UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

Departamento de Nutricion

1966

AVAISYIAIND

Formulacion de queso probiotico a base de yogurt para el control de

bacterias que causan diarrea

Trabajo de investigacion presentado por Ellin Andrea Mazariegos

Valenzuela para optar al grado de Licenciada en Nutricion

Guatemala

2009






Formulacion de queso probiotico a base de yogurt para el control de

bacterias que causan diarrea



UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

Departamento de Nutricion

Formulacion de queso probiotico a base de yogurt para el control de

bacterias que causan diarrea

Trabajo de investigacion presentado por Ellin Andrea Mazariegos

Valenzuela para optar al grado de Licenciada en Nutricién

Guatemala

2009



Vo. Bo.

®

Licenciada Lucia Castellanos

Tribunal

()

Licenciada Lucia Castellanos

()

Licenciado Osbel Nufiez

(®

Licenciada Ana Isabel Rosal

Fecha de aprobacion: Guatemala, 16 de febrero del 2010



PREFACIO

Dedicatoria:

A JesUs y Maria

Mi guia y fuente de sabiduria.

A MIS PADRES:

Dr. Estuardo Mazariegos

Dra. Ellin Valenzuela de Mazariegos

Con amor y agradecimiento por el apoyo y comprension que me han brindado.
A MIS AMIGOS:

Esteban, Sheny y Sergio

A MI ASESOR:

Lic. Osbel Nufiez



INDICE

PREFACIOD ... oottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaeas \
LISTA DE CUADROS.......itititeiiieesittesite ettt e site ettt e siteestteesuteesateesateesaeeesateessseesateasaseesataesaseesasaessseesnsessssnenns Vil
LISTA DE GRAFICOS ....vvvviieeetete ettt ettt saste ettt sas st ettt st se st ettt et s s s sanast et esasssssanastetaranas X
RESUIMEN L.t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e e e e e e e e e e e e e s e s e eesesasesasasasesesasasasasasasasasasasasasnsesesnsnsnsnans Xl
I INTRODUGCCION ...ttt ee et ee et ee e e seeee s esene et seeaeesesene e ssensesesereseseeanseseneeseeaens 1
Il ANTECEDENTES ..eiittiiitteititeitee sttt et e st e ete e st e steesabe e sabeesabeesabeesabeesabeesabaesaseesabaesasaesabeasnseesnseensneenns 2
A.  ELPRODUCTO: QUESO PROBIOTICO A BASE DE YOGURT ...ueeeiueeetreesteesteeenseeeseeesseessesenseesnsessssessnsssensessnses 2

1. CaracteriSticas del QUESO ...........cocueeeueeiiiieieeeeeeee ettt ettt e 2

2. Caracteristicas del queso probiotico @ base de YOGUIt ............ccccueeeeceeeeesieeeeecieieeeiiieeeesiieeann, 3

3. AlIMENLOS fUNCIONGILS.........ccceeeeeeeieeeeeee ettt ette e e ettt e e ettt e e et e e e staeseesassaaesseaaeas 3

R (0] o o1 1 [ole XU PP P 4

ST oo (oo 1o W 4T 0= 1 1o 1 USSR 11

6.  Bacterias patégenas de estudio causantes de diarrea agudQ................cccceevvveeeiveeeeiirenannn, 12

7. Epidemiologia de diarreas en GUAtemMQAIQ ................cceecvveeeeccuieeeiiieessieeeeceeeesieeeessiea e 17

B.  PROCESO DE DESARROLLO DE NUEVOS PRODUCTOS ..ceverireuunnrrrrrereseinnrertreeesesnreneeesesesesnnnneresesssessnnnenens 19

1.  Etapas en el desarrollo de NUEVOS ProdUCLOS .........ccccuuvveeeeieeeeeciiiieieeeeecciteeeeeeeeeccvereaaa e e 19

I JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt ettt et asa st st e st et et etet et ensas s st st es et esetetesssnanasaeas 21
IV, OBJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt ettt e s a e s at e sa bt e sab e e sab e e eabeesabeeeaseesabeeeabeesabeesnseesabeeenseesares 22
Vo HIPOTESIS oottt se ettt s et sensestas 23
VI, MATERIALES Y METODOS ......ocveveveeieieieceieeetetetete e teteseess st sessssess et ssssssasas st ssesssesesetetesessssssssssesesns 24
A, MATERIALES Y EQUIPO..cuuttteteerureeeteesteessueesateesseesasesssseesaseesnseesaseesnseesasessnseesusessnseesnseesnsessssesssseesas 24

B.  IVIETODOS. ¢ et iittteeeiiee e ettt e ettt e ettt e s ettt e s e e s ab e s eane et e s nn e e e e sabe e e s e r et e s nn e e e e e baeeeenreeesannneeesreeeean 24

1. TiPO A€ INVESEIGUCION: .....ooc.eveeeeeie et ettt e e ettt e e et e e e et e e et aeeeatsaaessssaessssesanaaes 24

2. Formulacion de queso probiotico @ base de YOGUIt............ccoueeecveeeeeciraesiieaesiiereesieressineens 24

\Y



VILI.

Xl

XIl.

3. Andlisis microbiol6gico sobre inOCUIdAQ. ..............c..oeeeeueeeesiiieeesiieeeecee et e e e e a e 24
4. ANGHISIS NULLICIONQL. ....veveeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e ettt a e e e e e e et a e e e e eessaassanaaas 25
TR V7o [V o ol (o] B =14 KXo ¢ o | PR UUUR 25
6.  Pruebas microbioldgicas sobre la efectividad del producto .............cccccoeeeeevivveecciieeesiienaan, 25
RESULTADOS.....eetteetttesite ettt e site ettt e stte sttt s sbte s be e s satesbte e satesabeessaesabaesbaesabaesbeesabaesbeesabaesseesases 26
FORMULACION Y ACEPTABILIDAD ..eetuvvtteeurreeesuueeesasuseeessauseeesasseesssssenesssssesssssssesssssseesssssesesssssessssnseess 26

B Vo To 1Y Y= K Yo T ¢ o | AU P USSR 27
PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA EFECTIVIDAD DEL PRODUCTO ...vvveruvreevreevesenseessseeenseesssessnsessssessnseesnes 34
ANALISIS COMPOSICION NUTRICIONAL «...eeuveerereesreesareesseesseeasseesssesassesssesassessnsessssessssesassessnsessnsessnses 36
0001y 0SSR 37
DISCUSION ..ottt sttt 39
CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt sttt e st et e st e s sbaeebe e e beeeabaesbeesbeeessbeenbeeesseenbeesnssesnseeen 41
RECOMENDAUCGIONES ..ottt ettt se e e e e e et e s e e e e e e e aaaa e aeseeeeaesnnaaesaeennsnnnnseaesannenn 42
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt sttt ettt a et sttt et a st sttt s s s nasastesesasn s 43
APENDICE ...eiitteiiteiieesteesteesiteesbeesteeseteesabeesabeassseesabeeesbeesabaeasseesabaesnseesnbeesnseesateeeseesnteesnseesates 48
METODOLOGIA PARA LA ELABORACION DE QPAY .....uviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeesesiiieeeeesssssinnneeeesssesnsssnseessssssnnes 48
METODOLOGIA PARA GRUPO FOCAL ...vvtteeuuvreeesureesassseeessnseeesssseesesssseesasssesssssssssesssseesasssesesssssesssssseesn 50
METODOLOGIA PARA PRUEBA HEDONICA. «..vteteiuuteeearureeeenuteeesuteeeesuteeesanseeesansaeessnseeessnsseeessssessssseeesnn 52

1. Prueba heddnica con Producto UNICO .............ceeccuuveeecueeesiiiieeesiiieeesieeesseeeessieaessssaessseeaens 52
2. Prueba heddnica utilizando escala de NUEVE PUNTOS ...........cceeeeeeveeeecireesiieeesiiieeeeciieeeereens 54
METODOLOGIA PARA PRUEBA TRIANGULAR ...eeuvviertreeteeesuresstesessaesssesesssesssessnsessssessnsessnsssessessnsesensessnses 55
METODOLOGIA PARA PRUEBAS MICROBIOLOGICAS SOBRE LA EFECTIVIDAD DEL PRODUCTO ..c.vvvveuveernveeeneeennnes 59

B 0] o 1< 1 1Yo TS 59
D 1 otV Yo N 59
Y, [0 1 =14 [0 1 (=23 V=t 11| < Lo B SUUR 59
Y (VI3 o Yo o (=3 [ 1] o ol o o SR 60

Vi



T o m

5.

WY e Lo 1R Ko [ Lo L (o XSO URN 60

RESULTADOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS SOBRE INOCUIDAD .......couviuieiitiitiiriinienieie st sassre s e 61
RESULTADOS DE LAS BOLETAS DE PRUEBA HEDONICA. PRODUCTO UNICO ....vcviviieiiniinieiiiicsin e 65
ANALISIS SOBRE EFECTIVIDAD DEL PRODUCTO ....ecuviuriretiiteiseeseeneesteste st eseeseesaeae st sas st sseeseenaesassansaees 67
ANALISIS NUTRICIONAL ....vvvreneeniestiete st sttt st b s s sa st sae st sae s esaeae b e sassbesneeneenaeaenesaees 68

Vil



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1 - Composicion nutricional esperada del queso probidtico a base de yogurt .........cccccevveveiennns 3

Cuadro 2- Patogenia y sintomas clinicos que producen las bacterias patdgenas a utilizar en el estudio 16

Cuadro 3 - Resumen de los datos de notificacion obligatoria de ETA para diarreas. ..........coccceoevvruenene. 17
Cuadro 4- Morbilidad informada: Sistema de Informacion del MSPAS...........ccccccveiiiieiecie i 18
Cuadro 5 - Resultados del recuento de Coliformes y E COli.......cccoveiiiiniiiiiiicccseec e 26
Cuadro 6 - Respuestas de los panelistas en la prueba triangular ............cccocoeieiii i 27
Cuadro 7 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion de la apariencia de QPAY .......cccccceveneee. 28
Cuadro 8 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion del olor de QPAY ......cccccevvviveicieiennenn, 28
Cuadro 9 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion del sabor de QPAY .......cccccvvvevevcvennenn, 28
Cuadro 10 - Aceptabilidad de QPAY por el grupo fOCaL..........coveireiiiiriiiiirec e 29
Cuadro 11 - Numero de panelistas que calificaron cada caracteristica de QPAY .......cccocvivvvvvvnennnnns 31
Cuadro 12 — Puntaje obtenido para las diferentes caracteristicas sensoriales ...........ccocoevvvvevereneiinnnns 31
Cuadro 13 - Frecuencia de comentarios realizados por los panelistas en la prueba hedénica................ 31
Cuadro 14 - Resultados tabulados por boleta para la prueba heddnica ..........ccccoceviiiiieincicccicce, 33
Cuadro 15 - EStadiStiCa AESCIIPLIVA ........cciviiviiecieie ettt st st te e et sresbesbeena e e e neesresrens 33
Cuadro 16 - ANALISIS 08 VAITANZA ........ocuiiveiiiiiieisie ettt sttt sae st b stesee e etesee e 34
Cuadro 17 - Cometarios de prueba heddniCa 2............ccccoeiiiiiiciieicce e 34
Cuadro 18 - Diametros de halos de inhibicion a lo largo del tiempo .........cccoveiiiiiiiiiiices 35
Cuadro 19 - Recuento de bacterias productoras de &cido lactico para QPAY ......cccocvvvrviiveiieieneinnenns 36
Cuadro 20 - Resultado del analisis de composicion NULFICIONAL ............coeviiiiiiiiieneeee e 36
Cuadro 21 - Distribucion de macronutrientes en QPAY y leche entera........ccocoovveveiiiieiiiiicicicnens 36
Cuadro 22 - Costo de materia prima para QPAY NAtUral............cccooveiiieiieiieie e 37
Cuadro 23 - Costo de materia prima para QPAY salsa de Guayaba ..........cccevvevieiiiiievie v, 37
Cuadro 24 - Costo de materia prima para QPAY ajonjoli.........cccoceviiiiiiiiieeiecese e 38
Cuadro 25 - Costo de materia prima par QPAY [0r0CO........ccuiiiiiriiie it 38
Cuadro 26 - COStOS A8 PrOAUCCION .......ocveieriieeeierieiese ettt ee e e see e seestesee e re e e e e seestesresaeereeneeneenreneenes 38
Cuadro 27 - ReCeta d8 QPAY ...ttt sttt re e eae e et e e 49
Cuadro 28 - COSLO 08 QPAY ...eieeieieeie sttt e e ettt e et e e besreese e et na et e ene et e e nre e e 49
Cuadro 29 Orden de las muestras para la prueba trianguIAr.............ccocoieiiiiiiiiene e 57

viii



Cuadro 30 - DefiniCiON e 10S SISLEMAS .......viiivieiiiciee ettt et e s sabe s srb e s sab e s sbbe s saae e e 60

Cuadro 31 Resultados de las boletas en la prueba heddnica. Producto Unico. ..........ccocevvviveieieienennnns 62



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Resultados obtenidos para cada caracteristica Sensorial ............ccccveveverieiieiieiieciescseiee

Gréfico 2 - Didmetros de halos de inhibicion a lo largo del tiempo .......cccoccvevevevcic i



RESUMEN

Este trabajo de tesis es la formulacion de queso probidtico a base de yogurt para el control de bacterias
que causan diarrea. Se inici6 el trabajo de investigacion elaborando el queso, el cual se hizo de acuerdo a
féormulas predisefiadas, leche entera liquida y leche entera en polvo. Se adquirieron bacterias probioticas
las cuales sirvieron para preparar el yogurt y proveer la funcion antibacterial. El costo de QPAY fue de

Q0.88 la porcion (1 onza).

Una vez elaborado el queso se expuso a bacterias patogenas, y se demostré que QPAY (queso
probidtico a base de yogurt), tiene la capacidad para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, E
coli enteropatogena, Salmonella typhi y Shigella flexneri, presentando en Staphylococus aureus y Shigella

flexneri la mayor capacidad inhibitoria.

Para conocer el grado de aceptacién, se realizaron pruebas hedénicas, con panelistas voluntarios no
entrenados, donde QPAY fue aceptable. También se llevd a cabo un grupo focal y una prueba triangular
con un grupo de panelistas entrenados, donde se caracterizd QPAY y se formularon nuevas opciones que

son tan aceptables como el queso a base de yogurt que hay en el mercado.

Xi



I. INTRODUCCION

En este trabajo de tesis se formuld un queso probidtico a base de yogurt (QPAY) con el fin de que este
evite o controle el crecimiento de bacterias patdégenas causantes de diarrea. EI queso se prob6 con cuatro
bacterias patégenas comunes en nuestro medio: Shigella flexneri, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
E coli enteropatogeno. Se evalud por medio de la técnica de halos de inhibicion si el queso inhibe el

crecimiento de estas bacterias y que tan eficaz es en cada una de estas.

Se evalué la inocuidad del producto por medio de un recuento de coliformes y E coli. La compaosicién

nutricional de QPAY se analizé por medio de andlisis proximal.

Al comprobar la inocuidad y el funcionamiento de QPAY como inhibidor de las bacterias patdgenas
antes mencionadas, se llevd a cabo un grupo focal y pruebas hedénicas, donde se supo si habia aceptacion

por los comensales.

Tomando en cuenta que la segunda causa de muerte en Guatemala son las diarreas, QPAY podria ser
una alternativa tanto para evitar como para tratar este tipo de patologias, en nifios (desde los 7 meses),

adolescentes, adultos y ancianos.



Il. ANTECEDENTES

A. El producto: Queso probiotico a base de yogurt

1. Caracteristicas del queso. Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra
duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion entre las
proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la leche (Codex Standard 283-1978, 2008), obtenido

mediante:

Coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada, leche parcialmente
desnatada/descremada, nata (crema) de suero o leche de mantequilla/manteca, o de cualquier combinacion
de estos materiales, por accion del cuajo u otros coagulantes id6neos, y por escurrimiento parcial del suero
que se desprende como consecuencia de dicha coagulacion, respetando el principio de que la elaboracion
del queso resulta en una concentracion de proteina lactea (especialmente la porcién de caseina) y que por
consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser evidentemente mas alto que el de la mezcla de
los materiales lacteos ya mencionados con base en la cual se elaboré el queso; y/o técnicas de elaboracion
que comportan la coagulacion de la proteina de la leche y/o de productos obtenidos de la leche que dan un
producto final que posee las mismas caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales que el producto definido
en el apartado anterior. Se entiende por queso sin madurar el queso que esta listo para el consumo poco

después de su fabricacion (Idem).

