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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizo en la Universidad Nacional del Altiplano
Puno, ubicada a 3827 msnm. en el Laboratorio de Microbiologia Agroindustrial de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial. Las materias primas que se utilizaron
fueron: leche entera fresca adquirida del Distrito de Paucarcolla (densidad de
1,029g/cm?3, grasa 5,02%, acidez 0,16% de acido lactico y pH 6,7); y Quinua Variedad
Chullpi que se adquirio de la Asociacion de Productores Agroindustriales del Distrito de
Cabana. El objetivo fue evaluar el comportamiento cinético del Bifidobacterium BB12,
y la influencia del pH y acidez en las caracteristicas sensoriales del yogurt probidtico
enriquecido con sucedaneo de leche de quinua (Chenopodium quinoa Willd). Para ello
se planted 3 tratamientos con niveles de sustitucion de sucedaneo de leche de quinua,
T1=0%, T2 = 15% y T3 = 20%. Sometiéndose a la leche entera fresca a incubacion a
42°C por 6 horas; determinandose las UFC/ml, pH y acidez titulable. Con los resultados
de crecimiento cinético del Bifidobacterium, se graficd la curva de crecimiento y se
ajustd los parametros cinéticos de crecimiento mediante el modelo matemaético de
Gompertz Modificado; el tiempo de adaptacion (A) es influido por el nivel de
sustitucion, el Bifidobacterium demora en adaptarse al medio; el tiempo de generacion
(Tg) es influido por el nivel de sustitucion y el pH, el Bifidobacterium se reproduce en
menos tiempo que otros microorganismos; mientras que en la velocidad méxima de
crecimiento (Umax) @ medida que aumenta el nivel de sustitucion su valor se incrementa.
En cuanto al pH, fue influenciada por el nivel de sustitucion, se obtuvieron valores de
4,63; 4,88 y 5,33; y la acidez mostr6 un mejor valor en el tratamiento 2 con 1,0 % de
acido lactico estando entre el rango permitido. Para el andlisis sensorial sabor, aroma y
acidez, el mejor tratamiento aceptado fue el 2 seguido del 1 y 3. Por ultimo

mencionamos que los tratamientos 1 y 2 se considera como probidticos, porque
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contienen una poblacion de >107 UFC/ml de Bifidobacterium, segin recomienda el

Codex Alimentarius

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd, probidtico, yogurt, Bifidobacterium, pH,

acidez, tiempo de adaptacion, tiempo de generacion, velocidad maxima de crecimiento.
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I. INTRODUCCION

Un yogur probiotico es aquel que contiene suficiente cantidad de microorganismos
viables que producirdn beneficio més alld de los valores nutricionales al ser ingeridos
porque afectan beneficiosamente a una o varias funciones del organismo
proporcionando un mejor estado de salud y bienestar y/o reducen el riesgo de
enfermedad. EI consumo de yogurt aumenta cada dia mas a nivel mundial, debido a sus
propiedades nutricionales. El yogurt se digiere mejor que la leche ya que ayuda asimilar
los nutrientes, y constituye uno de los principales vehiculos para el aporte de

probidticos (Mani, 2005).

La Organizacién de las Naciones Unidas para los Alimentos y la Agricultura (FAO)
afirma que los cultivos probidticos pretenden ayudar a la flora intestinal del cuerpo
humano a restablecerse por si misma y ademas se comenta que los probidticos
estimulan el buen funcionamiento del sistema inmune. “La logica de los probidticos es
que el cuerpo contiene una ecologia microbiana con una gran variedad de especies de
bacterias. El balance de estas bacterias se pierde por varias circunstancias que incluyen
el uso de antibioticos u otras drogas, exceso de alcohol, estrés, enfermedades o
exposicion a sustancias toxicas. En estos casos, las bacterias que viven en simbiosis con
el cuerpo humano decaen, lo cual permite que los competidores patdgenos ataquen y

deterioren la salud” (FAO, 2005).

