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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de las diferentes mezclas
de ¢- Polilisina 'y Propdleo en la vida atil del yogurt, siendo una investigacion de tipo
experimental. Se realizaron 5 tratamientos de mezcla de ¢- polilisina y propéleo en
un disefio completamente aleatorizado con 3 réplicas. Se estudido el
comportamiento de la mezcla de conservantes sobre el pH, la acidez, el recuento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, mohos y levaduras, asi como el
comportamiento cinético de las propiedades fisico quimicas del yogurt almacenado
a una temperatura de 4 °C durante 30 dias. El pH disminuyé significativamente con
los conservantes, siendo el valor de los tratamientos T4-T5 (4,33+0,36) mayor al de
T1-T2-T3 (4,06%0,21), considerados mas ajustados a las normas internacionales.
No se registro presencia de E. coli ni S. aureus. Se calculé el tiempo de vida util del
producto teniendo como indicador el recuento de mohos y levaduras, mediante la
ecuacion de Labuza, siendo el tratamiento 1 (5 mg e-polilisina — 1 mL propéleo) el
gue permitié un tiempo mas prolongado de vida util (123 dias). El analisis sensorial
se realizé con 75 panelistas no entrenados, quienes indicaron que los tratamientos
2 (10 mg e-polilisina y 0,9 mL propdleo) y 3 (15 mg ¢-polilisina y 0,8 mL propdleo)

tuvieron la mayor aceptabilidad general.

PALABRAS CLAVE

Leche fermentada, antimicrobiano, conservantes, mohos, levaduras.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of the different mixtures of e-Polylysine and Propolis
on the shelf life of yogurt, being an experimental research. Five treatments with
mixtures of €-polylysin and propolis were evaluated in a completely randomized
design with 3 replicas. The behavior of the preservative mixtures on pH, acidity,
counts of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and molds and yeasts, as well
as the kinetic behavior of the physical and chemical properties of yogurt stored at a
temperature of 4 °C for 30 days was studied. A significant decrease of pH was
observed with preservatives, with the value of T4-T5 treatments (4.33+£0.36) higher
than T1-T2-T3 (4.06+0.21), which were considered more in compliance with
international standards. No presence of E coli or S aureus was recorded. The shelf
life of the product was calculated taking as an indicator the count of molds and
yeasts, using the Labuza equation, being treatment 1 (5 mg €-polylysine — 1 mL
propolis) the one that allowed a longer shelf life (123 days). Tasting analysis was
performed with 75 untrained panelists, who indicated that treatments 2 (10 mg ¢-
polylysine and 0.9 mL propolis) and 3 (15 mg ¢-polylysine and 0,8 mL propolis) had

the highest overall acceptability.

KEY WORDS

Fermented milk, antimicrobial, preserving agents, mold, yeast.



CAPITULO |. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la actualidad y debido a la evolucion en la industria alimentaria, las nuevas
tendencias en los estilos de vida y los habitos alimentarios de la sociedad, los
intereses del consumidor son cada vez mas rigurosos. Estos exigen productos mas
saludables, inocuos y naturales, que sean de buena calidad, nutritivos y faciles de
consumir, pero a la vez, microbiolégicamente seguros y estables. Todo esto se

convierte en la prioridad en cuanto al mercado de los alimentos.

Para conservar un alimento es preciso aplicar un conjunto de técnicas que asumiran
como obijetivo principal extender el tiempo de vida util y la disponibilidad de los
alimentos para el consumo, como lo manifiestan Carrera y Henrry (2016). La
pérdida o disminucion de la calidad en el alimento puede ser causada por
microorganismos y/o por diversas reacciones fisicoquimicas, que se presentan una

vez concluidos los procesos de preparacion y acondicionamiento.

El yogurt, en particular, presenta problemas en la etapa de conservacion, pues
surgen inconvenientes tales como acidez excesiva ocasionada por presencia de
microorganismos, sabor picante ocasionado por un exceso de conservantes como
sorbato de potasio, y sabores extrafios también ocasionado por la presencia de
microorganismos (Iriberry, 2014). Para evitarlo, se puede emplear métodos de

conservacion fisicos, quimicos o la combinacién de ambos.

Un factor importante que permiten identificar las causas del deterioro de un
alimento, son sus propiedades fisicoquimicas, las cuales condicionan la posibilidad
de crecimiento de microorganismos (Clayton et al., 2016). Sin embargo, la
aplicacion exclusiva de procedimientos fisicos no permite garantizar la
conservacion de los alimentos. En este sentido, se agregan conservantes quimicos
cuyo proposito es reducir a un minimo el crecimiento de microorganismos

deterioradores o patogénicos, provocando condiciones de estrés en el ciclo celular



de los microorganismos, que causen su muerte o inhiban su tasa de crecimiento
(Alzamora et al., 2004). También debe considerarse que, de todas las alteraciones,
la causada por microorganismos es una de las mas preocupantes en la industria
alimentaria, porque ademas de que se degraden los nutrientes pueden dar lugar a

intoxicaciones graves (Southgate, 1992).

Las sustancias quimicas que se usan como conservantes no han variado desde
hace tiempo, pues ha sido dificil encontrar nuevos compuestos con acciones
mejores 0 mas amplias, que a la vez carezcan o posean una débil toxicidad (Cubero
et al., 2002).

En la actualidad, existe una alta demanda de alimentos con etiquetas limpias, es
decir, con cantidades minimas de conservantes artificiales, debido a que se les
asocia con enfermedades e intoxicaciones (Carrera y Henrry, 2016). Lo anterior, ha
llevado a la industria a buscar nuevas alternativas de conservacion de alimentos
gue cumplan las mismas funciones que las sustancias quimicas artificiales y tengan
buena compatibilidad, siendo una de estas alternativas los bioconservantes (Géalvez
et al., 2011).

Con estos antecedentes, los antimicrobianos naturales son compuestos que tienen
la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos. Uno de estos
compuestos es la e¢-polilisina, que es un homopolimero que contiene
aproximadamente 30 subunidades de L-lisina, unidas por un enlace peptidico entre
el grupo carboxilico y el grupo epsilon amino de las moléculas de lisina adyacentes
(Chheda & Vernekar, 2015; Hiraki, 2003).

La e-polilisina se produce a partir de la fermentacién bacteriana aerébica de
Streptomyces albulus. Este compuesto natural es estable a altas temperaturas, en
condiciones acidas y alcalinas y tiene una amplia gama de actividad antimicrobiana.
Las propiedades ventajosas de ¢-polilisina son adecuadas para la preparacion de

peliculas antimicrobianas (Zhang et al., 2015).

Otro bioconservante que presenta buenas caracteristicas de conservacion es el

propoleo, que ha sido ampliamente reconocido por sus propiedades



antimicrobianas (Gutiérrez-Cortés y Suarez, 2014). Para Vargas-Sanchez et al.
(2014) es un producto compuesto principalmente por resinas y exudados de arboles
recolectados por las abejas; también contienen cera, polen y algunas secreciones.
En la colmena, por ejemplo, es usado para sellar las entradas y cumple funciones
de antioxidante, antimicrobiano y anti fungicas. Varios estudios destacan los
beneficios que puede brindar en la salud del hombre como: efecto antioxidante,

antitumoral, antinflamatorio (Carrera y Henrry, 2016).

No obstante, la actividad antimicrobiana constituye la propiedad biolégica mas
estudiada y lo convierte en un potencial bioconservante. Bogdanov (2011) sefala

el efecto del propéleo contra bacterias, parasitos y virus.

Dentro de su capacidad bioconservadora, el prop6leo contiene compuestos activos
gue desempefan las diferentes funciones biologicas, como son: los flavonoides,
acidos fendlicos y sus ésteres. Los flavonoides estan mas correlacionados con la
actividad biolégica, sin embargo, no es exclusivo de estas moléculas. La sinergia
entre las moléculas que componen el propoéleo tiene efecto sobre las bacterias

(Carrera y Henrry, 2016).

En cuanto al mecanismo de accion del propdleo, su efecto antimicrobiano es debido
a que los flavonoides presentes en los propéleos poseen una accion directa sobre
las membranas de algunas bacterias, reduciendo su capacidad de permeabilidad y
haciéndola mas fragil. Ademas, los flavonoides se caracterizan por actuar de forma
similar al acido nicotinico, dandole propiedades oxido reductoras, en sinergia con
el &cido ascoérbico (Lopez et al.,, 2012). Diferentes estudios corroboran esta
afirmacion, aunque la principal causa de su efectividad antimicrobiana dependera
del origen botanico, composicidon quimica y estacion del afio en que se recolecta
(Vargas-Sanchez et al., 2014).

Debido a que se ha demostrado el efecto inhibidor de la e-polilisina y de la actividad
antimicrobiana del propéleo en varias investigaciones, alin no se conoce su efecto

en bebidas lacteas fermentadas como el yogurt.



Por lo antes expuesto, la pregunta de investigacion es la siguiente: ¢ Es posible que

el afadir mezclas de ¢-polilisina y propoleo afecten la vida util del yogurt?

1.2. JUSTIFICACION

La industria de alimentos esta en constante desarrollo, mejorando los productos
con nuevos ingredientes y tecnologias de procesado, que sirvan de alternativa
frente a los conservantes quimicos y tratamientos térmicos convencionales. Esto
permitird obtener alimentos seguros, inocuos y que los mismos conserven las
propiedades organolépticas y nutricionales del alimento. Al respecto, Castellano et
al. (2008) consideran que en la actualidad se esta dando un interés primordial en
las técnicas de preservacion de los alimentos que sean capaces de eliminar o

impedir el desarrollo de microorganismos.

La creciente demanda de productos que utilicen menores cantidades de sustancias
guimicas, ha llevado a esfuerzos por parte de la industria en estudiar estos
comportamientos del mercado y mas que nada en la utilizacién de sustitutos como
es el caso de los agentes bioconservantes, debido a que los consumidores se

inclinan por los alimentos sin conservantes quimicos.

Los conservantes quimicos son sustancias que se afiaden a los productos
alimenticios para protegerlos de alteraciones biolégicas como fermentacion,
enmohecimiento y putrefaccién. Un aspecto a considerar es que ningun aditivo
conservador es eficaz sobre todo el espectro contaminante, por lo que se requiere
un antimicrobiano natural que, aunque aumente la dosis, no cause efectos adversos
al consumidor, encaminados a obtener una maxima inhibicién de la actividad
microbiana y un minimo deterioro del valor nutritivo o de la aceptabilidad del
producto (Maldonado, 2015).

La inocuidad es uno de los cuatro grupos basicos de caracteristicas que, junto con
los nutricionales, los organolépticos y las comerciales, componen la calidad total de

los alimentos; siendo de esta manera un producto que no ocasiona dafio o



enfermedades a la persona que lo consume, obteniendo en el consumidor una gran

importancia fundamental e indiscutible (De la Fuente y Corona, 2012).

Los conservantes, motivado a sus propiedades antimicrobianas, desempefian
papel fundamental para prevenir alteraciones y asegurar la inocuidad de gran
cantidad de alimentos, como: pescado, carne, vegetales, frutas, entre otros. Esto
ha provocado que, en el ambito cientifico, se manifieste interés sobre la
bioconservacién de alimentos, para proporcionar valiosa informacion del potencial

de los conservantes (Villada Moreno, 2010).

En la actualidad se han realizado investigaciones del propdleo como agente
antimicrobiano en Listeria spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Bacillus
spp., Escherichia coli y especies de Pseudomonas (Stan et al., 2013), Bacillus
subtillis (Shahbaz et al., 2015), Staphylococcus aureus (Manrique y Santana, 2008;
Shahbaz et al., 2015; Kai et al., 2015). En otro estudio, Villanueva et al. (2015)
demostraron la efectividad antibacteriana in vitro, sobre 10 cepas de Helicobacter
pylori a partir de la evaluacion de 22 propdleos, de origen botanico diferente. Asi
mismo, el extracto etandlico de propodleo, demostrd actividad bactericida contra
Listeria monocytogenes en estudios in vitro, sin embargo, no resulté efectivo al

tratar melones inoculados con L. monocytogenrs (Vicente y Escobar, 2012).

También existe evidencia cientifica sobre el uso de ¢-polilisina en la industria
alimentaria. A fines de la década de 1980, debido a su seguridad y fuerte actividad
antimicrobiana, e-polilisina fue aprobado por el Ministerio de Salud, Trabajo y
Bienestar de Japdén como conservante de alimentos (Chheda & Vernekar, 2015).
Desde entonces, se ha utilizado en Jap6n y Corea como conservante para multiples
alimentos (Hiraki, 2000; Otsuka, et al., 1992). En 2004, la FDA aprob6 su uso en
sushi y arroz cocido como conservante de alimentos (Food and Drugs
Administration US, 2004).

La FDA (Food and Drug Administration de los EE. UU) en el 2004 confirmé que la
e-polilisina es un aditivo GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) que se
puede utilizar para la conservacion de diferentes alimentos (Chheda & Vernekar,
2015).



La e-polilisina se utiliza en la conservacion de alimentos como arroz, sopas, fideos
y verduras cocidas en concentraciones de 10 a 500 ppm, mientras que en el
pescado y el sushi se utilizan concentraciones mas altas: 1000 a 5000 ppm (Wang
et al., 2012).

Varios estudios relacionados con la ¢ -polilisina han demostrado su efecto
antimicrobiano frente a L. monocytogenes y Bacillus cereus (Najjar at al., 2007),
frente a E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, y Saccharomyces
cerevisiae (Gao at al., 2013), contra E. coli O157:H7 (Shi at al., 2016; Zahi at al.,
2017).