El rendimiento de la leche para fabricar queso depende de la composicion y calidad de la leche, el
tratamiento a la cuajada, los equipos, el procedimiento de manufactura y la precision de los procedimientos
de medida. Entre los factores primordiales involucrados en la reduccion del rendimiento, se pueden
mencionar el contenido inferior de caseina y un pH alcalino. La incorporacion de una fuente 4cida a la
leche, puede servir como una técnica sencilla para aumentar el rendimiento manteniendo la buena calidad
del queso e incluso mejorar sus caracteristicas organolépticas. En la industria quesera, el acidificar la leche
con el uso de bacterias, aparte de ampliar su periodo de vida (til, permite transformar las sales y proteinas
de la leche en acidos y vitaminas asimilables y proporciona al producto lacteo el sabor y las cualidades

especiales que lo caracterizan (Sanchez, 1994).



2. Caracteristicas del queso probiotico a base de yogurt. EI queso a base de yogurt es un

queso no madurado, elaborado con leche de vaca y es tipico en el Medio Oriente. Tiene una
consistencia y color similar al queso crema (queso untable de consistencia espesa y color blanco), pero con

un sabor &cido debido al yogurt

a. Composicién nutricional. Se espera que el queso probiético a base de yogurt tenga la

siguiente composicion nutricional basada en la informacién nutricional de la materia prima.

Cuadro 1 - Composicion nutricional esperada del queso probiotico a base de yogurt

Composicién Porcion (2onz) 100 g
Calorias 59 kcal 98 kcal
Grasa 5.18¢ 8.69
Carbohidratos 4.249 9
Proteina 59 8.3g
Calcio 181mg 301mg
Hierro 0.39mg 0.65mg
Sodio 44mg 73mg

Fuente: Tabla de composicidn de alimentos del INCAP 2006

3. Alimentos funcionales. En los tltimos afios la nutricién ha abierto nuevos campos, como fruto

de ello se ha enfatizado el estilo de vida y la preocupacion por elevar la calidad de vida de los
individuos. La interrelacion de disciplinas como la Biologia Molecular, la Biotecnologia, la Informatica,
entre otras, con la Nutricién, permite a las industrias alimentarias el desarrollo de nuevos productos con

funciones adicionales a las del alimento original (de las Cagigas, 2002).

Del concepto de “alimento sano”, definido como aquel alimento libre de riesgo para la salud y que
conserva su capacidad nutricional, su atractivo a los sentidos, su pureza y su frescura, se pasa a otro
concepto mas actual de “alimento funcional”, descrito como aquel producto, alimento modificado o
ingrediente alimentario, que pueda proveer beneficios a la salud superiores a los ofrecidos por los alimentos
tradicionales. El efecto positivo de un alimento funcional puede ser tanto en el mantenimiento del estado de

salud como en la reduccién del riesgo de padecer una enfermedad (ldem).

La demanda internacional por consumir alimentos saludables, ha impulsado una nueva linea de
alimentos funcionales: los probidticos, productos alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco,
ayudan a mantener el estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico
adicional, terapéutico o preventivo en el huésped. El concepto de alimentos funcionales tiene su origen en

una mayor comprension de las bases moleculares de la relacion existente entre alimentacién y salud y la



posibilidad de contar con reguladores biol6gicos (donde las bacterias lacticas juegan un papel protagénico)

que disminuyan el riesgo de contraer enfermedades (Taranto, 2005).

4. Probidticos. Se define como probiético todo microorganismo vivo, cuya ingestion en cierto
nimero confiere beneficios a la salud méas alld de sus beneficios nutricionales inherentes
(Klaenhammer, 2000).

Los probidticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también conocidos
como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan para prevenir las infecciones entéricas
y gastrointestinales. Para que un microorganismo pueda realizar esta funcion de proteccion tiene que
cumplir los postulados de Huchetson: ser habitante normal del intestino, tener un tiempo corto de
reproduccion, ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser estable durante el proceso de
produccion, comercializacién y distribucion para que pueda llegar vivo al intestino. Es importante que estos
microorganismos puedan ser capaces de atravesar la barrera gastrica para poder multiplicarse y colonizar el

intestino (las Cagigas, 2002).

De manera general, los probioticos protegen la salud de una manera natural, alterando el balance
ecolégico mediante la exclusion competitiva de bacterias patdgenas. Estudios in vivo e in vitro, utilizando
diferentes cepas de Lactobacillus, han demostrado dicha competencia, mecanismo conocido como
"inhibicién competitiva". Los probidticos ejercen su accién a través de multiples mecanismos, entre los
cuales se destacan: a) promocién de la fagocitosis; b) inhibicién del crecimiento bacteriano; ¢) modulacién

local de la respuesta inmune; e d) inhibicion competitiva (Manzanares, 2006).

Los microorganismos probidticos que se utilizan comlnmente para la elaboracion de productos lacteos
son los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, siendo utilizados fundamentalmente en la elaboracién de
leches fermentadas. Estos productos se consumen normalmente en un plazo breve de tiempo tras su
elaboracion (Idem). Una alternativa para mantener la viabilidad de las bifidobacterias seria su
incorporacion en productos como los quesos donde el pH, el contenido de grasa, el nivel de oxigeno y las
condiciones de almacenamiento son méas adecuadas para la supervivencia de este tipo de microorganismos

durante el procesamiento y la digestion (Boylston, 2004).

En lo que respecta a productos, el queso ofrece una serie de ventajas con respecto a las leches
fermentadas como vehiculo de microorganismos probidticos: el pH mas elevado, la mayor consistencia, el
mayor contenido en grasa y la mayor capacidad tamponante son factores que contribuyen a la proteccion de
los microorganismos probioticos durante el transito gastrointestinal, facilitando, la Ilegada al intestino de un
mayor nimero de células viables. Préacticamente todos los trabajos de desarrollo de quesos funcionales

probidticos se han hecho en variedades de queso de produccidn industrial (Cheddar, Cottage, Gouda). En la



elaboracion de dichos quesos se han utilizado distintas cepas probidticas, que pertenecen a las especies
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus,

Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. longum y B. lactis.(Fernandez, 2004).

Debido a que estos productos se estan incorporando rapidamente al mercado, es importante establecer
criterios de seleccion y controles de calidad para productos probiéticos (Sanz, 2003). En concreto, la
FAO/WHO, en mayo de 2002, hizo publica una guia para la evaluacidn sistematica de probidticos en

alimentos; dicha guia incluye los siguientes aspectos:

e Pruebas «in vitro» para la evaluacion de probidticos de uso en humanos

Estas incluyen: a) resistencia a la acidez géstrica y a las sales biliares, ya que son condiciones de estrés
que constituyen una barrera limitante para su supervivencia en este ecosistema; b) adherencia al mucus y
las células epiteliales, ya que se consideran propiedades que los probidticos deben poseer para ejercer
efectos inmunomoduladores y excluir la adhesion de patégenos; ¢) habilidad para reducir la adhesién de la
flora competitiva y actividad antimicrobiana que favorezca el desplazamiento de patégenos, y d) capacidad

para hidrolizar las sales biliares (Idem).

e Seguridad de los probio6ticos

Las cepas utilizadas pertenecen, en su mayoria, a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, que son
comensales humanos que han sido aplicados histéricamente de forma segura en la fermentacion de
alimentos. Estos son aspectos que garantizan a priori su inocuidad, aunque tedricamente su uso en
alimentacion podria tener efectos colaterales, como implicacién en infecciones sistémicas, actividades
metabdlicas nocivas, estimulacion excesiva del sistema inmune y transferencia de genes. No obstante, los
casos de asociacion entre infecciones sistémicas y el consumo de probiéticos son muy raros, y todos se han
producido en pacientes inmunodeprimidos que estaban sometidos a tratamiento médico. En ninguln caso, se
han asociado a bifidobacterias. Por el contrario, algunas cepas del género Enterococcus podrian constituir
un mayor riesgo, ya que son causa de infecciones nosocomiales y poseen alta resistencia a vancomicina
(Idem).

a. ldentificacion del género, la especie y la cepa probidtica. Los Lactobacillus y las
Bifidobacterias, suelen ser incorporados a estos productos y se consideran seguros segun su
clasificacion taxondmica. Por ello, es esencial que éstos sean correctamente identificados a nivel de género
y especie, para garantizar que se trata de microorganismos presumiblemente inocuos y de grado
alimentario. Por otro lado, los efectos beneficiosos no se pueden atribuir de forma generalizada a un género
0 especie, sino que dependen de la cepa. Por eso, es necesario profundizar en su identificacion a nivel

intraespecifico, mediante métodos de caracterizacion fenotipica y genotipica, a fin de asociar un



determinado efecto con una cepa concreta, y poder realizar su seguimiento en estudios tecnoldgicos,
clinicos y epidemiol6gicos. La nomenclatura aplicada debe regirse por criterios establecidos
cientificamente, y se recomienda depositar las cepas en una coleccion de cultivos reconocida

internacionalmente (idem).

1) Lactobacilus Casei. El grupo de Lactobacillus lo constituyen tres grupos: L. casei (L.

casei, L . paracasei, L. rhamnosus y L. zeae), L. acidophilus (L. acidophilus, L. crispatus, L.

johnsonii, y L. gasseri) y L. fermentum (L. fermentum y L. reuteri). Se ha fundamentado y admitido el uso

de los probidticos para aliviar algunas de la enfermedades intestinales. En especial L. gasseri y L. casei

poseen cierta capacidad inmunorreguladora, por su accion sobre los linfocitos B y los macrdfagos
(Barrenetxe, 2006).

En concreto, las bacterias del género Lactobacillus se distinguen por su capacidad de atravesar en gran
namero la barrera gastrica y sobrevivir durante el transito intestinal, lo que permite desarrollar sus efectos
beneficiosos en el intestino. Entre dichos efectos beneficiosos de los Lactobacillus destaca el
mantenimiento de la flora intestinal, la modulacién de la renovacion celular a nivel del epitelio intestinal, la
contribucion a la conservacion del equilibrio del sistema inmunoldgico, y la mejoria de la diarrea infanti
(Cobo, 2006).

Asi mismo, la cepa CRL-431 de Lactobacillus casei ha mostrado su capacidad para eliminar
microorganismos patégenos del intestino, como cepas enterotoxigénicas de E. coli, Lysteria
monocitogenes, Shigella sunnei y Salmonella typhimurium, tanto en estudios in vitro como con animales de

experimentacion (Perdigon, 1990).

La produccion de sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas por parte de los probidticos ha
mostrado también tener un efecto positivo frente a las gastroenteritis producidas por cepas de E. coli y

Campylobacter reduciendo las mismas considerablemente (Jakobsen, 1999).

El yakult es un producto lactico japonés que se estima se consume de forma diaria por un 10% de la
poblacion de este pais. Este producto contiene cepas de Lactobacillus casei que han mostrado su eficacia
frente a infecciones intestinales en nifios producidas por rotavirus, y tienen efectos antitumorales en ratén.

Estos efectos pueden ser debidos a las glicoproteinas secretadas por las propias bacterias (Matsuzaki, 1998)

Se sabe poco del efecto de los probidticos sobre el sistema inmune. Las primeras experiencias indican
que en nifios tratados con L. casei la cantidad de Ig A circulante es méas elevada que en los no tratados y
que su respuesta ante infecciones del tracto digestivo es mucho mejor. De igual forma, la ingestion de

alimentos enriquecidos con L. casei y Bifidobacterium bifidum aumenta la actividad de los granulocitos



circulantes, asi como la estimulacidn en la produccion de citoquinas por parte de los monocitos, interferén-
g, IL-1b, y TNF-a (Hoerr, 2000).

2) Lactobacillus acidophilus. El Lactobacillus acidophilus es uno de los probidticos mas

populares, entre sus beneficios al tracto intestinal, se encuentra la sintesis de vitaminas del

complejo B (B6, B12), acido folico, riboflavina, niacina, biotina y acido pantoténico, mejora la absorcién
del calcio, produce enzimas como la lactasa, que ayuda a la digestion de la proteina de la leche (lactosa) y a
mejorar los sintomas del Sindrome de intestino irritable, produce antibidticos naturales que ayudan en el
control de bacterias patdgenas intestinales, ayuda en la digestion de los alimentos y al control de la

candidiasis intestinal (Gémez, 2004).

Muchas personas toman Lactobacillus acidophilus cuando viajan a otros paises, como prevencion para
las infecciones intestinales y como ayuda para la recuperacion del tracto digestivo, después de un
tratamiento con antibioticos, especialmente antibidticos de amplio espectro. Es también recomendado a

mujeres con infecciones vaginales (Idem).

3) Bifidus Longum. Al género Bifidobacterium se le atribuye una importante funcién en

el mantenimiento del equilibrio del ecosistema intestinal y el desplazamiento de

microrganismos patdgenos. Las cepas de este género constituyen el grupo predominante de la microbiota

fecal de nifios alimentados con leche materna y unos de los probidticos mas importantes. Los mecanismos

de accién de Bifidobacterium frente a los patégenos gastrointestinales mejor caracterizados incluyen la

competicion por los sitios de adhesion, la inmunomodulacion y la sintesis de compuestos antimicrobianos
(Sanz, 2006).

b. Mecanismos de accion de probi6ticos frente a patdgenos gastrointestinales

1) Adhesion. Las bacterias patdgenas buscan adherirse a los sitios de adhesion de la pared

intestinal para colonizar y causar disturbios importantes dentro del intestino como diarrea y

vémitos. Por esa razon, una funcion importante de las bacterias probioticas es prevenir o limitar el

crecimiento y la colonizaciéon en el intestino de bacterias potencialmente patdégenas como E. coli,

Salmonella, Listeria, Campylobacter y Clostridium y ayudar a reducir el riesgo del desafio patdgeno
(Cerela, 2008).

La capacidad de adhesion de las bacterias probidticas esta relacionada con su potencial para desplazar
o inhibir patdgenos mediante competicion por los sitios de adhesion. Ademas, esta propiedad se relaciona
con la capacidad para colonizar, al menos transitoriamente, el tracto intestinal e interaccionar con el sistema

inmune del huésped. Por ello, constituye uno de los criterios de seleccion de bacterias probiéticas. En



general, las Bifidobacterias parecen presentar menor capacidad de adhesion al moco de personas de edad
avanzada que al de los nifios, lo que podria explicar su menor grado de colonizacion en el primer grupo de
poblacion. Estos modelos se han utilizado también para demostrar la capacidad de diversas Bifidobacterias
para inhibir la adhesion y desplazar patdgenos previamente adheridos, como Salmonella enterica serovar
typhimurium, Salmonella arizonae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazakii,
Clostridium difficile y C. perfringens. Estudios similares han permitido demostrar la capacidad de algunas
bifidobacterias para inhibir también la invasion de enterocitos por patdgenos como E. coli O157:H7 y S.
entérica serovar typhimurium. La capacidad de adhesién varia entre especies y entre cepas de la misma

especie (Sanz, 2006).

2) Inmunomodulacion. El sistema inmunitario intestinal constituye la parte mas extensa y
compleja del sistema inmunitario, ya que al estar en contacto con el exterior, recibe
diariamente una enorme carga antigénica, debiendo distinguir entre potenciales patégenos y antigenos

inocuos como son las proteinas de la dieta y las bacterias comensales (Arribas, 2008).

El principal componente del sistema inmunitario intestinal esta constituido por el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT, Gut-Associated Lymphoid Tissue), en el que se puede distinguir dos

compartimentos (Mowat, 2003):

e GALT organizado, constituido por foliculos linfoides aislados, foliculos linfoides asociados o
placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos.

e GALT difuso, integrado por poblaciones de linfocitos dispersos a lo largo del epitelio y de la
lamina propia del intestino.

Dada su localizacion intestinal y la posibilidad de interaccionar con el epitelio de la mucosa, es
evidente que los probidticos actdan sobre la inmunidad intestinal tanto especifica como inespecifica, y que
este hecho esta intimamente relacionado con sus efectos beneficiosos sobre el hospedador. Diversos
estudios han puesto de manifiesto que numerosos lactobacilos pueden alertar al sistema inmune intestinal, y
secundariamente favorecer el rechazo de microorganismos infecciosos potencialmente lesivos, esto lo
pueden realizar mediante la produccion de inmunoglobulinas especificas de tipo A (Ogawa, 2006), o la
activacion de células NK (Rinne, 2005). Otros efectos inmunomoduladores de estos probidticos se derivan
de su capacidad para incrementar la actividad fagocitica de leucocitos intestinales, promover una mayor
proliferacion de células B junto con aumento en la secrecion de inmunoglobulinas (A y G), y estimular la

produccion de citocinas como IL-2, IL-6 0 TNF-a (Arribas, 2008).

