agar EMB para
Escherichia coli y agar SS para Salmonella enterica. Incubar A 37°C y
posteriormente purificar la cepa de ser necesario realizando resiembras en
el agar selectivo respectivo.

2. Realizar pruebas bioquimicas para verificacion de las cepas

3. Para el aislamiento de Vibrio cholerae se realizé a partir de conchas
marinas, para ello pesar 10g de las conchas y suspender con 90ml de Agua
peptonada, Incubar 24 horas a 37°C

4. Luego de la incubacion tomar una alicuota de 1ml y sembrar en Agar TCBS
para el aislamiento, Incubar 37°C.

5. Purificar de ser necesario haciendo resiembras de Agar TCBS vy realiza

pruebas bioquimicas. s,
4.3.1 ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES DE PATOGENOS

Una vez aisladas y verificadas por medio de pruebas bioguimicas la presencia
de los 3 patdgenos en estudio, se procedid a la estandarizacion de las
concentraciones de prueba: 1x10° UFC/g y 1x10° UFC/g concentraciones de los

patdgenos a los cuales se realizaron el estudio.

Para ello se realiz6 aislamiento de cada una de las cepas de Escherichia coli,
Salmonella enterica y Vibrio cholerae en agar TSA e incubar a 37°C. Las
colonias resultantes de esta incubacion fueron las utilizadas para la
estandarizacion en espectrofotometro, esto es debido a que se requieren

colonias sin color que interfiera la lectura el espectrofotometro.
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4.3.2 PROCESO DE ESTANDARIZACION

La base de este método de estandarizacion es la medicion de la cantidad de luz
dispersada o transmitida a través de un cultivo bacteriano, esto se realizé en un
espectrofotometro que mide la densidad o6ptica y luego la absorbacia-

tramitancia.

1. Hacer una suspension bacteriana de cada una de los patégenos con
solucion  salina. Esto permite hacer curvas estandar para relacionar los
valores de absorbancia con la masa bacteriana.

2. Iniciar el equipo espectrofotbmetro para leer tramitancia a 580nm vy realizar
lectura de blanco con solucién salina

3. Hacer diluciones hasta llegar a la concentracién de % tramitancia de 81.7%
para Vibrio cholerae, 81.8% para Escherichia coli y 87.8% para
Salmonella enterica y asi lograr las concentraciones de 1x10° UFC/g. Para
las concentraciones de 1x10° UFC/g hacer una dilucién al doble de volumen
con solucion salina de la estandarizada de 1x10° UFC/g.

4. Verificar los recuentos bacterianos de 1x10° UFC/g y 1x10° UFC/g haciendo
diluciones en agar recuento en placa e incubando a 37°C por 24 horas. Esto
se realiz6 para verificar si él % de tramitancia fue el correcto para lograr el

ajuste de las concentraciones en estudio. .
4.4 DEFINICION DE LOS PROCESOS EXPERIMENTALES

En la investigacion se utilizé una concentracién de 1x10° UFC/g de la bacteria

probidtica Lactobacillus acidophilus.

Se conformaron 12 procesos para analizar la informacion el cual se resumen:
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Cuadro No.1 Procesos Experimentales

Tipo de Proceso Co(;jégo Concentracion | Microorganismo | Concentracién
Yogurt Yogurt de probidtico Patégeno de Patégeno
1 X No tiene Escherichia coli 1x10°
Salmonella 3
2 X No tiene : 1x10
enterica
X No tiene Vibrio cholerae 1x10°
4 X No tiene Escherichia coli 1x10°
Salmonella o
Sin > X No tiene enterica 1x10
Lactobacillus ___ =
acidophilus 6 X No tiene Vibrio cholerae 1x10
7 Y 1x10° Escherichia coli 1x10°
5 Salmonella 3
8 Y 1x10 . 1x10
enterica
Con 9 Y 1x10° Vibrio cholerae 1x10°
L actobacillus 10 Y 1x10° Escherichia coli 1x10°
acidophilus 11 Y 1x10° Salmor_]e”a 1x10°
enterica
12 Y 1x10° Vibrio cholerae 1x10°

4.5 Proceso de inoculacion de L. acidophilus en el yogurt

Las bacterias lacticas fueron afiadidas el yogurt antes de la fermentacion
Frecuencia de las mediciones: dia 0, dia 5, dia 10, dia 15, dia 20 y dia 30
manteniendo las muestras en condiciones de refrigeracion de producto de
2°C - 6°C.

El conteo microbiano se realiz6 en ambos tipos de yogurt: yogurt con
Lactobacillus acidophilus y yogurt sin Lactobacillus acidophilus y se realizo
el recuento de las cepas patdogenas Escherichia coli, Salmonella enterica 'y
Vibrio cholerae a concentraciones de 1x10° UFC/g y 1x10° UFC/g.
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Determinacion de pH. Se determin6 mediante un potenciémetro durante 30
dias del yogurt con probidtico (Yogurt X) y Yogurt sin probidtico (Yogurt Y).

4.5.1 Cuantificacion de Lactobacillus acidophilus en Yogurt

Reactivos
-Agua de peptona tamponada
-Agar MRS

Procedimiento general para preparar las muestras:

1. Pesar asépticamente 10g de la muestra en bolsa estéril para trabajar
stomacher.

2. Adicionar 90 ml del agua peptonada y mezclar durante un min a 260rpm.

3. Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de
boca ancha con tap6n de rosca.

4. Tomar una alicuota de 10 ml de la mezcla a un frasco que contenga 90ml de
agua peptonada, posteriormente hacer otra dilucién igual 10ml/90ml

(diluciones seriadas).

4.5.2 Aislamiento de Lactobacillus acidophilus

De la cuarta dilucién tomar 1ml y colocarlo en placa petri, transferir 20ml de
agar MRS, mezclar en forma de ocho e incubar por 72 horas a 37 £ 1 °C en

jarra de anaerobiosis. Se trabajé por duplicado.

Se examin0 las placas a investigar la presencia de colonias tipicas de

Lactobacillus: Colonias blancas. Diluciones: 10*- 102- 103- 10

Preparaciéon de agar MRS. De acuerdo a las instrucciones del envase 70,3 g

de agar MRS disolver con agua destilada y se aforara a un litro, se homogeniza
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la mezcla calentdndola y luego se pasaron a matraces Erlenmeyer, los

matraces se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min.

Mantener en un bafio Maria a 45°C, en una campana de flujo laminar hasta la
preparacion de las siembras en placas Petri, el cual se adicionaron 20 ml

aproximadamente de agar MRS. (s
4.6 INOCULACION DE BACTERIAS PATOGENAS EN YOGURT

Durante tres repeticiones y usando la concentracion de probiético (1x10° UFC/g)
se inoculo una suspensién (1x10%y 1x10° UFC/g) de cada bacteria patégena en
estudio en el yogurt X y Y. Cada uno de estos procesos se almaceno en
refrigeracion a temperaturas entre 2 - 6°C durante los 30 dias de vida util del
yogurt. Inicialmente se realizd el recuento de las bacterias probidticas en el
yogurt para verificar si tenemos concentraciones de 1x10°en la etapa inicial del
estudio, asi como a lo largo de la vida util del producto. Una vez elaborado el
yogurt se debe hacer el envasado en 72 frascos de vidrio o plastico con
capacidad para 100g; Las suspensiones bacterianas fueron preparadas y
estandarizadas a concentracién de 1x10°y 1x10° UFC/g. Una vez preparada la
suspensién inocular 1ml de esta en cada frasco que contiene el yogurt. Agitar
para lograr una correcta mezcla. La inoculacion de las bacterias patdgenas

debe realizarse segin como se indica:
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Cuadro No 2 Guia de Inoculacion — experimental

Numero de
Tipo de Concentracién f.rascos a Patégeno a | Concentracion
o inocular ) !
Yogurt del probidtico con el inocular del patégeno
patégeno
6 Escherichia
Yogurt X Salrfm(c):lrlneua
sin No tiene 6 : 1.0X10°
probidtico en.ter!ca
Vibrio
6
cholerae
6 Escherichia
Yogurt X Saln:(cj)lrllella
sin No tiene 6 : 1.0X10°
probidtico en.ter!ca
Vibrio
6
cholerae
6 Escherichia
Yogurt X Salni(cj)lrllella
con 1.0x10° 6 . 1.0X10°
robiético en.ter!ca
P Vibrio
6
cholerae
6 Escherichia
Yogurt X Salrﬁglrllella
con 1.0x10° 6 . 1.0X10°
probiético enterica
Vibrio
6
cholerae
Total de frascos 72

4.7 MEDICION DE LAS POBLACIONES DE BACTERIAS PATOGENAS

4.7.1 MEDICION DE LA POBLACION DE E.COLI ATCC 25922 (5

Medios de cultivo

Para Escherichia coli Agar EMB
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De cada uno de los sistemas, se realiz6 diluciones decimales en agua
peptonada estéril. Luego cada una de éstas se inoculé por esparcimiento en
Agar EMB, se incubo a 37 °C, en atmoésfera normal durante 2 dias. Luego de la
Incubacion, las poblaciones se monitorearon segun frecuencia de mediciones

establecidas durante la vida util del yogurt.
Técnica de Recuento de E. coli ATCC 25922
Materiales

— Homogeneizador stomacher

— espatulas, mezcladores

— Incubadora

— Tubos de ensayo

— Pipetasde 1 ml

— Pipetas bacteriolégicas de 10.0 y 5.0 mi

— Placas petri
Reactivos

— Agua de peptona tamponada

— Agar EMB
Procedimiento general para la preparaciéon de muestras

1. Pesar asépticamente 10 g de la muestra en bolsa estéril para trabajar.

2. Adicionar 90 ml del agua peptonada y mezclar durante un 1 min a 260rpm
en stomacher.

3. Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de

boca ancha con tapon de rosca.
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4. Luego transferir respectivamente 10 ml de la mezcla a un frasco que
contenga 90ml de agua peptonada, posteriormente hacer otra dilucion igual
10ml/90ml. Diluciones: 10™"- 102- 10°- 10™

5. De la tercera dilucion tomar 1ml y distribuir sobre Agar EMB, luego incubar
durante 24horas a 37°C

Examinar las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de E. Coli.

Agar EMB: colonias verdosas con brillo metalico (s,

4.7.2 MEDICION DE LA POBLACION DE Salmonella enterica

Técnica de Recuento de Salmonella enterica
Medios de cultivo

— Caldo lactosado y agua de peptona tamponada

Materiales

— Homogeneizador stomacher

— Espatulas, mezcladores

— Incubadora

— Tubos de ensayo

— Pipetas de 1 ml

— Pipetas bacteriolégicas de 10,0 y 5,0 mi

— Placas petri
Procedimiento general para la preparaciéon de muestras

1. Pesar asépticamente 25 g de la muestra en bolsa estéril para trabajar.
2. Adicionar 225ml del medio de pre-enriquecimiento estéril caldo lactosado y

mezclar durante un 1 min a 260rpm en stomacher.
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3. Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de
boca ancha con tapén de rosca y dejar incubando a 37°C durante 24 horas.

4. Pasadas las 24 horas de incubacion de los frascos de pre enriquecimiento,
agitar suavemente, transferir respectivamente 10 ml de la mezcla a un
frasco que contenga 90ml de agua peptonada, posteriormente hacer otra
dilucion igual 10mli/90ml.

5. Distribuir 1 ml sobre placas petri con agar Salmonella Shigella. Incubar a
37°C durante 24 horas.

Examinar las placas y hacer recuento de colonias tipicas de Salmonella
enterica, de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar salmonella shigella: las colonas tipicas de Salmonella color rojos,

4.7.3 MEDICION DE LA POBLACION DE Vibrio cholerae
Recuento de Vibrio cholerae

1. Pesar 10 g de Muestra y Adicionar 90 mL de Agua Peptonada Buferada
(APB)

2. Homogenizar en STOMACHER 2 minutos a 260 rpm.

3. Pipetear 10 mL de la solucién a un frasco de dilucién que contiene 90 ml de
APB.

4. Preparar una dilucion mas consecutiva de 10mi/90ml.

5. Distribuir 1ml en Agar TCBS de cada dilucion.

6. Incubar a 35-37 °C por 24 horas.

Examinar las placas con Agar TCBS y realizar los recuentos de colonias tipicas
de Vibrio Colonias largas color amarillo y ligeramente planas con centros

opacos Yy periferias translucidas. )
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4.8 ldentificacion de bacterias patdbgenas con Pruebas Bioquimicas

Realizar pruebas Bioquimicas para la identificacion de los tres patdégenos

aislados previamente: E. coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae

e Reaccion de Indol

1. Sobre 1ml de medio de caldo tript6fano inocular las colonias del
microorganismo patdégeno de prueba.

2. Incubar a 37°C 1, durante 24 horas. Luego de la inoculacién afadir 5 gotas
de reactivo de Erlich por la pared interior del tubo.

3. El desarrollo de un anillo color rojo en la interfase del reactivo y el caldo,
segundos después de afiadir el reactivo indica la presencia de Indol y una
prueba positiva, si el anillo formado es amarillo o del mismo color que el

reactivo la prueba es negativa.

e Voger Proskauer

1. Inocular el caldo RMVP con las colonias del microorganismo patégeno de
prueba

2. Incubar a 37°C 1, durante 24 horas.
Luego de finalizado el tiempo de incubacién adicionar al tubo de ensayo 3
gotas de Alfa-naftol + 2 gotas de hidroxido de potasio, luego agitar
cuidadosamente el tubo.