Una de las ventajas que presenta la e-polilisina es que es termoestable,
biodegradable y soluble en agua, sin toxicidad para la salud humana y el medio
ambiente. Debido a estas caracteristicas, se ha utilizado en muchas aplicaciones
novedosas como es el campo de la alimentacion, la medicina, el medio ambiente y
la agricultura (Pandey & Kumar, 2014). En la alimentacién, se ha aplicado la e-
polilisina como conservante natural de carnes, por tener una excelente actividad

antimicrobiana y estabilidad térmica (Chheda & Vernekar, 2015).

En base a lo expuesto anteriormente, el interés de la presente investigacion es
demostrar el uso potencial de la e-poli lisina y propdleo como bioconservantes, y el
uso de temperaturas de refrigeracion para la conservacion de yogurt. Se pretende
buscar una alternativa en la conservacion en la industria alimentaria, brindando la
posibilidad de producir alimentos utilizando bioconservantes para estar a la
vanguardia de las tendencias del mercado y el cuidado de la salud de los
consumidores. Se aporta asi a mejorar la economia de las empresas lacteas y al
desarrollo de nuevos productos en el ambito agroindustrial, siendo fundamental en

el progreso de la provincia y del pais.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la mezcla de e-polilisina y propoleo en la vida util del yogurt.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar el tiempo de vida util del yogurt, bajo el efecto de conservantes
naturales como inhibidores de crecimiento microbiano.

> ldentificar mediante andlisis estadistico de las caracteristicas fisico quimicas, los
mejores tratamientos en concentracion de conservantes y tiempo de
almacenamiento del yogurt.

> Establecer la aceptabilidad sensorial de los mejores tratamientos, mediante

catadores no entrenados.

1.4. HIPOTESIS

La aplicacién adecuada de e-polilisina y propéleo combinados influye en las
caracteristicas fisico-quimicas, y aceptabilidad sensorial del yogurt, alargando de

manera significativa su vida 0til sin afectar sus caracteristicas organolépticas.



CAPITULO Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. YOGURT

No existen registros historicos, confiables o disponibles sobre el origen del yogurt
(Shah, 2003; Hussain et al., 2009), pero se cree gue la fermentacién fue la primera
técnica empleada por los humanos para preservar alimentos (Shah, 2003).
Continlia este autor indicando que los primeros registros ubican el origen del yogurt
en el Cercano Oriente, en zonas de Bulgaria habitadas por los tracios, y en Turquia.

Otras referencias histdricas vy literarias sobre el yogurt consideran que su origen
remite a la costumbre de los pastores de llevar leche durante sus largas jornadas
de trabajo, en odres hechos con piel de animales que contenian fermentos propios
y por accion del calor, la leche sufria transformaciones que la convertian

naturalmente en yogurt.

El yogurt contiene mayor biodisponibilidad de nutrientes que la leche (Hui, 1993),
destacando el incremento de la digestibilidad de la proteina y de la grasa debido a
ciertas reacciones de predigestién durante la fermentacion (Kumar & Mishra, 2004).
Comparando la leche con el yogurt, este Gltimo es mas nutritivo en términos de
contenido de vitaminas, digestibilidad y como fuente de calcio y fosforo (Zahoor at
al., 2003).

Su composicion depende del tipo de leche de la cual proviene y de una gama de
factores estacionales como: leche entera o leche descremada, estacion del afio,
periodo de lactacion y el modo de alimentacion del bovino (Hussain et al., 2009;
Adolfsson et al., 2004).

El proceso de elaboracion de yogurt tiene como principal objetivo, desde el punto
de vista fisicoquimico, provocar el descenso de pH de la leche hasta alcanzar las
condiciones favorables para su coagulacion (Pauletti et al., 2003). La popularidad
del yogurt se deriva de caracteristicas como el sabor agradable, consistencia



cremosay espesa, esta reputacién como alimento ha estado asociado con la buena

salud.

Al respecto y debido al aumento en la poblacibn mundial, es importante la
prevencion y tratamiento de enfermedades y maximizar la calidad de vida. Se ha
observado in vitro e in vivo que los productos lacteos fermentados con bacterias
acido-lacticas (BAL) tiene propiedades funcionales porque ayudan a incrementar la
habilidad del cuerpo para resistir la invasion de patbgenos y mantener bien la salud

del hospedero que las aloja.

Estas BAL desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion; ellas
son muy utilizadas en la industria alimentaria, no solamente por su habilidad por
acidificar y por lo tanto preservar alimentos de las esporas, sino también su
implicacion en la textura, sabor, olor y desarrollo de aroma de alimentos
fermentados (Parra, 2010).

e Clasificacion del yogurt

El yogurt puede ser clasificado segun el método de elaboracion, por el sabor y por

el contenido de grasa (Alcéazar, 2002).

Por el contenido de grasa

> Yogurt entero.
> Yogurt semi descremado.

> Yogurt descremado.

e Caracteristicas quimicas del yogurt

a) Acidezy pH

La acidez y pH indica la coagulacion acida de la caseina, es decir, la formacién en

el punto isoeléctrico aproximadamente a un pH 4,65 de un gel de yogurt, es otro
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signo de marca final de la incubacion y de la fermentacién. Este gel ha de presentar

un aspecto cuajado homogéneo, no debiendo exudar agua (suero) (Spreer, 1991).

e Caracteristicas fisicas

Viscosidad

Segun Sandoval y Giurfa (2001) los factores que afectan la viscosidad del yogurt

son los siguientes:

» Contenido de grasa.
> Temperatura de incubacion. A mayor temperatura la viscosidad disminuye.

> pH durante el enfriamiento, estan en funcion del punto isoeléctrico de las

proteinas.
> Almacenamiento.
> Concentracion de sdlidos en la leche.

> Velocidad de enfriamiento.

e Caracteristicas microbioldgicas

Para el desarrollo de las bacterias lacticas Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus en el yogurt, deben sembrarse simultdneamente y encontrarse viables
en el producto en una cantidad como minimo de 107 bacterias/g. la cantidad de
acido lactico no debe ser inferior a 0,7g/100g en el momento de la venta al
consumidor (Mahaut et al., 2004).

e Proceso de elaboracién del yogurt batido

a) Recepcién de la leche

La recepcion de la leche es el proceso mediante el cual la planta procesadora

realiza los analisis de plataforma con el fin de aceptarla o rechazarla, verifica las
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cantidades recibidas y obtiene muestras para efectuar los analisis de laboratorio

gue permiten determinar la calidad de la materia prima (Mazzeo, 2007).

b) Estandarizaciéon

La estandarizacion es la normalizacién del contenido de grasa y sélidos. La grasa
entre 0,5 a 1,5% y solidos 11 a 12%. Los sélidos se pueden ajustar con leche o
suero en polvo. También se puede ajustar los sdélidos por concentracién con calor,

aumentando los soélidos totales en un 2 a 4% (Mazzeo, 2007).

La estandarizacion se puede efectuar mediante la adicion de leche descremada o
crema segun se desee bajar o subir el contenido de grasa, por medio de la
separacion parcial de la grasa en un desnatador centrifugo o descremadora,
ajustando de esta manera el contenido de la grasa de la leche (Alcazar, 2002).
Ademas, la homogenizacion impide la separacion de la materia grasa durante la
coagulacion, mejora la retencion de agua y la firmeza del producto final (Mahaut et
al., 2004).

c) Tratamiento térmico de la leche

El tratamiento térmico tiene como propoésito disminuir, mediante calor, casi toda la
flora microbiana y la totalidad de la flora patdégena, alterando lo menos posible la
estructura fisica de la leche, su equilibrio quimico y las sustancias con actividad
biologica, por ejemplo, enzimas y vitaminas. La pasteurizacion no destruye todos
los microorganismos, aunque reduce mucho su nimero y en muchos casos no

destruye los microorganismos esporulados.

El tratamiento debe cumplir unos minimos de temperatura y duracion, como es de
62,8 °C durante 30 minutos o de 72,8 °C durante 16 segundos (Santos, 2007; Amiot,
1991). Se puede distinguir dos tipos de pasteurizacion: pasteurizacion baja, el cual

se define por un calentamiento a 63 °C durante 30 minutos.

Por lo consiguiente es un método lento y discontinuo, pero presenta la ventaja de

no modificar las propiedades de la leche. Otro tipo es la pasteurizacion alta, la cual
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se define como el calentamiento a 72 °C durante 15 segundos, este método es
rapido y continuo, pero modifica ligeramente las propiedades de la leche
(Veisseyre, 1980).

d) Enfriamiento

Es necesario realizar el enfriamiento rapidamente luego de la pasteurizacién, y se
debe bajar la temperatura hasta 42 a 45 °C para la inoculacion del fermento. Luego
del enfriamiento, se debe llevar tan pronto sea posible, para que el yogurt no se
acidifiqgue en exceso y por ende la post acidificacion o acidificacion posterior a la
incubacion sea lo mas lenta posible. En el caso del yogurt, el enfriamiento debe
llegar hasta una temperatura menor a 20 °C habiendo estado sin agitacion hasta
entonces, para no ocasionar problemas tales como formacidon de grumos,

desuerado, sinéresis y baja viscosidad (Mazzeo, 2007).

e) Inoculacién

La inoculacion se realiza en los tanques de incubacion y el cultivo en proporcion de
2 a 3% con agitacion por 5 minutos (Mazzeo, 2007), el porcentaje de siembra varia
segun la actividad de los cultivos entre el 1% y el 7%, y en funcién de la relacion
estreptococo/lactobacilos, que es de 1,2 a 2,1 para los yogures naturales, pudiendo

alcanzar la proporcion de 10,1 en los yogures de frutas (Mahaut et al., 2004).

f) Incubacion

Para los yogures batidos, la incubacion es realizada a temperaturas entre 42 y 45
°C durante un tiempo entre 2 horas 30 minutos y 3 horas 30 minutos. El objetivo de
esta fase es alcanzar una acidez de 70 a 80 °D en los yogures firmes incubados en
estufa y de 100 a 120 °C en los yogurts batidos (Mahaut et al., 2004), hasta que el
pH disminuya a 4,6, punto en que empieza a formarse el coagulo por precipitacién

de la caseina (punto isoeléctrico) (Mazzeo, 2007).
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g) Envasado

Para el envasado de yogurt suelen utilizarse envases rigidos de vidrio, semirrigidos
de PVC, polietileno, polipropileno, poliestireno, y flexibles como papel, polietileno,
carton, plastico y papel aluminio (Mazzeo, 2007). La adicion de azUcar y de
aromatizantes se efectia inmediatamente después de la siembra en el caso de los
yogures firmes, mientras que, en los batidos, las frutas se incorporan justo después

del enfriamiento (Mahaut et al., 2004).

e Insumos permitidos en la elaboracion del yogurt

a) Conservantes

Los conservantes quimicos contribuyen a garantizar la conservacion del producto.
Los conservantes mas especificos para el yogurt son el acido soérbico y sus sales
de potasio y calcio, y el &cido benzoico, empleandose el 0,05%, en el producto final;
también el bromato de potasio 0,2 a 0,5 g/L (Sandoval y Giurfa, 2001). El efecto del
sorbato de potasio sobre la actividad de los cultivos del yogurt provoca una
disminucién del desarrollo de la acidez y de la produccién de acetaldehidos; las
cantidades de sorbato potasico son de 0,05 a 0,01% en peso lo que equivale a 375
y 750 ppm de acido sorbico (Robinson y Tamime, 1991).

Por otra parte, considerando la tradicion de que el yogurt es un alimento natural
resulta razonable que se promueva el uso de conservantes organicos derivados de
vegetales, como propodleo o €-polilisina, para su conservacion. En los ultimos afios
se han realizado ensayos, como el de Lafta (2019) quien afadié e-polilisina como
conservante del yogurt para beber, encontrando que una baja concentracion
(0,007%) de e-polilisina fue suficiente para lograr un pH mas elevado, menor acidez
titulable y, en general, alcanzar caracteristicas consideradas preferibles por los

degustadores, con respecto al control sin conservante.

En un ensayo comparando conservantes quimicos y naturales en yogurt firme,
Rajapaksha, et al. (2013) consiguieron que agregando 0,005% (p/v) de e-polilisina
0 0,1% (p/v) de sorbato de potasio, encontraron resultados equivalentes en cuanto
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a lograr un pH mas elevado y menor acidez luego de 20 dias de conservacion en
frio, en comparacion con una muestra control sin conservantes. Inti Barreto (2019)
encontrd que el uso de extractos etandlicos de propdleo en concentraciones de 0,4
a 1,6% en yogurt firme, permitié verificar un aumento de la vida util y mejoras en

los atributos color, olor, sabor y aceptabilidad por parte de degustadores.

b) Edulcorante

El edulcorante es una sustancia que actia sobre el sabor de los alimentos
produciendo una sensacion dulce. Los edulcorantes pueden ser: edulcorantes
naturales, artificiales y nutritivos alternos. Los edulcorantes naturales que poseen
un valor nutritivo y energético por lo que no se pueden considerar como aditivos,

sino como componentes del propio alimento.

Los azucares mas empleados en la elaboracion de alimentos son la sacarosa,
glucosa, lactosa, azucar invertida y el sorbitol (Alcdzar, 2002), el porcentaje de
adicion dependera del tipo de yogurt. Se adiciona cuando se encuentra a 50 °C con
el fin de disolverlo adecuadamente y eliminar en la pasteurizacion las bacterias

presentes en ella (Sandoval y Giurfa, 2001).

c) Agentes fermentadores

Los cultivos o fermentos lacticos son una materia prima destinada a la elaboracién
de leches fermentadas, quesos, mantequillas y otros productos. Son definidos
como un grupo de microorganismos seleccionados y purificados en laboratorios, a
los cuales se les ha aplicado un método de conservacion para su comercializacion.
Pueden estar conformados desde un solo género y varias especies hasta mezcla

de varios géneros.