No se conoce con exactitud como se lleva a cabo la interaccion de los probidticos con las células

linfoides del intestino para conseguir la activacion del sistema inmunitario intestinal. En este sentido, se ha



propuesto que los lactobacilos pueden modificar la produccién de citocinas mediante la participacion de

algin componente de su pared celular que no ha sido totalmente caracterizado (Solis, 1997).

La mezcla de bacterias utilizadas para la elaboracion Queso Fresco Probidtico son capaces de
interactuar con los sitios de induccién mas importantes del intestino delgado (placas de Peyer) e intestino
grueso (nddulos linfoides mesentéricos) y mantener la relacién de Linfocitos T CD4+/CD8+, sin producir
efectos secundarios o colaterales tales como el incremento de la respuesta inflamatoria mediada por la
actividad citotéxica de LT CD8+. De esta manera se logra aumentar la resistencia inespecifica del huésped

y facilitar la exclusion de patdgenos del intestino (Taranto, 2005).

3) Produccion de compuestos antimicrobianos. Los metabolitos antimicrobianos
producidos por bacterias lacticas se pueden dividir en dos grandes grupos: 1. Compuestos

de baja masa molecular (<1.000 Da), entre los que se incluyen los acidos organicos que poseen amplio
espectro de accion, y 2. Las proteinas antimicrobianas, llamadas bacteriocinas (>1.000 Da), con espectro de

accion restringido a bacterias grampositivas (Idem).

Los &cidos orgénicos mayoritarios generados como consecuencia del metabolismo fermentativo de
las hexosas (lactico y acético) se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de cepas
del género Bifidobacterium frente a patdgenos gastrointestinales, como Helicobacter pylori. Los acidos
grasos de cadena corta (acético, propiénico y butirico) generados a partir del metabolismo de polisacaridos
no digeribles en la parte alta del tracto gastrointestinal (prebidticos) por este grupo bacteriano también
contribuyen a la reduccion del pH en el colon, inhibiendo asi su colonizacion por bacterias patdgenas
(1dem).

Ademas, el acido butirico contribuye al efecto barrera, ya que supone un importante aporte de energia
para los enterocitos (60-70%), estimula el flujo sanguineo y modula la proliferacion y diferenciacion

celular (Idem).

c. Evidencias clinicas de la efectividad de probidticos en infecciones gastrointestinales.

Los ultimos estudios de Collado y cols, indican, que ciertas cepas aisladas de heces de adultos y

nifios son capaces de sintetizar proteinas antimicrobianas de amplio espectro activas frente a bacterias
grampositivas, gramnegativas y levaduras. Entre éstas se incluyen importantes patégenos gastrointestinales,
como C. difficile, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, S. entérica serovar typhimurium, H.

pylori, Campylobacter coli y Arcobacter butzleri (Collado, 2005).

Existen varios probidticos con eficacia demostrada en procesos diarreicos, entre estos se incluyen

Lactobacillus rhamnosus GG, donde su consumo, disminuyo el tiempo de diarrea por rotavirus en nifios



10

(Marteau, 2001), Lactobacillus reuteri, disminuyd el curso de la diarrea aguda causada por Clostridium
difficile (Saavedra, 2000), Saccharomyces boulardii donde se evidencié que es Util para la prevencion y
tratamiento de diarrea nosocomial (Guandalini, 2006) y Bifidobacterium spp, donde al suplementarlo en

alimento de infantes se puede producir un efecto profilactico (Saavedra, 2000).

Un caso especial de diarrea aguda es la denominada como “diarrea del viajero”, que afecta
principalmente a los viajeros procedentes de paises desarrollados que visitan lugares con una deficiente
higiene. En esta situacion los probiéticos también han demostrado un efecto beneficioso (Hilton, 1977),
incluyendo cepas de L. acidophilus (Floch, 2001) o con leche fermentada con L. casei se ha descrito que

son capaces de reducir a la mitad la incidencia de este tipo de diarrea (Arribas, 2008).

Se ha comprobado que algunos probidticos mejoran los sintomas de intolerancia a la lactosa. En un
estudio en nifios suplementados con Lactobacillus casei se observé un aumento de la IgA con una menor
duracidn de la diarrea inducida por rotavirus (Kaila, 1992). Con el consumo de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium bifidum se obtiene un aumento de la actividad fagocitica de los granulocitos circulantes,
por su parte la ingesta de yogur incrementa la produccion de citoquinas. Otra funcion de los probidticos es
la de disminuir la produccién de enzimas como la b-glucu-ronidasa, la b-glucosidasa, la nitroreductasa y la
ureasa (las Cagigas, 2002). Estas enzimas participan en la activacion metabélica de los mutagenos y

carcindgenos (Torres, 1999).

d. Riesgos de los probidticos en la préctica clinica. Dado el rapido incremento en el empleo de
probidticos con fines especificos y en circunstancias clinicas muy diversas es interesante
preguntarse acerca de su seguridad, especialmente si se emplean en situaciones en las que su eficacia no ha

sido demostrada por la evidencia cientifica (Olveira, 2007).

Las infecciones por estos microorganismos podrian ocurrir de forma natural incluso sin estar
relacionadas con la ingesta de estos microorganismos. Aungue son pocos, la mayoria de los casos clinicos
publicados de bacteriemia, sepsis 0 endocarditis por Lactobacillus han sido producidos por L. rhamnosus
GG o por L. Casei (Idem).

Las infecciones por bifidobacterias son excepcionales en la literatura aunque se han descrito
bacteriemias, sepsis y colangitis por Bacillus subtilis. También se han publicado sepsis flngicas producidas
por Saccharomyces boulardii. Todos los casos de infecciones sistémicas por probioticos se han producido
en pacientes con enfermedades graves de base (Diabetes mellitus, valvulopatias, prematuros, problemas
hematoldgicos, SIDA, pacientes de cuidados intensivos, con nutricion parenteral, con yeyunostomias,
sindrome de intestino corto, trasplantados, pacientes con cancer, etc.). La mayoria de estos casos se

resolvieron con tratamiento antibiético pero, en algunos derivaron a shock séptico e incluso provocaron la
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muerte. Es posible que diferentes cepas de probidticos tengan diferentes perfiles de seguridad. No obstante,
en estudios prospectivos y randomizados realizados en adultos inmunodeprimidos y nifios infectados por
VIH y en neonatos pretérmino no se ha comunicado ningln caso de sepsis por Lactobacillus. A nivel
general la balanza de beneficios frente a los riesgos esta claramente inclinada hacia los primeros ya que el
riesgo de infeccidn por el consumo de probioticos seria similar al de la infeccion por cepas comensales vy,

en general, muy bajo, incluso en pacientes inmunodeprimidos (Idem).

No obstante, existen grupos seleccionados de pacientes en los cuales todavia se recomienda emplear
con precaucion, en especial en prematuros y en determinados pacientes inmunodeprimidos. Boyle y cols,

proponen una serie de factores predisponentes a la sepsis por probiéticos (Idem).

El riesgo de sepsis por estas bacterias deberia balancearse con el riesgo de sepsis por otras especies
patogenas de bacterias y con el riesgo de sufrir la enfermedad que se pretende prevenir (por ejemplo, la

enterocolitis necrotizante en neonatos) (Idem).

Los criterios que se deben tomar en cuenta para evaluar el riesgo de sepsis por probidticos en la

préctica clinica son los siguientes:
Criterios mayores

¢ Inmunodeficiencia severa incluyendo estados de desnutricién grave o cancer
¢ Neonatos prematuros (Olveira, 2007; Boyle, 2006)

Criterios menores

Catéteres venosos centrales

Barrera epitelial intestinal incompetente (procesos diarreicos severos, inflamacién intestinal)
Administracién de probioticos por yeyunostomia

Administracién concomitante de antibiéticos de amplio espectro a los cuales los probidticos
son resistentes (por ejemplo muchos Lactobacillus son naturalmente resistentes a la
vancomicina)

e Probi6ticos con capacidad de alta adhesion a la mucosa intestinal o patogenicidad conocida

e Enfermedad valvular (Unicamente para lactobacillus) (Idem)

5. Ecologia intestinal. La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema integrado por
mas de 400 especies bacterianas. El tracto gastrointestinal constituye una de las principales zonas de
contacto con agentes ambientales potencialmente nocivos (bacterias, virus, toxinas y alérgenos) y
desempefia una funcién primordial en la defensa del organismo frente a éstos. Su funcién protectora
depende de los componentes estructurales y funcionales de la mucosa intestinal, del sistema inmune

asociado y de sus interacciones con la microbiota intestinal residente y en transito (Sanz, 2006).
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Se considera que es a la edad de dos afios cuando la composicién y el metabolismo de la microflora
intestinal de un nifio se asemejan a la de un adulto. Es interesante resaltar que si bien hay modificaciones
transitorias derivadas del uso de antibidticos o de tipo dietético, éstas suelen ser reversibles, de modo que
cada individuo mantiene una flora predominante estable durante toda su vida. Inicialmente, diversos
géneros de bacterias aerobias colonizan el tubo digestivo, sobre todo Enterobacterias como Escherichia coli
junto con diversas especies del género Lactobacillus. Estas consumen el oxigeno del ambiente y
progresivamente se establece un microsistema en el que hay un mayor predominio de especies anaerobias

obligadas, como Bacteroides, Clostridia, Eubacterias y Bifidobacterium (Arribas, 2008).

Las células del epitelio intestinal, el moco que cubre la mucosa, el flujo sanguineo que la irriga y las
secreciones (fosfolipidos, bilis, péptidos antimicrobianos, etc.) constituyen de forma conjunta una barrera
fisica y quimica que contribuye a la defensa del huésped (Bourlioux, 2003). EI moco esta integrado por
mucinas (glucoproteinas), que son potenciales sitios de adhesién para las bacterias. La sintesis y la
composicién de las mucinas estan reguladas genéticamente en cada individuo; ademas, las bacterias
intestinales pueden contribuir a la regulacion del repertorio de mucinas mediante la modificacion de la
expresion génica de glucosiltransferasas del huésped y por accién de sus propias enzimas glucolitica
(Hooper, 2001). Los patdégenos normalmente alteran la permeabilidad intestinal, mientras que las bacterias
comensales beneficiosas y los probidticos pueden contribuir al restablecimiento de ésta y de las uniones
intercelulares, y favorecer la proliferacion celular (Hooper 2001). La sintesis de péptidos antimicrobianos
(defensinas) y proteasas implicadas en su activacion en las células Paneth constituye un mecanismo
adicional de defensa del huésped frente a agentes patdgenos. Tanto la produccion de las defensinas como
de las enzimas que las activan puede ser modulada por la microbiota comensal y por bacterias probi6ticas
(Salzman 2003).

Es importante el hecho que la diversa microflora intestinal establece una relacion simbidtica con el
individuo. Asi, en el lumen intestinal, las bacterias se benefician de un constante flujo de nutrientes, de una
temperatura estable y de un buen nicho donde desarrollarse. De igual manera, el hospedador se beneficia de
las bacterias por su capacidad de sintetizar vitamina K, obtener energia de los nutrientes no absorbidos en
forma de acidos grasos de cadena corta, inhibir el crecimiento de microorganismos potencialmente

patdgenos y mantener la integridad y funcionalidad de la mucosa (Arribas 2008).
6. Bacterias patdgenas de estudio causantes de diarrea aguda

a. Salmonella typhi. Bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, con flagelos, producen

sulfuro de hidrégeno (H,S), fermentan glucosa y son mdviles (Pommerville, 2004).
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La fiebre tifoidea es causada por un germen gramnegativo productor de una respuesta inflamatoria en
el tracto intestinal. La infeccién se transmite de forma indirecta al consumir agua, alimentos contaminados
(Morona, 1994). El periodo de incubacion es por lo general es de 12 a 36 horas, a veces hasta 6 y 48 horas.
El Unico reservorio de la Salmonella typhi es el hombre, de modo que se transmite de una persona a otra
(Pérez, 2002).

De acuerdo a los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), la
salmonellosis causa un estimado de 1.4 millones de casos de intoxicaciones alimentarais y mas de 500
muertes anualmente en los Estados Unidos. El reporte de investigacion del Programa Activo de
Investigacion de Enfermedades Transmitidas a Través de los Alimentos (FoodNet, por sus siglas en inglés)
del 2004, identifica Salmonella como la infeccion bacteriana mé&s comunmente reportada. (42 %
Salmonella, 37 % Campylobacter, 15 % Shigella, 2.6 % E. coli O157:H7 y 3.4 % otros como Yersinia,
Listeria y Vibrio) (USDA, 2009).

La mayoria de las personas experimentan diarrea, dolor abdominal y fiebre entre 8 a 72 horas después
de comer el alimento contaminado. Sintomas adicionales pueden incluir escalofrios, dolor de cabeza,
nausea y vomito. Los sintomas usualmente desaparecen dentro de un plazo de 4 a 7 dias. Muchas personas
con salmonelosis se recuperan sin tratamiento y quizas nunca visitaron al doctor. Sin embargo, las
infecciones con Salmonella pueden ser riesgosas para la vida, especialmente para infantes y nifios
pequefios, mujeres embarazadas y sus bebés por nacer y las personas de edad avanzada estan a mayor
riesgo de intoxicaciones alimentarias, asi como la gente con el sistema inmunolégico débil (como aquellos

que sufren de HIV/SIDA, céncer, diabetes, enfermedades de los rifiones o pacientes de transplantes) (idem).

Usualmente, las personas con diarrea se recuperan completamente, aunque puede tomar varios meses
antes de que la rutina de los intestinos vuelva enteramente a la normalidad. Una pequefia cantidad de las
personas infectadas con Salmonella podrian desarrollar dolor en las coyunturas, irritacion en los 0jos y
dolor al orinar. Esto se llama el Sindrome de Reiter. Puede tardar meses o afios y puede causar artritis

cronica, que es dificil de tratar (Idem).

b. Shigella flexneri. La Shigella flexneri es uno de los agentes etioldgicos mas importantes de la

diarrea aguda. Su presentacion es méas frecuente en los paises en desarrollo. El género Shigella

sp. forma parte de la familia Enterobacteriaceae y estd fuertemente emparentado con el género
Escherichia. Es un bacilo Gram negativo fermentador aerébico, lactosa negativo, no motil y su TSI es K/A
sin produccion de gas o H,S. Es una de las bacterias mas importantes en la patogenia de la disenteria

bacilar. EI género Shigella esta compuesto por 4 especies: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella
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boydii y Shigella sonnei. De todas estas especies, flexneri y sonnei son las mas aisladas y las que mayores

problemas producen (Ayala, 2006).

Estas especies se caracterizan por producir tres diferentes exotoxinas, una citotoxina, una neurotoxina
y una enterotoxina. La produccion de estas tres exotoxinas explica el cuadro clinico tipico de disenteria
bacilar. Las deposiciones son mucosas, escasas, con leucocitos, eritrocitos y un fuerte dolor abdominal tipo

calambre. Ademas, hay fiebre alta y pueden presentarse convulsiones. (Ayala, 2006).

Shigella spp. invade el epitelio col6nico con destruccion de la superficie de la mucosa y pueden
producirse Ulceras en esa mucosa. Rara vez invaden la mucosa y su recuperacion de sangre es poco
frecuente. Es una de las bacterias mas importantes en la patogenia de la disenteria bacilar y en Centro

América sigue siendo una de las mas aisladas en esta patologia (Herrera 1996).

c. Staphylococcus aureus. Son cocos gram positivos. Son inméviles, facultativamente

anaerobios, no formadores de esporas, generalmente no capsulados o con limitada formacion de

capsula. Es capaz de fermentar glucosa con produccion de &cido, y tolera condiciones ambientales muy

variables. Asi, puede crecer a cualquier temperatura entre 6 y 46°C, con el 6ptimo en 30-37°C (Fueyo
2005).

S. aureus, tiene una amplia gama de determinantes de virulencia, que abarca componentes de pared
celular y una gran variedad de exoproteinas que contribuyen en su habilidad para colonizar y causar

enfermedad.