4. Dejar reposar el tubo durante 10 a 15 minutos. El desarrollo de un color rojo

luego de 15 minutos indica la presencia de diacetilo y la prueba es positiva.
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Rojo de Metilo

. Inocular el caldo Rojo Metilo (MRVP) con las colonias del microorganismo
patégeno en estudio.

. Incubar a 37°C %1, durante 48 horas

. Luego de finalizado el tiempo de incubacion agregar unas 1 o 2 gotas del
reactivo de Rojo de metilo.

. La prueba es positiva si se desarrolla de un color rojo en el tubo. Esto indica
gue la produccion de acido es suficiente para producir el viraje del indicador

y el microorganismo fermento la glucosa.

Prueba de Movilidad

. Inocular la colonia del microorganismo patégeno de prueba por punzada por
el agar MIO (Movilidad-Indol-Ornitina)

. Incubar 24 horas a 37°C +1

3. Luego de la incubacion observar la movilidad de la bacteria en el medio de

cultivo inclusive mas alla de la punzada de siembra.

ISl

. Inocular los tubos de TSI con aza de punta, hacer punzada introduciendo la
punta hasta 3 a 5 mm del fondo del tubo, luego de retirar el alambre del
fondo estriar sobre la superficie.

. Incubar 24 horas a 37°C +1.

Observar el crecimiento en el medio de cultivo y la coloracion, ademas si

hay formacion de gas SH».
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Citrato

Inocular por estria el microorganismo patégeno de prueba sobre el agar
inclinado de Citrato.

Incubar a 37°C £1 durante 4 dias.

La prueba es positiva cuando se observa crecimiento a lo largo de la estria,

acompafnado o no de un viraje del indicador color azul.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 PREPARACION DE YOGURT NATURAL

Para realizar la investigacion se prepar6 yogurt natural por medio de una receta
tradicional, que consiste en usar ingredientes accesibles y materiales practicos
para su preparacion. Se realizaron dos tipos de yogurt, uno que contenia
Lactobacillus acidophilus como cepa de cultivo probidtico y el segundo
yogurt sin el cultivo probiético. Ambos productos fueron preparados con leche
pasteurizada y se utilizaron cultivos iniciadores de Strepcococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus en ambos tipos de yogurt ya que
segun Normativa NSO 67.01.10:08 Productos lacteos, Yogurt Especificaciones
los probiéticos debe contener estas dos cepas para ser denominado Yogurt.

La preparacion del yogurt marca el punto de partida para hacer posible el inicio

de la investigacion.

5.1.1 Yogurt y sus caracteristicas sensoriales

Ambos tipos de yogurt preparados para la investigacion se obtuvieron con
caracteristicas propias de este producto, es decir textura cremosa, suave,
uniforme, sin grumos, sin liberacion de suero y sabor levemente acido
caracteristico.

La preparacién del yogurt (ambos tipos con y sin probiotico) se realizd segun la
metodologia descrita en el numeral 4.2 (pag. 37)

En la primera etapa de la preparacion de yogurt se realiz6 la pasterizacion la
cual consistio en someter leche cruda, azucar y solidos de leche usados como
materia prima a calentamiento en un bafio maria a una temperatura de 75°C.
En la etapa de inoculacion se adicionaron 0.5 g de cultivo liofilizado de
cepas iniciadoras Lactobacillus bulgaricos y Streptococcus
termophilus y para el caso de yogurt con probiético se adiciono el

cultivo de Lactobacillus acidophilus el cual fue preparado segun diluciones



56

y célculos mostrados en la seccion 5.2.1 realizando diluciones con leche
previamente pasteurizada y enfriada a 43°C.

Para la fermentacion o Incubacion se dejo reposando la leche preparada con
cultivos durante 7 horas a una temperatura constante en Baflo maria entre
42 °C — 45°C.

Completado el tiempo de fermentacién se rompid el coagulo con movimientos y
agitacion suave y se somete a refrigeracion que detiene el proceso de
acidificacion de yogurt.

Se evaluaron las caracteristicas sensoriales del yogurt y se procedio al

envasado en frascos estériles

5.1.2 CONTROL DE CALIDAD AL YOGURT PREPARADO

Para la preparacion del yogurt se utilizaron ingredientes libres de impurezas,
durante el proceso de elaboracion se mantuvieron buenas practicas de
preparacion de materiales y utensilios asi como higiene y cuidados personales
para evitar contaminacion del yogurt. Durante la etapa de preparacion se mantuvo
control de los tiempos y temperaturas de proceso.

En la cuadro N°3 se presentan los resultados de la evaluacién sensorial y

fisicoquimica realizada a los dos tipos de yogurt con y sin probidtico.

Cuadro N° 3  Evaluacion sensorial y fisicoquimica de los dos tipos de yogurt
preparado
PARAMETRO TIPO DE YOGURT
EVALUADO CON PROBIOTICO SIN PROBIOTICO
Textura Cremosa, homogénea Cremosa homogénea

Presencia de Grumos

No

No

Sabor y Aroma

Acido caracteristico

Acido caracteristico

Liberacién de suero No No
pH 4.38 4.35
Grados Brix 12° 12°
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En el cuadro N° 3 se muestra que ambos tipos de yogurt con y sin probiético
presentaron caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas similares que no son
significativas, la diferencia entre ellos Unicamente se basa en la composicion de

Bacterias lacticas afiadidas previo al proceso de fermentacion.
5.2 INOCULACION DE Lactobacillus acidophilus EN EL YOGURT

Previo a la etapa de fermentacion se adiciono a la mezcla de leche 0.5g de
cultivos iniciadores en forma de polvo liofilizado de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus y para el caso de yogurt con
probiético se adiciono 1.38g para lograr una concentracién de 1x10°UFC/g (ver

calculos en la seccion 5.2.1)

Para lograr una concentracién de 10°ufc/g de Lactobacillus acidophilus en el
yogurt con probiotico se pesé 1.0g y se diluyo en 99.0ml de leche previamente
pasteurizada y enfriada a 43°C, posteriormente se tomo una alicuota de 1.38g
de L. acidophilus y se adiciono a la mezcla de leche a una temperatura de
43°C, se agito para incorporar el cultivo en toda la leche.

La mezcla Inoculada fue sometida a fermentacion o incubacién a temperatura

de 43°C durante un tiempo aproximado de 7 horas.

5.2.1. CALCULO DE LA CONCENTRACION DEL CULTIVO PROBIOTICO

La cantidad preparada de cada yogurt fue de 4 litros. Para el Yogurt con
probiotico se usé Lactobacillus acidophilus a una concentracion inicial de
2.9X10™UFC/g.

La concentracion requerida en el yogurt es de 1.0X10°UFC/g, para lograr esta

concentracion en 4 litros de yogurt se requiere 4X10°UFC/g*.
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Calculo:

Formula concentracién necesaria para 4 litros=  (4). (1.0X10°% = 4X10°UFC/g
Concentracion inicial de Lactobacillus acidophilus en 1gramo = 2.9X10UFC,
se requiere diluir esta concentracion, para ello se realizé dilucién de 1gramo de

cultivo puro en 99g de leche.
Teniendo una concentracion en la dilucién de 2.9X10°UFC/g

La cantidad a adicionar del cultivo diluido se calcula relacionando la cantidad

necesaria de la concentracién de 2.9X10°UFC/g para obtener 4X10°UFC/g

Calculo: Tenemos  2.9X10°UFCen —» 1 gramo

Para obtener 4X10°UFC se requiere —» X gramos

(4X109UFC) x 1gramo

Cantidad a Inocular a 4 litros = > OX109UFC = 1.38 gramos

Cantidad agregada de cultivo Lactobacillus acidophilus para inocular 4 litros
de yogurt fue de 1.38gramos.
Este volumen fue pesado en balanza semi-analitica y adicionado a la mezcla de

yogurt previo a la fermentacion.

5.2.2 Cuantificacion de Lactobacillus acidophilus en Yogurt

El conteo inicial y durante la vida util del yogurt (30dias) se realizo por medio del
método de Recuento en placa con Agar MRS, las frecuencias de las
mediciones de las bacterias acido lacticas se realiz6 el dia 0, 5, 10, 15, 20 y 30.
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Las muestras de yogurt se mantuvieron durante ese tiempo en condiciones de

refrigeracion entre 2 — 6°C.

El conteo se realiz6 pesando 10g de yogurt y se diluyo en 90ml de agua
peptonada estéril, se mezcldé en stomacher durante dos minutos de 260RPM y
posteriormente se realizaron diluciones seriadas de 10?, 102 10° vy 10™
tomando alicuotas de 1ml. Se sembré 1ml de la dilucién 10°y 10 en placas
estériles y se les adiciono 20.0 ml de agar MRS, luego se incubaron las placas
en condiciones de anaerobiosis 5% de CO, a una temperatura de 37°C+1 por
48-72 horas. Posterior a la incubacion se realizaron los conteos del

Lactobacillus acidophilus observando colonias de color blanco — amarillo.
Las siembras y conteos se realizaron por duplicado.

En la Figura N° 3 se observan crecimiento de colonias de Lactobacillus

acidophilus en agar MRS

Figura N°3 Colonias de Lactobacillus acidophilus en agar MRS
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En el cuadro N° 4 se muestran los resultados obtenidos del conteo del yogurt

con Lactobacillus acidophilus.

Cuadro No.4 Conteos de Lactobacillus acidophilus durante los 30 dias

de estudio
RECUENTOS DE Expresado en
Dias Lactobacillus P .
. : Logaritmo
acidophilus

0 1.13X10°UFC/g 1.13E+06
5 1.13X10°UFCl/g 1.13E+06
10 1.13X10°UFCl/g 1.13E+06
15 1.10X10°UFC/g 1.10E+06
20 1.05X10°UFC/g 1.05E+06
30 8.40X10°UFC/g 8.40E+05

En el cuadro N° 4 se observd que durante la vida util del yogurt el nUmero de
células viables de Lactobacillus acidophilus mantuvo un factor casi constante
de 1x10° UFC/g disminuyendo al dia 30 a 8.40X10°UFC/g.

1.40E+06
1.30E+06

1.20E+06
1.10E406 * * *—

+
1.00E+06
9.00E+05 \
8.00E+05
7.00E+05

Recuentos en UFC/g

0 5 10 15 20 30
Recuentos en UFC/g| 1.13E+06 1.13E+06 1.13E+06 1.10E+06 1.05E+06 8.40E+05

Dias de Monitoreo

Figura N°4 Recuentos de Lactobacillus acidophilus
durante los 30 dias de monitoreo
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En la Figura N° 4 se observan en forma grafica los recuentos Lactobacillus
acidophilus durante los dias de monitoreo; Los primeros 20 dias se manifesto
un recuento casi constante 1x10° UFC/g disminuyendo el nimero de bacterias
lacticas para el dia 30 hasta recuentos de 8.4x10° UFC/g

Estos recuentos demuestran que manteniendo el yogurt en condiciones de
refrigeracion el nUmero de bacterias lacticas se mantienen viables y en nimero
casi constante hasta el dia 20 y disminuyendo en un 20% el numero de

bacterias lacticas al termino del dia 30.

5.3 IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE PATOGENOS

5.3.1 Identificacion y Aislamiento de E. coli ATCC 25922

El aislamiento de la cepa patdégena E. coli ATCC 25922 se inicié a partir de la
bacteria en estado de polvo liofilizado. Inicialmente se reconstituyo en agua
peptonada y se incubo a temperatura de 37°C+1 por 24 horas, luego se sembrod
en agar EMB, como resultado se obtuvieron colonias color negro con el
caracteristico brillo verde metélico debido a la rapida fermentacion de la lactosa;
para la identificacion inicialmente se realiz6 tincion al gram observando
resultado de una bacteria Gram negativa y luego se realizaron pruebas
Bioquimicas para verificacion de la cepa.

En la Figura N° 5 se observa crecimiento de E. coli en agar EMB previo a la

identificacion y aislamiento.
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En la figura N° 5 se muestra imagen de las colonias verdosas con brillo metalico

caracteristicas de E. coli en Agar EMB.

En el cuadro N° 5 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas

Bioquimicas realizadas a E. coli

Cuadro N°5  Resultados de tincion al Gram y pruebas bioquimicas para
E. coli ATCC 25922

Resultado ., .
Prueba Obtenido Interpretacién de resultado y observaciones
o Bacteria Gram (-), Bacilos cortos, se tifio de rosado
Tincién al Gram Gram (-)

en tincién al Gram

Produccion de gas N .
TSI Resultado Positivo, se observo produccion de gas

)

Prueba Negativa no se observd crecimiento ni

Citrato ) ) y
cambio de coloracion
- Prueba Positiva, hubo crecimiento movil en el tubo
Movilidad (+)
de prueba
Rojo de Metilo (+) Prueba Positiva hubo formacién de anillo rojo
Voges 0 No hubo viraje de coloracion en el medio, se
Proskauer mantuvo con coloraciéon amarillo- naranja
Prueba positiva hubo formacion de anillo color rojo
Indol +)

en la superficie del tubo

Los resultados presentados en el cuadro N° 5 comprueban que efectivamente
se aisld E. coli, la morfologia observada al microscopio luego de la tincion al
Gram coindice con la descrita para esta bacteria asi como los resultados de las
pruebas bioquimicas. En la Figura N°5 se observa el crecimiento que E. coli
presento al sembrarla en agar EMB en donde se observé crecimiento de
colonias color negro con el caracteristico brillo verde metalico. La cepa
identificada como E. coli ATCC 25922 se sembro en Agar TSA para proceder a
la estandarizacion de la concentracion obteniendo crecimiento de colonias

incoloras.
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5.3.2 Identificacion y Aislamiento de Salmonella enterica

El aislamiento de la cepa patdgena Salmonella enterica ATCC 14028 inicia a
partir de la bacteria en estado liofilizado. Inicialmente se reconstituyo en caldo
Lactosado y se incubo a temperatura de 37°C+1 por 24 horas, luego se sembro
en agar Salmonella Shigella. Como resultado se obtuvieron colonias
transparentes con centro color negro; para la identificacion inicialmente se
realizé tincién al gram observando resultado de una bacteria Gram negativa y

luego se realizaron pruebas Bioquimicas para verificacion de la cepa.