La bacteria Bifidobacterium se encuentra de forma natural en el tracto
gastrointestinal humano y en ciertas leches fermentadas tradicionales. Estas bacterias
son resistentes al acido y a la bilis y cuando se ingieren, son capaces de sobrevivir al

transito a lo largo del tracto gastrointestinal. Las bifidobacterias se consideran como
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probidticos debido a que su consumo en ciertas cantidades puede ejercer diversos

beneficios sobre la salud (Villalobos, 2005).

Segun Chr. Hansen (2004), los probiéticos Bifidobacterium (BB-12) y Lactobacillus
acidophilus (LA-5) son principalmente utilizados en la produccién de productos lacteos
probidticos y normalmente se utilizan en combinacion con otras cepas probioticas o
cultivos de yogur. “Los cultivos liofilizados BB-12 y LA-5 son muy estables y tienen
una alta resistencia frente a los acidos en los productos lacteos fermentados” (Chr.

Hansen, 2004).

El consumo de quinua se esta convirtiendo cada vez mas popular entre las personas
interesadas en la mejora y el mantenimiento de su estado de salud mediante el cambio
de los héabitos alimentarios, ya que es un excelente ejemplo de "alimento funcional”, que
contribuye a reducir el riesgo de varias enfermedades y/o ejerciendo promocion de la
salud (Vasconcelos, 2000). La quinua por ser un grano altamente nutritivo y tener
enorme potencialidad de uso en la agroindustria es necesario transformarla, lo cual
permite un mejor aprovechamiento de sus cualidades nutritivas, facilidad de preparacion
y mejor presentacion. Este alimento, por sus caracteristicas nutricionales superiores,
puede ser muy Util en las etapas de desarrollo y crecimiento del organismo. Ademas es
facil de digerir, no contiene colesterol y se presta para la preparacion de dietas

completas y equilibradas (Mujica et a.l, 2006).

La quinua también puede ser consumida en combinacion con productos lacteos y
utilizada tanto en las dietas comunes como en la alimentacion vegetariana, asi como
para dietas especiales de determinados consumidores como adultos mayores, nifios,
deportistas de alto rendimiento, diabéticos, celiacos y personas intolerantes a la lactosa.

El propdsito de este trabajo fue desarrollar un yogur probidtico enriquecida con
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sucedaneo de leche de quinua utilizando una mezcla comercial de BAL y una bacteria

probidtica. Por tal razén se plantearon los siguientes objetivos:

1. Determinar el tiempo de adaptacion (A), velocidad méaxima de crecimiento
(uméx) y tiempo de generacion (Tg)) del Bifidobacterium BB12 en el proceso
de elaboracion del yogurt probidtico a diferentes sustituciones con sucedaneo de

leche de quinua.

2. Determinar el pH y acidez en el proceso de elaboracién del yogurt probidtico

enriquecido con sucedaneo de leche de quinua.

3. Determinar las caracteristicas sensoriales (aroma, sabor y acidez) del yogurt

probidtico enriquecido con sucedaneo de leche de quinua.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

En los afios recientes, una categoria llamada “alimentos funcionales” ha aparecido
en el mercado, y sus ventas han crecido exponencialmente (Chassy et al., 2006); lo
anterior es consecuencia del creciente interés del ser humano por obtener dietas 6ptimas
para mantener una buena salud, por extender los afios de vida, la desconfianza hacia los
alimentos procesados y el aumento en el mercados de los alimentos naturales; dicha
influencia ha provocado un estado de revolucién tecno-cientifica para los alimentos
funcionales, algunos de los factores que han contribuido a la presente revolucion de la

dieta y al interés en los alimentos funcionales son (Vasconcelos 2000):

1. La evidencia en el mantenimiento de la salud y la concurrencia de las
enfermedades.

2. El papel de la dieta en la mayoria de las causas de muerte incluyendo:
enfermedades del corazén, cancer, derrame cerebral, diabetes,
arterosclerosis, enfermedades hepaticas y otras enfermedades no fatales,
las cuales también resultan de una dieta inadecuada y pueden causar

problemas de discapacidad temporal.