Staphylococcus aureus, esta reconocido como uno de los patégenos humanos mas importantes,
responsable de gran nimero de infecciones, y es una de las bacterias mas frecuente en las Unidades de
Cuidados Intensivos, responsable entre otras sepsis de la neumonia asociada a la Ventilacion Mecanica
(VM) y las bacteriemias; es importante sospecharlo fundamentalmente después de una epidemia de gripe,
en pacientes con desordenes neuroquirdrgicos, pacientes sometidos a un proceder invasivo 0 en casos con
largo tiempo de VM. Son indispensables las medidas para su prevencion en el medio hospitalario, desde un
adecuado lavado de las manos hasta la profilaxis quirtrgica necesaria en cada situacion. El aumento
progresivo de las resistencias por este germen, especialmente de la meticilin-resistencia, constituye un
problema sanitario de primer orden en el mundo actual y aunque siguen siendo los glucopéptidos los
antibidticos de referencia frente a estos patdgenos, los cambios descritos en los patrones de sensibilidad han
obligado a la blisqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de las infecciones causadas por este

microorganismo (Hernandez, 2005).
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Los individuos proclives a las infecciones estafilococicas son los recién nacidos, las mujeres en
periodo de lactancia, las personas con enfermedades crénicas (especialmente afecciones pulmonares,
diabetes y cancer), las que presentan afecciones cutaneas e incisiones quirrgicas y aquellas cuyos sistemas
inmunologicos estan inhibidos por el uso de corticosteroides, radioterapia, farmacos inmunodepresores o
medicaciones anticancerosas. S aureus es un importante patdgeno tanto nosocomial como comunitario,
siendo capaz de infectar distintos tejidos y érganos, causando patologias que a veces son extremadamente
graves y en algunos de los cuadros clinicos pueden estar implicados un amplio espectro de factores de

virulencia (Fueyo, 2005).
Los sintomas de una infeccion mas seria causada por estafilococos pueden abarcar:

Dolor toracico

Escalofrio

Fatiga

Fiebre

Sensacion general de indisposicion (malestar)
Dolor de cabeza

Dolores musculares

Erupcion cutanea

Dificultad para respirar

Diarrea

d. E coli enteropatdgena. Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es una de las principales

causas de diarrea en nifios menores de dos afios en paises en vias de desarrollo. La principal
caracteristica histopatoldgica de la infeccion es una lesion que induce la EPEC en el intestino conocida
como la lesion A/E (adherencia y eliminacion). Las bacterias se adhieren a los enterocitos y permiten la
acumulacién de la actina del citoesqueleto en la region apical de la célula, hasta causar la eliminacién de las
microvellosidades intestinales. A pesar de que se conoce de modo detallado el proceso de formacion de los
pedestales de actina, ain no se ha esclarecido el mecanismo global de la diarrea que induce EPEC. La
diarrea se ha vinculado con: a) la destruccion de las microvellosidades del enterocito, b) la salida masiva de

iones hacia la luz intestinal y c) la secrecion de alguna enterotoxina (Vidal, 2007).

Una de las principales caracteristicas de la infeccion es la diarrea de tipo acuoso, que puede ocurrir en
diversos grados de intensidad. Ademas, es comln que los nifios infectados presenten vomito y fiebre. El
periodo de incubacién varia de 3 a 24 horas después de que el individuo ingiere en condiciones
experimentales un inéculo grande de bacterias (10° a 10'° UFC); se cree que el indculo que infecta de
manera natural a los nifios es mucho menor. Una vez que la bacteria alcanza la mucosa intestinal, comienza
a desencadenarse un mecanismo de patogenicidad complejo, que tiene como resultado la produccién de

diarrea. Los nifios menores de dos afios son la poblacion infantil con mayor susceptibilidad a la infeccién, y
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de ellos, la mayor prevalencia se ha observado en lactantes hasta de seis meses. De manera alarmante, las
cifras de letalidad en paises subdesarrollados son elevadas (20 a 50%), lo que convierte a la infeccion por

EPEC en una anomalia clinica de inmediata respuesta (Idem).

En el Cuadro 2 se compara la patogenia y sintomas que se pueden presentar ante la infeccion de las
bacterias patégenas a utilizar en el estudio (Salmonella tiphy, Shigella flexneri, S aureus, E-coli

enteropatdgena).

Cuadro 2- Patogenia y sintomas clinicos que producen las bacterias patogenas a utilizar en el estudio

capsula ni esporas fermentan glucosa, pero
no lactosa no producen ureasa 1.

Bacterias Patogenia Sintomas

patdgenas

Salmonella Bacteria gramnegativa anaerdbica, con Diarrea, dolor abdominal fiebre,
tiphy flagelos peritricos que no desarrollan escalofrios dolor de cabeza, nauseas y

vomitos y sindrome de Reier 2.

Shigella flexneri

Infeccién causada por bacilo
gramnegativo fermentador aerobico,
lactosa negativo, no movil, produce

exotoxinas, citotoxinas neurotoxinas y
endotoxinas 3.

Diarrea mucosa y fuerte dolor
abdominal tipo calambre, fiebre alta,
invade el epitelio y produce ulceras
en la mucosa intestinal 3.

lesion que induce la EPEC en el intestino
conocida como la lesion A/E (adherencia y
eliminacion) 5.

La diarrea se ha vinculado con: a) la
destruccion de las microvellosidades del
enterocito, b) la salida masiva de iones
hacia la luz intestinal y c) la secrecion de
alguna enterotoxina 5.

S. aureus Infeccion causada por cocos Producen dolor torécico, fiebre,
grampositivos, formadores de esporas, no escalofrios, fatiga, dolor de cabeza,
capsulados o con limitada formacién de erupcién cutanea, dificultad para
capsula, y exoproteinas que colonizan 'y respirar, diarrea, dolores musculares
causan la enfermedad 4. es capaz de infectar distintos tejidos y
organos causando patologias que a
veces son extremadamente graves 4.
E-coli La principal caracteristica Diarrea de tipo acuoso, que
. histopatolégica de la infeccidn es una puede ocurrir en diversos grados de
enteropatogena

intensidad. Ademas, es comun que
los nifios infectados presenten vomito
y fiebre 5.

Fuente: 1. Pommerville, 2004; 2. USDA, 2009; 3. Ayala, 2006; 4. Fueyo, 2005; 5. Vidal, 2007.
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7. Epidemiologia de diarreas en Guatemala. Los registros epidemiol6gicos del Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala (MSPAS) se limitan principalmente a la incidencia

de las diarreas sin detallar el agente etiolégico ni el alimento implicado en la transmisién de la enfermedad.
Las diarreas son el segundo problema en importancia como causa de muerte entre lactantes y nifios,
después de la neumonia. Igualmente estd en la segunda posicion entre las enfermedades infecciosas,
después de las infecciones respiratorias agudas. Varios estudios hechos en la poblacion han identificado los
agentes relacionados con los brotes de diarrea. La mayoria de los estudios han enfocado el problema de la

contaminacioén del agua (Kooper, et al ,2009).

La distribucién de los casos de diarrea se asocia con factores econémicos y sociales asi como con el
saneamiento ambiental, intimamente relacionados con la pobreza, el analfabetismo y la desnutricion
cronica. La presencia de una poblacion emigrante significativa, como el caso de las personas que utilizan a
Guatemala como lugar de paso hacia México o los Estados Unidos de América contribuye a acentuar la

demanda sobre servicios publicos precarios (Idem).

La clasificacion de los datos epidemioldgicos relacionados con las ETA (Enfermedades Transmitidas
por Alimentos) siguen los codigos CIE X. En el Cuadro 4 se resumen los datos epidemiol6gicos del
MSPAS para los afios 2004 a 2006 relacionados con las enfermedades transmitidas por los alimentos. Se

puede apreciar el papel predominante que tienen las diarreas, sin sefialar el agente (Idem).

Segun el Cuadro 4 se aprecia que predominan las enfermedades del Codigo A 09.X Diarreas, sin
especificar agente causal. Esto es seguido por A 06.9 Amebiasis no especificada y en tercer lugar A 08.4
Infeccidn intestinal viral, sin otra especificacion. Lamentablemente, estos datos reflejan la préactica comdn
de basar la diagnosis en el cuadro clinico sin confirmacién por exdmenes de laboratorio. Es de notar que
existen laboratorios publicos y privados capaces de realizar dichos exdmenes; sin embargo son de dificil
acceso al estar concentrados en la ciudad de Guatemala y los enfermos se encuentran en su mayoria en el

interior de la republica. A ello se suman factores econémicos y desconocimiento (Idem).

Cuadro 3 - Resumen de los datos de notificacion obligatoria de ETA para diarreas.

Afio Casos

2004 1,784,980
2005 1,778,050
2006 1,333,700
2007 1,155,590
2008 1,250,510
2009 1,768,120

Fuente: Sistema de Informacidon del Ministerio de Salud Pudblica y Asistencia Social de Guatemala
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Codigos CIE X Diagnéstico 2004 2005 2006 2007 Total
A 00.0 Célera confirmadao 1] 1] o o 1}
ADD.B Muertes por cdlera 2 1] o o L]
ADD9 Cdlera sospechosos 102 14 12 HND
Totales A 00 Cdolera 104 14 12 0 i
A 05.0 Intoxicacion alimentaria estafllocacica 42 27 103 T2 244
AD51 Botullsmo 1 (1] 2 o e
A D52 Intoxicacion alimentaria (Clostrigium 1 2 o o £
perfringans)
ADS3 Intoxicacldn allmentarla (Wbrio a 1 o o 1
parahaamolyticus)
A D54 Intoxicacion alimentaria (Bacilus cereus) 2 2 3 8 16
AD58 Otras Intoxicaclones alimentarias debidas a 131 220 252 464 1 067
bacterias especificadas
A D59 Intoxicacion alimentarla bacteriana sin a07 1079 537 1} 2222
especificar bacteria
Totales A 05 Intoxicaciones alimentarias bacterlanas TB4 1332 Ba97 544 3 557
AD60 Disenteria ameblana 8 608 10 837 10 545 6511 36 501
A D61 Amelblasis Intestinal crénica 431 1042 663 424 2 570
AD62 Colitls ameblana no disentérica 80 106 40 44 270
ADe3 Ameboma Intestinal 1] 4 o o 4
ADe4d Absceso ameblano del higado 4 152 49 12 217
ADBS Absceso ameblanc del pulmdn y del higado (1] 2 4 o [
A De.6 Absceso ameblano del cerebro 12 1 21 20 75
A D87 Ameblasis cutanea 86 55 (] 52 262
A D68 Infecclén ameblana en otras localizaclones 76 50 187 142 495
A 06.9 Ameblasis no especificada 138 650 171372 158 425 127 728 596 175
Totales A D6. Amebilasis 147 248 183 671 170 013 134 943 636 575
A D70 Balantidiasis (1] 4 1 4 ]
ADTA Glardiasks, lambliasis 13 702 16 679 12 218 9 B01 52 4
ADT7.2 Criptosporidiosis (1] 3B 3 | r
AD7.3 sosporias 2 (1] 3 o 5
AD7.8 Otras enfermedades Intestinales especificadas 17 109 1 o 127
debidas a protozoarlos
AD79 Enfermedad Intestinal debida a protozoarios, 192 276 213 29 770
no especificada
Totales A OF. Enfermedadeas Intestinales protozoarlos 12 914 17 106 12 439 9925 53 384
A DB.O Emteritls debida a rotavirus 10 808 997 o 1815
ADBA Gastroenteropatia aguda deblda a Norwalk (1] 9 1 24 4
A DB.2 Enterltls deblda a adenowvirus a 1] o 3 E
ADB3 (Otras enterttis virales 29 326 499 521 1375
ADB4 Infecckdn Intestinal viral sin otra especificaciéon 3294 5 895 6 801 8407 24 397
ADBS Otras Infecclones Intestinales especificadas 354 (%] 584 1384 3005
ADBB Rotavirus sospechoso (1] (1] 1126 1 1127
ADBX Muertes por rotavirus (1] (1] B o [
Totales A OB Enterltls wirales 3 6E7 TN 10014 10 250 31772
A09.1 Disenteria 10 536 15 502 19 546 o 45 585
AD9.3 Muertes por enfermedades diarrelkcas agudas (1] (1] o o ]
A 099 Disenteria a 1] o b6 606
A 09X Diarreas 458 244 399 765 357 217 18 1215444
Totales & 09. Diarreas y disenteria 468 880 415 268 376 863 624 1261635

ND — no disponible

Fuente: Sistema de Informacidon del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala
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B. Proceso de desarrollo de nuevos productos

El desarrollo de nuevos productos no es el Gnico término para describir el proceso por el que un nuevo
producto se disefia. Tushman y Nadier establecen que innovacion es la creacion de cualquier producto,
servicio, 0 proceso que es nuevo para una unidad de negocio. Clark y Fujimoto consideran el proceso de
desarrollo, como un conjunto de actividades de procesamiento de informacién que trasladan el
conocimiento de las necesidades del consumidor y oportunidades tecnoldgicas en informacion con valor

para la produccién (Minguela, 2000).

1. Etapas en el desarrollo de nuevos productos. Se consideran cuatro etapas: generacion del
concepto, planificacion del producto, ingenieria del producto, e ingenieria del proceso. Cooper
establece un modelo de proceso para el desarrollo de nuevos productos industriales formado por siete
etapas: idea (en la que se llevan a cabo la generacion de ideas y la seleccion), valoracion preliminar (tanto
del mercado como técnica), concepto (identificacién, desarrollo y andlisis del concepto), desarrollo
(desarrollo del producto y plan de marketing), analisis (de prototipos y del consumidor), prueba
(produccidn piloto, prueba de mercado, andlisis del negocio previo a la comercializacién), y lanzamiento

(inicio de la produccién e implantacién del plan de marketing) (Clark, 1991).

Las ideas iniciales de creacién de nuevos productos o servicios pueden provenir bien de fuentes
externas a la organizacién, como pueden ser clientes, proveedores, competidores o bien de fuentes internas
tales como los propios trabajadores de la empresa. Las ideas también pueden clasificarse segin surjan de la

identificacion de necesidades o bien de los resultados de investigacién (Minguela, 2000).

Una vez que se han generado ideas para posibles productos, las mismas han de someterse a una serie
de pruebas, de manera que se descarten aquellas ideas que sean incapaces de satisfacer unos criterios de
viabilidad, aceptabilidad y riesgo. Lo que se pretende es eliminar ideas que no sean capaces de generar una
ventaja competitiva y no se ajusten a las estructuras, objetivos y planes futuros de la empresa. Tras este
proceso de seleccién, nos quedaremos con una idea, que se ir4 depurando y con el tiempo serd mas

detallada y con la informacidn suficiente para convertirse en un producto, servicio o proceso (Idem).

La siguiente fase viene constituida por el disefio preliminar en la que se llega a un consenso sobre la
vida del bien o servicio, la funcion a realizar, la rapidez en su desempefio, materiales a emplear, tamafio,
forma, impacto ambiental. Posteriormente este disefio se transforma en un prototipo (reflejando las
caracteristicas mas importantes que el bien o servicio debe presentar en su estado final) para proceder a su
analisis  (determinar si el prototipo del producto funciona adecuadamente, examinar la

fiabilidad/funcionamiento del prototipo bajo condiciones de la vida real, determinar si el producto satisface
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las especificaciones, estandares de disefio, etc.). Para ello suelen llevarse a cabo pruebas de mercado con
muestras del producto o servicio, vendiendo el producto sélo a una muestra de consumidores determinados,
o vendiendo el producto s6lo en un area geogréafica especifica, de manera que, una vez obtenidos los
resultados, el disefio preliminar se aceptara, modificara o rechazara, pasando a la Gltima fase que sen a el

disefio definitivo en el que se inicia la produccién (Idem).

Podemos distinguir diferentes grados o tipos de desarrollos de productos, que abarcarian desde simples
modificaciones de productos a innovaciones radicales. Cuanto mayor sea el grado de innovacién, es decir,
cuanto mas radical sea la innovacion, mayor sera el riesgo y la incertidumbre. Kleinschmidt y Cooper
distinguen «productos de innovacion alta» (productos nuevos para el mundo y nuevas lineas de producto
para la empresa), «productos de innovacién moderada» (nuevas lineas para la empresa, pero no para el
mercado, y nuevos articulos en lineas de producto existentes para la empresa) y «productos de baja
innovacion» (modificaciones a productos existentes, redisefios de productos para conseguir reducciones de

costes y reposicionamientos).



I1l. JUSTIFICACION

Segun el Ministerio de Salud de Guatemala las diarreas son el segundo problema como causa de
muerte entre lactantes y nifios, igualmente esta en la segunda posicion entre las enfermedades infecciosas,
por lo que el queso probidtico a base de yogurt podria ser una alternativa para evitar y tratar estas

enfermedades de alta mortalidad en el pais.

La formulacién de un queso probiético a base de yogurt, tiene como fin proveer un alimento con los
nutrientes que aportan los productos lacteos (proteinas de alta calidad bioldgica, vitaminas A, D,
riboflavina, cianocobalamina, tiamina, piridoxina, acido félico, calcio, magnesio y zinc) y con los
beneficios que proveen las bacterias lacticas (probi6ticos) dirigido a una poblacion de 7 meses de edad en

adelante que desean obtener los beneficios terapéuticos y profilacticos de QPAY.