En la Figura N° 6 se observa crecimiento de Salmonella enterica en agar

Salmonella Shigella previo a la identificacion y aislamiento.

Figura N°6 Colonias de Salmonella enterica en
agar Salmonella Shigella

En la Figura N° 6 se muestra imagen de colonias transparentes con centro

negro caracteristicas de Salmonella en Agar Salmonella-Shigella.
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En el cuadro N° 6 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas

bioquimicas realizadas a Salmonella enterica

Cuadro N° 6 Resultados de tincién al Gram y pruebas bioquimicas para
Salmonella enterica

Prueba Res““f”‘do Interpretacién de resultado y observaciones
Obtenido
Tincién al Bacteria Gram (-), Bacilos cortos y ovalados de color
Gram (-)
Gram rosado
TSI Produccion de Resultado Positivo, se observé coloracién negra con
gas (+) produccion de gas
Citrato (+) Prueba positiva se observé cambio de coloracién azul
Movilidad ) Prueba Positiva, hubo crecimiento movil en todo el
tubo de prueba
Rojo de Metilo (+) Prueba Positiva hubo formacién de anillo rojo
Voges ) No hubo viraje de coloracion en el medio, se mantuvo
Proskauer con coloracién amarillo
Prueba Negativa, coloracion amarilla no hubo
Indol “) i ; ; -
formacién de anillo color rojo en la superficie del tubo.

Los resultados presentados en el cuadro N° 6 demuestran que efectivamente se
aislé Salmonella enterica, la morfologia observada al microscopio luego de la
tincion al Gram coindice con la descrita para esta bacteria asi como los
resultados de las pruebas bioquimicas.

La cepa identificada como Salmonella ATCC 14028 se sembr6é en Agar TSA
para proceder a la estandarizacion de la concentracion obteniendo crecimiento

de colonias incoloras.

5.3.3 Identificacion y Aislamiento de Vibrio cholerae

El aislamiento de la cepa patdégena de Vibrio cholerae se inici6 a partir de
conchas de mar, se enriquecieron en agua peptonada durante 24 horas a 37°C
t1, luego se sembro en agar TCBS, como resultado se obtuvieron colonias
amarillas; para la identificacion inicialmente se realiz0 tincion al gram
observando resultado de una bacteria Gram negativa y luego se realizaron

pruebas Bioguimicas para verificacion de la cepa.
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En la Figura N° 7 se observa crecimiento de Vibrio cholerae en agar TCBS

previo a la identificacion y aislamiento.

Figura N°7. Colonias de Vibrio cholerae en agar TBSC

En la Figura N° 7 se muestra la imagen del crecimiento de Vibrio cholerae al
sembrarla en agar TCBS en donde se observd crecimiento de colonias color

amarillo.

En el cuadro N° 7 se presentan los resultados obtenidos de las pruebas

bioquimicas a Vibrio cholerae

Cuadro N° 7 Resultados de tinciébn al Gram y pruebas bioquimicas para
Vibrio cholerae

Resultado - )
Prueba ) Interpretacion de resultado y observaciones
Obtenido
Tincion al Gram Gram (-) Bacteria Gram (-), bacteria con forma de bastén curvo
TSI ) Resultado Negativo no se observo produccion de gas
Citrato (+) Prueba Positiva se observé cambio de coloracién
- Prueba Positiva, hubo crecimiento mavil en el tubo de
Movilidad +)
prueba
Rojo de Metilo (+) Prueba Positiva hubo formacién de anillo rojo
Voges Proskauer (+) Prueba Positiva
Prueba positiva hubo formacién de anillo color rojo en la
Indol +) N
superficie del tubo
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Los resultados presentados en el cuadro N° 7 comprueban que efectivamente
se aislé Vibrio cholerae, la morfologia observada al microscopio luego de la
tincion al Gram coindice con la descrita para esta bacteria asi como los

resultados de las pruebas bioguimicas.

La cepa identificada como Vibrio cholerae se sembr6 en Agar TSA para
proceder a la estandarizacion de la concentracién obteniendo crecimiento de

colonias incoloras.
5.4 ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES DE PATOGENOS
5.4.1 Estandarizacion de la bacteria patdgena E. coli

La estandarizacion de E. coli se realizd por el método espectrofotométrico, en
donde la turbidez de la suspension bacteriana fue medida por
espectrofotometria a una longitud de onda de 580 nm. Las diluciones fueron

realizadas con solucion salina estéril luego se midi6 él % de tramitancia.

Se parti6 de las colonias de E. coli aisladas de Agar TSA después de
incubarlas durante 24 horas a 37°C, inicialmente se preparé una soluciéon madre
suspendiendo las colonias recuperadas de Agar TSA y suspendidas en tubos
de ensayo con solucion salina estéril. Se realizaron 5 diferentes diluciones a
partir de la suspension madre y se tomé el % de tramitancia de cada una, como
blanco entre cada lectura se uso solucién salina estéril. Las lecturas obtenidas
de las suspensiones fueron de 71.9%, 78.4%, 80.9%, 81.8%, 83.2%, estas
lecturas de % de tramitancia se tomaron como un parametro patron para
conocer la concentracion de E. coli a la que se encontraba cada una de las 5

soluciones.

Con el objetivo de conocer el nimero de colonias viables a los diferentes % de

tramitancia se realizaron diluciones seriadas de estas 5 soluciones en agua
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peptonada salina y se sembraron en agar Recuento en Placa, se incubaron
durante 24 horas a 37°C y realizaron los conteos de las bacterias. Los
resultados obtenidos demostraron que Unicamente la solucion con 81.8% de

tramitancia presento recuentos equivalentes a 10°ufc/g de E. coli

Para el dia de la inoculacibn de yogurt con el patdgeno se estandarizo
nuevamente la bacteria patdégena de E. coli pero se realiz6 Unicamente una
solucién al 81.8% de tramitancia ya que los recuentos previos demostraron la
concentraciéon equivalente de 1X10° UFC/g de E. coli.

Cuadro N° 8 Resultados de la estandarizacion de E. Coli

Recuentos en UFC/g obtenidos Agar
% Tramitancia detectado en suspension
Recuento en placa
71.9% Muy numerosos para contar
78.4% 3.4X10’
80.9% 1.8X10’
81.8% 1.13X10°
83.2% 3.7X10°

En la Figura N° 8 se observa la curva de estandarizacion de la concentracion de

E. coli
3 401E+07
L 3.51E+07
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‘S 1.01E+07
g 5.10E+06
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o 78.40% 80.90% 81.80% 83.20%
|—0—Recuentos en UFC/g 3.40E+07 1.80E+07 1.13E+06 3.70E+05
% Tramitancia

Figura N°8 Curva de estandarizacion de la concentracion de E. coli
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De forma gréfica se muestra en la figura N° 8 que para obtener una
concentracion equivalente a 1X10° UFC/g se debe preparar una suspension

bacteriana de E. coli a un % de tramitancia de 81.8% a 580nm.

5.4.2 Estandarizacion de la bacteria patégena Salmonella enterica

La estandarizacién de Salmonella se realiz6 por el método espectrofotométrico,
en donde la turbidez de la suspension bacteriana  fue medida por
espectrofotometria a una longitud de onda de 580 nm. Las diluciones fueron

realizadas con solucion salina estéril luego se midio €l % de tramitancia.

Se parti6 de las colonias de Salmonella enterica aisladas de Agar TSA
después de incubarlas durante 24 horas a 37°C, inicialmente se preparé una
solucion madre suspendiendo las colonias recuperadas de Agar TSA y
suspendidas en tubos de ensayo con solucién salina estéril. Se realizaron 5
diferentes diluciones a partir de la suspension madre y se tomo6 el % de
tramitancia de cada una, como blanco entre cada lectura se uso solucién salina
estéril. Las lecturas obtenidas de las suspensiones fueron de 81.9%, 82.5%,
85.3%, 85.9%, 87.8% , estas lecturas de % de tramitancia se tomaron como un
parametro patrén para conocer la concentraciéon de Salmonella enterica a la

gue se encontraba cada una de las 5 soluciones.

Con el objetivo de conocer el niumero de colonias viables a los diferentes % de
tramitancia se realizaron diluciones seriadas de estas 5 soluciones en agua
peptonada salina y se sembraron en agar Recuento en Placa, se incubaron
durante 24 horas a 37°C y realizaron los conteos de las bacterias. Los
resultados obtenidos demostraron que Unicamente la solucién con 85.3% de
tramitancia presento recuentos equivalentes a  10°ufc/g de Salmonella

enterica
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Para el dia de la inoculacion de yogurt con el patdgeno se estandarizd
nuevamente la bacteria patégena de Salmonella enterica pero se realizd
Gnicamente una solucion al 85.3% de tramitancia ya que los recuentos previos
demostraron la concentracién equivalente de 1X10° UFC/g de Salmonella

enterica

Cuadro N2 9 Resultados de la estandarizacién de Salmonella enterica

% Tramitancia detectado en suspension Recuentos en UFC/g obtenidos
Agar Recuento en placa
81.9% 1.2X10’
82.5% 1.5X10°
85.3% 1.0X10°
85.9% 9.8X10°
87.8% 7.1X10°

En la Figura N° 9 se observa la curva de estandarizacion de la concentracion de
Salmonella entérica

1.40E+07
1.20E+07
1.00E+07
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.
81.90% 82.50% 85.30% 85.90% 87.80%

=—#—Recuentos en UFC/g| 1.20E+07 | 1.50E+06 | 1.00E+06 | 9.80E+05 | 7.10E+05
% Tramitancia

Recuentos en UFC/g

FiguraN°9 Curva de estandarizacion de la concentracion
de Salmonella enterica
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Figura N° 9 se muestra la Curva de estandarizacion de la concentracion de
Salmonella enterica. Los resultados obtenidos demuestran que para obtener
una concentracion equivalente a 1X10° UFC/g se debe preparar una
suspension bacteriana de Salmonella enterica a un % de tramitancia de
85.3% a 580nm.

5.4.3 Estandarizacion de la bacteria patdgena Vibrio cholerae

La estandarizacion de Vibrio cholerae se realiz6 por el método
espectrofotométrico, en donde la turbidez de la suspension bacteriana fue
medida por espectrofotometria a una longitud de onda de 580 nm. Las
diluciones fueron realizadas con solucién salina estéril luego se midio el % de

tramitancia.

Se parti6 de las colonias aisladas de Vibrio cholerae aisladas de Agar TSA
después de incubarlas durante 24 horas a 37°C, inicialmente se preparé una
solucion madre suspendiendo las colonias recuperadas de Agar TSA y
suspendidas en tubos de ensayo con solucién salina estéril. Se realizaron 5
diferentes diluciones a partir de la suspension madre y se tomo él % de
tramitancia de cada una, como blanco entre cada lectura se usé solucién salina
estéril. Las lecturas obtenidas de las suspensiones fueron de 74.8%, 77.3%,
81.8%, 82.7%, 83.1%, estas lecturas de % de tramitancia se tomaron como un
parametro patron para conocer la concentracion de E. Coli a la que se

encontraba cada una de las 5 soluciones.

Con el objetivo de conocer el nimero de colonias viables a los diferentes % de
tramitancia se realizaron diluciones seriadas de estas 5 soluciones en agua
peptonada salina y se sembraron en agar Recuento en Placa, se incubaron
durante 24 horas a 37°C y realizaron los conteos de las bacterias. Los
resultados obtenidos demostraron que Unicamente la solucién con 81.8% de

tramitancia presento recuentos equivalentes a 10° UFC/g de Vibrio cholerae
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Para el dia de la inoculacion de yogurt con el patdgeno se estandarizd

nuevamente la bacteria patdogena de Vibrio cholerae pero se realizd

Gnicamente una solucion al 81.8% de tramitancia ya que los recuentos previos

demostraron la concentracion equivalente de 1X10° UFC/g de Vibrio cholerae

Cuadro N° 10 Resultados de la estandarizacion de Vibrio cholerae

% Tramitancia detectado en suspension

Recuentos en UFC/g obtenidos

Agar Recuento en placa

74.8% 4.2X10’
77.3% 1.7X10°
81.8% 1.03X10°
82.7% 1.7X10°
83.1% 1.4X10°

En la Figura N° 10 se observa la curva de estandarizacion de la concentracion

de Vibrio cholerae
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74.80% 77.30% 81.80% 82.70% 83.10%
=—#—Recuentos en UFC/g | 4.20E+07 | 1.70E+06 | 1.03E+06 | 1.70E+05 | 1.40E+05

% Tramitancia

Figura N°10 Curva de estandarizacion de la concentracion de Vibrio

cholerae
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Figura N° 10 se muestra la Curva de estandarizacién de la concentracion de
Vibrio cholerae. Los resultados obtenidos demostraron que para obtener una
concentracién equivalente a 1X10° UFC/g se debe preparar una suspension

bactriana de Vibrio cholerae a un % de tramitancia de 81.8% a 580nm.