Continla Mazzeo (2007) manifestando que el cultivo utilizado contiene:
Lactobacillus bulgéricus (homofermentativas) que se desarrolla entre 45 a 50 °C y
produce hasta un 3% de acido lactico; Streptococcus thermophilus se desarrolla

entre 37 a 40 °C y es termorresistente.
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e Contaminacion por microorganismos en yogurt

Staphilococus aureus es una de las bacterias que con mayor frecuencia producen
brotes alimentarios, dada su amplia distribucion en la naturaleza, asi como su
capacidad de producir diversas enzimas y toxinas Archer & Young (1988). Se
incluyen dentro de estas Ultimas, diversas enterotoxinas termoestables,
destacandose la enterotoxina A, la cual es extremadamente potente, una cantidad
tan pequefia como 100 ng es suficiente para causar sintomas de intoxicacion
(Carminati et al., 1989).

La produccién de enterotoxinas se da bajo una gran gama de condiciones
ambientales y de almacenamiento, especialmente en aquellas donde haya
aerobiosis, un aW superior a 0,85, un pH superior a 5,0 y baja competencia
microbiana. Por otro lado, estas enterotoxinas son muy resistentes al calor y son
capaces de soportar tratamientos de coccion y hasta de esterilizacion Carvajal
(1999).

Diversas investigaciones en las que se ha estudiado y evaluado el comportamiento
de L. monocytogenes durante la elaboracion, maduracion y almacenamiento de
diversos productos lacteos, han demostrado que el microorganismo es capaz de
sobrevivir durante los procesos de manufactura y maduracion y/o fermentacion y
en algunos casos también durante el almacenamiento (Ryser & Marth 1987
Papageorgiou & Marth, 1989; Zufiga-Estrada et al., 1995).

Por otro lado, varios autores incluyendo a Schaack & Marth (1988) y Carminati et
al. (1989) han demostrado que los cultivos lacticos tienen propiedades antagonicas
contra L. monocytogenes. Dada esta divergencia de criterios, se pretende en este
estudio evaluar el efecto de los cultivos probioticos sobre el comportamiento de L.

monocytogenes durante la elaboraciéon y almacenamiento de yogurt.
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2.2. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAM)

Los péptidos antimicrobianos, frecuentes en plantas, insectos y mamiferos
(Lehmann et al., 2002; Ganz & Lehrer, 2002), son una familia de péptidos
antimicrobianos cationicos endodgenos, con un amplio espectro de actividad sobre
bacterias Gram positivas, Gram negativas y varios hongos patégenos (Schneider
et al., 2005; Schwaab et al., 2009).

Desde la pasada década se han descubierto cientos de péptidos antimicrobianos
(PAM) naturales, generados por microorganismos, y con un amplio rango de accion
contra otros microorganismos (Piers et al., 1993; Hancock & Chapple, 1999). Se
caracterizan por tener de 15 a 34 residuos de aminoécidos en su secuencia y un
considerable numero de lisinas o argininas que los convierten en péptidos

antimicrobianos catiénicos (Piers et al., 1993; Peschel & Sahl, 2006).

En este grupo de los péptidos antimicrobianos cationicos pueden encontrarse
moléculas como defensinas, cecropinas, magaininas, melitinas, e-poli-L-lisina,
polimixinas, g-poli-L-glutamato y cianoficina (Hancock & Chapple, 1999; Ganz &
Lehrer, 2002; He et al., 2007). Su funcién es permitirle al organismo productor
defenderse activamente del ataque de patdgenos, haciendo parte asi de su
inmunidad innata (Hancock & Chapple, 1999; Corrales-Garcia y Gelmy, 2010).

El uso de antimicrobianos de origen natural es destacado por Zhang et al. (2015)
quienes clonaron a E. coli y caracterizaron el gen de la endolysina (lysZ5) del
genoma del fago FWLLmM3 de L. monocytogenes. El analisis de la secuencia
comparativa reveldé que LysZ5 se asemejaba a la mureina hidrolasa Ply511. La
adicibn de esta proteina purificada mostr6 que LysZ5 podria lisar L.
monocytogenes, L. innocua y L. welshimeri, pero no Staphylococcus aureus o
Enterococcus faecalis. La proteina purificada fue capaz de eliminar L.
monocytogenes que crecia en leche de soja, con una reduccion de mas de 4 log
UFC/mL después de 3h de incubacién a 4 °C.
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El proceso biotecnoldgico para producir g-polilisina (EPL) fue patentado en 1999
por Hiraki y Suzuki (Patente de Estados Unidos Numero 5 900 363). En 2003 fue
aprobado como GRAS por la FDA, para uso como conservador en productos de
arroz a un nivel de 50 ug/mL. Posteriormente, este compuesto se produjo de
acuerdo con el proceso patentado, por Purac Biochem Ltd. y en 2010, el compuesto
seria GRAS para su uso como conservador en diversos tipos de alimentos.
Posteriormente, Purac Biochem Ltd. extendié su uso para incluir numerosos tipos

de alimentos con niveles adicionales de hasta 250 uyg/mL (Yu et al., 2010).

Hiraki (2003) reporta que la e-polilisina resultdé practicamente no téxica en un
estudio oral en ratas. No hubo mortalidad ni mutagénesis hasta en 5g/kg en
ensayos bacterianos. Los estudios de absorcion, distribucion, metabolismo vy
excrecion (ADME) de la e-polilisina en los cuales fueron administrados 100 mg/kg
en una sola dosis a ratas macho en ayunas, revelaron una baja absorcion en el
tracto gastrointestinal. Todas las cantidades de la radioactividad dosificada fueron
eliminadas por excrecion en un 97% en la orina y en las heces dentro de las 168h
posteriores, y 3% en el aire expirado en las siguientes 48h. La radiografia de todo
el cuerpo no mostré concentraciones de e-polilisina absorbida en ningun tejido u
organo. Basandose en los resultados de los estudios de ADME vy la falta de
toxicidad en los estudios de seguridad, propusieron que el uso de g-polilisina como

conservador en los alimentos se considera seguro.

Adicionalmente, se ha sugerido que ¢-polilisina tiene una accion anti-obesidad ya
gue puede suprimir la absorcion de grasas en el intestino delgado, al inhibir la
actividad de la lipasa pancreatica, incluso después de la incubacién con enzimas

digestivas como tripsina y pepsina (Hyldgaard et al., 2014).

Hyldgaard et al. (2014) utilizaron E. coli (Gram negativa) y L. innocua (Gram
positiva) para elucidar el mecanismo de accién de EPL. Ellos propusieron que -
polilisina en el caso de E. coli, interactia con la membrana a través de un
mecanismo de formacion de vesiculas o micelas por la interaccién con los grupos

de fosfolipidos de la membrana bacteriana.
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Debido a que e¢-polilisina interactia mas facilmente con grupos cargados
negativamente, tiene una toxicidad relativamente baja contra células de mamiferos
y de levadura, asi mismo, las diferencias en la susceptibilidad entre las Gram
positivas y Gram negativas podrian deberse a diferencias en la composicion de la
membrana. Tal es el caso de la membrana de L. innocua la cual contiene fosfatidil-
glicerol derivado de lisina y lisil-cardiolipina. La lisil-cardiolipina es bipolar y por lo
tanto, no tiene carga negativa neta, lo que provoca que la bacteria disminuya su

afinidad por los péptidos cationicos.

Ye et al. (2013) hipotetizaron el mecanismo de accion de g-polilisina contra E. coli
0O157:H7 y de acuerdo con sus resultados, la actividad de e-polilisina involucra otras
acciones ademas de la ruptura de la membrana. La presencia de e-polilisina (EPL)
aumenta la concentracién de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus

siglas en inglés).

Adicionalmente, Li et al. (2017) propusieron el modo de accién de e-polilisina (EPL)
contra L. monocytogenes. Inicialmente, las cargas positivas de la solucién de EPL
neutralizan las cargas negativas de la membrana celular. En segundo lugar, ocurre
la pérdida de materiales intracelulares, enzimas y proteinas solubles después del
tratamiento con EPL. Ellos encontraron que g-polilisina mostré un efecto destructivo
contra las enzimas hexoquinasa, fosfofructoquinasa y piruvato quinasa del
glicdlisis. Ademas, la ¢-polilisina (posee actividad inhibitoria en el metabolismo
respiratorio de L. monocytogenes que se ve reflejado en la produccion de energia

y acumulacién de biomasa.

Zahi et al. (2017) investigaron el sinergismo entre e-polilisina y D-limoneno para
desarrollar un sistema de nanoemulsion. Los resultados del método de tablero
mostraron que la e-polilisina EPL y el D-limoneno presentan fuertes efectos
sinérgicos y utiles contra E. coli, S. aureus, B. subtilis y Saccharomyces cerevisiae.
Los resultados demostraron una amplia mejora de la actividad antimicrobiana de la
nanoemulsion de D-limoneno luego de la inclusién de e-polilisina. Estos resultados
contribuyen al desarrollo de un sistema antimicrobiano mas eficiente en la industria

alimentaria.
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Es posible que las bacterias Gram positivas sean mas susceptibles a la e-polilisina
gue las Gram negativas como lo es L. monocytogenes. Li et al. (2014) investigaron
las caracteristicas y mecanismos antibacterianos de ¢-polilisina contra E. coliy S.
aureus (bacterias Gram positivas) obteniendo un valor CMI de 12,5 ug/mL y Ye et
al. (2013) evaluaron la ¢-polilisina (contra E. coli usando 5 ug/mL del compuesto.
Adicionalmente, ellos sugirieron que cuando una carga positiva de g-polilisina entra
en contacto con la bacteria, el compuesto es unido a la superficie de la membrana

por atraccion electrostatica.

La acumulacion de tal interaccion resulta en la alteracién de la membrana celular y
conduce a cambios que dan como resultado fracturas en la estructura de la
membrana. Sin embargo, las bacterias Gram negativas tienen una capa de
membrana externa que podria dificultar el acceso de ¢-polilisina a la membrana
celular. Esto concuerda con los resultados reportados por Kozak et al. (2017)
quienes evaluaron g-polilisina contra L. monocytogenes en caldo de cultivo a pH de
5,5, obteniendo un valor de CMI de 100 pg/mL; y de acuerdo con los resultados
obtenidos por Geornaras et al. (2007) la adicion de ¢-polilisina al 0,02% y al 0,04%
(200 y 400 pg/mL) al caldo de cultivo no tuvo efecto bactericida sobre L.

monocytogenes.

Recientemente, Li et al. (2018) estudiaron el mecanismo de accion de ¢-polilisina
contra L. monocytogenes y reportaron que las cargas positivas de e-polilisina
pueden neutralizar las cargas negativas de la membrana celular en la superficie de
la bacteria, dando como resultado la destruccion de esta. Ademas, se produce una
pérdida de materiales intracelulares, enzimas y proteinas solubles; finalmente, €-
polilisina posee actividad de inhibicion en el metabolismo de respiracion de L.
monocytogenes, lo cual se refleja directamente en la produccién de energia.
También Hyldgaard et al. (2014) plantearon que ¢-polilisina desestabiliza las
membranas al interactuar con grupos fosfolipidos cargados negativamente lo cual
desplaza los cationes divalentes y obligan a la formacién de vesiculas o micelas. A
pesar de esto, e-polilisina es un compuesto muy similar a nisina. Ambos
compuestos se producen por la fermentacién de bacterias como L. lactis en el caso
de NIS, y S. albulus para e¢-polilisina. Ademas, ambos estan formados por

aminoacidos.
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El mecanismo de accion de nisina ha sido reportado como la unién de este péptido
a los lipidos anibnicos insertdandose luego entre los grupos fosfolipidos de la
membrana. La acumulacion de nisina en la monocapa lipidica externa de la
membrana impulsa a la agregaciéon de mondémeros de nisina, seguida por la
formacion de poros en la estructura (Breukink y de Kruijff, 2006). Es posible que ¢-
polilisina, al ser un compuesto de la misma naturaleza que nisina, actie de manera
similar evitando la posible sinergia, mientras que el Etil lauroil arginato HCI por su
parte, actla como un surfactante permitiendo la combinacion de diferentes

mecanismos de accién al mezclarse con g-polilisina y nisina.

Por otro lado, la e-polilisina ha demostrado ser susceptible y degradado por enzimas
proteasas y peptidasas de diferentes bacterias comercialmente disponibles. Al
respecto, Nampoothiri et al. (2014) sugieren que hay microorganismos tolerantes a
e-polilisina y que tienen algun tipo de proteasa que hidroliza el €-polilisina. En la
evaluacion en queso, no solo se encontraba L. monocytogenes, sino también
aquellas bacterias que son propias del alimento, bacterias acido lacticas; este tipo
de bacterias poseen enzimas proteasas y peptidasas que posiblemente degradaron
a e-polilisina evitando asi una mayor actividad contra Listeria (Teusink & Molenaar,
2017).

Actualmente, diversos estudios han proporcionado evidencia y resaltado la
importancia de la resistencia bacteriana a distintos antimicrobianos (Fister et al.,
2016; Labrie et al., 2010). Los mecanismos de resistencia exhibidos por patégenos
transmitidos por los alimentos, les permiten adaptarse y evolucionar con las

condiciones ambientales cambiantes (Nair et al., 2014).

En base a estos y otros antecedentes, en el grupo de trabajo del Dr Michael Miller,
en el departamento de Food Science and Human Nutrition en la Universidad de
lllinois, Estados Unidos, se propuso realizar investigacidon concerniente a la
endolisina PlyP100, que como ya se menciond antes en este apartado, proviene
del bacteriofago P100. Este fago fue aprobado en 2005 por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos (FDA) como un compuesto antimicrobiano
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generalmente reconocido como seguro (GRAS) e incluso, es actualmente
comercializado como LISTEX P100 (Micreos, Ltd.).