Entre las buenas propiedades de los probidticos encontramos: inhibicion del crecimiento de
microorganismos patégenos, tanto en el producto como a nivel fisiolégico. También son utilizados para
tratar diarreas y restablecer la flora intestinal tras el uso de antibiéticos, por lo que puede ser utilizado en

diferentes patologias causadas por bacterias y virus.

Segln estudios de Flores Marina y Col, independientemente del tipo de queso y de la forma de
consumo, este estd presente en la dieta de los guatemaltecos tanto del area rural, como del &rea urbana.
Basandose en este estudio, la introduccidn de queso probidtico a base de yogurt podria ser bien aceptado

por toda la poblacion guatemalteca.

Se aconseja que la poblacion general tome entre dos y tres raciones de lacteos al dia, y la poblacién
con mayor desgaste entre tres y cuatro, debido al aporte de nutrientes que proporcionan y a sus efectos
sobre el mantenimiento del equilibrio intestinal (Por racion de lacteos se considera de 200 a 250 mL de

leche, un yogur, una leche fermentada de 125 mL o un queso fresco de 60 g).

Por lo anterior, se considera que el queso probidtico a base de yogurt tiene accion profilactica,
terapéutica y nutritiva, lo que permitira a la poblacién guatemalteca gozar de un mejor estado de salud y un

producto con buena aceptacion y facil acceso.
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V. OBJETIVOS
A. Objetivo general

Formular un queso probiético a base de yogurt que inhiba el crecimiento de bacterias patogenas,

tenga buena aceptabilidad y un costo accesible.
B. Objetivos especificos

e Formular un queso probidtico a base de yogurt con buena aceptabilidad.

e Comprobar por medio de pruebas microbioldgicas la efectividad del producto, para inhibir el
crecimiento de bacterias patogenas.

e Analizar la composicion nutricional del queso probidtico a base de yogurt.

e Evaluar los costos de produccion del queso.

22



V.HIPOTESIS

El queso probidtico a base de yogurt (QPAY) disminuye el crecimiento de bacterias patdgenas
(Shigella flexneri, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, E coli enteropatdgeno) que producen la

diarrea.
QPAY es aceptable para ser consumido.

QPAY posee un costo accesible para una persona con salario minimo.
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VI. MATERIALES Y METODOS
A. Materiales y equipo

En el apéndice se incluyen los materiales y el equipo necesarios para:

Elaboracién del producto (Apéndice A)

Grupo Focal (Apéndice B)

Prueba Hedénica (Apéndice C)

Prueba triangular (Apéndice D)

Pruebas microbioldgicas para efectividad del producto (Apéndice E)

B. Métodos

1. Tipo de investigacion. Formulacion de un queso probi6tico a base de yogurt, con
caracteristicas sensoriales similares al queso crema y funcién antimicrobiana para enterobacterias

y/u otras bacterias patdgenas intestinales por lo que se clasifica como un producto funcional.

2. Formulacién de queso probidtico a base de yogurt. EI queso probiético a base de yogurt

se elabor6 a partir del cultivo iniciador CDA (Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, Bifidus
longum y Lactobacillus acidophilus, S. thermophilus). Se utilizd leche entera, pasteurizada por el método
UHT (Ultra High Temperature) y leche entera en polvo. Los 3929 de leche entera en polvo se mezclaron

con un litro de leche entera fluida y se agregé el cultivo CDA.

Se introdujo una bolsa de algodén en agua hirviendo por 3 minutos, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se eché el yogurt obtenido tras la incubacion. La bolsa es cerrada jalando de los cordones y

puesta sobre un recipiente de plastico, dentro del refrigerador por 8 horas. Ver metodologia en apéndice A.

3. Andlisis microbioldgico sobre inocuidad. Se evalud la inocuidad de QPAY, por medio de
recuento de coliformes y E coli. El analisis fue realizado por el personal del laboratorio de

microbiologia de la Universidad San Carlos de Guatemala.

El limite maximo permitido en el conteo de coliformes sera de < 3NMP/g (segln el reglamento técnico
Centro Americano criterios microbioldgicos para la inocuidad de alimentos), ademas QPAY no debe

presentar ninguna colonia de E.coli.
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4. Analisis nutricional. Se llevé a cabo un analisis proximal de QPAY, por el personal del
laboratorio de Bromatologia de la Universidad San Carlos de Guatemala, para determinar su valor
nutricional, siguiendo los Métodos Oficiales de Analisis de la AOAC. Los analisis se realizardn en

duplicado para cada muestra:

Método oficial de la AOAC para determinacion del porcentaje de humedad
Método oficial de la AOAC para determinacion del porcentaje de cenizas
Método oficial de la AOAC para determinacion del porcentaje de grasa
Método oficial de la AOAC para determinacion del porcentaje de proteina

Con base a estos resultados se obtuvo el porcentaje de carbohidratos por diferencia y las calorias segtn

los gramos de macronutrientes.

5. Evaluacion sensorial. Para el anélisis sensorial se utilizd un grupo focal, dos pruebas

heddnicas y una prueba triangular. Las metodologias a utilizar se encuentran en el apéndice B, C

y D respectivamente.

a. Evaluacion dirigida al producto. Se llevé a cabo tres grupos focales cada uno con 12
personas. Se inici6 la evaluacién con un saludo y una breve introduccion sobre QPAY. Se
designé un modulador para realizar la serie de preguntas y 2 secretarios para tomar nota sobre las

respuestas del grupo. Al terminar se agradecio por la informacion y se entreg6 una refaccion.

Para la prueba triangular, se inici6 con una breve explicacion del producto y se pidié a los panelistas
que separaran de las tres muestras, la muestra diferente, ademas que describieran el producto y dieran

opinion al respecto.

b. Evaluacion dirigida al consumidor. La prueba heddnica. Se inici6 la evaluacion con un
saludo y agradecimiento por participar en el estudio y se dio una breve introduccién sobre
QPAY. Se entregaron las guias y se dieron las instrucciones para responder. Al terminar se agradecié por la

informacién y se entreg6 un dulce.

6. Pruebas microbioldgicas sobre la efectividad del producto. Se llevé a cabo la medicion
del diametro en el area de inhibicién, para conocer la actividad antimicrobiana de QPAY a lo
largo del tiempo. Ver metodologia en apéndice E. Se realizé un conteo de lactobacilos por el personal del

laboratorio Labtest para conocer la UFC por gramo de QPAY Yy asi establecer la porcién recomendada.



VIl. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de la formulacion, analisis sensorial,
analisis microbioldgico sobre efectividad del producto, analisis sobre inocuidad y analisis nutricional de
QPAY. Los diferentes analisis se llevaron a cabo en la Universidad del Valle de Guatemala (Prueba
triangular, grupo focal y analisis microbiolégico sobre efectividad), Universidad de San Carlos de
Guatemala (Analisis nutricional y microbiolégico sobre inocuidad), Laboratorio Lab Test (Analisis
microbiologico sobre efectividad), Colegio de médicos de Guatemala y Parroquia San Antonio Maria

Claret (Prueba heddnica).
A. Formulacién y aceptabilidad

Con base a la metodologia descrita en el apéndice A se llevo a cabo la elaboraciéon de QPAY. Para su
formulacién, fue importante establecer las temperaturas en las cuales se debian manejar las bacterias
probidticas, ya que estas comparadas con las utilizadas para elaborar un queso a base de yogurt no

probiotico, necesitan tres veces mas tiempo de incubacién a una menor temperatura.

Durante el procedimiento se encontré que la temperatura ambiente tiene mucha influencia sobre el
proceso de cuajado. Se tuvo que tener mucho cuidado al incubar, ya que si QPAY es incubado por méas
tiempo del necesario puede formarse un sobrenadante de acido lactico en la superficie. Incubar QPAY
sobre o por debajo de la temperatura debida afecta su consistencia final (no cuaja, puede hacer grumos y/o

obtener sobrenadante de &cido lactico).

Para comprobar la inocuidad de QPAY durante el proceso de preparacion, se llevd a cabo un recuento
de Coliformes y E coli. La muestra fue analizada por el personal del departamento de microbiologia en la

facultad de Medicina veterinaria y zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Se obtuvo resultado negativo para ambos casos, esto nos indica que no hubo crecimiento de
Coliformes ni E coli a partir de la muestra (Ver Apéndice F) y que el producto no indica contaminacién

durante el procedimiento de elaboracion.

Cuadro 5 - Resultados del recuento de Coliformes y E coli

Microorganismo Recuento
Coliformes Negativo
Escherichia coli Negativo

Fuente: Andlisis microbiolégico de QPAY, Departamento de Microbiologia USAC Septiembre 2009
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1. Analisis sensorial. QPAY fue formulado para ser un queso de uso terapéutico y
profilactico, que fuera untable y sin sodio agregado. Al caracterizar el producto y evaluarlo, se

obtuvieron los siguientes resultados.

a. Prueba triangular. La prueba triangular se llevd a cabo principalmente para caracterizar el
producto y ademas determinar si habia una diferencia significativa entre QPAY y un queso con
caracteristicas sensoriales similares (requesén marca Taxisco). Un panel con entrenamiento basico
compuesto por 34 panelistas evalud las muestras. EI 100% de los panelistas identifico la muestra diferente

(QPAY), con lo que se concluy6 que las muestras eran significativamente diferentes (Ver Cuadro 6).

El requeson utilizado para la prueba tenia varias caracteristicas que lo hacian diferente a QPAY estas
eran; grumoso, color blanco opaco y sabor menos acido. Se considerd utilizar el requesén marca Taxisco
para la prueba porque posee una textura suave y un sabor mas acido comparado con otros quesos populares
similares en apariencia a QPAY. Tomando en cuenta que la apariencia diferia mucho entre el requeson y
QPAY se procedi6 a tapar los ojos de los panelistas, para que eligieran la muestra diferente en base al sabor
y textura. Los resultados se vieron afectados ya que las caracteristicas sensoriales de QPAY fueron

realzadas al utilizar como medio de comparacidn el requesén marca Taxisco.

Como el objetivo de hacer la prueba triangular fue determinar qué caracteristicas diferencian a QPAY
de un queso popular similar, no es que se pensara que los panelistas no diferenciarian las muestras, sino
que, como en esta prueba se pidio que dijeran o enumeraran las caracteristicas que encontraran diferentes,

estos resultados ayudaron a evaluar el producto (Ver Cuadro 7, Cuadro 8, Cuadro 9).

Cuadro 6 - Respuestas de los panelistas en la prueba triangular

Numero de panelistas | Numero de panelistas que identificaron la muestra diferente | Diferencia

34 34 Significativa

Fuente: Boletas de la prueba triangular resueltas, septiembre 2009

Las caracteristicas distinguidas en cuanto a apariencia, se observan en el Cuadro 7, donde homogénea

y brillante fueron las més referidas.

Las caracteristicas distinguidas en cuanto a olor, se observan en el Cuadro 8, donde el 73% de los

panelistas no identificaron un olor en especial.

Las caracteristicas distinguidas en cuanto a sabor, se observan en el Cuadro 9, donde el 87% lo

encontré acido.
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Cuadro 7 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion de la apariencia de QPAY

Caracteristica Respuestas (n) Porcentaje
Homogénea 18 26%
Brillante 18 26%
Agradable 13 19%
Untable 10 14%
Cremoso 9 13%
Ligeramente 1 2%
amarillo
Total general 69 100%

Fuente: Boletas de la prueba triangular resueltas, septiembre 2009

Cuadro 8 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion del olor de QPAY

Caracteristica Respuestas (n) Porcentaje
Sin olor 24 73%
Olor a crema 2 6%
Poco agradable 2 6%

A Suero 2 6%
Fuerte 2 6%
Poco olor 1 3%
Total general 33 100%

Fuente: Boletas de la prueba triangular resueltas, septiembre 2009

Cuadro 9 - Respuestas de los panelistas para caracterizacion del sabor de QPAY

Caracteristica Respuestas (n) | Porcentaje
Acido 32 87%
Poco salado 7%
Yogurt natural 2 6%
Total general 37 100%

Fuente: Boletas de la prueba triangular resueltas, septiembre 2009

b. Grupo focal. Por medio de un grupo focal se evalud la QPAY y sus caracteristicas sensoriales
con el fin de saber si eran agradables o desagradables al panel con entrenamiento basico
conformado por 34 estudiantes (5 hombres y 29 mujeres) entre las edades de 20 a 23 afios que asisten al

curso de analisis sensorial en la Universidad del VValle de Guatemala.

En el grupo focal, el comentario acerca de la apariencia fue variado: homogéneo, similar al queso
crema, mayonesa y la mantequilla, sin embargo de los 34 panelistas el 97% opin6 que la apariencia era

agradable.
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En relacidn a la consistencia, los panelistas opinaron que QPAY tiene una consistencia suave, cremosa
y untable lo cual es agradable. De cinco personas que opinaron que la consistencia era similar a la
mantequilla a tres les agradd esta caracteristica. En general al 94% (n=32) de los panelistas, les parecié

agradable.

Los comentarios acerca del color fueron: brillante, blanco y un panelista opiné amarillento. La

caracteristica brilloso les pareci¢ agradable al 94% (n=32) de los panelistas.

En relacion al olor, se coment6 que se podia sentir la acidez, otros sintieron un olor caracteristico de
los lacteos y un panelista no sintié ningln olor. Al 47% (n=16) el olor les pareci6 desagradable, sin

embargo al 45% (n=15) no les agrada ni les desagrada y al 8% (n=3) les agrada.

Con respecto al sabor se comentd que QPAY posee un sabor acido y que al ser acompafiado con pan
no se percibe tanto la acidez. De los panelistas dos dijeron que se lo comerian solo, seis comentaron que lo
comerian con galletas y con poca cantidad de queso, ocho comentaron que se lo comerian con pan, y tres

no se lo comerian.

En general opinaron sobre el sabor, que la acidez de QPAY es tolerable, al 62% (n=21) de los
panelistas el sabor les parecié desagradable, al 35% (n=12) les pareci6 agradable y al 3% (n=1) le fue

indiferente.

Los panelistas describieron a QPAY como un queso, untable, suave, cremoso, uniforme, brillante, con

apariencia a mantequilla, sabor &cido y olor fermentado.

Entre las recomendaciones para mejorar el producto se menciond: agregar sal, especies 0
condimentos, también se sugirié que el queso como tal puede ser combinado con vegetales, y frituras,

jaleas o0 mezclado en sopas.
La apariencia en general, consistencia y color fueron aceptables.

Cuadro 10 - Aceptabilidad de QPAY por el grupo focal

Caracteristicas Agrada .| Desagrada . No agradani .
Porcentaje Porcentaje desagrada Porcentaje

evaluadas (n) (n) ")

Apariencia en 33 97% 1 3% 0 0%

general

Consistencia 32 94% 2 6% 0 0%

Color 32 94% 1 3% 1 3%

Olor 3 8% 16 47% 15 45%

Sabor 12 35% 21 62% 1 3%

Fuente: Apuntes por secretarias del grupo focal, septiembre 2009
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c. Prueba Hedodnica. Para analizar los resultados de la prueba heddnica (producto tinico), se hizo
un recuento de los datos obtenidos en las boletas. Para determinar si las caracteristicas

sensoriales de QPAY eran aceptables, se esperaba que el promedio de cada caracteristica fuera > 3.5.

Se observo que todas las caracteristicas sensoriales de QPAY estuvieron sobre el promedio establecido
para considerarse aceptable. Las caracteristicas sensoriales mejor calificadas fueron el color y la textura,

seguida del sabor y por ltimo el olor (Ver Cuadro 11 y Cuadro 12).

La prueba hedénica de producto Unico se realizé en las instalaciones del Colegio de Médicos y
Cirujanos de Guatemala, Colonia EI Maestro zona 15 de la ciudad capital, en el salén Itzamna el dia martes
13 de octubre del 2009 a las 3:30 pm. Participaron 55 panelistas (20 Hombres y 35 Mujeres) voluntarios
que asistieron a una actividad de educacién médica, el rango de edades fue de 25 a 62 afios. Las

ocupaciones de los panelistas variaban entre médicos, licenciados en mercadotecnia y secretarias.

Se inici6 la actividad con una explicacion acerca del trabajo de investigacion que se esta llevando a
cabo, es decir la formulacion de QPAY y cémo este puede inhibir el crecimiento de bacterias que causan
diarrea. Se explicé la importancia de la opinion de cada uno de los panelistas en relacion a las
caracteristicas sensoriales que se indicaban en la boleta. Se resolvieron dudas en relacion al trabajo de
investigacion y al llenado de la boleta. Los panelistas fueron muy colaboradores y anuentes a participar. La
boleta fue llenada por cada panelista inmediatamente después de la degustacion de QPAY. Los resultados

obtenidos se muestran en el Apéndice F.