Debido a esto es importante conocer los beneficios y tener claro el significado de
este tipo de alimentos que son definidos como aquellos a los cuales se les adicionan
ingredientes que proporcionan beneficios a la salud de los consumidores ademaés de los

que proporcionan los alimentos por si mismos.

Los alimentos funcionales han sido asociados con la prevencion y/o tratamiento
de por lo menos cuatro de las principales causas de muerte en los Estados Unidos:

cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares e hipertension (Chassy et al, 2006).
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Los procesos de transformacion que se le pueden aplicar a un alimento con la

finalidad de volverlo un alimento funcional, las cuales se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1. Modificaciones hechas a los alimentos para convertirlos en alimentos

funcionales.

Modificaciones del alimento Ejemplos de posible funcionalidad

Adicion de péptidos bioactivos Mejora las funciones inmunoldgicas y
mejora la biodisponibilidad de los
minerales

Adicion de fibra dietética Prevencion del estrefiimiento, disminucion

del riesgo de cancer de colon, disminucion

de colesterol en la sangre.

Adicion de acidos grasos poliinsaturados Disminucion del riesgo de ataque cardiaco
Q-3 y de algunos cénceres, mejoramiento del

sistema inmunoldgico.

Adicidn de probioticos Mejoramiento de la funcién
gastrointestinal, del sistema
inmunoldgico, y disminucion del riesgo

de céancer de colon.

Adicion de prebidticos Mejoramiento de la funcion
gastrointestinal, mejoramiento del sistema
inmunolégico, disminucién del riesgo de

cancer de colon.

Adaptada de Berner y O"Donnerll (Shah, 2001)
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2.2. YOGUR

Se entiende por yogur al producto lacteo coagulado, obtenido a través de la
fermentacion lactica por accion de las bacterias Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus y Streptococcus termophilus de la leche concentrada. La proporcion entre
ambos gérmenes influye también de una manera esencial sobre la aromatizacion del
yogurt. El Lactobacillus bulgaricus es el principal productor de aroma y contribuye a la
hidrolisis de la materia grasa de la leche liberando &cidos grasos (por ejemplo caprico,
caprilico y caproico) y puede producir cantidades considerables de acetaldehidos.. La
coagulacién de la leche se produce cuando esta ha alcanzado el punto isoeléctrico. El
yogurt se elabora a partir de leche entera o0 descremada y a este producto también se le
conoce como leche cuajada bulgara. La leche mas apropiada para elaborar yogurt es la
que posee un elevado contenido de proteinas (Tello et al., 2006).

Segun la Norma Teécnica Peruana (202.092:2008 Leche y productos lacteos. Yogurt.

Requisitos). Aplica las siguientes definiciones:

Yogurt: El producto obtenido por fermentacion lactica mediante, la accion de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus a partir de leche pasteurizada y/o productos obtenidos de la leche con o
sin modificaciones en su composicion, pasteurizados; pudiéndose 0 no agregarse otros
cultivos de bacterias adecuadas productoras de acido lactico, ademéas de los cultivos
esenciales. Estos cultivos de microorganismos seran viables, activos y abundantes en el
producto, hasta la fecha de duracion minima. Si el yogurt es tratado térmicamente luego

de la fermentacion, no se aplica el requisito de microorganismos viables.

2.2.1. Caracteristicas Fisicoguimicas y Sensoriales del Yogur

2.2.1.1. Densidad

La densidad de los productos lacteos se encuentra entre 1.028 — 1.032g/cm?® (Harper

y Hall, 1981).
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La densidad es un pardmetro que permanece constante durante toda vida atil del
yogurt, de acuerdo a lo reportado por (Del Fabbro 2001), (Alatriste 2002), (Diaz 2002)
y (Aportela 2003), razon por la cual la densidad solo se determind al tiempo cero. Los

valores de la densidad obtenidas fueron del rango 1000 a 1050kg/m3.