Lu et al. (2005) reportaron la actividad de los extractos etandlicos del propdleos
recolectado en diferentes épocas del afio en Taipéi, Mingchien y Fanglia (Taiwan),
contra el patdégeno oral S. aureus. El autor planteé que el mecanismo de actividad
antimicrobiana es complicado y puede atribuirse a un sinergismo entre los acidos

de sesquiterpenos y flavonoides hidroxidados.

Kujumgiev et al. (1999) estudiaron los extractos de los propoleos provenientes de
Bulgaria, Albania, Mongolia, Egipto, Brasil, y Espafa, y evaluaron la actividad
antibacteriana, contra las cepas de S. aureus 28 y E. coli, la antifungica contra
Candida albicans, y la actividad antiviral usando como modelo el virus de la
influenza aviar. Los resultados revelaron la actividad de la mayoria de los extractos

contra las bacterias Gram positivas y el virus estudiado.

En los estudios realizados por Silici y Katluca (2005), se evaluaron muestras de
propdleos provenientes de tres razas de Apis mellifera, mediante ensayos de
actividad antimicrobiana, contra las cepas de S. aureus, E, coli, Pseudomonas
aeruginosa y C. albicans. Los resultados mostraron que le propéleo de A. mellifera
caucasica es mas activo que los de A. mellifera anatolica y A. mellifera carnica.
Todos los extractos etandlicos mostraron una actividad antibacteriana alta contra
COCOos gram positivos, principalmente las cepas de S. aureus, y actividad baja contra
bacterias gram negativas como E. coli y P. aeruginosay la levadura C. albicans. Se
caracterizaron 48 compuestos mediante GC-MS, de los cuales 32 corresponden a
estructuras nuevas en el propoleos. Se proponen como fuentes de estos

compuestos las especies de sauces como Populus alba, P. tremuloides y Salix alba.

Stepanovic et al. (2003) estudiaron la actividad de 13 extractos etandlicos de
propbleos contra 39 microorganismos 29 resistentes a antibidticos
correspondientes a cepas de S. aureus, S. sciuri, S. epidermidis, S. xylosus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Serratia marscescens, Providencia
stuartii, P. rettgeri, Morganella morganii y Salmonella enteritidis. También evaluaron

la actividad sinergista entre propoéleos y antibidticos contra S. aureus resistente a
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oxacilina, K. pneumoniae y C. albicans. Los resultados mostraron actividad
considerable de los extractos contra las bacterias grampositivas y levaduras, y
actividad reducida contra bacterias gram-negativas. Se observé actividad sinérgica

del propdleos con antibiéticos comerciales y con compuestos antifingicos.

Scazzocchio et al. (2006) reportaron la actividad antibacteriana de los extractos
etandlicos de propéleos a concentraciones subinhibitorias. Evaluaron 140 cepas de
Staphylococcus spp. y 123 cepas de Streptococcus spp. y confirmaron que los
extractos causaban dafio estructural a las células bacterianas empleando el método

de captura de yoduro de propilo.

Diversos autores han tratado el tema de la actividad antifiingica de propdleos contra
hongos fitopatdgenos y alteradores de la calidad de los alimentos (Koc et al., 2007,
Tripathi & Dubey, 2004; Aly & Elewa, 2007). En particular, Aly & Elewa (2007)
encontraron actividad antifingica contra Aspergillus versicolor en la conservacion
de quesos egipcios. Del mismo modo, Pepeljnjak, et al. (1982) lograron controlar el
crecimiento del hongo A. sulphureus para examinar la biosintesis de la ocratoxina
Tripathi & Dubey (2004) consideraron que los propdleos son una alternativa para el

control de hongos en poscosecha de frutas y vegetales.

Adicionalmente, se han evaluado la actividad antimicética de propdleos de
diferentes regiones de Argentina, encontrando que la actividad contra los hongos
fitopatdogenos Fusarium sp, Macropomina sp, Phomosis sp, A. niger y Thichoderma
spp, esta relacionada con los flavonoides galangina y pinocembrina (Chaillou &
Nazareno, 2009).

2.2.1. e-POLILISINA

Actualmente, la ¢-polilisina es producida y comercializada a nivel biotecnoldgico
(Chisso Corporation, Japon) y usada como aditivo en alimentos por su acciéon
antibacteriana sobre un amplio espectro de microorganismos (bacterias Gram

positivas, Gram negativas, levaduras y mohos) (Yoshida y Nagasawa, 2003).
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Es inocua para los humanos (FDA, 2004), soluble en agua, estable a altas
temperaturas y tiene bajo impacto ambiental por ser biodegradable (Nishikawa y
Ogawa, 2002; Shima y Sakai, 1977, 26). Por tales propiedades, es usada como
conservante natural de alimentos tales como pescados, vegetales, sopas, arroz
cocido, pastas, leche, entre otros (Geornaras et al., 2007). En 2004, la FDA declara,
en referencia a e-polilisina, “no tener cuestionamientos a las investigaciones y
resultados del fabricante” y, por tanto, la declara como GRAS (Food and Drugs
Administration US, 2004).

Se produce tipicamente como un homopolipéptido de aproximadamente 25-30
residuos de L-lisina (Shima y Sakai 1977). La ¢-polilisina se adsorbe
electrostaticamente a la superficie celular de la bacteria, seguida de una separacion
de la membrana externa. Esto eventualmente conduce a una distribucion anormal
del citoplasma que causa dafio a la célula bacteriana (Shima, 1984) que se produce
por fermentacién bacteriana. La e-polilisina se utiliza como conservante natural en

productos alimenticios.

La produccion de g-polilisina por fermentacion natural solo se observa en cepas de
bacterias del género Streptomyces. En particular, Streptomyces albulus se usa con
mayor frecuencia en estudios cientificos y también se usa para la producciéon
comercial de e-polilisina. La produccién de este compuesto por fermentacion natural
fue descrita por primera vez por los investigadores Shoji Shima y Heiichi Sakai en
1977. La e-polilisina se usa comercialmente como conservante de alimentos en
Japén, Corea y en articulos importados vendidos en los Estados Unidos. Los
productos alimenticios que contienen ¢-polilisina se encuentran principalmente en
Japon. El uso de ¢-polilisina es comun en aplicaciones alimenticias como arroz
hervido, vegetales cocidos, sopas, fideos y pescado en rodajas (sushi) (Hiraki,
2003).

Los estudios de literatura han reportado un efecto antimicrobiano de la e-polilisina
contra levaduras, hongos, bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Hiraki,
1995). e-polilisina tiene un aspecto amarillo claro y tiene un sabor ligeramente

amargo, ya sea en polvo o en forma liquida.



24

e Propiedades

En 1977, Shima y Sakai extrajeron g-polilisina de microorganismos. Este compuesto
es un homopolimero que contiene 25-35 residuos de L-lisina (Pandey & Kumar,
2014). Este polimero de lisina se forma a través de la union de los residuos de lisina
por enlaces amida, que estan formados por grupos a-carboxilo y grupos g-amino;

por lo tanto, se llama ¢-polilisina (Shima & Sakai, 1977).

Dicho compuesto tiene actividad bacteriostatica cuando el peso molecular es
superior a 1.300 dalton (Da), y muestra una alta actividad bacteriostatica con un
peso molecular de 3.600 a 4.300 Da (Shima et al., 1984). La ¢ - polilisina pura es
un polvo amarillo claro con un sabor amargo y una fuerte higroscopicidad. Es
soluble en agua y ligeramente soluble en etanol, pero es insoluble en acetato de
etilo, éter y otros solventes organicos (Hiraki, 1995). Es altamente termoestable, sin
un punto de fusion fijo, y comienza a ablandarse y descomponerse por encima de
250 °C. Su pH bacteriostatico 6ptimo es de 5-8, y el punto isoeléctrico es de
aproximadamente 9.0 (Hiraki, 1995; Singh et al., 2008).

e Dosis aplicadas

Existen varios trabajos relacionados con el uso de ¢- polilisina en alimentos, los
cuales han usado varias dosis. En el estudio realizado por Hosomi et al., (2015), se
us6 una concentracion relativamente alta de €-polilisina (20,000 ug / g) en ratas por
el método dietético peroral, y los resultados mostraron que no se observaron
cambios histopatologicos obvios ni carcinogenicidad, contra Bacillus cereus y
Listeria monocytogenes (5 ug/mL) (Najjar, et al., 2007). En leche entera se adiciono

50 mg/L de ¢-polilisina contra la proliferacion de E. coli en la (Gao et al., 2013).

Se utilizaron diferentes concentraciones de ¢-polilisina (0,2%, 0,4%, 0,6%) para la
conservacion de los filetes de tilapia, que se almacenaron a 4 °C (Ma et al., 2014).
Se rocio aproximadamente 1% de &cido lactico, quitosano y solucion de quitosano
gue contenia 250 mg/mL ¢-polilisina y 64 mg / mL de nisina sobre las zanahorias

recién cortadas (Song et al., 2017).
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Se usaron recubrimientos comestibles a base de alginato, que contenian diferentes
concentraciones de e-polilisina (0,05%, 0,01%, 0,15%) para mejorar la calidad y la
vida util del kiwi recién cortadTo, y las muestras se almacenaron a 4 + 0,5 °C
durante 14 dias (Li et al., 2017). En yogurt, Rajapaksha et al. (2013) aplicaron
0,005% de e-polilisina (50mg/kg).

De esta manera, EPL se usa ampliamente para preservar diferentes alimentos
gracias a su amplia actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas, Gram
negativas, levaduras y hongos; como se muestra en a continuaciéon (Tabla 1) con
algunos valores de cantidad maxima de inhibicion (CMI) para diferentes especies

de bacterias.

Tabla 1. Cantidad maxima de inhibicion in vitro de la -polilisina para diferentes bacterias.

Microorganismo CMI (ug/mL) Referencia
Listeria monocytégenes 20-100 (Kozak et al., 2017)
Listeria innocua 750 (Hyldgaardet al., 2014)
E. coli 15,63 (Liu etal., 2015)
12,5 (Lietal., 2014)
75 (Hyldgaardet al., 2014)
600-900 (Miya et al., 2014)
50 (Yoshida & Nagasawa, 2003)
2 (Shima et al., 1984)
Bacillius subtillis 62,5 (Liuetal., 2015)
33 (Yoshida & Nagasawa, 2003)
13 (SHIMA et al., 1984; Yoshida &
Nagasawa, 2003)
Staphylococcus aureus 31,25 (Liu et al., 2015)
12,5 (Lietal., 2014)
12,5 (Yoshida & Nagasawa, 2003)

2.3. PROPOLEO

El término propoleo proviene del griego “pro” que significa para o en la defensa, y
“polis” que significa la ciudad; dando como resultado la palabra préopolis que

significa para la defensa de la colmena (Puente Calderon, 2010). El propdleo o
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propolis se define como una sustancia natural, con caracteristica resinosa, gomosa
y balsamica, de consistencia viscosa, de color verde pardo, sabor amargo, olor
agradable y dulce; dicha sustancia es “recolectada por abejas meliferas
africanizadas (Apis mellifera L) de las yemas, hojas de arboles y plantas mezcladas
con polen y enzimas que las abejas secretan” (Popova et al.,, 2007; Londofio
Orozoco et al., 2008).

La funcién de las abejas es usar el propéleo para sellar las paredes interiores de
sus colmenas y formar una barrera protectora contra intrusos externos como los
insectos y demas animales, considerados responsables de la baja incidencia de
bacterias y hongos en las colmenas. Su color es variable, de amarillo claro a marrén

oscuro, pasando por una gran cantidad de tonos castafio (Sanchez et al., 2013).

“La actividad biolégica antimicrobiana es debido a la presencia de compuestos de
flavonoides y fenol” (Castaldo y Capasso, 2002). “Los propdleos son compuestos
de balsamo y resina vegetal (50% v/v), cera (30% v/v), aceites esenciales de

hierbas (10% v/v), incluyendo restos organicos” (Bankova, 2005).

e PROPIEDADES DEL PROPOLEO

Es importante destacar que el propoleo es una mezcla de varios componentes, en
cantidades distintas, contiene entre 50 a 60% de resinas y balsamos, 30 a 40% de
cera, 5 a 10% de polen, y 8 a 10% de aceites esenciales. Se han aislado 180
compuestos en el propoleo, sus principales componentes flavonoides y acidos
fendlicos o ésteres (50%), contienen cantidades muy variables de ceras (7,5 a 35%)
gue afectaran a los respectivos componentes restantes, aceites volatiles (10%),
polen (5%) e impurezas (4,4 a 19,5%). Ademas, contiene pequefias cantidades de
terpenos, taninos, restos de la secrecion de las glandulas salivales de las abejas y

posibles contaminantes (Romani y Humire, 2009).