Se encontr6 que el color y la textura, obtuvieron los puntajes mas altos, seguidos por el sabor y por
altimo el olor. A pesar de haber sugerido que escribieran los comentarios pertinentes a QPAY en la boleta

(por lo importancia de estos en el desarrollo de resultados) solo hubo 28 boletas con comentarios.

De los 28 comentarios, 8 boletas lo calificaron de buen producto en textura y en sabor, ocho lo
calificaron de rico, 4 panelistas opinaron que se deberia comercializar, 3 panelistas comentaron que les
parecié que tenia un sabor acido particular y agradable, 2 panelistas opinaron que es un producto excelente
y 2 maés que podria utilizarse para aderezar ensaladas, un panelista le parecié cremoso. Como se puede
observar los comentarios fueron buenos. En algunas ocasiones expresaron opciones de uso, como que
deberia utilizarse para comer con ensaladas por su textura y acidez (Ver Cuadro 13). 27 panelista no

hicieron comentarios.

Tanto en esta prueba, como en el grupo focal, las caracteristicas calificadas mas bajo fueron el olor y el
sabor, con la diferencia que en la prueba de aceptabilidad el olor y el sabor son caracteristicas agradables
(4.24 y 4.49 sobre 5 fueron las calificaciones promedio por 55 panelistas para olor y sabor respectivamente)

y en el grupo focal a 16 de 35 panelistas les parecio desagradable el olor y a 21 el sabor.



Cuadro 11 - Numero de panelistas que calificaron cada caracteristica de QPAY

Ponderacién Calificacion Caracteristicas sensoriales
Color | Olor | Textura | Sabor

5 Gusta mucho 32 24 31 32

4 Gusta 20 20 22 18

3 No gusta ni disgusta 3 11

2 Disgusta 0 0

1 Disgusta mucho 0 0 0 0
Total 55 55 55 55

Fuente: Boletas resueltas de la prueba hedénica, septiembre 2009

Cuadro 12 — Puntaje obtenido para las diferentes caracteristicas sensoriales

o Caracteristicas sensoriales
Calificacion Color | Olor | Textura | Sabor
Gusta mucho 160 | 120 155 160
Gusta 80 80 88 72
No gusta ni disgusta 9 33 6 15
Disgusta 0 0 0 0
Disgusta mucho 0 0 0 0
Total 249 | 233 249 247
Promedio 453 | 4.24 4.53 4.49

Fuente: Boletas resueltas de la prueba hedénica, octubre 2009

Cuadro 13 - Frecuencia de comentarios realizados por los panelistas en la prueba hedénica

Comentario Panelistas que comentaron (n) | Porcentaje
Buen producto en textura y en sabor 8 29%
Rico 8 29%
Se deberia comercializar 4 14%
Posee un sabor acido particular y agradable 3 11%
Excelente 2 7%
Me gusta para comer con ensaladas 2 7%
Agrada cremoso 1 3%
Total 28 100%

Fuente: Boletas resueltas de la prueba hedénica, octubre 2009
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Grafico 1 - Resultados obtenidos para cada caracteristica sensorial
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Promedio de los puntajes obtenidos

Fuente: Resultados de boletas resueltas de la prueba hedénica, octubre 2009

Segln a las sugerencias que se dieron en las pruebas anteriores se hicieron tres modificaciones a
QPAY original, de modo que las caracteristicas menos agradables fueran disimuladas con los siguientes

ingredientes adicionales: salsa de guayaba, ajonjoli y loroco.

Se realiz6 nuevamente una prueba heddnica, pero esta vez utilizando las tres variaciones de QPAY,
QPAY natural y un queso a base de yogurt natural comercial. La prueba se realizo6 en las instalaciones del
de la parroquia San Antonio Maria Claret. Participaron 25 (13 Hombres y 12 Mujeres) panelistas
voluntarios. El rango de edades fue de 23 a 73 afios. La escolaridad de los panelistas variaban entre
profesionales, universitarios y escolaridad media. Las personas calificaron los quesos a base de yogurt

utilizando una escala de nueve puntos (Ver apéndice C).

Al tabular los resultados (Ver Cuadro 14), se encontré que no hay diferencias significativas entre los
puntajes heddnicos promedio para las 5 muestras de queso a base de yogurt, como lo muestra el analisis de

varianza de un factor (p < 0.05).

Aunque no hubo diferencias significativas, si se pudo observar que QPAY con loroco fue el mejor
calificado sobre 9 puntos, seguido del yogurt comercial, QPAY salsa de guayaba, QPAY natural y por
altimo QPAY ajonjoli (Ver Cuadro 15 y Cuadro 16).

En cuanto a los comentarios que fueron escritos en las boletas (Ver Cuadro 17), la mayoria no escribié
un comentario aunque se les enfatizé la importancia de ello para el estudio. El resto de los cometarios
referian la preferencia por algin tipo de QPAY en especial, la percepcion de lo acido en QPAY natural y

lo simple del comercial, ademas de que era una buena idea y un producto sano.



Cuadro 14 - Resultados tabulados por boleta para la prueba hedénica
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Panelistas

QPAY
Natural

QPAY Salsa de
Guayaba

QPAY
ajonjoli

APAY
loroco

Queso de yogurt
comercial

P1

7

7

6

8

8

P2

P3

P4

P5

P6

pP7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

P22

P23
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P25

7

8

7

8

7

Puntaje mas elevado 9 (“Me gusta muchisimo”); puntaje mas bajo= 1 (“Me disgusta muchisimo™)

Cuadro 15 - Estadistica descriptiva

Grupos Cuenta | Suma | Promedio | Varianza
QPAY locoro 25 181 7.24 1.86
Queso de yogurt comercial 25 180 7.20 1.67
QPAY Salsa de Guayaba 25 176 7.04 2.04
QPAY Natural 25 173 6.92 2.33
QPAY ajonjoli 25 169 6.76 0.77
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Cuadro 16 - Anélisis de varianza

Grados Valor
Origen de las Suma de de Promedio de critico para
variaciones cuadrados | libertad | los cuadrados | F | Probabilidad F
Entre grupos 3.95 4 0.99 0.57 0.68 2.45
Dentro de los grupos | 207.92 120 1.73
Total 211.87 124

Cuadro 17 - Cometarios de prueba hedénica 2

NUmero de
Cometario comentarios

Sin cometario 12
Buena idea

El preferido es loroco

QPAY natural es 4cido

Sano

Preferido QPAY salsa de guayaba
No agrada QPAY ajonjoli
Comercial es simple

Prefefido QPAY natural

=N R INININ AN

B. Pruebas microbioldgicas para efectividad del producto

Se evalué la efectividad del producto por medio de la técnica de halos de inhibicidn, los cuales fueron
medidos cada 48 horas desde que QPAY fue terminado hasta que su efecto fuera equivalente al del grupo
control (Queso a base de yogurt no probidtico). Entre mas grande sea el halo de inhibiciéon mayor es la

capacidad de QPAY para inhibir el crecimiento de la bacteria patégena.

En el Cuadro 18 se presentan los halos de inhibicién que se obtuvieron a través del tiempo. Se observé
que todas las bacterias evaluadas son inhibidas por QPAY vy a las 48 horas alcanzan la maxima capacidad
de inhibicién (Ver Grafico 2) a partir de este punto, la actividad de las bacterias probidticas va
disminuyendo. De las bacterias patdgenas analizadas, el mayor halo de inhibicion se present6 en
Staphylococcus aureus a las 48 horas, pero la mejor capacidad de inhibicién a lo largo del tiempo se
presentd en Shigella flexneri. E coli enteropatogena fue la menos inhibida por QPAY durante todo el
tiempo. A las 144 horas todas las bacterias alcanzaron un halo de inhibicion igual al del grupo control. El
efecto de QPAY permanece durante 48 horas mientras que el efecto del grupo control permanece durante
12 horas.
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En el Cuadro 19 se presenta el recuento de lactobacilos presentes en las variedades de QPAY. Se
necesita una cantidad de 10® UFC/gr de bacterias vivas probiéticas en el intestino, para obtener beneficios
terapéuticos (Vallejo, 2002). Esto quiere decir que si QPAY contiene 10’ UFC/gr, se debe consumir como
minimo 10g de QPAY al dia para poder obtener los beneficios terapéuticos y profilacticos (ver apéndice
H).

Segun Vallejo y Toro, las propiedades terapéuticas de los probi6ticos dependen de la capacidad de las

bacterias para sobrevivir a la acidez gastrica y a la accion de las enzimas y de las sales biliares.

Ya que la efectividad depende de varios factores, se establece que una porcién de QPAY consiste en 1
onza la cual esta acorde con el estdndar de porcion para quesos. Con una porcién se consume tres veces
mas el minimo requerido (10g). Con ello se estima que se obtienen los efectos terapéuticos, a pesar que
mueran 2/3 de las bacterias probidticas ingeridas en la porcion de QPAY a lo largo del tracto

gastrointestinal.

Cuadro 18 - Diametros de halos de inhibicion a lo largo del tiempo

Muestra 24hrs 48hrs 96hrs | 144hrs
Staphylococcus aureus | 13 mm 17 mm 8 mm 7 mm
E coli enteropatégena | 10.5mm | 11.5mm | 7.5 mm | 7 mm

Salmonella tiphy 13 mm 14 mm 8 mm 7 mm
Shigella flexneri 14 mm 1I5mm | 10mm | 7 mm
Control 7 mm 7mm 7mm 7mm

Gréfico 2 - Diametros de halos de inhibicion a lo largo del tiempo
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Fuente: Resultados sobre pruebas microbioldgicas para efectividad del producto



Cuadro 19 - Recuento de bacterias productoras de acido lactico para QPAY

Variedades de QPAY Recuento (UFC/g)
QPAY natural 8*10’
QPAY ajonjoli 1.1*10’
QPAY loroco 1.4*10’
QPAY salsa de guayaba 9.4*10’

C. Analisis composicién nutricional
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Se evalud la composicion nutricional del QPAY (original) en el laboratorio de bromatologia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala. El andlisis tard aproximadamente 22 dias, ya que se hicieron

varias repeticiones del andlisis porque en el laboratorio tuvieron problemas internos al procesar la muestra.

En el Cuadro 20 se presentan los resultados obtenidos del analisis nutricional de QPAY (Ver Apéndice

). Si se compara con 100g de leche fluida QPAY posee una cantidad de macronutrientes mayor, esto se

esperaba ya que para la preparacién de QPAY se utiliz6 leche concentrada. En cuanto a la distribucién de

los macronutrientes, en el Cuadro 21 se puede observar que QPAY contiene un mayor porcentaje de

proteina que la leche entera pero un menor porcentaje de carbohidratos. La grasa tanto en QPAY como en

la leche entera es muy similar.

Cuadro 20 - Resultado del analisis de composicion nutricional

Analisis Resultados en 100g de QPAY | 100g de leche de vaca integra

fluida

Porcentaje de humedad 71.52% 88.32%

Cenizas 1.55¢g 0.69g

Kilocalorias 142.1 Kcal 60 Kcal

Grasa 7.58¢9 3.25¢

Proteina 10.73g 3.229

Carbohidratos 7.749 4.529

Fuente: Resultados de QPAY: Analisis bromatolégico de QPAY, Laboratorio de bromatologia USA

Septiembre 2009. Leche de vaca integra: Tabla de composicion de alimentos INCAP 2000

Cuadro 21 - Distribucion de macronutrientes en QPAY y leche entera

Macronutrientes QPAY | leche de vaca integra fluida
Proteina 30.2% 21.3%
Carbohidratos 21.8% 30.1%
Grasa 48% 48.6%




D. Costos
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Se puede observar en los cuadros siguientes (Ver Cuadro 22 al Cuadro 26), los costos de produccion de

los diferentes tipos de QPAY que se formularon tras obtener los resultados de la prueba triangular y el

grupo focal. EI QPAY mas econdmico y rentable después de QPAY natural, es QPAY salsa de guayaba,

seguido de QPAY loroco y por dltimo QPAY ajonjoli. Se considera que los costos de produccion pueden

disminuir notablemente adquiriendo los ingredientes por mayoreo, ya que estos costos estan basados en

ingredientes comprados al por menor.

Cuadro 22 - Costo de materia prima para QPAY natural

Nombre de la receta Queso probidtico a base de yogurt
Tamafio de la porcion servida 1 onzas
NUmero total de porciones 66 porciones
Ingrediente Cantidad Unidad Costo por unidad de | Rendimiento Costo Total
compra
Costo Unidad
Leche en | 392 gramos Q63.48 Kg 39% Q39.20
polvo
Leche fluida | 2 litros Q9.00 Litro 100% Q18.00
UHT
Cultivo CDA | 45 gramos Q0.10 gramo 100% Q1.00
Costo total de la preparacion | Q58.20 Costo por porcion Q0.88
Cuadro 23 - Costo de materia prima para QPAY salsa de Guayaba
Nombre de la receta Queso probidtico a base de yogurt
Tamafio de la porcidn servida 1 onzas
NUmero total de porciones 66 porciones
Ingrediente Cantidad Unidad Costo por unidad de | Rendimiento Costo Total
compra
Costo Unidad
Leche en | 392 gramos Q63.48 Kg 39% Q39.20
polvo
Leche fluida | 2 litros Q9.00 Litro 100% Q18.00
UHT
Cultivo CDA 15 gramos Q0.10 gramo 100% Q1.00
Salsa de | 8 cucharadas | Q10.00 ¥ Litro 25% Q2.50
Guayaba
Costo total de la preparacion | Q60.70 Costo por porcion Q0.91




Cuadro 24 - Costo de materia prima para QPAY ajonjoli
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Nombre de la receta

Queso probidtico a base de yogurt

Tamafio de la porcidn servida

1 onzas

NUmero total de porciones

66 porciones

Ingrediente Cantidad Unidad Costo por unidad de | Rendimiento Costo Total
compra
Costo Unidad
Leche en | 392 gramos Q63.48 Kg 39% Q39.20
polvo
Leche fluida | 2 litros Q9.00 Litro 100% Q18.00
UHT
Cultivo CDA | 15 gramos Q0.10 gramo 100% Q1.00
Ajonjoli 144 gramos Q0.20 gramo 100% Q28.8
Costo total de la preparacion | Q87.00 Costo por porcion Q1.32
Cuadro 25 - Costo de materia prima par QPAY loroco
Nombre de la receta Queso probidtico a base de yogurt
Tamafio de la porcidn servida 1 onzas
NUmero total de porciones 66 porciones
Ingrediente Cantidad Unidad Costo por unidad de | Rendimiento Costo Total
compra
Costo Unidad
Leche en | 392 gramos Q63.48 Kg 39% Q39.20
polvo
Leche fluida | 2 Litros Q9.00 Litro 100% Q18.00
UHT
Cultivo CDA 15 gramos Q0.10 gramo 100% Q1.00
Loroco 1 Libra Q26.00 Libra 100% Q26.00
Costo total de la preparacion | Q 84.20 Costo por porcién Q1.28
Cuadro 26 - Costos de produccion
QPAY QPAY QPAY
natural ajonjoli loroco QPAY salsa de guayaba
Electricidad Q0.18 Q0.18 Q0.18 Q0.18
Mano de obra Q2.30 Q2.30 Q2.30 Q2.30
Empaque Q0.20 Q0.20 Q0.20 Q0.20
Costo de materia prima Q58.20 Q87.00 Q84.20 Q60.70
Costo total (1896 g) Q60.88 Q89.68 Q86.88 Q63.38
Costo por unidad (300g) Q9.63 Q14.19 Q13.75 Q10.03
Costo por unidad con utilidad
del 40% Q13.49 Q19.87 Q19.25 Q14.04
Promedio de los costos por
unidad Q11.90
Promedio de los costos por
unidad con utilidad del 40% Q16.66




VIII. DISCUSION

En este trabajo de tesis, se formuld un queso probidtico a base de yogurt para el control de bacterias
que causan diarrea. Como baterias probidticas se utilizé una combinacién de Lactobacillus casei,
Lactobacillus bulgaricus, Bifidus longum, Lactobacillus acidophilus y Streptococcus thermophilus con el
fin de poder demostrar por medio de la técnica de halos de inhibicion, la capacidad que tienen estas
bacterias probioticas para inhibir bacterias patégenas como Staphylococcus aureus, E coli enteropatdgena,

Salmonella tiphy y Shigella flexneri, que suelen ser causantes de diarrea.