5.5 INOCULACION DE BACTERIAS PATOGENAS EN YOGURT

De las soluciones estandarizadas a concentraciones de 1x10° UFC/g y 1x10°
UFC/g de los 3 patdégenos se inoculo 1ml en cada frasco de yogurt preparado
con Lactobacillus acidophilus y sin Lactobacillus acidophilus (Unicamente

bacterias iniciadoras)

Los frascos de yogurt contaminados con los patdgenos se almacenaron en
condiciones de refrigeracion a temperaturas entre 2 - 6°C durante los 30 dias de
vida util del yogurt. Durante los dias 0, 5, 10, 15, 20, y 30 se realizaron los
recuentos de bacterias patdégenas en ambos tipos de yogurt con y sin

Lactobacillus acidophilus.

5.5.1 Determinacion de la sobrevivencia de E. coli ATCC 25922 al yogurt con

Lactobacillus acidophilus y sin Lactobacillus acidophilus

Inoculado los frascos de yogurt con E. coli ATCC 25922 se procedid segun
metodologia descrita en la seccion 4.7.1. Para ello se realizaron diluciones
seriadas con agua peptonada estéril Luego cada una de éstas se inoculo por
esparcimiento en Agar EMB, se incubaron a 37 °C, en atmdsfera normal
durante 2 dias. Luego de la incubacion, se realizaron los recuentos de E. coli.
Los recuentos fueron realizados al primer dia de inoculacion, al dia 5, 10, 15, 20
y dia 30.
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En el cuadro N° 11 y cuadro N° 12 se muestra el resumen de los recuentos
obtenidos de E. coli durante el monitoreo de 30 dias ante la presencia de
yogurt con Lactobacillus acidophilus y yogurt sin Lactobacillus acidophilus

respectivamente.

Cuadro N°11 Resumen de los recuentos de E. coli ATCC 25922
durante monitoreo de 30 dias en yogurt con Lactobacillus

acidophilus
Yogurt con Probiético Lactobacillus acidophilus
Conteos de E. Coli a diferente concentracion en Agar EMB
Tiempo/Dias 1.0x10° UFC/g 1.0x10° UFC/g

0 1.0x10° 1.0x10°
5 1.7x10° 1.0x10°
10 0.0x10° 6.9x10"
15 0.0x10° 1.2x10°
20 0.0x10° 0.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro N°11 se observdé que para el caso de yogurt con probidtico
Lactobacillus acidophilus se necesitaron 10 dias para no detectar la
Presencia de E. coli a una concentracién de 1.0x10°UFC/g, y que usando una
concentraciéon de 1.0x10° UFC/g se requirieron 20 dias para no detectar

crecimiento de este patégeno en el yogurt.

Cuadro N°12 Resumen de los recuentos de E. coli ATCC 25922
durante monitoreo de 30 dias en yogurt sin Lactobacillus
acidophilus

Yogurt sin Probidtico Lactobacillus acidophilus

Conteos de E. coli a diferente concentracion en Agar EMB
Tiempo/Dias 1.0x10° UFClg 1.0x10° UFC/g
0 1.0x10° 1.0x10°
5 1.0x10° 3.9x10°
10 1.9x10° 1.1x10*
15 1.6x10° 2.6x10°
20 0.x10° 1.6x10°
30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro N°.12 se observé que para el caso de yogurt sin el probidtico
Lactobacillus acidophilus se necesitaron 20 dias para no detectar la
presencia de E. coli a una concentracion de 1.0x10° UFC/g, y usando una
concentracion de 1.0x10° UFC/g se observd que a partir del dia 20 dias ya no

se detecta presencia de E. coli.

En el cuadro No.13 se demuestra el comparativo de recuentos observados de
E. coli en el yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a la concentracion de
1.0x10° UFC/g

Cuadro N° 13 Comparativo de recuentos observados de E. coli en el yogurt
con y sin Lactobacillus acidophilus a la concentracion
de 1.0x10°® UFC/g

Crecimiento de E. coli a concentracion de 1.0x10° UFC/g

Tiempo/Dias YOGURT CON PROBIOTICO YOGURT SIN PROBIOTICO
0 1.0x10° 1.0x10°
5 1.7x10° 1.0x10°
10 0.0x10° 1.9x10°
15 0.0x10° 1.6x10°
20 0.0x10° 0.x10°
30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro No.13 se observé que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de E. coli, no detectando a este patégeno en 10 dias para el caso
de yogurt con probiético y 20 dias para el yogurt sin probiético. Observando que
a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel del yogurt, se produce un mayor
efecto antagonico para el yogurt con probidtico adicionado cuando tiene una
carga bacteriana de E. coli de 1.0x10° UFC/g

En la figura N®11 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracién inicial de E. coli 1.0x10° UFC/g
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Figura N° 11 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de

yogurt a la misma concentracién de E. coli 1.0x10°

UFCl/g

En la grafica se muestra que a una concentracion inicial de 1x10° UFC/g de E.

coli en el yogurt con probidtico se tiene un mayor efecto inhibitorio del

crecimiento microbiano de este patdgeno ya que se observa que a partir del dia

10 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se demuestra en el

yogurt sin probidtico aunque en menor intensidad ya que se demuestra que se

requiere de 20 dias para observar efecto inhibitorio de las cepas de yogurt

sobre la E. coli.

En el cuadro No.14 se presenta el comparativo de recuentos observados de E.

coli en el yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a la concentracion de

1.0x10° UFC/g.

Cuadro N° 14 Comparativo de recuentos observados de E. coli en el

yogurt con y sin

concentracion de 1.0x10° UFC/g.

Lactobacillus

acidophilus a la

Crecimiento de E. coli a concentracién de 1.0x10° UFC/g

Tiempo/Dias YOGURT CON PROBIOTICO YOGURT SIN PROBIOTICO
0 1.0x10° 1.0x10°
5 1.0x10° 3.9x10°
10 6.9x10* 1.1x10*
15 1.2x10° 2.6x10°
20 0.0x10° 1.6x10°
30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro No.14 se observdO que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de E. coli, no detectando a este patégeno en 20 dias para el caso
de yogurt con probiotico y 30 dias para el yogurt sin probiético. Observando
qgue a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel del yogurt, se produce un
mayor efecto antagonico para el yogurt con probiotico adicionado cuando tiene
una carga bacteriana de E. coli de 1.0x10° UFC/g

En la figura N.12 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracién inicial de E. coli 1.0x10° UFC/g
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Figura N° 12 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de
yogurt a la misma concentracién de E. coli 1.0x10°
UFCl/g

En la grafica se muestra que a una concentracion inicial de 1x10° UFC/g de E.
coli en el yogurt con probidtico se tiene un mayor efecto inhibitorio del
crecimiento microbiano de este patdgeno ya que se observa que a partir del dia
20 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se demuestra en el
yogurt sin probiético aunque en menor intensidad ya que se demuestra que se
requiere de 30 dias para observar efecto inhibitorio de las cepas de yogurt

sobre la E. coli.
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5.5.2 Determinacion de la sobrevivencia de Salmonella enterica ATCC 14028
al yogurt con Lactobacillus acidophilus y sin Lactobacillus

acidophilus

Inoculado los frascos de yogurt con Salmonella enterica ATCC 14028 se
procedié segun metodologia descrita en la seccién 4.7.2 un enriquecimiento
previo con caldo lactosado, luego se realizaron diluciones seriadas con agua
peptonada estéril, cada una de éstas se inoculo por esparcimiento en Agar
Salmonella Shigella, se incubaron a 37 °C, en atmdsfera normal durante 2
dias. Luego de la incubacion, se realizaron los recuentos de Salmonella. Los
recuentos fueron realizados al primer dia de inoculacion, al dia 5, 10, 15, 20 y
dia 30.

En el cuadro N° 15 y cuadro N° 16 se muestra el resumen de los recuentos
obtenidos de Salmonella enterica durante el monitoreo de 30 dias ante la
presencia de yogurt con Lactobacillus acidophilus y yogurt sin Lactobacillus
acidophilus respectivamente.

Cuadro N° 15 Resumen de los recuentos de Salmonella enterica ATCC
14028 durante monitoreo de 30 dias en yogurt con
Lactobacillus acidophilus

Yogurt con Probiético Lactobacillus acidophilus

Conteos de Salmonella enterica a diferente concentracién en
Agar Salmonella Shigella
Tiempo/dias 1.0x10° UFC/g 1.0x10° UFC/g

0 1.0x10° 1.0x10°

5 1.8x10° 2.7x10°

10 0.0x10° 2.2x10°

15 0.0x10° 0.0x10°

20 0.0x10° 0.0x10°

30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro No.15 se observé que en el yogurt con probiotico Lactobacillus
acidophilus se necesitaron 10 dias para no detectar la presencia de
Salmonella enterica a una concentraciéon de 1.0x10° UFC/g, y que usando
una concentraciéon de 1.0x10° UFC/g se requirieron 15 dias para no detectar
crecimiento de este patdgeno en el yogurt

Cuadro N° 16 Resumen de los recuentos de Salmonella enterica ATCC
14028 durante monitoreo de 30 dias en yogurt sin
Lactobacillus acidophilus

Yogurt sin Probiotico Lactobacillus acidophilus

Conteos de Salmonella enterica a diferente concentracién en
Agar Salmonella Shigella
Tiempo/Dias 1.0x10° UFC/g 1.0x10° UFC/g

0 1.0x10° 1.0x10°

5 1.0x10° 4.1x10°

10 1.1x10° 3.8x10°

15 0.0x10° 1.9x10%

20 0.0x10° 1.0x10°

30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro No.16 se observé que para el caso de yogurt sin el probiotico
Lactobacillus acidophilus se necesitaron 15 dias para no detectar la
presencia de Salmonella a una concentracién de 1.0x10% UFC/g, y usando una
concentracion de 1.0x10° UFC/g se observé que a partir del dia 30 dias ya no
se detecta presencia de Salmonella

Cuadro N° 17 Comparativo de recuentos observados de Salmonella
enterica en el yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a
la concentracién de 1.0x10% UFC/g

Crecimiento de Salmonella enterica a concentracién de 1.0x10° UFC/g
YOGURT CON
Tiempo/Dias PROBIOTICO YOGURT SIN PROBIOTICO
0 1.0x10° 1.0x10°
5 1.8x10? 1.0x10°
10 0.0x10° 1.1x107
15 0.0x10° 0.0x10°
20 0.0x10° 0.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro No.17 se observdé que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de Salmonella entérica, no detectando a este patégeno en 10 dias
para el caso de yogurt con probiotico y 15 dias para el yogurt sin probiotico.
Observando que a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel el yogurt se

produce un mayor efecto antagonico para el yogurt con probiotico adicionado.

En la figura No.13 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracion inicial de Salmonella 1.0x10° UFC/g
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Figura N° 13 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de
yogurt a la misma concentracibn de Salmonella
enterica 1.0x10° UFC/g

En la grafica se muestra que a una concentracion inicial de 1x10°® UFC/g de
Salmonella entérica en el yogurt con probiotico se tiene un mayor efecto
inhibitorio del crecimiento microbiano de este patégeno ya que se observa que
a partir del dia 10 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se
demuestra en el yogurt sin probiotico aunque en menor intensidad ya que se
demuestra que se requiere de 15 dias para observar efecto inhibitorio de las

cepas de yogurt sobre Salmonella.
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Cuadro N° 18 Comparativo de recuentos de Salmonella enterica en el
yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a la
concentracion de 1.0x10° UFC/g

Crecimiento de Salmonella a concentracion de 1.0x10° UFC/g
YOGURT CON
Tiempo/Dias PROBIOTICO YOGURT SIN PROBIOTICO
0 1.0x10° 1.0x10°
5 2.7x10° 4.1x10°
10 2.2x10° 3.8x10°
15 0.0x10° 1.9x10%
20 0.0x10° 1.0x10?
30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro N° 18 se observd que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de Salmonella entérica, no detectando a este patdgeno en 15 dias
para el caso de yogurt con probidtico y 30 dias para el yogurt sin probiético.
Observando que a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel del yogurt, se
produce un mayor efecto antagénico para el yogurt con probiotico adicionado

cuando tiene una carga bacteriana de Salmonella entérica de 1.0x10° UFC/g

En la figura N° 14 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracién inicial de Salmonella 1.0x10° UFC/g
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Figura N° 14 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de
yogurt a la misma concentracion de Salmonella
enterica 1.0x10° UFC/g
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En la gréafica se muestra que a una concentracion inicial de 1x10° UFC/g de
Salmonella enterica en el yogurt con probiotico se tiene un mayor efecto
inhibitorio del crecimiento microbiano de este patdgeno ya que se observa que
a partir del dia 15 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se
demuestra en el yogurt sin probiotico aunque en menor intensidad ya que se
demuestra que se requiere de 30 dias para observar efecto inhibitorio de las
cepas de yogurt sobre la Salmonella enterica

5.5.3 Determinacion de la sobrevivencia de Vibrio cholerae al yogurt con

Lactobacillus acidophilus y sin Lactobacillus acidophilus

Inoculado los frascos de yogurt con Vibrio cholerae se procedido segun
metodologia descrita en la seccion 4.7.3 para ello se realizaron diluciones
seriadas con agua peptonada estéril Luego cada una de éstas se inoculo por
esparcimiento en Agar TCBS, se incubaron a 37 °C, en atmosfera normal
durante 2 dias. Luego de la incubacion, las poblaciones se realizaron los
recuentos de Vibrio cholerae. Los recuentos fueron realizados al primer dia de
inoculacién, al dia 5, 10, 15, 20 y dia 30

En el cuadro N° 19 y cuadro N° 20 se muestra el resumen de los recuentos
obtenidos de Vibrio cholerae durante el monitoreo de 30 dias ante la presencia
de yogurt con Lactobacillus acidophilus y yogurt sin Lactobacillus
acidophilus respectivamente.