Seguidamente se describen las actividades del propoéleo:

a) Antimicrobiana se refiere al propdleo como agente activo frente a numerosos

microorganismos como: Bacillus larvae, B. subtilis, Bacilo de Koch,
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Staphylococcus aureus, Streptomyces sobrinys, S. mutans, S. cricetus,
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Giardia lambia, Bacteroides nodosos,
Klebsiella pneumoniae, e incluso contra algunos resistentes a los antibiéticos
como, el Streptococcus piogenes. El propdleo es mas activo frente a los cocos

gram-positivos (Lu et al., 2005).

b) Antifangica: El propbéleo muestra, en distintos grados, efectos fungicidas frente
a numerosas especies como: Candida albicans, Aspergillus niger, Botrytis
cinerea, Ascosphaera apis y Plasmopara viticola. La mayor inhibicién observada
corresponde a una concentracion de propoleo del 4%. Sin embargo,
independientemente de su efecto intrinseco, parece ser que el propoleo estimula

la actividad antifingica de los macrofagos (Grosso, 2017).

c) Antiviral: El propdleo ejerce efectos inhibidores frente a los virus de la viruela
vacuna, la influenza, la enfermedad de Newcastle, el herpesvirus, la fiebre del
valle de Rift, la gripe aviaria, la infeccion virica bursal, el reovirus y el virus de la
gripe Hong Kong. En un estudio clinico se ha comprobado que una pomada de
propodleo canadiense, rica en flavonoides, es mas efectiva que el Aciclovir en el

tratamiento del herpes genital (Grosso, 2017).

d) Antiprotozoaria: Se ha asilado cuatro componentes del propoleo brasilefio con
una moderada actividad frente al Trypanosoma cruzi. EI maximo efecto se
obtiene contra los tripomastigotas, que desaparecen de la sangre en 24 horas.
También inhibe la infeccion protozoaria de los macréfagos peritoneales y de las
células miocéardicas. Frente a la Acanthamoeba castellanii, el extracto etanodlico
del propolis es amebicida en concentraciones del orden de los 8 mg/mL (Grosso,
2017).

e Conservante natural

Los diversos estudios han demostrado que el propdoleo posee “propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antifingicas, mismas que dependen del origen
botanico, composicidon quimica, estacion climéatica, método de extraccion, edad y

zona geografica de recoleccion. El propéleo por ser un producto natural recibe la
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denominacion GRAS (generalmente reconocido como seguro)” (Sanchez et al.,
2013).

Los efectos de los extractos de propdleo sobre bacterias y hongos, asi como los
patdgenos de interés sobre los alimentos, tienen la capacidad para ralentizar o
prevenir reacciones de oxidacion, lo cual los convierte en productos naturales
potencialmente atractivos para ser usados como conservantes alimentarios

sustituyendo los aditivos sintéticos.

Una investigacion sobre los extractos etandlicos de propdleo (EEP) a peliculas
comestibles, para su aplicacion en alimentos a base de hidroxipropil metil celulosa
(HPMC); vy los extractos etandlicos de propoleo (EEP) en uvas de variedad
Moscatel, considerando que los recubrimientos mejoraron la apariencia de la uvay
pueden ser buenos revestimientos para obtener productos mas saludables,
“reduciendo la pérdida de peso y controlando la produccién de COz; estas peliculas
revelaron una notable actividad antifingica contra los hongos probados, mostrando
un mayor efecto inhibitorio sobre Aspergillus niger”.

La actividad antibacteriana de los propéleos varia dependiendo de la composicion
guimica, dosis y solvente de extraccion o preparacién (especialmente extractos
etandlicos). Vargas-Sanchez et al. (2011) evaluaron las propiedades antioxidantes
y antimicrobianas de propéleos de diferentes fuentes: propdleo comercial y extracto
no comercial obtenido de la regién de Pueblo de Alamos, Sonora, México (PAP).
En este estudio se evalud in vitro la concentracion minima inhibitoria de los
extractos (300, 60, 30 y 15 pg-mL?) frente a S. aureus, L. monocytogenes,

Salmonella spp, y E. coli O157:H7.

Ademas, se trataron hamburguesas de carne bovina con extractos de propdleo
(2%), las cuales fueron almacenadas a 2 °C, sin iluminacion durante dos semanas.
Los extractos de propdleos presentaron alta actividad frente bacterias gran -
positivas (S. aureus y L. monocytogenes) y disminuyeron la poblacion (UFC/g) de
microorganismos mesofilos y psicrétrofos aerobios. Estos resultados muestran que
el propoleos es una alternativa prometedora a los antibacterianos existentes y

puede ser también empleado para extender la vida de anaquel de la carne fresca.
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Pineda et al. (2010) evaluaron el efecto antifungico del propdleo en etanol (0, 15,
20 y 30%) sobre aislados de Colletotrichum gloeosporioides provenientes de
aguacate (Persea americana), papaya (Carica papaya) y maracuya (Passiflora
edulis). En otro estudio realizado por Macias y Yunda (2015), se utiliz6 como
conservante el extracto etanolico de propdleo al 1% de concentracidon aplicado en
carne de res molida, ademas se utilizaron cepas de control microbiolégico E. coli
ATCC 25922.

2.4. LECHE

La leche es el fluido biolégico que secretan las hembras de los mamiferos y cuyo
papel es aportar los nutrientes requeridos por el recién nacido de la especie
correspondiente, durante los primeros meses de vida. En general, con la
denominacion de leche, en Ecuador, se entiende Unica y exclusivamente la leche
de vaca, Bos primigenius taurus (Baro et al., 2010). La leche de otras especies se
designa indicando el nombre de la especie respectiva. Existe una gran cantidad de
productos lacteos, incluyendo leches con contenido variable en grasa, leches

fermentadas, yogures y quesos, entre los mas consumidos (Moreno et al., 2013).

e Caracteristicas nutricionales de la leche

El contenido proteico de los lacteos varia dependiendo del tipo de lacteo que se
considere. La leche contiene entre 3-4% de proteinas, y esta fraccion proteica se
distribuye entre caseinas (78% del nitrégeno de la leche) y proteinas del lactosuero
o cero proteinas (17% del nitr6geno de la leche), presentando un 5% de nitrégeno
no proteico (5%) (Jenkins & McGuire, 2006).

Segun Del Valle et al. (2011) las proteinas de los lacteos son de un elevado valor
biol6gico. La caseina favorece la absorcion del calcio, ya que forma con este
mineral caseina-fosfopéptidos, que son complejos solubles y facilmente

absorbibles.
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En cuanto a los hidratos de carbono, el principal de la leche es la lactosa, y
proporciona mas de la cuarta parte de la energia de la leche si se trata de leche
entera, llegando a superar el 50% cuando se trata de desnatada. La lactosa es un
disacarido exclusivo de la leche, compuesto de glucosa y galactosa, con un débil
sabor dulce, sensible al calor y que es fermentable por algunas bacterias, aspecto

aprovechado para la fabricacion de quesos y yogures (Bar6 et al., 2010).

Los productos fermentados frescos, como el yogurt, pueden tener un contenido final
de lactosa similar o inferior al de la leche de partida, ya que, aunque se afiaden
sélidos lacteos con lactosa en su elaboracién, una parte de la misma es
transformada en acido lactico (Mataix et al., 2009). A pesar de esto, las leches
fermentadas son mejor toleradas que la leche, ya que las enzimas bacterianas
contribuyen a la hidrdlisis de la lactosa en el intestino (Moreno et al., 2013).
Ademas, hoy en dia hay disponibles en el mercado leches de consumo con

reducido contenido en lactosa (Baro et al., 2010).

Cuantitativamente, la grasa de la leche es el componente mas faciimente
modificable (Jenkis & McGuire, 2006). La grasa de la leche entera proporciona la
mitad de las calorias de este producto, aunque hay que considerar que el contenido
graso varia mucho dependiendo del tipo de leche (entera, semidesnatada o

desnatada).

La composicidon de la leche de vaca depende de una serie de factores tales como
la dieta, la genética, el estado de lactacién, la edad y el estado fisiolégico del animal,
entre otros (Jensen, 2002). Las leches fermentadas se comercializan en general
con un contenido graso ligeramente menor que el de la leche entera (Mataix et al.,
20009).

Los lipidos en la leche se encuentran en forma de micro glébulos emulsionados en
la fase acuosa (Jensen, 2002), lo que favorece su hidrélisis por las enzimas
digestivas (Ortega et al., 2004). Fundamentalmente, los lipidos de la leche estan
constituidos por triglicéridos (97-98% del contenido graso total), ademas de mono
y diglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos libres, y colesterol libre y esterificado
(German & Dillard, 2006).
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Los lacteos son una excelente fuente de minerales, especialmente calcio, pero
también fosforo, magnesio, cinc, sodio y potasio (Bar6 et al., 2010). De todos los
minerales, el que aporta en menor cantidad es el hierro, lo que hace que no sea
una buena fuente de este mineral (Mataix et al., 2009). Los minerales contribuyen
no solo al valor nutricional de los lacteos, sino también a su estabilidad. Por ejemplo,
calcio, fésforo y magnesio, se encuentran asociados en parte a las micelas de
caseina, y otra parte en disolucién, y la proporcion entre ellos condiciona la
estabilidad de la leche (Baré et al., 2010).

e Productos lacteos

Los productos lacteos son alimentos complejos desde el punto de vista de su
composicién, ya que aportan una gran variedad de nutrientes. Sus efectos sobre la
salud son el resultado de la interaccion de todos ellos, y van mas alla de la simple

suma de efectos individuales.

Para Moreno et al. (2013), los productos lacteos, aunque todos se elaboran a partir
de leche, tienen una composicion nutricional muy diferente, que depende del tipo y
composicién de la leche empleada y del proceso de elaboracion a que haya sido
sometida para obtener el producto final. Hay una gran variedad de alimentos dentro
de este grupo: leches, yogures y otras leches fermentadas, con diferentes
contenidos grasos, productos deshidratados y quesos con diferente grado de
maduracién. La nata y la mantequilla, aunque son productos obtenidos a partir de
la leche, por su elevado contenido graso deben consumirse de forma mas

ocasional.

2.4.1. LECHES FERMENTADAS

La leche fermentada es un producto lacteo obtenido por medio de la fermentacion
de la leche por la adicion de bacterias que la acidifican y que son responsables de
las transformaciones metabdlicas en los carbohidratos, las proteinas y los lipidos,
gue conducen al desarrollo de su sabor y textura caracteristicos. La transformacion

mas importante es la fermentacion lactica que utiliza la lactosa de la leche como
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sustrato. Principalmente la glucosa procedente de la hidrodlisis de la lactosa da lugar
a acido lactico y a pequefias cantidades de una serie de compuestos que

contribuyen al aroma (Moreno et al., 2013).

En las leches fermentadas se incorporan soélidos lacteos por lo que el contenido en
proteinas suele ser mayor que en la leche, y ademas son de alta digestibilidad,
debido por una parte a que en el proceso de elaboracion del producto las bacterias
actian sobre las proteinas liberando péptidos y aminoacidos, y por otro a la
coagulacion de la caseina en finas particulas por el descenso del pH, lo que facilita

la accion de las enzimas intestinales (Bar¢ et al., 2010; Mataix y Rivas, 2009).

Como consecuencia del descenso del pH, se dificulta el desarrollo de
microorganismos indeseables, el calcio y fésforo coloidales de la leche pasan a la
forma soluble y las proteinas mayoritarias, las caseinas, libres de calcio, precipitan
en forma de un coagulo fino, lo que facilita la accién de las enzimas proteoliticas

humanas y en consecuencia se favorece la digestibilidad (Moreno et al., 2013).

e Productos lacteos fermentados

Uno de los tipos méas conocidos de leches fermentadas es el yogurt. So6lo dos tipos
de bacterias son las encargadas de la fermentacion para obtener yogurt
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricum (Codex
Alimentarius, 2003). Gracias a estas bacterias, que se encuentran activas en el

producto final, la lactosa de la leche se transforma en acido lactico.



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta investigacion se la efectué en el Laboratorio de procesos
Agroindustriales de la Universidad Técnica de Manabi, Extensibn Chone Km 2 %
Via Chone Boyacéa (17 M 597469.14 m E 9923947.68 m S) y en el Laboratorio de
Investigacion de Ciencias de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, ubicada en la Avenida
Circunvalacion, Via San Mateo en la ciudad de Manta — Manabi — Ecuador (17 M
528298.46 m E 9894841.59 m S); afladiendo a esto la evaluacién sensorial, la cual
fue realizada en el edificio de posgrado de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi MFL (17 M 591015.08 m E 9908655.91 m S).

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion fue de tipo experimental; la misma que se realizd bajo

condiciones controladas con el propésito de obtener resultados confiables.

3.3. FACTOR EN ESTUDIO

El factor que se manejo para el desarrollo y estudio del yogurt fue:

Factor A: Mezcla de conservantes €-polilisina y propdleo.

3.4. TRATAMIENTOS

De acuerdo a las concentraciones de ¢-polilisina — propdleo como mezcla, se
obtuvieron como resultado 5 tratamientos, los cuales se especifican a continuacion
(Tabla 2):
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Tabla 2.. Caracteristicas de los tratamientos.

Tratamientos Cédigo Descripcion

Tratamiento 1 T 5 mg ¢-polilisina — 1 mL propdleo
Tratamiento 2 T2 10 mg e-polilisina — 0,9 mL propdleo
Tratamiento 3 T3 15 mg e-polilisina — 0,8 mL propéleo
Tratamiento 4 T4 20 mg e-polilisina — 0,7 mL propéleo
Tratamiento 5 T5 25 mg e-polilisina — 0,6 mL propéleo

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

En correlacion con el principio Unico o multiple de los disefios, esta investigacion es
de tipo experimental, se utilizé un DCA (Disefio completo al azar) de un factor con
tres réplicas por tratamiento, considerando en la metodologia el estudio para las

variables dependientes en 3 tiempos establecidos como: 0, 15 y 30 dias.

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental fue 1 L de yogurt por cada tratamiento incluyendo las
réplicas y triplicando por los tres tiempos de estudio dando un total de 45L se
colocaron en envases plasticos, y se almacenaron a 4 °C, que se utilizaron para los

diferentes analisis fisicoquimicos y microbioldgicos.

El producto final (yogurt) estuvo compuesto por el 90% de leche semidescremada,
y 10% de azucar: El porcentaje de fermento lactico YOFLEX YF-L812 CHR
HANSEN liofilizado se agregd en relacion a la mezcla anterior y de acuerdo a la

dosis recomendada por el fabricante (aproximadamente (0,01% — 0,02%) (Tabla 3).