Se llevaron a cabo las diferentes pruebas sensoriales anteriormente mencionadas, con el fin de que
QPAY no solo tenga propiedades terapéuticas y profilacticas sino que también sea aceptable por la
poblacién que quiere obtener sus beneficios. El grupo focal, prueba triangular y la prueba hedonica de
producto Gnico fueron fundamentales para poder hacer las modificaciones pertinentes en la formulacion de
QPAY vy asi aumentar su aceptabilidad. Al realizar la prueba heddnica de 9 puntos fue importante no solo
comparar QPAY original (natural) con sus modificaciones (QPAY con loroco, con salsa de guayaba y
ajonjoli), sino también con un producto similar (queso a base de yogurt no probidtico) que estd en el

mercado.

Sin duda los cambios realizados a QPAY al agregar ingredientes naturales que le dan un sabor
diferente, fue esencial para aumentar la aceptabilidad, ademéas de ofrecer otras opciones al consumidor.
Incluso QPAY loroco superé la aceptabilidad sobre el queso a base de yogurt comercial, lo que implica que

podrian competir en el mercado.

Se encontré que QPAY es aceptable, pero debido a la acidez que presenta, es recomendable
combinarlo en lugar de comerlo solo. Preferiblemente puede ser combinado con ensaladas, vegetales, pan,

aderezos 0 mezclado en sopas.

En cuanto a la efectividad, se comprob6 que QPAY a diferencia de quesos similares posee mayor
efectividad para inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas causantes de diarrea. Este efecto no es debido
Unicamente a la acidez del producto, sino también a la accién de las bacterias probioticas y sus
bacteriocinas. Por lo tanto los datos sugieren que QPAY podria ser utilizado para inhibir las bacterias
patdgenas anteriormente mencionadas cuando se quisiera tratar una diarrea, sobre todo cuando el uso de

antibiéticos esta contraindicado.

Ya que el sistema inmunoldgico y gastrointestinal varia de persona en persona la frecuencia de
consumo Yy el efecto terapéutico, tendra un resultado diferente en cada individuo. La dosis recomendada en
esta tesis se basé en andlisis in vitro, por lo que se sugiere realizar futuros estudios para comprobar la dosis

in vivo
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El andlisis nutricional mostré que QPAY es un alimento con mayor porcentaje de proteina (30.2%)
que la leche de vaca fluida integra (21.3%), lo que lo convierte en tan buen alimento como la leche de vaca
y propicio para el uso en la poblaciéon guatemalteca donde la desnutricion proteico energética es un
problema que se ha tratado de combatir por afios. Debido a la fermentacion de lactosa hacia cido lactico en
el proceso de elaboracion del QPAY, muchas personas intolerantes a la lactosa pueden consumirlo sin

verse afectadas.

En relacion al precio de venta de QPAY vy sus variedades, se determind que el costo promedio de
fabricacion es de Q11.90, lo que permite fijar una utilidad de 40% y aun asi mantener la ventaja
competitiva (ya que los productos probidticos suelen ser de 25-50% mas caros que los no probidticos)
comparado con el producto comercial a base de yogurt no probidtico, es decir el precio de venta al publico
de QPAY puede ser de Q16.66 por 300g comparado con la marca comercial no probiético de Q15.80 por
300g.

Es de notar que QPAY se elabor6 para fines de este estudio de investigacidn con productos comprados
al por menor en supermercados. Al adquirir la materia prima en grandes cantidades los costos de
produccion serian menores, por lo que el precio de venta seria mas bajo con lo que se podria llegar a un

sector mas amplio de la poblacién.

Tomando en cuenta que es un producto ademas profilactico y terapéutico, los beneficios econémicos
son mayores ya que al disminuir la morbimortalidad en poblaciones en riesgo, contribuyen a bajar el
ausentismo escolar y laboral. Ademas, se evitan los costos de antibioterapia (aproximadamente Q600.00 el
tratamiento), y los costos por los supuestos efectos secundarios que tienen todos los medicamentos. A nivel

nacional los probidticos pueden mejorar los niveles de atencion primaria, por lo tanto los costos en salud.

Para calcular si QPAY es accesible para una persona con salario minimo, el costo de QPAY no debe
pasar el 33% del salario minimo, (porcentaje que utilizan los bancos para conocer si una persona tiene la
capacidad para pagar un préstamo). La compra de QPAY para un grupo familiar de 5 personas, por un mes
completo, es el 22.3% del salario minimo. Se debe tomar en cuenta que para disminuir los gastos del
consumo de QPAY se puede utilizar solo en los miembros de la familia que sean mas propensos o que

sufran de diarreas.



IX. CONCLUSIONES

El queso probiético a base de yogurt y sus modificaciones (ajonjoli, loroco y salsa de
guayaba) son aceptables para el consumidor.

La aceptacion entre las variedades de QPAY y un queso a base de yogurt comercial no mostro
diferencia significativa con un nivel de significancia de 0.05.

QPAY tiene capacidad para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, E coli
enteropatogena, Salmonella typhy y Shigella flexneri, presentando en Staphylococus aureus y
Shigella flexneri la mayor capacidad inhibitoria.

QPAY contiene 8.90% mas proteina y 8.30% menos carbohidratos que la leche de vaca entera
fluida.

El precio promedio al publico de QPAY y sus variedades es de Q16.66 lo que es accesible
para una persona con salario minimo.

Todas las hipotesis planteadas son aceptadas.
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X.RECOMENDACIONES

En relacién a las caracteristicas sensoriales del sabor acido de QPAY, encontrar
mecanismos que disminuyan la acidez sin modificar los beneficios de inhibicion de
bacterias patogenas.

Difundir las bondades del consumo de productos probiéticos en la poblacion general.
Debido a que los costos de produccion son bajos, incentivar el consumo en poblaciones
vulnerables.

Presentarlo al ministerio de educacion como una buena alternativa de refaccion escolar.

Realizar estudios in vivo para corroborar la efectividad.
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XIl. APENDICE
A. Metodologia para la elaboracion de QPAY

1. Objetivos
e  Preparar adecuadamente el queso probiotico a base de yogurt
2. Materiales y equipo

Materiales

e Leche entera fluida

e Leche entera en polvo

e Cultivo CDA (Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, Bifidus longum, Lactobacillus
acidophilus y S. thermophilus)

Equipo
e TermOmetro
e Recipiente plastico
e Incubadora
e Refrigeradora
e Bolsa de material algodén

3. Metodologia

En el cuadro 27 se encuentra la receta con la metodologia para la preparacion de QPAY
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Cuadro 27 - Receta de QPAY
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Nombre de la receta

Queso probidtico a base de yogurt

Tamafio de porcion

1 onzas

Nuamero total de porciones

66 porciones

Ingrediente cantidad Procedimiento
peso unidad
Leche en polvo 392 Gramos Disolver la leche en polvo en la leche
Leche fluida UHT 2 Litros .
fluida
2060 gramos
Cultivo CDA 15 gramos Agregar el cultivo CDA en la leche y
revolver por 2 minutos, luego echarla
en el recipiente de plastico e incubar.
Introducir la bolsa de algodén en agua
hirviendo y echar el yogurt obtenido
tras la incubacion. Cerrar la bolsa
jalando de los cordones y ponerla
sobre el recipiente de plastico, dentro
del refrigerador por 8 horas.
Peso total de la preparacion 4.18lb Peso total de los ingredientes | 2467g
Cuadro 28 - Costo de QPAY
Nombre de la receta Queso probidtico a base de yogurt
Tamafio de la porcidn servida 1 onzas
Numero total de porciones 66 porciones
Ingrediente Cantidad Unidad Costo por unidad de | Rendimiento Costo Total
compra
Costo Unidad
Leche en | 392 gramos Q63.48 Kg 39% Q39.20
polvo
Leche fluida | 2 litros Q9.00 Litro 100% Q18.00
UHT
Cultivo CDA | 15 gramos Q0.10 gramo 100% Q1.00
Costo total de la preparacion | Q58.20 Costo por porcién Q0.88
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B. Metodologia para grupo focal

1. Objetivo

e Realizar una descripcion general de atributos (apariencia, olor y sabor) del queso probiético a
base de yogurt (QPAY).

e Recopilar informacion sobre la opinion de los panelistas.

e ldentificar las caracteristicas sensoriales agradables y desagradables que son percibidos.

2. Recursos

e Lugar: Laboratorio de Analisis Sensorial de Alimentos, Salén E-106, Universidad del Valle
de Guatemala.
e Panelistas: Tres grupos de 15 personas cada uno, de ambos sexos, mayores de 18 afios.

3. Materiales y equipo

1lb de QPAY

80 panitos tostados

40 platos desechables pequefios
40 cucharitas desechables

40 vasos desechables pequefios
4 picheles

Agua pura

Servilletas

20 lapices

3 Computadoras portatiles

4. Método

e Los panelistas seran reunidos en el Salén E-106 en la Universidad del Valle de Guatemala,
donde seran acomodados alrededor de una mesa rectangular.

e A cada panelista se le entregara un vaso de agua para que pueda limpiar su paladar antes de
empezar con la degustacion.

e Antes de iniciar la sesién se hara una pequefia introduccion del estudio y las instrucciones que
deben seguir.

e El grupo focal se llevara a cabo a través de las respuestas abiertas a las preguntas directas que
realice el moderador.

e El moderador debe realizar las preguntas sin insinuar ningun tipo de respuesta, ademéas debe
facilitar la discusion y responder cualquier duda de los panelistas. Habra dos secretarios que
tomen nota a lo largo de toda la sesion.

A continuacidn se presenta la guia de discusion de grupo focal a utilizar
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Fecha

Nombre

Sexo
Edad

Guia de discusion de grupo focal

Introduccion:

Buenas tardes, gracias por su presencia y colaboracién. Estamos reunidos con el fin de conocer cual es su opinion
acerca del queso probidtico a base de yogurt (QPAY), con el objetivo de mejorar, las caracteristicas sensoriales que
resultaran desagradables.

Se tomara en cuenta cualquier sugerencia o comentario que pudiera mejorar la formulacion de QPAY. Se entregara a
cada panelista una muestra de QPAY. En cada pregunta los panelistas daran su opinidn brevemente.

Discusion
Apariencia
Se le solicitara al panel observar detenidamente la mezcla
1) ¢Qué opinan sobre la apariencia general de QPAY?
a) ¢Le agrada o desagrada?
2) ¢Qué opinan sobre la consistencia de QPAY? (muy duro, muy suave, muy grumoso).
a) ¢Le agrada o desagrada?
3) ¢Qué opinan sobre el color de QPAY? (atractivo, opaco, blanco,amarillento)
a) ¢Le agrada o desagrada?
4) ¢Como describiria QPAY?
Olor
Se solicitara la panel oler detenidamente la muestra
1)  ¢Qué opina sobre el olor general?
a) ¢Les agrada o desagrada?
b) ¢Qué les agrada y desagrada del olor?
Sabor
Se le solicitara al panel que prueben QPAY.
1) ¢Les parece agradable o desagrable?
2) ¢Qué les agrada y desagrada de QPAY?

3) ¢Cbmo describiria el sabor?
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5. Analisis de datos

Las respuestas de los panelistas seran agrupadas, de modo que se reporten en tablas de
frecuencia.

Se modificaran las caracteristicas sensoriales de QPAY que hayan tenido como resultado ser
desagradables.

Se tratard de no modificar cualquier caracteristica que haya tenido como resultado ser
agradable.

C. Metodologia para prueba hedonica.

1. Prueba hedonica con producto Gnico

a. Objetivo

Evaluar la aceptabilidad general (sabor, olor, color y apariencia) de QPAY.

b. Recursos

o

Lugar: Colegio de médicos de Guatemala, sal6n ltzmna
Panelistas: Se utilizara un grupo de 50 panelistas de sexo femenino y masculino de 18 afios en
adelante.

. Materiales y equipo

QPAY

60 Panitos

60 platos desechables pequefios
60 Servilletas

2 cuchillos

d. Método

Los panelistas seran acomodados en escritorios.

Se le entregaré a cada panelista la boleta correspondiente en donde aparecen las instrucciones
que debera seguir durante la evaluacién.

Las instrucciones seran leidas en voz alta, y se resolveran dudas que haya.

Se solicitara a los panelistas que prueben la muestra y contesten la boleta.

Se incluira en la boleta una seccién de comentarios, los cuales seran evaluados y analizados
en los resultados.

A continuacion se presenta la boleta a utilizar para la prueba hedonica.



Fecha

Sexo
Edad

Aceptabilidad por parte de los estudiantes hacia el queso probidtico a base de yogurt (QPAY)

Boleta para prueba hedénica
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Instrucciones: A continuacion se presenta una muestra de QPAY. Pruebe la muestra y seglin su opinion, marque con una X, la

casilla que corresponda a su opinién acerca de las caracteristicas del producto. Marque sélo una opcién para cada caracteristica

y no deje respuestas en blanco.

¢Es de su agrado el producto?

Si

No

Escala Color

Olor

Textura o
Consistencia

Sabor

Me disgusta 1
mucho

Me disgusta 2

No me gusta ni 3
me disgusta
Me gusta 4

Me gusta mucho | 5

Comentarios:

e. Andlisis de datos

e Las categorias se convierten en puntajes numéricos del 1 al 5, donde 1 representa me disgusta

mucho y 5 me gusta mucho.

e Se hace un recuento del nimero de panelistas que contesté en cada escala, segun cada

caracteristica sensorial.

e Para cada caracteristica sensorial se hace un promedio basado en los puntajes obtenidos y en

el nimero de panelistas.

e El promedio debe ser >3.5 para considerarse aceptable.
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2. Prueba heddnica utilizando escala de nueve puntos

a. Objetivo

Evaluar el agrado o desagrado por las tres variaciones de QPAY, QPAY natural y un queso a
base de yogurt comercial.

b. Recursos

Lugar: Sal6n de reuniones Parroquia San Antonio Maria Claret.
Panelistas: Se utilizara un grupo de 25 panelistas de sexo femenino y masculino de 18 afios en
adelante.

c. Materiales y equipo

QPAY natural

QPAY ajonjoli

QPAY loroco

QPAY salsa de guayaba

Queso a base de yogurt comercial
130 Panitos

130 platos desechables pequefios
30 Servilletas

30 vasos con agua

d. Método

Los panelistas serdn acomodados en escritorios.

Se le entregara a cada panelista la boleta correspondiente en donde aparecen las instrucciones
que debera seguir durante la evaluacién.

Las instrucciones seran leidas en voz alta, y se resolveran dudas que haya.

Se solicitara a los panelistas que prueben las muestras y contesten la boleta.

Se incluird en la boleta una seccién de comentarios, los cuales serdn evaluados y analizados
en los resultados.

A continuacion se presenta la boleta a utilizar para la prueba hedénica.



55

Sexo
Edad
Instrucciones: A continuacion se presentan unas muestras de Queso a base de yogurt. Pruebe la muestra y de
acuerdo con su opinién, marque con una X, la casilla que corresponda a su opinién acerca del producto. Marque
s6lo una opcion para cada caracteristica y no deje respuestas en blanco. Se agradece que escriba sus comentarios ya

que son de valiosa ayuda para el estudio.

Cadigos de las muestras

Calificacion

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo
Comentarios:

e. Anélisis de datos

e Las categorias sé convierten en puntajes numéricos del 1 al 9, donde 1 representa me disgusta
muchisimo y 9 me gusta muchisimo.

e Los puntajes se tabulan y analizan utilizando analisis de varianza, con Microsoft Excel.

e Si el valor F calculado es superior al valor F tabulado, para el mismo nimero de grados de
libertad, habra evidencia de que hay diferencias significativas. Nivel de significancia 0.05.

e De haber una diferencia significativa, debe realizarse una prueba de comparacion maltiple
para determinar cuales son las medias que difieren entre si.

D. Metodologia para prueba triangular

1. Objetivos

e Caracterizar el producto QPAY.
e Conocer las diferencias entre QPAY y un queso popular similar.

2. Recursos

e Lugar: Laboratorio de Andlisis Sensorial de Alimentos, Salén E-106, Universidad del Valle
de Guatemala.

e Panelistas: Se utilizara tres grupos de 15 personas cada uno, de ambos sexos, mayores de 18
afos.
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3. Materiales y equipo

1 libras de QPAY

2 libras de requesén marca taxisco
40 vasos pequefios para agua
55 paquetes de galletas de soda
110 platos plasticos pequefios
Agua pura

35 bandejas plasticas

12 picheles plasticos

20 lapices

1 rollo de masking tape

1 marcador permanente

1 Cuchillo

4. Método

A cada panelista se le entregard una boleta numerada con las instrucciones que debe seguir
durante la evaluacion.

Las tres muestras se presentaran en forma simultanea codificadas con nimeros aleatorios de 3
digitos, dos de ellas seran iguales y una diferente. Los codigos asignados seran diferentes, aun
cuando dos de las muestras sean idénticas.