Cuadro N° 19 Resumen de los recuentos de Vibrio cholerae durante
monitoreo de 30 dias en yogurt con Lactobacillus
acidophilus

Yogurt con Probi6tico Lactobacillus acidophilus
Conteos de Vibrio cholerae a diferente concentracion en
Agar TCBS
Tiempo/Dias 1.0x10° UFC/g 1.0x10° UFC/g
0 1.0x10° 1.0x10°
5 2.0x10° 4.2x10°
10 1.6x10° 1.8x10°
15 0.0x10° 0.0x10°
20 0.0x10° 0.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro N° 19 se observo que en el yogurt con probiotico Lactobacillus
acidophilus se requirieron 15 dias para no detectar la presencia de Vibrio
cholerae a una concentracién de 1.0x10° UFC/g, asi como para una
concentraciéon de 1.0x10° UFC/g también se requirieron 15 dias para no
detectar crecimiento de este patdgeno en el yogurt.

Cuadro N° 20 Resumen de los recuentos de Vibrio cholerae durante
monitoreo de 30 dias en yogurt sin Lactobacillus
acidophilus

Yogurt sin Probiotico Lactobacillus acidophilus
Conteos de Vibrio cholerae a diferente concentracion en
Agar TCBS
Tiempo/Dias 1.0x10% UFC/g 1.0x10° UFC/g

0 1.0x10° 1.0x10°
5 2.7x10? 1.7x10°
10 1.4x10? 1.2x10°
15 1.0x10° 1.4x10°
20 0.0x10° 1.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro N° 20 se observd que para el caso de yogurt sin el probiotico
Lactobacillus acidophilus se necesitaron 20 dias para no detectar la
presencia de Vibrio cholerae a una concentracién de 1.0x10° UFC/g, y 30
dias para inhibir una concentracién de 1.0x10° UFC/g.

Cuadro N° 21 Comparativo de recuentos observados de Vibrio cholerae en
el yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a la
concentracion de 1.0x10° UFC/g

Crecimiento de Vibrio cholerae a concentracion de 1.0x10° UFC/g
YOGURT CON YOGURT SIN
Tiempo/Dias PROBIOTICO PROBIOTICO

0 1.0x10° 1.0x10°

5 2.0x10° 2.7x10°

10 1.6x10° 1.4x10°

15 0.0x10° 1.0x10°

20 0.0x10° 0.0x10°

30 0.0x10° 0.0x10°
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En el cuadro No.21 se observo que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de Vibrio cholerae, no detectando a este patdégeno en 15 dias para
el caso de yogurt con probiotico y 20 dias para el yogurt sin probiotico.
Observando que a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel del yogurt, se
produce un mayor efecto antagonico para el yogurt con probiotico adicionado
cuando tiene una carga bacteriana de Vibrio cholerae de 1.0x10° UFC/g

En la figura No.15 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracién inicial de Vibrio cholerae de 1.0x10%UFC/g
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Figura N° 15 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de
yogurt a la misma concentracion inicial de Vibrio
cholerae 1.0x10% UFC/g

En la grafica se muestra que a una concentracién inicial de 1x10® UFC/g de
Vibrio cholerae en el yogurt con probiotico se tiene un mayor efecto inhibitorio
del crecimiento microbiano de este patdgeno ya que se observa que a partir del
dia 15 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se demuestra
en el yogurt sin probiotico aunque en menor intensidad ya que se demuestra
gue se requiere de 20 dias para observar efecto inhibitorio de las cepas de

yogurt sobre Vibrio cholerae.
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Cuadro N° 22 Comparativo de recuentos observados de Vibrio cholerae en
el yogurt con y sin Lactobacillus acidophilus a la
concentracion de 1.0x10° UFC/g

Crecimiento de Vibrio cholerae a concentracién de 1.0x10° UFC/g
YOGURT CON
Tiempo/Dias PROBIOTICO YOGURT SIN PROBIOTICO
0 1.0x10° 1.0x10°
5 4.2x10° 1.7x10°
10 1.8x10° 1.2x10°
15 0.0x10° 1.4x10°
20 0.0x10° 1.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro No.22 se observdé que en ambos tipos de yogurt se inhibe el
crecimiento de Vibrio cholerae, no detectando a este patdégeno en 15 dias para
el caso de yogurt con probiotico y 30 dias para el yogurt sin probiotico.
Observando que a lo largo de los 30 dias de vida de anaquel del yogurt, se
produce un mayor efecto antagonico para el yogurt con probiotico adicionado
cuando tiene una carga bacteriana de Vibrio cholerae de 1.0x10° UFC/g

En la figura No.16 se muestra el comparativo de ambos tipos de yogurt a la

misma concentracién inicial de Vibrio cholerae 1.0x10° UFC/g
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Figura N° 16 Grafico comparativo de conteos en ambos tipos de
yogurt a la misma concentracion inicial de Vibrio
cholerae 1.0x10° UFC/g
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En la gréafica se muestra que a una concentracién inicial de 1x10° UFC/g de
Vibrio cholerae en el yogurt con probiotico se tiene un mayor efecto inhibitorio
del crecimiento microbiano de este patdgeno ya que se observa que a partir del
dia 15 ya no es detectado su crecimiento, igual efecto inhibitorio se demuestra
en el yogurt sin probiotico aunque en menor intensidad ya que se demuestra
que se requiere de 30 dias para observar efecto inhibitorio de las cepas de

yogurt sobre Vibrio cholerae.

En el cuadro No. 23 se describe el comparativo del comportamiento de los tres
patébgenos: E. coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae a la misma
concentracion de 1x10°ufc/g en los dos tipos de yogurt con y sin Lactobacillus

acidophilus.

Cuadro N° 23 Comparativo de los tres patdgenos a la concentracion de
1X10° UFC/g en ambos tipos de yogurt

Con Sin Cpn_ S_in . Cpn_ S_in .
Probiotico probiotico probiotico probiotico probiotico probiotico
Tiempo E. coli E coli Salmorjella Salmorjella Vibrio Vibrio
dias ) enterica enterica cholerae cholerae
0 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10°
5 1.0x10° 1.0x10° 1.8x10° 1.0x10° 2.0x10° 2.7x10°
10 0.0x10° 1.9x10° 0.0x10° 1.1x10° 1.6x10° 1.4x10°
15 0.0x10° 1.6x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 1.0x10°
20 0.0x10° 0.x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10°
30 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10°

En el cuadro No. 23 se observé el comportamiento de los tres patégenos en
estudio en ambos tipos de yogurt y evaluadas en los 30 dias de monitoreo. Se
evidencia en las tres bacterias la disminucion de carga microbiana es mas
evidente en el yogurt que tiene el Lactobacillus acidophilus, sin embargo
también se observa disminucién de las poblaciones en el yogurt sin probiotico,

demostrando que las bacterias lacticas presentes en el yogurt tienen un efecto
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inhibitorio sobre los tres patdgenos en estudio pero demostrando que el efecto
es mas rapido y significativo en el yogurt que contiene el probiotico
Lactobacillus acidophilus, ademés se evidencia que usando yogurt con
probiotico de las 3 bacterias patdégenas en estudio son E. coli y Salmonella
quienes disminuyeron su poblacion hasta no ser detectadas después de los 10
dias de monitoreo cuando se encuentran a concentraciones de 1.0x10°UFC/g

En el cuadro N° 24 se describe el comparativo del comportamiento de los tres
patébgenos: E. coli, Salmonella enterica y Vibrio cholerae a la misma
concentracion de 1x10°ufc/g en los dos tipos de yogurt con y sin Lactobacillus

acidophilus

Cuadro N° 24 Comparativo de los tres patdgenos a la concentracion de
1X10° UFC/g en ambos tipos de yogurt

. . Con Sin
Con Sin Con Sin robiotico robiotico
probiotico probiotico probiotico probiotico P P
Tiempo E. coli E. coli Salmonella | Salmonella | _Y/Pr° Vibrio
dias cholerae cholerae
0 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10° 1.0x10°
5 1.0x10° 3.9x10° 2.7x10° 4.1x10° 4.2x10° 1.7x10°
10 6.9x10" 1.1x10" 2.2x10° 3.8x10° 1.8x10° 1.2x10°
15 1.2x10° 2.6x10° 0.0x10° 1.9x10" 0.0x10° 1.4x10°
20 0.0x10" 1.6x10° 0.0x10’ 1.0x10° 0.0x10" 1.0x10°
25 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10° 0.0x10"

En el cuadro N° 24 se observo que usando yogurt con probiotico en los tres
patdgenos se produce una disminucién de las poblacion hasta no ser
detectada luego de los 20 dias para el caso de E. coli y 15 dias para
Salmonella enterica y Vibrio cholerae  de monitoreo, demostrando que
también en el yogurt sin probiotico se produce un efecto inhibitorio del
crecimiento microbiano, observando disminucion de la poblacion de E. coli,
Salmonella enterica y Vibrio cholerae hasta no ser detectadas luego de los
30 dias de monitoreo cuando se encuentran a una concentracion de

1X10°UFClg
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5.6 Medicién del pH en ambos tipo de yogurt con y sin Lactobacillus
acidophilus

En el cuadro N° 25 se demuestra la medicién del pH en ambos tipos de yogurt
con y sin Lactobacillus acidophilus, se demuestra que durante los 30 dias de
monitoreo el pH de ambos tipos de yogurt y a ambas concentracion de
patbgenos se mantuvo en un rango entre 4.25 — 4.40 ya que la tendencia a
observar una pequefa disminucion de pH es normal y se debe a las bacterias
acido lacticas presentes en el yogurt el cual como parte del proceso de
fermentacién las tienden a consumir los azucares presentes dando como
resultado produccién de &cido lactico y de otros compuestos volatiles que
producen un descenso en el potencial hidrogeno. Al comparar los 2 diferentes
tipos de yogurt (con y sin Lactobacillus acidophilus) no se observa diferencia
en los valores de pH, ademas se demuestra que pese a las concentraciones
bacterianas de patdgenos, la acidez del yogurt se mantiene en un rango entre
425 — 4.40 a temperatura de refrigeracion entre 2 - 6°C demostrando
estabilidad del producto que contiene las bacterias lacticas del yogurt. Los
resultados demuestran que el pH no se ve afectado por accién ni de las cargas
microbianas patdgenas, ni la presencia de bacterias acido lacticas presentes en
el yogurt.

CuadroN° 25 pH en ambos tipos de yogurt con y sin Lactobacillus
acidophilus y patégenos a concentraciones de 1.0x10°
UFC/g

MEDICION DE PH CONCENTRACIONES DE PATOGENOS DE 1.0x10° UFC/g

E. coli Salmonella enterica Vibrio cholerae
Con Sin Con Sin Con Sin
Dias probiotico probiotico | probiotico probiotico probiotico probiotico
0 4.38 4.41 4.36 4.39 4.40 4.38
5 4.34 4.38 4.36 4.39 4.39 4.36
10 4.34 4.36 4.32 4.30 4.33 4.32
15 4.27 4.28 4.31 4.28 4.30 4.31
20 4.26 4.27 4.27 4.26 4.27 4.28
30 4.26 4.25 4.26 4.26 4.25 4.27
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CuadroN° 26 pH en ambos tipos de yogurt con y sin Lactobacillus

acidophilus y patégenos

UFC/g

a concentraciones de 1.0x10°

MEDICION DE PH CONCENTRACIONES DE PATOGENOS DE 1.0x10° UFC/g

E. coli Salmonella enterica Vibrio cholerae
Con Sin Con Sin Con Sin
Dias probiotico probiotico | probiotico probiotico probiotico probiotico

0 4.36 4.38 4.38 4.36 4.39 4.40
5 4.34 4.38 4.37 4.33 4.36 4.36
10 4.32 4.31 4.34 4.33 4.35 4.35
15 4.26 4.30 4.30 4.28 4.31 4.30
20 4.25 4.26 4.27 4.27 4.29 4.30
30 4.25 4.25 4.26 4.27 4.26 4.27

La disminucion en los valores de pH en el yogurt aunque es poco significativa,

resulta del proceso normal de la fermentacién de yogurt ya que las bacterias

lacticas presentes aun son capaces de consumir lactosa como parte de

fermentacion de carbohidratos y producir como parte del metabolismo acido

lactico. Los rangos de pH obtenidos en las dos diferentes concentraciones de

patbgenos demuestran que el pH se mantuvo en el intervalo de 4.25-4.40 en

ambos tipos de yogurt.

5.7 Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se realizara un disefio estadistico de parcelas

subdivididas y se realiz6 el analisis de varianza.

El total de tratamientos fue de 12 y se realizaron 3 repeticiones.