El extracto etandlico de propoleo se obtuvo del producto comercial propéleo de la
empresa naturista Nature’s Garden, S.A., que se expende con una concentracion
de 20% p/v. Se utilizd ¢-polilisina comercial de la empresa Zhengzhou Bainafo
Bioengineering Co., Ltd localizada en Zhengzhou City, Henan Province, China
(http://en.bnfsw.com/), la cual tuvo las siguientes caracteristicas: pureza = 95%,
Extraccidbn de cepa bacteriana Streptomyces albus. Polvo amarillo claro, con
férmula quimica [C6H12N20O +HCI]n+H20, CAS NO. 28211-04-3, soluble en agua.



35

Las concentraciones de los conservantes fueron establecidas en unidad de masa
para la g-polilisina en miligramos y la unidad de volumen para el propdleo fue en

mililitros consideradas en combinacion por litro de yogurt.

Tabla 3. Componentes y pesos utilizados para la preparacion del Yogurt, asi como cantidad de conservantes agregados
en cada tratamiento.

% Unidad T T2 T3 T4 T5
Leche semidescremada 90,0 g 900 900 900 900 900
Azicar 9,08 g 90,8 90,8 90,8 90,8 90,8
Yoflex - YF-L812 0,02 g 02 072 02 02 0,2
TOTAL 100 g 1000 1000 1000 1000 1000
e-Polilisina mg 5 10 15 20 25
Propoleo mL 1 09 038 07 0,6

3.7. ELABORACION DEL YOGURT

El proceso de elaboracién del yogurt se llevo a cabo siguiendo la secuencia descrita

en el diagrama de proceso (Figura 1).
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3.7.1. DESCRIPCION DEL PROCESO

INGRESA LECHE FRESCA

RECEPCION E INSPECCION

FILTRACICN
IMPURESAS

v

PRECALENTAMIENTO A 35°C

N -

DESCREMADO AL 2%

AZUCAR GRASA

PASTEURIZACION A 75°C/10°

ENFRIAMIENTO A 45°C
FERMENTO LACTEQ

¥

INOCULACION HUMEDAD (VAPOR DE AGUA)

INCUBACION A 43°C / 4 HORAS

ENFRIAMIENTO A 15°C
POLILISINA Y PROPOLEO

[~ <' O |- - O «(—L ~ (—J _\‘<" W -

BATIDO AIRE CALIENTE
ENVASES ESTERILIZADOS
Y
g B ENVASADO
SIMBOLOGIA

V INSPECCION I:I
ALMACENAMIENTO 4°C OPERACION O
TRANSPORTE @

DEMORA
Figura 1. Diagrama de proceso para la elaboracién de yogurt. ALMACENAMIENTO D

Recepcidn
La recepcidon de la leche es el proceso mediante el cual la planta procesadora

realiza los analisis de plataforma con el fin de aceptarla o rechazarla, verifica las
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cantidades recibidas y obtiene muestras para efectuar los analisis de laboratorio
gue permiten determinar la calidad de la materia prima. La leche fue recibida en

baldes de acero inoxidable con un volumen de 45 L.

Precalentamiento
Se realizé un precalentamiento a 35 °C en una marmita de doble chaqueta con
capacidad de 80 L, marca Proingal. La temperatura de la leche se midié con un

termdémetro digital de precisiéon 0,1 °C.

Descremado

Se realiz6 el descremado de la leche con una descremadora SICH 100 con el fin
de obtener una materia prima con aproximadamente el 2% de grasa (Anexo 2).

Pasteurizacion

La leche fue calentada en la marmita de doble chaqueta, hasta alcanzar la
temperatura de 75 °C y se mantuvo a esta temperatura por 10 min. Concluida este
proceso, se enfrié inmediatamente la leche en la misma marmita hasta que alcanzo
45 °C.

Inoculacion

Luego de la pasteurizacion, a la leche mantenida en la marmita, se le adicion6 0,15
g/L (6,75 g) del fermento YOFLEX YF-L812 CHR HANSEN que contiene las
bacterias que la transforman la leche en yogurt.

Incubacion

Adicionado el fermento, la leche se mantuvo a 43 °C hasta que alcanz6 un pH igual

0 menor a 4,6, medidos con un pH-metro HANNA-2221; por lo general se logra a
las 4 h.
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Enfriamiento

Alcanzado el pH indicado, el yogurt se coloco en recipientes de acero inoxidable de
80 L de capacidad y se trasladaron a la seccién de 4 °C en un refrigerador de marca
INDURAMA, hasta que alcanz6 15 °C, con la finalidad de paralizar la fermentacion
lactica y evitar que el yogurt continuara acidificAndose. Seguidamente, se llenaron
los recipientes de los tratamientos con el yogurt y se les adicioné los conservantes

en las proporciones descritas en la seccién 3.4.

Batido

Se realiz6 manualmente con un batidor metalico inoxidable con la finalidad de
romper y uniformizar la textura del producto y asegurar una mezcla uniforme de los

conservantes.

Almacenamiento

El producto, fue almacenado en un refrigerador de marca INDURAMA a

temperatura de 4 °C, donde permanecié durante los 30 dias del ensayo.

3.8. VARIABLES A MEDIR Y METODO DE EVALUACION

Para las variables fisicoquimicas (pH, acidez), microbioldgicas (Recuento de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y mohos y levaduras) y evaluacion
sensorial (olor, color; sabor, Textura y calificacion global), se midieron después de
elaborados los tratamientos en los dias 0, 15 y 30 dias de almacenamiento.

3.8.1. ACIDEZ TITULABLE
El analisis de acidez se realizé segun el método 16.267 AOAC 2000. En el método

se us6 como indicador fenolftaleina y NaOH 0,1 N para la titulacion, expresada

como % de acido lactico.
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3.8.2. pH

El analisis de pH se realizé por valoracion potenciométrica segun la metodologia
AOAC 973.41 (AOAC, 2005).

3.8.3. CONTEO DE ESCHERICHIA COLI

Para la deteccion y recuento de E. coli presuntiva por la técnica del nUmero mas
probable, se utilizd la metodologia basada en Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 1529-8: 2016.

3.8.4. CONTEO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para determinar la presencia/ausencia de S. aureus se utiliz6 la metodologia
basada en Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-14:2013.

3.8.5. RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

La cuantificacion de hongos y levaduras se realizé con la metodologia segun la
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-10.2013 por medio de recuento en
placa profunda en agar Sabouraud. Para esto, se ejecutaron los conteos en los dias
0, 15 y 30 dias, posteriormente se realizé una regresion lineal para determinar el

tiempo de vida atil del producto.

3.8.6. EVALUACION SENSORIAL

Para evaluar si la concentracion de e¢-polilisina y el propoleo con la leche
semidescremada tiene efectos en el yogurt en los atributos de color, olor, sabor,
textura y calificacion global de yogurt, se seleccion6 un grupo de 75 panelistas no

entrenados, empleandose una prueba hedodnica (ver en anexo 4).

La escala de intervalo empleada para la evaluacion sensorial de las muestras de
yogurt fue de 1 a 9 como se muestra a continuacion: 1: me disgusta muchisimo; 2:
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me disgusta mucho; 3: me disgusta bastante; 4: me disgusta ligeramente; 5: ni me
gusta ni me disgusta, 6 me gusta ligeramente, 7 me gusta bastante, 8 me gusta
mucho, 9 me gusta muchisimo. Para ello, las muestras de yogurt se presentaron
en vasos desechables transparentes en volumenes de 50 ml, a una temperatura de
4 + 2 °C y codificadas al azar de acuerdo a la metodologia propuesta por (Huertas,
2013).

3.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados de los tratamientos en cuanto a las caracteristicas de calidad del
yogurt (pH, acidez, bacterias, mohos y levaduras) se evaluaron mediante una
prueba de ANOVA (Tabla 4). Se identifico que los datos cumplieran con el supuesto
de normalidad mediante pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, asi como

con el supuesto de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene.

Tabla 4. Esquema de ANOVA.

FUENTE DE VARIACION Gl
Total 14
Tratamientos 4
Error 10

Cuando alguno de estos supuestos no se cumplid, se tratd de corregir las
desviaciones transformando los datos a logaritmo decimal (pH, acidez) o raiz
cuadrada (recuento de microorganismos). Si aun este procedimiento no corregia
las desviaciones, se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y su
respectiva prueba a posteriori. Se empled el analisis de regresion lineal simple para
el estudio del modelo cinético en las variables pH y acidez, asi como para evaluar
los cambios en el recuento de mohos y levaduras con el tiempo de almacenamiento
(vida atil del yogurt), aplicando el modelo matematico de Labuza (1982). La
evaluacion de los resultados de las pruebas sensoriales por parte de catadores no
entrenados a los que se les presentaron muestras de yogurt de los mejores
tratamientos, se realiz6 mediante el empleo del coeficiente de concordancia de
Kendall.
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3.9.1. TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos fueron procesados utilizando los paquetes estadisticos SPSS version
libre (IBM, 2020), Infostat version libre (Infostat, 2020) y Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, 2019).

3.9.2. ESTUDIO DE VIDA UTIL

El estudio se realizdé para la variable microbiolégica mohos y levaduras como
indicador para determinar el tiempo de vida util del yogurt mediante un analisis de
regresion lineal simple y la aplicacion del modelo matematico desarrollado por

Labuza (1982), cuya formula es explicada a continuacion:

In(A) =ln(Ay) — kxt (3.1)
Siendo:
A: calidad al tiempo t.
Ao: calidad al tiempo cero.
k: constante de velocidad de reaccion
t: tiempo de almacenamiento.
Y despejando el tiempo, se obtiene la vida util que el yogurt tendré para mantenerse
en unas condiciones de calidad iguales o mejores que A, siendo este ultimo valor

el estandar de calidad minimo aceptable para que el yogurt sea consumido.

__InA)—In(Ao)

t k

(3.2)



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se verifico si los datos de las variables respuesta cumplian con los supuestos del
ANOVA (distribucion normal de los datos y homogeneidad de las varianzas entre
los tratamientos). Se encontr6 que las variables acidez y pH no cumplian el
supuesto de normalidad (Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, p< 0,05) (Tabla 6),
mientras que las varianzas del pH en los tratamientos fueron heterogéneas, pero
no asi las varianzas de la acidez (Tabla 7). La transformacién de los datos de pH 'y
acidez a logaritmo decimal no corrigié las deficiencias en normalidad ni en
heterogeneidad de las varianzas. En consecuencia, se aplicaron pruebas de anova
no parameétrico de Kruskal-Wallis para la comparacion de pH y acidez entre los

tratamientos.

Tabla 6. Verificacion del supuesto de normalidad en los datos de pH y acidez titulable de muestras de yogurt a
tratamientos con mezcla de preservantes, propoleo y €-polilisina (factor a) mediante la prueba de Shapiro-Wilk a un 95%
de confianza.

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Estadistico Gl p Estadistico Gl P
pH 0,241 45 <0,0001 0,829 45 <0,0001
Acidez 0,152 45 0,010 0,930 45 0,009

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Tabla 7. Verificacién del supuesto de homogeneidad de varianzas en los datos de pH y acidez titulable de muestras de
yogurt sometidas a tratamientos con mezcla de preservantes propéleo y e-polilisina (factor a), mediante la prueba de
Levene, con un 95% de confianza.

Estadistico de Levene gl gl2 P
pH 6,157 4 40 0,001
Acidez 1,564 4 40 0,203

4.1. EFECTOS DE LOS CONSERVANTES SOBRE EL pH Y LA
ACIDEZ.

El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis indico que la variable pH presento

diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 8), existiendo similitud entre los
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tratamientos T1- T2- T3, cuyos pH resultaron ser significativamente menores a los

de los tratamientos T4- T5, los cuales no difirieron entre si (Figura 2).

Los niveles de pH de los tratamientos T1, T2 y T3 se ajustaron mejor a las normas
internacionales (NTP: 202.192. 2014 (INDECOPI-PERU, 2014) y BOE-A-2014-
4515 (Espafa-Ministerio de la Presidencia, 2014), las cuales exigen un pH menor
o igual a 4,6. Algunas réplicas de los tratamientos T4 y T5 superaron el nivel de pH
4,6. La norma ecuatoriana NTE-INEN-2395: 2011 sobre Leches fermentadas, no

contempla niveles de pH.

Tabla 8. Resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis para tratamientos.

Hipétesis nula Test Sig. Decision
Prueba de Kruskal-
La distribucién de pH es la misma entre categorias de Wallis para 0.042 Rechazar la
Tratamientos muestras ' hipotesis nula
independientes
Prueba de Kruskal-
La distribucién de Acidez es la misma entre categorias de Wallis para 0479 Retener la
Tratamientos muestras ’ hipotesis nula

independientes

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es 0,05

5,00
*
450
I *
[= %
*
*
. x
3,50

T1 T2 T3 T4 5

Tratamiento

Figura 2. Efecto de los tratamientos con diferentes concentraciones de conservantes (¢-polilisina + propéleo) sobre el
pH de muestras de yogurt mantenidas a 4°C durante 30 dias,
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El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis indic6 que la variable acidez no

presento diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 8), (Figura 3).

1,80 T

1,60

Acidez

1,20 T
(o}

1,00

T1 T2 T3 T4 T5
Tratamiento

Figura 3. Efecto de los tratamientos con diferentes concentraciones de conservantes (¢-polilisina + propéleo) sobre la
acidez de muestras de yogurt mantenidas a 4°C durante 30 dias.