Cada panelista debera seleccionar la muestra que por sus caracteristicas sensoriales, encuentre
diferente de las otras dos, indicando las razones que lo llevaron a hacer su eleccion. Aun si no
encuentran diferencia entre las muestras, deben decidirse por una.

Para evitar errores por posicion, el orden de presentacion de las muestras sera balanceado, de
manera que las tres muestras se presenten en diferentes posiciones a cada 7 panelistas,
siguiendo el orden que muestra el cuadro 29. La muestra sombreada indica la posicion de la
muestra diferente.



Cuadro 29 Orden de las muestras para la prueba triangular

# M1 M2 M3
1 454 | 345 | 323
2 737 | 264 | 468
3 111 | 947 | 654
4 947 | 318 | 836
5 928 | 888 | 931
6 209 | 100 | 434
7 938 | 367 | 723

M3 M1 M2
8 736 | 647 | 098
9 038 | 108 | 694
10 [ 049 | 947 | 501
11 [ 765 | 233 | 900
12 [ 345 | 500 | 590
13 | 746 | 509 | 374
14 [ 048 | 122 | 001

M2 M3 M1
15 [ 244 | 022 | 455
16 [443 | 773 | 123
17 | 857 | 247 | 140
18 | 038 | 947 | 415
19 [ 002 | 008 | 459
20 [ 947 | 156 | 480
21 | 013 | 925 | 134

M1 M3 M2
22 [ 233 [009 | 459
23 | 243 | 182 | 256
24 | 046 [ 021 | 965
25 1090 |535 | 271
26 | 819 |[333 | 880
27 |1 084 | 053 | 079
28 | 015 | 520 | 387

M2 M1 M3
29 |[571 |502 | 017
30 | 101 | 455 | 051
31 | 209 | 031 | 457
32 [ 032 [102 | 493
33 | 348 | 293 | 984
34 | 053 | 033 | 938
35 | 456 | 736 | 103

A continuacion se presenta la boleta para la prueba triangular

57



58

Nombre:
Carnet:
Fecha:

Prueba Triangular

Se le presenta tres de muestras codificadas de queso. Dos de las muestras son iguales y una
diferente. Primero olfatee las muestras y luego pruébelas iniciando de izquierda a derecha.
Enjudguese cuidadosamente la boca después de probar cada muestra. Indique cual es la
muestra diferente. En caso de duda, debera decidirse por una.

En la casilla de comentarios describa en forma detallada las caracteristicas de olor apariencia 'y
sabor por las cuales tomd su decision.

Cddigo de muestra Muestra diferente

Comentarios

Olor:

Sabor:

Apariencia:

5. Analisis de datos. Al finalizar la evaluacion cada panelista entregara su boleta de manera
que se puedan analizar los datos siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacién:

1. Se compararan los resultados con los del lider del panel, para verificar quienes dieron las
respuestas correctas. Luego se sumaran el nimero de panelistas que identificaron
correctamente la muestra diferente.

2. Para evaluar la significancia de los resultados, se utilizara la tabla binomial de un extremo.

En la tabla la X representa el nimero de panelistas que eligié correctamente la muestra
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diferente y n representa el nimero total de panelistas que participa en la prueba. La tabla
contiene 3 probabilidades decimales para ciertas combinaciones de X y n. para tener
significancia se exige una probabilidad menor de 0.05.

3. El nimero de panelistas que dieron la respuesta correcta se comparara con los datos que
aparecen en la tabla, para determinar si existe una diferencia significativa entre las
muestras. Ademas se describiran los resultados obtenidos en la parte de la boleta donde los

panelistas enumeraron las razones por las cuales seleccionaron la muestra diferente.

E. Metodologia para pruebas microbiolégicas sobre la efectividad del

producto

1. Objetivo

e Comprobar la capacidad de QPAY para inhibir bacterias patdgenas causantes de diarrea.

2. Recursos

e Lugar: Laboratorio de microbiologia Universidad del Valle de Guatemala y el laboratorio
privado LabTest

3. Materiales y equipo
a. Material

Agar Nutritivo

Agua de peptona

100 cajas petri

Cinta testigo

50 hisopos

50 discos de papel filtro de 5mm
Estandar de Mc Farland 0.5

O 0O O O O O O

b. Equipo

1 estufa

1 autoclave

5 erlenmeyer de 500ml

12 tubos de ensayo con tapadera con capacidad para 10cc
4 pinzas

Incubadora

Refrigeradora

O O O O O 0 O



60

c. Material

Definicion de los sistemas

Cuadro 30 - Definicion de los sistemas

Cadigo Bacteria patdgena
utilizadas

SA Staphylococcus aureus

EC E coli enteropatdgena

ST Salmonella tiphy

SF Shigella flexneri

4. Prueba de inhibicidn. Se sembraré cada bacteria patgena (Ver Cuadro 9) en 2 placas de agar
nutritivo utilizando un hiposo. Cada disco serd impregnado con QPAY sumergiéndolo durante 30
segundos en este. Tras los 30 segundos el disco impregnado de QPAY se coloca sobre las placas sembradas
con las bacterias patégenas a utilizar. El procedimiento se hara en duplicado. Las placas serdn incubadas a
36°C por 12 horas. Tras las 12 horas de incubacidn se medira el didmetro del aro de inhibicion que aparece
en las placas. Este procedimiento se llevara a cabo cada 48 horas hasta que el aro de inhibicién presente un
diametro similar al del grupo control, en el cual se realizara una siembra en agar nutritivo con las bacterias
patdgenas y discos impregnados con queso no probidtico elaborado en base a un yogurt comercial, el cual
contiene Lactobacillus bulgaricus. El control se incuba a 36°C por 12 horas, luego se mide el diametro del

aro de inhibicién.

5. Analisis de datos. Se hara una comparacion entre los diametros de cada aro de inhibicién, para
saber qué tan eficiente es QPAY inhibiendo cada bacteria. También se evaluara la cantidad de dias

donde se obtienen los mejores resultados (para la inhibicién de bacterias patdgenas) al utilizar QPAY.



F. Resultados analisis microbioldgicos sobre inocuidad

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
TEL. PBX 24188000, ext. 1666.

" FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA Y ZOOTECNIA
Cludad Universitaria, Zona 12
Guatemala, Centroamérica

INFORME RESULTADOS DE LABORATORIO

Remitente: Protocolo No. 1057/09

Srita. Andrea Mazariegos Fecha de Recepcion:

1% calle “A” 12-10, Zona 8 Septiembre 2 de 2009

Ciudad San Cristobal I, Guatemala

Muestra: Andlisis Solicitado: .
Queso Probidtico Bacteriologico “

Propietario: Srita. Andrea Mazariegos

Resultado:

Recuento de Coliformes: Negativo
Recuento de Escherichia coli: ~ Negativo

Fech'a de Entrega: Seccion: Firma y Sello
Septiembre 4 de 2009 Bacteriologia Responsable:
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G. Resultados de las boletas de prueba hedénica. Producto Unico

Cuadro 31 Resultados de las boletas en la prueba hedénica. Producto Unico.

Boleta Color Olor Textura Sabor
1 5 3 4 4
2 4 4 4 5
3 5 5 5 5
4 5 5 5 5
5 3 3 4 5
6 5 4 5 5
7 5 5 5 5
8 5 5 5 5
9 4 3 5 5
10 4 5 4 5
11 5 5 5 5
12 5 5 4 5
13 5 5 5 5
14 5 5 5 5
15 5 5 5 5
16 4 4 4 4
17 4 3 4 3
18 5 5 5 5
19 5 5 5 5

20 4 4 4 4
21 5 4 5 5
22 5 5 5 5
23 5 5 5 5
24 4 4 4 4
25 4 4 5 5
26 5 5 5 5
27 5 4 5 3
28 4 3 4 3
29 4 3 4 4
30 5 4 5 5
31 3 3 3 4
32 3 4 4 3
33 5 4 4 5
34 4 4 4 4
35 4 4 4 4
36 5 4 5 5
37 5 5 5 5
38 5 5 5 5
39 5 5 5 5
40 4 5 4 5

Continuacién Cuadro 30 Resultados de las boletas en la prueba hedénica. Producto Unico
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23
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24
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INnforme

LABORATORIO CLINICO LABTEST
ANTIGUA GUATEMALA

D Calle Principal Sta Maria de Jesus #8
T +502-7830-8933

F +502-7830-8933

H Lunes a vierdes de 7:00 a 17:00
Sébado de 8:00 a 13:00

Liicda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz
Quimica Biologa
Colegiado 954
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H. Analisis sobre efectividad del producto

A

LabTest

Laboratorio Clinico

Atencion: Andrea Mazariegos

uvG

1 Calle A 12-10 Ciudad San Cristobal Mixco
Guatemala, Guatemala

Fecha 2009-11-22

NUMERO DE INFORME: AVN-0019-1830
ANALISIS SOLICITADO: Recuento total de Lactobacillus sp y bacterias productoras de
4acido lactico
MUESTRA: Queso con ajonjoli x 1
CANTIDAD: 600 mL
FECHA INGRESO: 2009-11-19 09:14 A.M. -6 GTM/Zulu
FECHA INICIO ANALISIS 2009-11-19 10:12 A.M. -6 GTM/Zulu

RESULTADO: 1.1 x 107 UFC/g

Método empleado:

Técnica de vaciado en placas de petri por triplicado segUn Standard Methods for The Exami-
nation of Diary Products (APHA) con agar ROGOSA (Lactobacillus Selective Agar) y agua
peptonada como diluyente.

La incubacién se realizé a 35°C durante 5 dias en condiciones anaerobias

Atentamente,

Licda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz Lic. Ma. EuGenia Bat /w )

Quimica Bidloga - Colegiado 945s



INnforme

LABORATORIO CLINICO LABTEST
ANTIGUA GUATEMALA

D Calle Principal Sta Maria de Jesus #8
T +502-7830-8933

F +502-7830-8933

H Lunes a viernes de 7:00 a 17:00
Sébado de 8:00 a 13:00

Liicda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz
Quimica Bidloga
Colegiado 954

W

VY4
i

LabTest

Laboratorio Clinico

Atencion: Andrea Mazariegos

UVG

1 Calle A 12-10 Ciudad San Cristébal Mixco
Guatemala, Guatemala

Fecha 2009-11-22

NUMERO DE INFORME: AVN-0019-1830
ANALISIS SOLICITADO: Recuento total de Lactobacillus sp y bacterias productoras de
acido lactico
MUESTRA: Queso probiético natural
CANTIDAD: 600 mL
FECHA INGRESO: 2009-11-19 09:14 A.M. -6 GTM/Zulu
FECHA INICIO ANALISIS 2009-11-19 10:12 AM. -6 GTM/Zulu

RESULTADO: 8 x 107 UFC/g

Método empleado:

Técnica de vaciado en placas de petri por triplicado seguin Standard Methods for The Exami-
nation of Diary Products (APHA) con agar ROGOSA (Lactobacillus Selective Agar) y agua
peptonada como diluyente.

La incubacién se realizé a 35°C durante 5 dias en condiciones anaerobias

Atentamente,

Licda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz Lie. M

Quimica Bidloga - Colegiado 945s
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Nnforme

LABORATORIO CLINICO LABTEST
ANTIGUA GUATEMALA

D Calle Principal Sta Maria de Jesus #8
T +502-7830-8933
F +502-7830-8933

H Lunes a viernes de 7:00 a 17:00
Sébado de 8:00 a 13:00

Liicda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz
Quimica Bidloga
Colegiado 954
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LabTest

Laboratorio Clinico

Atencién: Andrea Mazariegos

UvG

1 Calle A 12-10 Ciudad San Cristébal Mixco
Guatemala, Guatemala

Fecha 2009-11-22

NUMERO DE INFORME: AVN-0019-1830
ANALISIS SOLICITADO: Recuento total de Lactobacillus sp y bacterias productoras de
4cido lactico
MUESTRA: Queso probittico con loroco
CANTIDAD: 600 mL
FECHA INGRESO: 2009-11-19 09:14 AM. -6 GTM/Zulu
FECHA INICIO ANALISIS 2009-11-19 10:12 A.M. -6 GTM/Zulu

RESULTADO: 1.4 x 107 UFC/g

Método empleado:

Técnica de vaciado en placas de petri por triplicado segtin Standard Methods for The Exami-
nation of Diary Products (APHA) con agar ROGOSA (Lactobacillus Selective Agar) y agua
peptonada como diluyente.

La incubacion se realiz6 a 35°C durante 5 dias en condiciones anaerobias

Atentamente,

Licda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz Lic

Quimica Bidloga - Colegiado 945



Nnforme

LABORATORIO CLINICO LABTEST
ANTIGUA GUATEMALA

D Calle Principal Sta Maria de Jesus #8
T +502-7830-8933
F +502-7830-8933

H Lunes a viernes de 7:00 a 17:00
Sébado de 8:00 a 13:00

Liicda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz
Quimica Bidloga
Colegiado 954
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LabTest

Laboratorio Clinico

Atencion: Andrea Mazariegos

VG

1 Calle A 12-10 Ciudad San Cristébal Mixco
Guatemala, Guatemala

Fecha 2009-11-22

NUMERO DE INFORME: AVN-0019-1830
ANALISIS SOLICITADO: Recuento total de Lactobacillus Sp y bacterias productoras de
acido lactico
MUESTRA: Queso con jalea de guayaba
CANTIDAD: 600 mL
FECHA INGRESO: 2009-11-19 09:14 A.M. -6 GTM/Zulu
FECHA INICIO ANALISIS 2009-11-19 10:12 AM. -6 GTM/Zulu

RESULTADO: 9.4 x 107 UFC/g

Método empleado:

Técnica de vaciado en placas de petri por triplicado segtin Standard Methods for The Exami-
nation of Diary Products (APHA) con agar ROGOSA (Lactobacillus Selective Agar) y agua
peptonada como diluyente.

La incubacion se realizé a 35°C durante 5 dias en condiciones anaerobias

Atentamente,

Licda. Maria Eugenia Batsche de Ortiz Li

Quimica Bidloga - Colegiado 945



I. Analisis nutricional
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1ded
Universidad de San Carlos de Guatemala.
- |Facultad de Medicina Veterinaria Elabarado por Lic. Joige Sinay
c tecnia. Modificado par Dr. Hugo R, Pérez N.
INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS
Formula
Mmmmqﬁmwm
Lugar de Origen :Ciu
Solicitado _por:EIli Andrea Masariecos : Q
Direccién : 32 Calle 1462 Zona 11 Recibo de pago :
F -,
_HNiateria seca parcial Recibida por : Marina
Tara !P.i Muestral P.F.Y tara Resultado Tel. Fax.
1042 283 1136 33.22
Materia seca total
Tara P.I._Muestra P.F.Y tara o Resultado
0.8367 7.0000 6.8405 85.7686 ;
0.8400 7.0000 6.8420 85.7429 85.76
Materia seca Humedad
28.48 71.52
Cenizas O minerales Totales
TARA | P.muestraj P.F.Y tara % Resuitado B. FRESCA
16.6874 | 6.5038 16.5304 466 1543 4.66 !‘ 199 |
15.6820 6.5045 | 15.8850 4.66 B.SECA ]
Extracto Etéreo
Tara |P.i. Muestra] P.i BEAKER | P.F. Beacker| .. % Resultado ‘ B. FRESCA
2.7673 76.4423 77.0745 2285 | 26.62 | 22.83 7.58
T 2.7700 70.4400 71.0720 2282 B. SECA !
i
FIBRA CRUDA . |
P.

P. Bolsa | B.+Muestra| P. Digestion { Tara Crisol {P. Fin. Crisoll Resultado B. FRESCA
0.4830 1.0310 0.5070 19.'301 19.3100 274 0.88
C.4220 1.0320 0.5040 15.3020 15.3100 264 Promedio
Blanco | Dif. Bolsa ! Dig. Bolsa | Dif. Crisoles 2.55
0.0038 0.548 0.0240 0.0080 0.0150 3.08
0.0038 0.5500 0.0220 0.0080 0.0140 B.SECA
Proteina Cruda Extracto libre de nitrégeno B. FRESCA

Resuitado - 0.60 0.00

32.33 37.68 32.32 - 27.18 B. Seca

32.30 iB. SECA 10.73 B. FRESCA KoH 0.00
ca. 0.00 Olpi== 0.00|8.Seca T.N.D.
£B. 5.22 0.00 Lignina 0.0
F.AN. 0.00 JOIF.NDA - 0.00 0
KOH 0.00 INA 0.00 '
Realizados Por: Fecha de Realizacion : 08/09/2008  11/09/2008