2.2.1.2. pH

El valor del pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una sustancia (es la
medida de la concentraciones de iones de hidrogeno presentes). Los valores de pH se
presentan en una escala que se va de 1-14, donde el valor 7, es para productos neutros
como el agua, por arriba de este valor son producto basicos y por debajo son acidos,
como es el caso del yogurt. La leche tiene un valor de pH entre 6,5-6,7 (Tamine y
Robinson, 1991). Los valores de pH de un yogurt estan en un rango de 4,0-4,5 (Teuber,
1995) y (Méndez, 2000), pero (Oberam, 1985), menciona que este valor esta entre 4,2—
4,3 y (Meyer y Marcos, 1982) mencionan que estos valores debe ser de 3,7 a 4,5
momento en el cual se produce el acetaldehido, sustancia que le confiere al yogur su

sabor caracteristico.

El pH del yogurt es una de las propiedades principales, debido a que en su
elaboracion se busca disminuir el pH de la leche (6,5-6,7) y llegar al pH del yogurt lo

cual contribuye al olor y sabor caracteristico (lllescas, 2001) y (Amiot, 1991).

2.2.1.3.Acido LActico

El aumento de la acidez del yogurt por la producciéon de acido lactico ocasiona la
coagulacién de la caseina, ademas afecta la textura y el sabor en el producto (Fennema,
1993).

La acidez de un yogurt debe oscilar entre 0,8-1,8% de acido lactico(Ankenman, 1996),

pero (Fennema, 1993) menciona que la acidez se encuentra entre el 0,6 — 1,5 % 4acido
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lactico. El porcentaje de acido lactico adecuado es extremadamente importante para
obtener un yogurt de alta calidad con sabor propio, cuerpo y textura propia, esto es para

que el producto tengue el minimo porcentaje de sinéresis durante el almacenamiento

La formacion de éacido lactico hasta alcanzar concentraciones mas o menos
superiores a las que determinan la coagulacion, se controla en funcién al tipo de yogur,
este debe tener un minimo de 0,7 g de &cido lactico por cada 100g de yogur, por tanto la
determinacion de acidez es un pardmetro importante para su produccion. La actividad
metabdlica de los microorganismos del yogur esta dada por la velocidad de crecimiento
y el desarrollo de la acidez, de ahi la importancia de determinar y dar seguimiento a la
acidez desarrollada durante la elaboracion del yogur. La acidez puede expresarse en
distintos grados, pero el mas comudn es el grado Dornic (°D); cada grado Dornic
equivale a un decigramo de acido lactico por litro; es decir si una leche tuviera 17

grados Dornic, su acidez sera de 1.7 gramos de &cido lactico por litro (Gomez, 1999)

2.2.1.4. Humedad

La humedad es la cantidad de agua presente en el alimento, el conocer la cantidad de
agua del alimento que se encuentra libre, ayuda a prevenir algunas reacciones de
crecimiento microbiano indeseable. El contenido de humedad del yogur es de 87,8%
segun (Gambelli et al, 1999), pero su valor depende del tipo de leche y sélidos solubles

en ella.

2.2.1.5.Formacion del Sabor y Aroma

La formacién de acido lactico a partir del metabolismo de las bacterias lacticas
proporciona a las leches fermentadas un sabor ligero y finalmente la produccion de
acetaldehido y de diacetilo da el aroma caracteristico del yogur. El sabor acido
caracteristico del yogur es causado principalmente por la formacion de acido lactico,
originado por las bacterias &cido lacticas que atacan a la lactosa (Gomez, 1999).
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2.2.2. Factores que Afectan a las Propiedades del Yogur

2.2.2.1. Efecto sobre las Proteinas de la Leche

Segun Tamime y Robinson (1991) las proteinas de la leche (la caseina y las proteinas

del lactosuero) pueden experimentar una o varias de las siguientes modificaciones:

» Desnaturalizacion de las proteinas del lactosuero

» Interacciones entre la caseina y las proteinas del lactosuero como resultado
de la desnaturalizacion de las ltimas y/o de una modificacion del equilibrio
salino.