En el presente estudio se encontrd que el pH no se estabilizo con los tratamientos
con conservantes. Los tratamientos con mayores niveles de propoéleo, T1 y T2,
mostraron valores menores de pH, lo que sugiere que el propéleo causé un
descenso pronunciado en el pH al dia inicial de su mezcla con el yogurt, y pudiera
ser debida a interacciones quimicas de algunos de sus numerosos componentes.
Sin embargo, es dificil atribuirle este caracter a alguno de los componentes ya que
se ha detectado una alta variabilidad en la composicién de los propéleos, sin que
exista un componente en particular que se mantenga como predominante entre

ellos (Guaraca y Palomino, 2018; Inti Barreto, 2019).

En contraste, los tratamientos T4 y T5, con mayores niveles de polilisina,
manifestaron un efecto bacteriostatico més intenso, lo cual permitiria que el p H
disminuyera menos con respecto al pH inicial del yogurt recién preparado. Este
hecho apoya lo encontrado por Lafta (2019), quien anadié e¢-polilisina como
conservante del yogurt para beber, encontrando que una baja concentracion
(0,007%) del e-polilisina fue suficiente para lograr un pH mas elevado y menor

acidez titulable.



45

4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO SOBRE EL pH
Y LA ACIDEZ.

En la tabla 9. se detalla el resumen de los resultados para el modelo cinético de la
variable pH. Se evidenci6 que en los tratamientos T4 y T5 el pH se ajusté mejor al
modelo lineal (r2: 0,9305 y 0,9842, respectivamente) (Figura 4). Sin embargo, los
valores del intercepto para los tratamientos T1 (pH= 4,005), T2 (pH= 4,2478) y T3
(pH= 4,3978) se encuentran entre los niveles establecidos de normas
internacionales (NTP: 202.192. 2014 (INDECOPI-PERU, 2014) y BOE-A-2014-
4515 (Espana-Ministerio de la Presidencia, 2014), las cuales exigen un pH menor

o igual a 4,6, en contraste con los tratamientos T4 y T5 que superan ese valor.

En referencia a lo anteriormente expresado, el pH y la acidez cambian durante el
tiempo de almacenamiento por la presencia de las bacterias acido lacticas. Se
corrobora que los conservantes tienen efectos antimicoticos y bacteriostaticos. Inti
Barreto (2019), trabajando con extracto etandlico de propdleo como Unico
conservante de yogurt, en concentraciones de 0,4 a 1,6%, encuentra una
disminucion progresiva del pH durante 42 dias de almacenamiento a temperatura
de 4 — 5 °C. Este autor destaca que el descenso de pH prosiguié hasta que se
alcanza un intervalo de pH de 3,75 a 3,8 cuando se observa una estabilizacion de
este parametro. La disminucion de pH fue méas pronunciada en los tratamientos con
menor concentracion de propdleo, a lo que atribuye el autor que este conservante
actia como bacteriostatico de la actividad de los microorganismos que convierten

la lactosa en acido lactico.

En contraste, en el presente estudio se encontré que el pH alcanzé mayores valores
en los tratamientos con menor concentracion de propoleo pero mayor de e-polilisina
(a4-ab). Por su parte, el propéleo causé un descenso pronunciado en el pH al dia
inicial de su mezcla con el yogurt, lo cual sugiere una interaccion quimica de alguno
de sus numerosos componentes. Sin embargo, es dificil atribuirle este caracter a
alguno de los componentes ya que se ha detectado una alta variabilidad en la

composicién de los propoéleos, sin que exista un componente en particular que se
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mantenga como predominante entre ellos (Guaraca y Palomino, 2018; Inti Barreto,
2019).

Tanto el presente estudio como otros consultados trabajando sobre el empleo de
conservantes naturales en yogurt (Rajapashka et al., 2013; Cedefio Carpio, 2018;
Lafta, 2019; Inti Barreto, 2019), evidencian que los conservantes no impiden la
reduccién del pH durante el tiempo de almacenamiento, pero si logran mantener
niveles méas elevados de pH en comparacién con el control sin conservante, lo cual

prolonga la vida util del yogurt.

Tabla 9. Valores para el modelo cinético de la variable pH.

TRATAMIENTOS CONSTANTE INTERCEPTO r2
T1 0,0008 4,005 0,25
T2 -0,01 4,2478 0,6595
T3 -0,0182 4,3078 0,8135
T4 -0,0249 4,6978 0,9305
T5 -0,0202 46311 0,9842
5,00
4,80
4,60 ——T1
4,40 .
T 4,20
4,00 = I
3,80 T4
3,60 —e=T5
3,40
0 5 10 15 20 25 30 35
TIEMPO (DIAS)

Figura 4. Representacion cinética del efecto de los tratamientos con diferentes concentraciones de conservantes (¢-
polilisina + propdleo) sobre el pH de muestras de yogurt mantenidas a 4°C evaluadas en 0, 15 y 30 dias de
almacenamiento.

En la tabla 10. se detalla el resumen de los resultados para el modelo cinético de
la variable acidez, donde los tratamientos T1, T2 y T3 se ajustaron mejor a un
modelo lineal (r?:0,82; 0,39; 0,69) (Figura 4), donde los valores del intercepto para
los tratamientos T1 (% acidez= 1,008), T2 (% acidez= 1,19) y T3 (% acidez= 1,21)
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muestran el comportamiento de la acidez durante los 30 dias de almacenamiento y
corrobora con la prueba de Kruskal Wallis la similitud que existe entre tratamientos
(Figura 5).

Tabla 10. Valores para el modelo cinético de la variable Acidez.

TRATAMIENTOS CONSTANTE INTERCEPTO r2
T1 0,015 1,008 0,818
T2 0,014 1,190 0,385
T3 0,015 1,210 0,689
T4 0,0003 1,384 0,002
T5 0,014 1,218 0,337
1,80
——T1
1,60 ' — =
T2
1,40 —
N T3
2 1,20
2 T4
1,00 Ts
0,80
0,60
0 5 10 15 20 25 30 35
TIEMPO (DIAS)

Figura 5. Representacion cinética del efecto de los tratamientos con diferentes concentraciones de conservantes (-
polilisina + propéleo) sobre la acidez de muestras de yogurt mantenidas a 4°C evaluadas en 0, 15y 30 dias de
almacenamiento.

4.3. CONTEO DE ESCHERICHIA COLI

En las muestras evaluadas en el estudio no se detecto la presencia de E. coli (Tabla
11). Esto ha podido estar asociado a que los conservantes empleados inhibieron el
crecimiento de dicha bacteria, aunque su ausencia en las muestras al inicio del
estudio (dia 0) revela que el inéculo no estuvo presente en la materia prima con la

cual se elabor¢ el yogurt.



48

Tabla 11. Recuento de E. coli en muestras de yogurt con combinacion de preservantes e-polilisina y propéleo, durante

su almacenamiento a 4°C.

DIA 0 DIA 15 DIA 30
Tratamiento R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
™ Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia
T2 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia
T3 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia
T4 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia
T5 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia

4.4. CONTEO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

No se observo presencia de S. aureus, en las muestras de yogurt evaluadas en

este estudio (Tabla 12). Esto ha podido deberse a que los conservantes empleados

inhibieron el crecimiento de S. aureus. Sin embargo, la ausencia de este

microorganismo en las muestras iniciales (dia 0) sugeriria que el in6culo no estuvo

presente en la materia prima con la que se elaboro6 el yogurt.

Tabla 12. Recuento de S. aureus en muestras de yogurt con combinacién de preservantes €-polilisina y propéleo,
durante su almacenamiento a 4°C.

DiA 0 DiA 15 DIA 30
Tratamiento R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
T Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia
T2 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia
T3 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia
T4 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia
T5 Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia  Ausencia

4.5. VIDA UTIL DEL YOGURT

El estudio de determinacion de la vida util del yogurt con conservantes naturales ¢-

polilisina — propdleo se realizd a partir del recuento de mohos y levaduras como

indicador de deterioro progresivo en 30 dias a 4 °C de temperatura de

almacenamiento (Tabla 13). Se observa como el numero de UP de mohos y

levaduras en el yogurt disminuye de manera significativa (ANOVA 1 via, p<0,001)

durante el almacenamiento para el conjunto de todos los tratamientos.
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Tabla 13. Recuento de mohos y levaduras (UP/g) en muestras de yogurt con combinacién de preservantes €-polilisina y

propoleo de todos los tratanmientos, durante su almacenamiento a 4 °C.

Desviacién  Error tipico.

Dias Promedio N tipica. de la media
Dia 0 51,47 15 4,61 1,19
Dia 15 37,20 15 6,93 1,79
Dia 30 26,33 15 7,57 1,95
Total 38,33 45 12,19 1,82

Todos los estudios predictivos superaron los 30 dias de vida util que con normalidad

sustenta el yogurt comercial a una temperatura de 4 °C. Cabe indicar que este

estudio se lo realiz6é solamente con UP de mohos, debido a la ausencia de E. coliy

S. aureus en las muestras evaluadas.

Se observé el decrecimiento de las UP de mohos durante la etapa de

almacenamiento en el tratamiento T1 y se determiné que el tiempo de vida util del

producto alcanzaria 123 dias cuando se tengan 10 UP/g (Figura 6).

4 y =-0,0131x + 3,915
3,95 R? =0,9593
3,9
3,85

w
[

3,75

Ln UP/g Mohos
w
~

3,65

3,6

3,55

3,5
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo en Dias

Figura 6. Comportamiento de las UP/g de mohos en el tratamiento 1 de yogurt con conservantes naturales de ¢-

polilisina y propéleo.

InA—-InA,
= 00 (41)
k
_lm(0)-3915 .
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En el tratamiento T2 se observé el decrecimiento de las UP de mohos durante la

etapa de almacenamiento, y se determind que el tiempo de vida util del producto

seria de 83 dias para alcanzar 10 UP/g (Figura 7).
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y =-0,0208x + 4,0197
R?=0,8528

Ln UP/g Mohos
w
(o)}

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en Dias

Figura 7. Comportamiento de las UP/g de mohos en el tratamiento 2 de yogurt con conservantes naturales de ¢-
polilisina y propdleo.
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_ In(10) — 4,0197
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= 83 dias (4.4)

En el tratamiento T3 se observd un decrecimiento de las UP de mohos durante la
etapa de almacenamiento, estimandose el tiempo de vida util del producto en 76

dias para que se alcancen las 10 UP/g (Figura 8).

w
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Ln UP/g Mohos

w
N}

w

0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 8. Comportamiento de las UP/g de mohos en el tratamiento 3 de yogurt con conservantes naturales de ¢-
polilisina y propdleo.
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En el tratamiento T4 se observd un decrecimiento de las UP de mohos durante la
etapa de almacenamiento, estimandose el tiempo de vida util del producto en 78

dias para que se alcancen las 10 UP/g (Figura 9).

y =-0,0211x + 3,9546
R?=0,9973

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo en Dias

Figura 9. Comportamiento de las UP/g de mohos en el tratamiento 4 de yogurt con conservantes naturales de ¢-
polilisina y propéleo.

InA—-InA,
= 0 (47)
K
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=T o211 /8dias (48)

En el tratamiento T5 se observd un decrecimiento de las UP de mohos durante la
etapa de almacenamiento, estimandose el tiempo de vida util del producto en 70

dias para que se alcancen las 10 UP/g (Figura 10).

4,2 y =-0,0229x + 3,8978
R2=0,9713

Ln UP/g Mohos

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en Dias

Figura 10. Comportamiento de las UP/g de mohos en el tratamiento 5 de yogurt con conservantes naturales de -
polilisina y propéleo.
InA—-InA,

h (4.9)
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_ In(10) —3,8978
- —=0,0229
Se evidencia que las combinaciones de los conservantes evaluados en el presente

= 70 dias (4.10)

estudio lograron reducir el crecimiento de mohos y elevar substancialmente el
tiempo de vida util del yogurt, entre 70 y 123 dias, en comparacién con el tiempo

esperado de anaquel de un yogurt (30 dias).

4.6. EVALUACION SENSORIAL

Los panelistas evaluadores consideraron que las muestras de yogurt
correspondientes a tres tratamientos con combinacion de distintas proporciones de
conservantes (T1: 5 mg e-polilisina — 1 ml Propoleo; T2: 10 mg e-polilisina — 0,9 ml
Propdleo y T3: 15 mg e-polilisina — 0,8 ml Propdleo) y almacenadas durante 30 dias
a 4 °C, mostraron diferencias altamente significativas en cuanto a las cinco

caracteristicas evaluadas (Tabla 14).

Tabla 14. Analisis de los resultados de la evaluacion por 75 panelistas no entrenados de muestras de Yogurt sometidas
a tres tratamientos con combinacién de conservantes € -polilisina y propéleo, luego de 30 dias de almacenamiento a 4
°C.

Tratamiento*®

Caracteristica W Kendall p T T2 T3

COLOR 0,304 0,0001 1,812 1,722 2470
OLOR 0,874 0,0001 1,39 2,26° 2,350
SABOR 0,169 0,0001 1,94p 2,32¢ 1,74a
TEXTURA 0,264 0,0001 1,512 2,090 2,29¢
ACEPTABILIDAD GENERAL 0,169 0,0001 1,832 1,93 2,23b

* Resultados con la misma letra no difieren significativamente.

En la prueba no paramétrica de Kendall, se estableci6é que todas las caracteristicas
organolépticas en estudio presentan diferencia significativa (p<0,05) entre
tratamientos, siendo los tratamientos T2 y T3 los mejores; T3 mejor en color, olor,

textura y aceptabilidad general y T2 mejor en olor y sabor.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

> El tratamiento 1 (5 mg de e-polilisina y 1 ml de propdleo) proporcioné el mayor
tiempo estimado de vida util de 123 dias. Cabe indicar que todos los tratamientos
estuvieron por encima de los 30 dias de vida anaquel del yogurt comercial.