Se consideraron 3 factores: Tipos de yogurt, concentraciones de los patégenos,

microorganismos patogenos. El detalle descriptivo es el siguiente:

Factor A: 2 diferentes tipos de Yogurt:

Yogurt sin Probiotico (Ysp)

Yogurt sin Probiotico (Ycp)




Factor B: Concentraciones de los Patdogenos

1.0x10° UFC/g
1.0x10° UFC/g

Factor C: Microorganismos patogenos en estudio

E. coli
Salmonella enterica

Vibrio cholerae

> ANALISIS DE VARIANZA

Gl=grados de Libertad
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Factor de variacion Gl
Repeticiones 5 (6-1)
Tratamiento 11 (12-1)
A 1
B 1
AxB 1
C 2
AxC 2
BxC 2
AxBxC 2
Error 55
Total 71 ((72-1)

TOTAL (n) = (12) (6) =72



Tabla de analisis de Varianza
F tabla

FdeV 6L sc CM Fc 005,
Repet U'S” 676417335 | 13528346| 0.38 5.05
Factor & (a-1)
oo ; 340182 | 340182 | 0.0 6.61
Error (a) [r—1}5[a—1} 17463670 | 3492734
Factor B

(Concentracion) [bﬂ} 143121588 “31515'9 49 4.06
=0
A*B [3'1}1'(“'” 263422 | 263422 | 0.09 4.96
Error (b) “‘”féb'” 29200192 | 292001.92
Factor C (c-1)

(microorganismo 5 58694634 | 29347317 7.31 3.23
ARG [3'1;('}” 77471367 |387356.83| 9.65 3.23
B*C Eb—1}2(|:—‘l} 6036071 | 3018035 | 075 3.23
APB*C ':E"”':bz'”':':'” 14880486 | 7440243 | 18554 | 3.23
Error® ah':r':é['}” 16029847 | 40099.61
Total 71
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El valor de F para Yogurt (A) no es significativo. Esto indica que los dos tipos de
Yogurt han tenido éxito en conducir el experimento de una manera uniforme.
Puesto que F para Concentracion (B) no es significativo, podemos concluir que
no existen diferencias significativas entre las potencias de las dos
concentraciones que se han probado en este experimento; no asi en F para
microorganismo (C) es significativo, podemos concluir que existen diferencias
significativas entre tres

las potencias de la patogenicidad de los

microorganismo que se han investigado en este experimento.

La interaccion Yogurt y Concentracion al no ser significativa, asegura que las 2
concentraciones entre ellas mantienen las mismas diferencias relativas durante

la vida atil del yogur, no importa cudl es el Tipo de yogurt (con probiético o sin
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probiético). Esta informacion es importante ya que esto asegura la uniformidad

en la calidad del producto elaborado.

El microorganismo es significativo, lo cual implica que la potencia del
microorganismo depende de la concentracion que se adiciono a cada tipo de

yogurt.

La interaccion yogurt y microorganismo es significativa. Esto indica que el
factor yogurt y el factor microorganismo no son independientes. La interaccion
concentracion y microorganismo no es significativa indicando que la viabilidad
del microorganismo no depende de la concentracion sino del tipo de yogurt
elaborado en la investigacion. La interaccion triple Yogurt, Concentracion y
microorganismo es significativa lo que implica que el tipo de patégeno asi como
su concentracion y el tipo de yogurt utilizado en la investigacion esta
relacionado. El yogurt elaborado con probiotico presenta, mas efecto inhibitorio

sobre el microorganismo en estudio.
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> Discusion de Resultados

Los recuentos de la cepa probidtica utilizada Lactobacillus acidophilus se
mantuvieron  constantes durante los primeros 20 dias de monitoreo,
manteniendo recuentos préximos a 1x10°UFC/g y disminuyendo el nimero de
bacterias lacticas para el dia 30 hasta recuentos de 8.4x10° UFCIg.

El yogurt con probiético Lactobacillus acidophilus disminuyo la poblacién de
E. coli a niveles no detectables en 10 dias de almacenamiento a la
concentracion de 1.0x10° UFC/g y 20 dias a la concentracién de 1.0x10° UFC/g.
El yogurt con probiético Lactobacillus acidophilus disminuyo la poblacién de
Salmonella enterica a niveles no detectables en 10 dias de almacenamiento a
la concentracién de 1.0x10° UFC/g y 15 dias a la concentracién de 1.0x10°
UFC/g.

El yogurt con probiético Lactobacillus acidophilus disminuyo la poblacién de
Vibrio cholerae a niveles no detectables en 15 dias de almacenamiento a la
concentracion de 1.0x10° UFC/g y lo mismo para la concentracién de 1.0x10°
UFClg.

El nivel de pH para ambos tipos de yogurt se mantuvo en un rango de
disminucion poco significativo de 4.25 — 4.40 durante los 30 dias de monitoreo,
no se detectd ninguna diferencia en el pH del yogurt que contenia probidtico o

sin probidtico



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

. Debido a la fermentacion del yogurt producida por la presencia de las
bacterias lacticas que son capaces de consumir lactosa como parte de
fermentacién de carbohidratos y producir el &acido lactico en los sistemas de
yogurt analizados, no se genero una disminucion significativa del pH

durante los 30 dias de la investigacion.

. El pH en ambos tipos de yogurt y a las concentraciéon de patdgenos de
1x10°UFC/g y 1x10°UFC/g se mantuvo en el intervalo entre 4.25-4.40
durante los 30 dias de ensayo del yogurt con y sin probidtico, la acidez
existente permite controlar el crecimientos de los patégenos debido a que

muchos son inhibidos a pH bajos.

. En el yogurt sin probiético también presento efecto antagénico para inhibir
cepas de patdgenos aunque con mayor tiempo esto significa que los cultivos
lacticos iniciadores de yogurt (Streptococcus termophilus y Lactobacillus
bulgaricus) son capaces de producir inhibidores de patdégenos como

bacteriocinas.

. ElI conteo de bacterias acido lacticas en ambos tipos de yogurt se
mantuvieron constantes en 1x10°UFC/g, Unicamente evidenciando una
disminucién al dia 30 de evaluacién en 8.4x10°> UFC/g de concentracién de

Lactobacillus acidophilus.

. Los recuentos constantes de Lactobacillus acidophilus demuestran
viabilidad y estabilidad de las bacterias lacticas en el yogurt manteniéndolo

almacenado en condiciones de refrigeracion.
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6. Se detectdé mayor efecto antagdnico del yogurt con probidtico en E. coli y en
Salmonella enterica (bacterias Gram -) y menor efecto en Vibrio cholerae,
las tres bacterias son gram negativas, esto esta en contraste con lo que
menciona la teoria que se obtiene mayor eficiencia de inactivacion de
patégenos para el caso de Gram + y su pared celular mas sensible a efecto
de bacteriocinas producidas por probioticos, demostrando que las bacterias
gram negativas pueden ser inhibidas por presencia de las bacterias acido

lacticas.

7. Los resultados de la investigacibn demuestran la capacidad que tiene el
yogurt con probiotico Lactobacillus acidophilus sobre su efecto para inhibir
y competir contra ciertos patdgenos intestinales.

8. El uso de probioticos en el yogurt potencia su efecto sobre patdgenos
intestinales causantes de enfermedades como Salmonelosis, cllera y otras

infecciones intestinales

9. El tiempo de sobrevivencia de patdgenos en el yogurt dependera de la dosis
infectante, en esta investigacién se comprobd que el yogurt contaminado
con una concentracién de 1x10°UFC/g de patdgenos se produjo un efecto
mas rapido que la inhibicibn de patégenos a la concentraciéon de
1x10°UFC/g.
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RECOMENDACIONES

Elaborar un manual técnico que permita realizar la estandarizacion
bacteriana por medio de espectrometria, este manual permitiria facilidad en

el aprendizaje de estandarizacion cuantitativa para cepas bacterianas.

Realizar el proceso de inoculacion de las cepas patégenas el mismo dia de
la estandarizacion ya que la solucién salina usada para la calibracion de la

concentracion no garantiza la viabilidad de las cepas bacterianas.

Emplear buenas practicas de manufactura en la elaboracién del yogurt para
evitar la contaminacion del producto elaborado, ya que en esta investigacion
se ha comprobado que aun en almacenamiento a temperaturas de
refrigeracion los patégenos han sobrevivido, siendo peligro potencial de

causar enfermedad al consumidor.

Incentivar a la poblacibn al consumo de productos lacteos y leches
fermentadas como el yogurt ya que constituyen un vehiculo para el aporte
de bacterias benéficas y viables, ademas aportan nutrientes a quien los
consume, por lo que se recomienda el consumo de derivados lacteos que

contengan este tipo de bacterias probidticas.

Concientizar a la poblacion que el consumo de suplementos alimenticios
como los probioticos le benefician fisiol6gicamente en la modulacién de la

mucosa intestinal y el sistema inmunoldégico.

Realizar un cuidadoso analisis previo la leche, el uso de cultivos iniciadores
activos y un adecuado manejo de los productos cultivados podria garantizar

la ausencia de estos patdégenos en estos alimentos.
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7. Investigar por medio de ensayos in vitro e in vivo a fin de conocer mejor la
capacidad de los microorganismos probidticos para funcionar en el

organismo humano y su accion contra los microorganismos patégenos.
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GLOSARIO

Bacterias acido lacticas: Grupo heterogéneo de bacterias Gram + no
espatuladas que tienen en comun la capacidad de producir acido lactico por

fermentacion de azUcares.

Bacterias anaerobias: Son bacterias que no viven ni proliferan en presencia de

oxigeno.

Bacterias aerobias facultativas: Bacterias que pueden adaptarse para crecer

y metabolizar tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

Bacterias aerobias mesofilas: Son bacterias que viven en presencia de

oxigeno libre a temperaturas entre 15°y 45°C.

Bacteriocinas: Toxina proteica sintetizada por una bacteria con el fin de inhibir

el crecimiento de bacterias similares o de otras cepas.

Cepa: Conjunto de especies bacterianas que comparten, al menos, una

caracteristica o una variante fenotipica de una especie.

Cepa ATCC: Material biolégico de referencia certificado; ATCC: American Type

Culture Collection. Rockville, EU.
Colonias: Grupos discretos de microorganismos sobre una superficie.

Efecto Antagonico: Es la consecuencia de una sustancia o grupo de

sustancias que contrarresta los efectos de otra.

Estandarizar: Ajustar una concentracion bacteriana a la cantidad necesaria

para producir el efecto deseado.



Incubacion: Mantener la mezcla de leche a una temperatura promedio durante

cierto tiempo.

Inocular: Consiste en incorporar a la leche el cultivo activado de yogurt

(bacterias acido lacticas) en la proporcién adecuada.

Inocuidad de alimentos: Aacciones encaminadas a garantizar la maxima
seguridad posible de los alimentos. Las politicas y actividades que persiguen
dicho fin abarcan toda la cadena alimenticia, desde la produccién al consumo.

Microorganismos patégenos: Microorganismos capaces de penetrar y
multiplicarse en otros seres vivos, a los que perjudican, originando una

infeccion.

pH: Cconcentracion de iones hidronio [H30O+] presentes en determinadas

sustancias. Mmedida de acidez o alcalinidad de una disolucion.

Tramitancia: Fraccién de luz incidente, a una longitud de onda especificada,

que pasa a través de una muestra.

Probioticos: Son microorganismos que se adicionan a un alimento y que
permanecen activos en el intestino y ejercen efectos fisiolégicos. Contribuyen al

equilibrio de la flora intestinal del huésped.

Unidades formadoras de colonias (UFC): Expresa el numero de colonias

originadas, a partir de una célula o agrupaciones de células.

Yogur: Es el producto lacteo pasteurizado obtenido por fermentacion lactica
mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus a partir de leche entera, semidescremada o descremada

fortificada o no con solidos de leche. Los microorganismos vivos presentes en el



producto final deben ser de los tipos antes mencionados y su contenido

abundante.

Yogur natural: Es el yogur que no lleva colorantes, aromatizantes ni

edulcorantes.
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ANEXO 1

Azlcary Leche en

polvo

Cultivo lactico y

Cultivo probiotico

LECHE

i

PASTEURIZACION

i

ENFRIAMIENTO

i

INOCULACION CULTIVO

)

AGITACION

)

ENVASADO

)

ALMACENAMIENTO Y PRUEBAS DE
INHIBICION DE PATOGENOS EN

VIDA DE ANAQUEL

75°C X 10 min.

42°C

42 °por 6-7 hr.

2-6°C

Figura N° 1 DIAGRAMA DE FLUJO PREPARACION DE YOGURT




ANEXO 2
DIAGRAMA ELABORACION DE YOGURT

Leche en "°"'°—1 l— Aaxer PASTEURIZAR 75 °C X 10 min.

%_.

- ENFRIAR A 42°C

Iniciar el calentamiento de la
leche cruda y disolver los
polvos

Figura N° 2 DIAGRAMA METODOLOGICO- ELABORACION DE YOGURT



ANEXO 3

PREPARACION DE LA CONCENTRACION DE Lactobacillus acidophilus

leche pasteurizada

| ﬂ Adicionarloen99gde
- R
N

-
\i-—il"""
Pesarl.0g del polvo de la cepa Dilucion 1:100

Lactobacillus acidophilus
equivalente a 2.9x104UFC/g

Tomar alicuota de 1.38g
einoculara4 litros de

mezcla para yogurt

Yogurtinoculado conuna
concentracion de
1.0x10%UFC/g

Figura N° 3 Preparacion de la concentracion de Lactobacillus acidophilus



Anexo 4

DIAGRAMA FASE DE PREPARACION PREVIA A ESTUDIO INHIBICION

1. Aislamiento de Cepas patégenas

D
D
2&41['; fIB

|

2.1dentificacion de los patégenos

3.Estandarizacion de las concentraciones de patégenos
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l

4. Preparacion del cultivo probiotico a la concentracion del estudio

|

5. Elaboracion de Yogurt

6. Estudio de efecto antagonico de yogurt sobre cepas
patégenas

FIGURA N° 4 Diagrama fase de preparacion previa al estudio de inhibicion



Anexo 5

DIAGRAMA DE ESTANDARIZACION DE
CONCENTRACIONES DE PATOGENOS

Tomar asada de Placacon

bacteria Patogena en Agar

TSAy hacer una solucion

matriz con solucion salina

r\ Realzar dilucicnes con
solucion safina esteril para
cbtener las concentraciones
de 10-+10-% y 10-*UFC/ml
107 107 107

3 -/ Hacerlecturaen

espectrofotometro 3 580nm

'-4.