> El pH y la acidez tuvieron un comportamiento inversamente proporcional en el
yogurt, siendo los tratamientos T1, T2 (10 mg de ¢-polilisina'y 0,9 ml de propdleo)
y T3 (15 mg de ¢-polilisina y 0,8 ml de propdleo) para el pH y la acidez los de
mejor ajuste respecto a normas internacionales.

> La aceptabilidad sensorial del yogurt con aplicacién de mezcla de conservantes
e-polilisina y propéleo, evaluada por 75 catadores no entrenados, indico que los
mejores tratamientos fueron el T2 (olor y sabor) y T3 (color, olor, textura y

aceptabilidad general.

4.2. RECOMENDACIONES

> Extender el estudio de la vida util del yogurt con aplicacion de mezclas de ¢-
polilisina y propdleo a 90 dias para obtener mayor precision del efecto
antimicético en los tratamientos.

» Ensayar individualmente la aplicacion e-polilisina y el prop6leo como
conservantes en productos lacteos, para medir la eficiencia inhibitoria de ambos
y el comportamiento bacteriostatico en relacion a la produccion y estabilidad del
acido lactico indicador de las variables pH y acidez en un tiempo de

almacenamiento de 90 dias.
> Correlacionar la aceptabilidad sensorial con las variables pH y acidez de todos

los tratamientos, considerando utilizar jueces entrenados para obtener un criterio

mas preciso del estudio.
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Anexo 1. Desinfeccion de materiales para elaboracion del yogurt en el laboratorio

de lacteos, UTM, extension Chone.
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Anexo 2. Descremado de la leche en el laboratorio de lacteos, UTM, extension

Chone.
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Anexo 3. Datos de los andlisis de pH, acidez y mohos y levaduras en las muestras

de yogurt con conservantes.

Mohos ) ; ;
y levad DIAO DIA 15 DIA 30
(UP/g)

Trat |R1 [R2 [R3 |R1 |R2 |R3 |R1 |[R2 [R3
al 51| 51| 52| 40| 38| 40| 25| 41| 38
a2 53| 50| 52| 50| 48| 44| 22| 14| 11
a3 52| 50| 50| 33| 24| 31| 28| 28| 27
a4 60| 44| 54| 40| 37| 35| 24| 31| 29
a5 41| 55| 57| 36| 29| 33| 25| 26| 26
pH DIAO DIA 15 DIA 30

Trat |R1 |R2 |R3 |R1 |R2 |R3 |R1 |R2 |R3
al 4,01 (4,00|3,97|4,01|4,11|4,00|4,01]|3,99 (4,05
a2 4,02 (4,55|4,36|3,89|4,00|4,03|4,08|4,00 (3,9
a3 4,22 (4,54 14,39 |4,00|3.85|3,80|4,01]|3,92 3,58
a4 4,87 1490 |4,50|4,20|4,40|4,02 | 4,03 |4,00|4,00
as 4,89 (495 |4,12 | 4,24 | 4,01 |4,60 | 4,10 | 4,00 | 4,04

Acidez i . )
(% ac. DIAO DIA 15 DIA 30
lactico)

Trat |R1 [R2 [R3 |R1 |R2 |R3 |R1 [R2 [R3
al |1,02|1,00]|1,02|1,35]|1,24 (1,17 | 1,30 | 1,45 | 1,60
a2 1,20|1,27|105|1,22|1,78|1,35|1,77 | 1,25 | 1,68
a3 1,32 11,24 (1,26 1,17 1,28 1,56 (1,70 |1,70 | 1,70
a4 1,40|133(1,30|1,42|1,101,88|1,30|1,49 1,27
ab 1,13|1,20(1,10|1,83 1,19 1,78 11,80 | 1,36 | 1,51




Anexo 4. Escala hedodnica utilizada en la evaluacién sensorial del yogurt.

NoGRUPD | [ NOMBRE DE JUEZ MO ENTRENADD | [FECHA |
[ NOMERE DEL FRODUCTO [ vocuRTmMaTuREL | |
“En o wersoes frerte 3 1 ey dina muesies de Yoouwd Metum L pem oue [ cormoame en asrio 2
Cobor, Sabor, Textura, ¥ Acectilicld geresal -
*Rargue con una xen cada muesis
“Merferga o orden, al compame B pime s meesta gue debe ailifcr esel COLOR, Legoe OLOR, hego e
SABOR heoo s TEXTURA . v froimerte & ACEPTABILIDAD GENERAL
MUESTRA 4181 LB 4382
1 Me dizogusia muchisirmo 1 M disgueia rmuchismo 1 e dimouesia muchisimo
2 |Me disgusia rmucho 2 M disguesia rmchio 2z e cimouesta rmucho
3 |Me disgusia bestbrie 3 M disguesia bastrie 3 e et by sfion o
4 e disopets fos ermene 4 | disguests ligerarme e 4 e it g e rmesie
COLOR 5 |B e guests nime disousta 5 1M me questa i me dsguss 5 i e guesta il me disgueta
£ [Me ouets igemrmerts £ e guets ligerarme s £ i ety iy e
T |Me gusis bestarie T M gueia bostarie T i guesto bvsgarse
& |Me gusta rmucho B M gueta mucho -3 Il uests ruchio
3 M 2 ruchisirno 2 |Mer gusta ruchisimo 2 e guesta muchisirmo
1 Me dizgusia muchisirmo 1 e disgueia ruchismo 1 e dimouesia muchisimo
2 |Me dsgusia mudho 2 |Me disgustas o 2 e dimouesta rucho
3 |Me dsousts bastorge 3 M disguets hastarme 3 i it b=t s
4 Mo disgusts igeemense 4 e disgusts ligerarme e [ e it g e rmerse
OLOR 5 | e guets rime disguesta 5 M rme queta ri me disgust 5 i e guesta il me disgueta
6 |Me gusts igermsmerte 6 |Mer guets ligerarmerie [ e et igessarnes e
T | Me gusia bestrie T M gueia bastrie T e cpurston Bysiarie
B |Me gusta rmudo B |Me gueta ko -] e et ruchio
9 e guesta ruchisiro S [k gueta rmuchismo ) e et ruchisirmo
1 |Me dogusia muchisimo 1 |Me disgusta muchisimo 1 e dimouesta muchismo
2 e disgusia mucho 2 |Me disgusta mucho 2 |Me disgusia mucho
3 |Me disgusia bt 3 M disguesia boastbrie 3 e et by sfion i
4 |Me dzgusts igessmenie 4 M disgusts ligerarme e 4 e it i e rmerie
SABDOR 5 M e gusia e disouesia 5 1M e guesia re e disgusis 5 Mi rne guesia i me disgusia
E Mo guests inemrmente B M gueta T & i ety s e
T M guests bestarie T M queta bostarme T Il ueston bvstarpe
§  |Me gusta rmudo 8 M gueta rmcho -] e cuetas rucho
3 M 2 ruchisirno 2 |Mer gusta ruchisimo 2 e guesta muchisirmo
1 |Me degusis muchisimo 1 |Me di=gueta muchisimo 1 e dimouesta muchisimo
2 |Me dimogusia mudho 2 |Me disgusta mucho Fi e dimouesta mucho
3 |Me disgusts et 3 M disgusta bastorms 3 e it b =iarm
4 e disouests igsmmente 4 | dismuests ligerarme e 4 Il et g e rmerie
TEXTURA 5 | M rne gusta ri e disogusis 5 | M rne guets i rne disoguesiy 5 Hil rmer guesta ri me disgueis
6 |Me gusts igermsmerte 6 |Mer guets ligerarmerie [ e et igessarnes e
T [N guests bostore T M guesta bostarie T |Megusts bastarte
8 |Me gusia rmudio 8 |Me gusia mucho -] e et ruchio
3 e guesta muchisiro 3 M guesta muchisirmo 3 |Me gusta muchisimo
1 |Me disgusta muchisirmo 1 |Me disgueta muchisimo 1 Il cimguesta muchisimo
2 |Me disgusia rmucho 2 M disguesia rmchio 2z e cimouesta rmucho
~ 3 |Me disgusia bestbrie 3 M disguesia bastrie 3 e et by sfion o
ACEPTABILIDAD 4 e disopets fos ermene 4 | disguests ligerarme e 4 e it g e rmesie
GEMERAL 5 [N rme ouests ri e disousia 5 |M e gueta i e disgueis S |Mii roe guesia i e disgusts
E Mo guests inemrmente & |Me guests ligeramerie & i ety s e
T | M gusta bestarie T e gusta bostarie T I guestos bvstarse
& |Me gusta rmucho B M gueta mucho -3 Il uests ruchio
9 |Me gusta rmuchisimo 9 |Me queta muchisimo ] e uesta rmuchisirno
‘Comentarios:

MUCH & GRACIAS
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Anexo 5. Evaluacion sensorial de las muestras de yogurt en la ESPAM por parte

de panelistas no entrenados.
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Anexo 6. Certificado de resultados de los analisis de calidad a las muestras de

yogurt.
Lab. De Andlisis
Ul
gL0Y MS.E MANABI Facultad Ciencias Agropecuarias
Manta 04 de febrero del 2020
A Quien Corresponda
Ciundad. -

CERTIFICO: Que los aniligis presentados en este informe comresponden a la Leda. Nieve Esther
Lectong Cusme C.1, 130697397-3 y a la Ing. Neiva Maricela Quifionez Becerra C.1. 080078517-
2, Estudiantes de Posgrado de la Escuela Supesior Politécnica Agropecuaria de Manabi (ESPAM
MFL.). Los andlisis fueron realizados en el Lab, De Investigacion de Alimentos de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la (ULEAM), siendo estos los siguicntes: (Acidez titulable, pH,
Recuento de E. coli, Recuento de Mohos y Levaduras y Recuento de Staphylococcus anreus en
muestras de yogurt), dichos analisis corresponden al proyecto “EFECTO DE LA & POLILISINA
Y PROPOLEO COMO CONSERVANTES EN LA VIDA UTIL DEL YOGURT.

_____Acidez Titulable (%) Acido lictico

|Muestra  Dia0 Dia 15 Dia 30 Método de ensayo_
Cédigo RI Rz [R3 |Ri_|R2 | R3 Rl _|R2 R3 | 16267 AOAC 2000
al 102 |100 |202 [135 | 124 | 117 | 1,30 | 145 1,60 | 16267 A0AC 2000
a2 1120 (127 105 (122 | 1,78 (135 [177 [125 1,68 | 16267 AOAC 2000
a3 [132 |14 [126 [137 [1,23 156 | 170 | 170 170 | 16267 AOAC 2000

ad 140 1133 (130 (142 [110 188 [130 |149 127 | 16267 A0AC 2000
as 113 1120 [110 (183 ft‘,w. 178 (180 [136 151 | 16267 AOAC 2000

pH
Muestra  Diag | Dials | Dia30 | Método de ensayo
Codige (Rl R2 | R3 'm RZ R} |RI R2  R3 | 973.41 AOAC 2003
al {401 400 |397 401 | 411 400 |401 (399 405 | 97341 ADAC 2008
a2 |402 455 (436 389 |400 403 |408 |400 395 97341 AOAC 2008
a3 |422 (454 (439 400 [385 (38 |401 (392 358 97I41AOAC2005 |
ad (487 490 450 420 |440 402 403 400 4,00 57341 AOAC 2005 |
) {489 [495 [412 [424 [401 460 [ 430 (400 4,04 | STI4TAOACIN0S |

www.uleam.edu.ec




Lab. De Andlisis

eam

UNNVEIZVDAD LAKCA

ELOY ALFARD DF MANAR Facultad Ciencias Agropecuarias
Recuento de E coli (UFC/g)
Muestra Dia0 Dia 15 Dia 30 Método de ensayo
Cédigo RI _|R2 R3S Ri_|R2 /RS |RI |R2 R3S | NIENENIS
(a1 |SD SO [SD [SD |SD |SD [SD [SD |§D | NmmNises
a2 [SD_|SD ISD [SD |SD [SD |SD |SD |SD | NIEINENISZ9S
a3 )" |'Sb_[Sp” |'sb |sD |SD” |8D |sp’ [sp | WENENiSNE
| ad SD_|/SD |SD [Sp [SD 18D SO SD NTE INEN 15292
»5 |sD |Sb |SD _[sp _|SD [SD [SD |Sp Isp | MEmNENGHE
B Mohos y Leyaduras (UP/g) —
Muestra Din 0 . Diats |  Diade | Métododi 0
Céd Rl Rz [R3 %z 'R3 |RI_|R2 R} | NIEINEN RENI0
al sl 5l 52 |40 38 40 |25 |41 |38 | NTRINEN 329103 |
a2 53 50 52 |50 48 44 22 14 11| NTEINEN | 5291058
a3 52 [50 |50 133 |24 (31 |28 |28 |27 | NIRINEN 135291058 |
ad 60 44 s4 40 37 35 24 31 29 | NTEINEN | 5201098
a8 a1 55 |57 (36 |20 133 |25 |26 |26 | NIEDENISI-I0H
v Recuento de Stupliylococcus aureus (UFC/g) I
| Muestra Dia 0 Din 15 Dia 30 Métado de 0 |
Codigo | R1 R2  R3 RI |R2 R3 R1 R2 | R3 | NTEINEN I 529-1494.
al 'SD SO [SD |SD SD_|SD | SD | SD | NTEINENISIH-IA%,
a2 SD SD  Sb SD SD Sp SD SD SD | NTEINEN | 520-14:98.
a3 SD._ [SD SO [SD |SD [SD [SD [SD [SD | NTEINENI52-1498,
ad SD |SD SD |SD |[SD SD | SD | SD | SD | NTEINEN1S520-148,
! as SD |SD 'SD |SD_ISD [/ SD | SD | SD | SD | NTEINGN1529-1498.
Téc. Responsable de Lab. De Iuvm de Alimentos
www.uleam. edu.ec