Do Cada una de las s0hOones Con WOl de
rariancis hacer dduCones tenddas

A

W

0" 109 107 104 10°

Una vez realizada 1a lectura de ramitanca se realizason 5 realkzar
Glucaones con Agua peplonada y se sembraron por placa verida
1 Oml de cada una de las ultmas 3 dlucones (en Agar Plase Count)

ncube a 37°C por 24 horas vy realice el conteo de las ufcomi

para asegurar que reaimente se Wabagara ocon la
concentracon de 10%ufcmiL

FIGURA N° 5 Diagrama de estandarizacion de la concentracion de patégenos



Anexo 6

Diagrama aislamiento de E.coli ATCC25922

[
il

i, md
T {t Q
i, %D

"
ih

= & =S8

_ Sembrar |a bacteria en
CepadeEcolien Reconstituiren AGUA agar EMB
estado liofilizado PEPTONADA

ATCC 25922 l

De las colonias aisladas hacer
siembra en agar TSA tomar con -
el asa de plaino estérl, de 3 a5
colonias de EMB e incubar a

37°C :

Incubar a37°C
por24horas.

FIGURA N° 6 Diagrama aislamiento de E. coli ATCC 25922



Anexo 7

Diagrama aislamiento de Salmonella enterica ATCC 14028

P—

Cepa de Salmonella en Reconstituiren Incubar a37°C
estado liofilizado CALDO LACTOSADO por24horas.
ATCC 14028 l
De las colonias _ Ly
aisladas  hacer = ﬂ ""‘Q\‘
siembra en agar ) ’
TSA tomar con ¢ _— =

asa de platno

esterl, de 3 a 5 Incubar a37°C Sembrar la bactera en
colonias de 35 e por 24 horas. agar Salmonella
incubar a 37°C shigella

FIGURA N° 7 Diagrama aislamiento de Salmonella enterica ATCC 14028



Anexo 8

Diagrama aislamiento de Vibrio cholerae

q.

' ad

Pesar 10g de conchas Mezclar con 90mide Incubar a37°C l
APE por24 horas.

De las colonias .'.
gisladas  hacer ‘ 4
siembra en agar | 4= -

TSA tomar con €

asa de platno _

estérl, de 3 a 5

oqlonias de TCBS Incubar a37°C Sembrar la bacteria en
gincubara37°C por 24 horas. agar TCBS

FIGURA N° 8 Diagrama aislamiento de Vibrio cholerae



Anexo 9

Diagrama Inoculaciénde E.coli en Yogurt

Yogurtcon Probiotico

Rdd{d4s

Yogurt sin Probiotico

Inocular 1mla
& frascos de —_
yogurt

s | L L L L LT

de E.coli a1x10*UFCig

|

Yogurt con Probiotico
Inocular 1l a
& frascos de
=  TECEEE
yogun —_
Yogurt sin Probiofico

Solucionestandarizada
de E.coli a1x10%UFCig

FIGURAN® 9 Diagrama inoculacion de E. coli en Yogurt



Anexo 10

Diagrama Inoculacién de Salmonella enterica en

Yog urt
Yogurtcon Probiotico
6 frascos de - 3 Ly
yogurt Yogurtsin Probiotico
de Salmonella enterica
a 1x10* UFCig —
—
Yogurtcon Probiotico
Inocularimlsa
§ frascos de
cadasistemae
yogun —
Yogurt sin Probiotico
Solucion estandarizada
de Salmonella enterica
a 1x10® UFC/g

FIGURA N° 10 Diagrama inoculaciéon de Salmonella enterica en Yogurt



Anexo 11

Diagrama Inoculacion de Vibrio cholerae en Yogurt

B Yogurtcon Probiotico
Inocular 1mia ( ( t t ( (
6 fra de
MuftWS ) Yogurtsin Probiotico
Solucion estandarizada ( ( t t t (
de Vibrio cholerae a
1x10* UFCig .
Yogurt con Probiotico
Inocular imla
6 frascosde
cads sistema e
yiogurt —_
Yogurtsin Probictico
Solucionestandarizada
de Vibrio cholerae a
1x10® UFCig

FIGURA N° 11 Diagrama inoculacion de Vibrio cholerae en Yogurt



Anexo 12

Cuantificacion de Lactobacillus acidophilus en

Yogurt
Pesar 10g d= r ' Diluir en 50m| de APEy
yogurt — mezclar
.o

Realizar diluciones
seriadastomando l I

alicuotas de 10ml

de CO; a una temperatura de

Incubar en anaerobiosis 5%
37°C+1 por 48-72 horas. l

é Hacerlos recuentosy
== p
- calcularsegun

factores de diluciones

— realizados

FIGURA N° 12 Diagrama cuantificacion de Lactobacillus acidophilus en
Yogurt



Anexo 13

Diagrama medicion de E.coli

—

“

Pesar10g de -

Diluiren 80ml de APEy

yogun mezclar

|

) Mezclaren
Stomacher 1 min
- a260rpm
1 I~e Hacer diluciones
seriadas
Pa—

Realizar diluciones seriadas
tomando alicuotas de 10mly

usando APE como diluyente
ﬁ h
107 10~ 107 10¢
Sembrar 1ml JJW J-L‘ ﬁ h
decada — ) . - {
dilucién por =) ) i) RN )
duplicado en e NSNS N NS N O
AGAREMB

1x103UFC/g 1x108 UFC/g



Seincuboa 37C Serealizaronlos
durante 24 horas recuentos bacterianos

de E.coli

RECUENTOS DE E. coli ATCC 25922

Agar EMB: colonias
verdosas con brillo
metalico

Figura N° 13 Diagrama medicién de E. coli ATCC 25922



Anexo 14

Diagrama medicion de Salmonella enterica

Pesar25g de t l Diluir en 225ml de Caldo

yogurt W Lactosado
B
o .
P —
— Mezclaren
PN A Stomacher 1 min
| a260rpm

Seincuboa 37C
durante 24 horas

‘—-) Hacerdiluciones seriadas

Realizar diluciones seriadas
tomando alicuotas de 10mly
usando APE como diluyente

Hw% ﬁh

decada
dilucion por F. Fian A P
duplicado en e N | Sty W ] N '. Ny W ) S Ny
AGAR SS

1x103UFC/g 1x10° UFC/g



Seincuboa 37C Serealizaronlos
durante 24 horas recuentos bacterianos

de Saimonelia

RECUENTOS DE Salmonella enterica

Agarsalmonella
shiguella: las colonas
coloniastransparentes
con centro color negro

Figura N° 14 Diagrama medicién de Salmonella enterica ATCC 14028



Anexo 15

Diagrama medicion de Vibrio cholerae

—

Pesar 10g de J ' Diluiren 90ml de APEy

yogurt S mezclar

Mezclaren
Stomacher 2
minutos a 260 rpm

|

'Y
<2 S Hacer diluciones
.1 | seriadas

Realizar diluciones seriadas
tomandoalicuotas de 10mly
usando APE como diluyente

i

o TV T

decada
diluciénpor g' o) AR f Y \ 4 :

duplicadoen = — N RS AR3 AT A3
AGARTCBS

1x103UFC/g 1x105 UFC/g



IS
Seincuboa 37C Serealizaronlos
durante 24 horas recuentos bacterianos

de Vibrio cholerae

RECUENTOS DE Vibrio cholerae

"

Agar TCBS Colonias
largas color amarillo y
ligeramente planas
con centros opacos y
periferias transitcidas

Figura N° 15 Diagrama medicién de Vibrio cholerae



Anexo 16

CALCULOS ANALISIS ESTADISTICO

Salmonella Vibrio Salmonella Vibrio
E. Coli ] E. Coli ]
enterica cholerae enterica cholerae
DISENO: PARCELAS SUBDIVIDIDAS
10° 10°
Ysp Ysp
Factores:
4 N 4 N
Ysp
A) Yogurt Yep
f N 4 N
B Concentracion 10°
) 1068
\ g \ J
f N
E.coli
C) Microorganismo Salmonella
Vibrio
\ J




Céalculos Generales

Repeticiones: 6

Total:(2) (2) (3) (6)=72
gL totales = 72-1 =71

C = (11080.12)2

SC total =8281310.38-FC

SCiota=6,576,184.56

= 1,705,125.82

(6201.72)2 + -+ (12)2

SCrep =

=8469299.17-1705125.82

=6764173.35

SCA 0 5 10 15 20 30 SUMA

Ysp 3100.86 | 1768.91 | 1132.09 | 254.88 60.26 6 6323

Ycp 3100.86 | 1495.52 142.6 6 6 6 4756.98
SUMA | 6201.72 | 3264.43 | 1274.69 | 260.88 66.26 12 11079.98

_62609.187

SCERRORA =

(3100.86)2+++(6)2

=17,463.670

— FC — SCREP — SCA

—FC=1739,144 — 1705125.82 = 34018.20




sc[] [103] [106] SUMA
Ysp 279.69 6043.36 6323.05
Yep 184.68 4572.32 4757
Suma 464.37 10615.68 11080.05

SC[

- (464.37)2 + (10615.68)2

SCAx[ ]

_ (57540.642)

36
= 1431215.88

— FC — SCA — SC[

—FC =3136341.70 — 1705125.82

SCA*[]=3196702.30 — 1705125.82 — 34018.20 — 1431215.88 = 26342.2

ScerrorB
yogurt 1 0 5 10 15 20 30 SUMA
ysp [103] 97.86 88.8 61.36 25.64 3 3 279.66
ycp [103] 97.86 62.17 15.64 3 3 3 184.67
ysp [106] 3003 1680.11 | 1070.73 | 229.24 57.26 3 6043.34
ycp [106] 3003 1433.35 | 126.96 3 3 3 4572.31
SUMA 6201.72 | 3264.43 | 1274.69 | 260.88 66.26 12 11079.98




SC errorB = (97.86)2 + .-+ (3)2 — FC

SCerror B = 22462212 — 17463670 — 1431215.28 — 34018.20 — 586946.34

— 26342.20
= 2920019.20
SCmo
Yogurt 1 E. coli Salmorjella V. cholerae SUMA
enterica
Ysp [103] 125.05 79.73 74.91 279.69
Ysp [106] 1799.01 2410.594 1833.76 6043.364
subtotal 1924.06 2490.324 1908.67 6323.05
Ycp [103] 69.24 51.03 64.41 184.68
Ycp [106] 1303.31 1572.51 1696.5 4572.32
subtotal 1372.55 1623.54 1760.91 4757
Total 3296.61 4113.86 3669.58
(3296.61)2 + (4113.86)2 + (3669.58)2
SCm.o = -FC
18
= 2292072.16 — 1705125.82 = 586946.34
279.69)2 184.68)2 6043.36)2 + (4572.32)2
SCyogurt*mo=( )2+ ) + ( )2+ ) —FC—SC[ ]

18 18

= 3196702.41 — 1705125.82 — 1431215.88

= 60360.71

SCyogurt *[ ]*m.o = (125.05)2 + - + (1696.50)2 — FC = 14880486

SCerrorc = 6576184.56 — 2920019.20 — 34018.20 — 1431215.88 — 586946.34

= 1603984.7
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1. ORIETO

Esta norma liene por ohjeto cstablecer las especificacionss y camclerisboess que debe cumplin el
yapue.

1. CAMPO DE APLICACION

Aplice al yogusd nabural ¥ squel que s¢ b han agregado aromatcentes, saborizantes, [rutas
naiurakes o procesalis v alres peoductos netucales, sean fbricades en el pals o importados.

3 DEFIMMCIONES

3.1 Probidticos: soa microorgansngs que 56 sdicionan o un alamentc que permanicen aclivid
en ¢l intesting v gjercen efecios Askolopkcos, Conttibuyen al eguilibog de la flors intestingl del
hudsped.

3.2 Yopurt: es e products lactee obiende por fermentaciin kictica mediante la accun de
Laprobacillus fdgaricuy ¥ Steepiococcus thermomiilnr o pantic de leche pasteunzada enfers,
semidescremada o descremada forificeda o no con selides de beche. Lod macroorganisnsos. vivas
presentes en el producic fnal deben ser de los fipos amtes mencwonados ¥ S0 costenade
aburdante. Puede contcmes cultivag probsdiicns mantenidos en plene vigar.

3.3 Yopurt natural: no [leva colomnies, arcmatizantes nl edulcarantes.
34 Yepgurt edubcoradn: al que se ha agregado azicar u oire edultorinte sutonzado.

18 Yogurt saboriesde 3o aromatizade: al que se ha ngregado sustincias ammalzanies,
saborizanics ¥ colammles naturgles o arficiales solorizados.

16 Yogurt con fruts U otros productss naturales: al gue se ha agrepado almenios
aromatizanies u olros ingredisntes tales coma: frutas (frescas, en conserva, en polva), pané de
fruta, palpa de fruta, jugs de frota, cereales o pims prodecies nafarales o arnficiales autonzados,

14,7 Yosurt light, Bgero o lviano: es el yogun natural descremade, al que ¢ le pueden agregar
edulcorantes antificinles {sm caloriag), frila v Mros producios reurales. El vogur se denamanara
“wogart light, ligers o liviese” sicmpee v cuanda esté acompafisdo por la isformacian de b
caracteristeas gos hacen que sea “yogurt light, ligern o liviasa”.

4, ABREVIATURAS

NSO Morma Salvadorefa Obligatoria
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ke miligramoes por kilogramo

T

£
ke vramas por kilogramo
EPFE Buinas Practicas de Fabricacion

mwin mirime
(RIHEA ]

ji-h
LR Umickackes fmmadars de Calomia

T R

AOAC  Asociacidn Oficial de Cuimicos Apaliicos

RECG M°  Hegisiro nimeng

OGS Direccien Gereral de Salud

LIEDA  Depariamentio de Agriculuma de los Estados Unidos {en castelbanmg
FId Agmimistracion de Alimendns v Medicumentos {en caseellann

5, CLASIFICACION Y DESIGNACTON

El vopen s clasaficar ¥ designarh en la forma indicada en la Tabla ).

Tabla 1, Clasificacion v designacidn
Clasilicacion Desigmacian |
Vet nafural Y ogun rafural enters. semidesoremade o descremsdo |
1 Yogan edulcordo '
Touurt edulcomda Yogan cdulcorads semidescremado

Vagan sdulcenida deseremado

Wopud cRlird cor sabar vy aromma de...

|
I
! Ywgurt suborizado, arpmatizade | Yope semidesrensado con aabor v aroma dee
|

Yogun descremado Com sabor y archi de...

| Yogurt con fiuta, cereales, & otmos Yagun enteso con .

Prodecios naburales

Yoput semdescremacs com..
Vopus desemadio can .

I Yogurt light, ligers o liviane

El yogurt s designara "yogurt lipht, ligeno o liviass" -
EHtpre v cuamde osie acompaiade por wa indicazidn de
[32 ) caracterisnicals) gue hacein ) que el yomur sea

“soapriirt Inpht, lipers o liviano™

ot | Cuiande of yogurl comlings praducios naheslcs en la designacain s debe copoecificar =1 e de producio
sdluful, pof gjimplo Yegun Edlera con Sahila®, “Yoger con Frosss y Uercales™ . o,

a5 Cuaniks [ comisiencia del yogan sea g, o Wromms “Wjuide” doters g en la desiguandn,
e o Y o Liguel do Senmi deseremodio son Fres”,
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6. ESPECIFICACHINES ¥ CARACTERISTICAS

6.1 CARACTERISTICAS GENERALES

6.1.1 Caracteristicas gemeralbes del prodecto

32 acuerdo al tipo de yopen, éste puede ser liquicle, semiliguide o de comasencia oremoga v s
fermentcsin es procedeste de la accidn bacierana de ferrmentod [Acicos, nd por olro Iipe de
fermentagsin quimica v gasecsa; o debe ener desprencimienlo visile de suera,

6.01.7 Caracteristicas generales de s ingredientes y aditives estabilizantes v coloramtes
alimentario

a Leche. La beche con la cusl se elabora e] yopen debe ser pasteurizmin v cumplici con las
expecificacrnes indicadas en la Norma NSO 67.01.0207 PRODUCTOS LACTEDS. LECHE
FASTEURIZADA Yo ULTRAPASTEURLZADA.  ESPECIFICACIONES.  Frimera
actualtzaciin, o en s dlima sdickin vigenie;

b Dmbeulo l@ctico. Debe contensr microorganismas sslecclonsdos de Lacrabocl s buigaricus,
Strepiococeuy thermophifes mantenndos en plens vigor v puede comtener callivios probsdiicns,

¢l Fruts fresca, Los troos de fruta frescs que se incorporan al yopum deben provenir de inss
madiera, sana, conveniensemente lavada, Los woros escardn libees de fragmentos de ciscars,
sermllas o oowas particulls proeses ¥ dumas v deberan ser lginecancnte  msanipaladas
inmediatamente anies de incorporasios al yogan:

di lagrediendes de fruta. Los jugos, nectares, pelpas, jaleas, mermeladas o frulas elaboradas en
olras formas gue s¢ incorpores al yogan, deberin ser pasteurizados antes de incorporarios, 30
aplica cuando los jugos o |as fretas sesn prepamdas directamente por =) fabncante. Para casns
ceamdi |a fruta es preparads por ofre provesdor, 2| fhricance debe exigir que su E¥hricacion sea
bzj un sislema adecuado gue garantice ba inoouidad;

¢) Sustamcias edulcorantes, Se permiticd ol agregado de edulcorames naturales y arifoiales

pernlicos, Lis que estaran perfectamente limpiad ¥ cusmplicin con las espeaificaciones indicadas
e las normas salvedoneiias comespondentes,

N Los sditrvos alientanas que s pueden usar én ] yogurt sevdn Las especificados en 2 Norma
gineral del Codex para los Aditvos, Codex Stan 192-1995. Bov, %2008 o en su oltima edecion
wipemle;
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6.2 CARACTERISTICAS SENSORIALES

6.2.1 BSaboer. Bl vopsd wended ol sabor caracberiaticn para cida fonma de preseniacion ¥ estend
libve de sabor excesrvamnie deido por sobee meduracion. sabor amarge o Sanlguier sabor
etrafio.

622 Olor. El producis debe temer 2] olor carscleriziico para cada Torme de presentaciin y
catar libre de cunlquier alar extradig.

623 Color. El vopun nalural diebe Sener color Blanco o ligeramente amasllenia; hos ofns
prodisctns deben tener el color camacteristicn de ascuerdo & sa especificacian.

w24 Aspecto. El yogor en cualguiera de sus formas de presendacian, debe bener aspecto de
codgul unifprme, libre de grumos wio burbwjas ¥ esizr libee de suer separado. B producto con
Tnain diebe fener aspecto caracieristico con la fnsta.

03 REQUISITOS QUIMICOS

El vopun debe cumplir con los requasiics especificados en la Tahla I:

Tablka 2. Keguisims

Mapirls pracs, Ackdes comn bobda ldedon, | Salkd rovzaley,
Frivdscts Eramua pon 1080 g Eraman por 100 g Erasig g 106 g

Belir. R, LS Ml Bm lam,

wctralizsdi noan Lo 4 | e 1,1 117

Tiiis o et D s KT T 12 BES

A0 @ 00k nrs =&l 5 ok 13 ET
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64 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
El vogurt debs cumplir con los regeisitos microbiolégicos especificados en b Tabls 3 siguisre
‘Tahla 3. Requisitos milerohiobiplcos

Caracierialicas Vaberes (UFC}
Colifomess por grama 1 maximo
Isckenichis colt par grama Ausencia
Salmeneila spp. Er 15 gramos Ausencia
Lyaderia somocyfopenss Auseneia
Leveduras 1 molos por grawm LN mixima

7 CONDICTONES SANITARLAS

31 El producte srmmade debe ser mmnipulade v disinbuide bage sinctas condicanes
sanitarias y linsamientos de Buetas Practicas de Fabricackin.

7.2 El producto debe envaserse en recipienees sin defecins, migurosumense  limpios,
higienizados ¢ imneediatemenie sellados humr.uﬂrru:li: com el objeto de evilar cualgueer

comtammadidn posterios. -
I

8, TOMA DE MUESTRAS

Lz toma de mwuesiras para el yogurd en ses diferenies presentacioees se bard siguiendo el
pracedimicnto descrite en ol Capiule 33 de las Métados Oficiales de Andlias de ADAC, Sub
Capitula 968,12 Wal 2 1960,

9, METODS DE ENSAYO Y ANALISIS

La detenmimacidn de las caractenisticas especificadas en la presente norma se llevard & cabo de
acusrcky 4 las nores sslvadoreias cormespandientes.,

Eecuemio de Bacienas ¥ Coliformes en Producies Léckeos. Capliule |7, Sebcapinde 3, Mo
Oficial 989-10, Méwodes Oficiales de Andlisis de ACAC Imernanicnal, 168" Edicida, Valamen |

Becuentn de Califormes v Excherichia cofi en Alinentcs, Capitulo 17, Subcapitalo 3 Método
Oificial 99114, Métodes Oficiales de Analisis d= ADAC International. 16 Edicida, Volemen |



DIARIO QOFICIAL. - San Salvador, 28 de Julio de 2009. ]'.f|

NORMA SALVAIMIRERA NSCH G700, 1008

Digtzcgian de Salmonelia en alimeptos Procezados. Capitalo 17, Succapiiule 9, Metodo Oficial
967.2%. Métodos Oficinles de Amilisis de ACAC [ntemational, 16™ Edicion, Vodumen [

Identifecacitn de Salmoralla en Alimentos, Capliabe 1T, Subcapiee 9 Mégds Oficial 26T 27
Métodas Oficinles de Andlisis de AGAC Interatonal, 16" Edicidn, Volumen L

Smlwonells en Alimentos.  Preshas Seraldgicas, Capiouka 17, Sllhcapuulu- U Métada Oficial
967,28, Métodos Oficiales de Andlisis de ADAC lmtemalional, 16" Edicioa, Volumen |

Listeria morociiogenes en Leche v Productos Lacreos. Capivalo 17, Subcapirulo 14 Métode
Dfizial 993-12 Métados Oficiales de Andlisis d2 AQAC International, 16* Edicidn, Valumen 1.

. ENYASEY ETHM/ETADMD

.l Envaze El matsriol del snvase no debers slisrar las coracienisticas del prodocto
pudiendn ser de canon lminado, polistileno de el densidad o de coalgaier oo matenal gue
sea inncun nprobade por In auoridad compesente

1.7 ETIQUETADD

El vogurt pam ventn al consumidor fmal debe cumplic can o especificade en 1a NS0
A7 100103 NORMA  GENERAL FARA EL ETIQUETAIN} DE  ALIMENTOS
PREEMYARADNDS v M50 6710025 DIRECTRICES DEL CODEX  ALIMENTARILS
SOBRE ETIQUETADD MUTRICIOMAL. (o en s dMima ediciin vigente),

1L.2.1 Las etiqusias podrin ser de papel o de cualquier oo material que pueds ser adherido a
kos envases o bien de impresiin permancnte sobee bos mismos. Las mecrpoioncs deberin sor
facdments legibies a supple vista, redactedas ee espaial y adicwmalent® B0 oo idioma 5 las
pecesidedes de algis pals asi 1o dispusicean v Bechas en forma tal qee oo desaparescan bajo
condiciones de uso wormal.

B2 L eligquetas me podeie eoer mngues leyenda de significado ambiguo, ilusimcianes o
adomos que mduzcan al engafio, ni descnpcion de caracteristicas del producto gque no se peedan
cormprobas.

Ifh2.3 Las ctiguelas deberan camplir con bo especificade en la norma salvadoreda ¥ lesar comn
minimo lo s guiente:

al La designacion y closificacion del producto de acuerdo & esta norma; podrd usarss pos
eeparado e la dligueta la designacion de descremada, semidescremado, o enderg sepgon sea &l
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caza en el ehigesindo. Ejemple: “Yogar naoural” desipnado en la mism etigoeta la palaba
e descremala” por separado;

by Lamarea comercial;
cl El contenido pete, expresade ep unidades del Sissema Intermacianal;

i La wentificacsdn del lefe v ln fecha de slaboracidn, a3 cusles posdrim ponewse en chave en
cuabquier liggar apropiado del envase;

¢l Monifesiar su caducidsd o fechs de vemcimieno e Dorms clara;
0 Laexpresiim "consgrvess refrigerado” o mantdngase refrigerado’™
gh El pais de origen;

hy El nombre o rardn social del prodecior ade la enidad comercial, bage caya marca s
exprade el producto, asi come la direccion o el apamado posial;

1] La bevenda que indigue €| registro sanitanio: REG. No DG Bl Salvador;

1} Para el casode bos vocablos lighs, Bgere o hviane™ 32 deberd expresar en el sliquetadn
la mdicacain di s coracteristicas que hocen qag 2| prodeeso sea “light, ligeo o liviano™.

11, ALMACENAMIENTO ¥ THANSFORTE

1.1 El producio debera mantener su cadena de o kasia e momenio de s comseresali zacion.

12, APENDICE MORMATIVO
131 CORRESPMONDEMNCTA COMN OTRAS NORMAS

Bsla normaa hene comesporkdencia parcial <on o Momna del Codex pame Leches Fermentadas,
Condlen, Stan 2432003

LLE NORMAS QUE DEREN CONSULTARSE

MORMA GENERAL DEL CODEX PARA EL USO OF TERMIMNGS LECHEREDS CODEY
ETAN 0. 1965
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NER CODEX CACRCPE L1997 CODG)  INTERNACIONAL RECOMENDATM) PARA
PRACTICAS DE HIGIEMNE EN ALIMENTONS, o on su ltims edscida vigeole de Codex.

MA0 8T 1000 WORMA GENERAL PARA EL ETIQUETAIDD DE ALIMEMTOS
FREENY ASADCE, (Primerd acrualizacidn)

WA ST 00209 MEECTRICES DEL CODEX ALIMENTARIUS SOBRE ETIQUET A
MUTRICTORAL

13 REFEREMCLAS TECHWICAS

Lutcramra ticncs dsl depanamente de Agnoultura d= Esiados Dleidos  USDA ) v de da
Apeeda de Admmsiracein de Drogas v Medicamsentas de Estados Linedos ( FTA

14, VIGILANCIA Y VERIFICACIN

La vigikamcia ¥ verificacsin comesponde al Ministerio de Salud Piblica v Asiseencia Social,
Munistenio d2 Agriculiura v Gansderia en sus respectivas dependencias v la Defensoria del
Consaimidor.

SFIM DNE L MOFRMA-

%) El presenie Acuerdo entrard on vigancia sels mesae despube de su publicacion an
&l Dhana Ofcial, de acuerdo a la Conferencia Ministaral de la OMC, Cuarlo Pedoda,
DOHA, 214 de Moviembre de 2004, COMUMIGUESE. DIOS UNION LIBERTAD,
HECTOR MIGLUEL ANTOMNID DADA HIREZI, MIMISTRQ ™ """

Figura N° 15 Norma Salvadorefia Oficial NSO 67.01.10:08 Productos
Lacteos. Yogurt, especificaciones (primera actualizacion)