» Produccion de compuesto sulfhidrilo a partir de las proteinas del lactosuero
desnaturalizadas.

2.2.2.2. Tratamiento Térmico de la Leche

Segin Tamime y Robinson (1991) el calentamiento de la leche por ebullicion ha
sido utilizado en el proceso de elaboracion de yogurt como método para conseguir
incrementar la concentracion de extracto seco lacteo en la mezcla base, los efectos del

tratamiento téermico se pueden resumir fundamentalmente en los siguientes:

» Destruccion y/o eliminacion de microorganismos patdgenos y otros
microorganismos indeseables.

» Produccion de factores estimulantes o inhibidores de los cultivos estarter del
yogurt.

» Cambios de la propiedades fisico quimicas de los componentes de la leche.

2.2.2.3. Homogenizacion

Los gldbulos grasos naturales de la leche tienen un efecto muy pequefio sobre la
textura del yogurt, pero la homogenizacion influye favorablemente. Por un lado se
produce la incorporacion mecanica de los pequefios globulos grasos dentro de la
estructura del coagulo y por otro la incorporacion de la caseina en la superficie de los

nuevos glébulos hace que actué como grandes particulas de casina, lo que implica que

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’k Nacional de

Nacional del
Altiplano

la concentracion efectiva de superficie de caseina se ve incrementada contribuyendo a la

formacion de un gel més consistente (Mestres y Del Castillo, 2004).

2.2.2.4. pH-Acidez

El pH > 4,6 influye desfavorablemente en la consistencia. Un pH de 4,6 o inferior
contribuye a la hidratacion de las proteinas y por tanto a la consistencia del yogurt, pero
una acidez demasiado elevada, pH < 4,0 favorece la concentracion del coagulo, lo que

se traduce en un aumento de la sinéresis (Spreer, 1991).

2.2.25. Efecto de la adicion de azUcar

La principal finalidad de la adicion de azlcar o edulcorantes es atenuar la acidez del

producto. La cantidad de azucar o edulcorante afiadido depende de (Gomez, 199):

El tipo de azucar o tipo edulcorante;

Preferencia del consumidor;

La fruta utilizada.;

Efectos inhibidores sobre los microorganismos en el cultivo de yogur;

las limitaciones legales;

YV Vv VY VY V VY

Consideraciones econdémicas.

El yogur de frutas y el yogur aromatizado contienen en promedio hasta un 20% de
carbohidratos, los cuales proceden de (Gomez, 1999):

» La leche (lactosa, galactosa, glucosa), cuya concentracion varia en funcion del
extracto seco de la mezcla base y del método empleado para lograr el
incremento del mismo.

» Los azlcares presentes en las frutas afiadidas (sacarosa, fructosa, glucosa y
maltosa).

» Los azucares afadidos al yogur o de las mezclas de las frutas.

10
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2.3. PROBIOTICOS

El termino probidtico se popularizo por Fuller en 1992, y fue definido maés
recientemente por un experto como “microorganismo viviente que por medio de la
ingestion de un determinado nimero, proporciona beneficios a la salud inherente a la
nutricién general” y “probidtico es un suplemento microbiano vivo que afecta de
manera benéfica al huésped, mejorando el balance microbiano intestinal” (Ouwehand et

al., (2002), mencionada por Vasquez, 2008).

La FAO define los probidticos como: "microorganismos Vivos que ejercen una
accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas". Los alimentos probioticos poseen niveles importantes de estas bacterias las
cuales producen una serie de componentes biolégicamente activos que ofrecen efectos

fisiologicos deseables mas alla de sus efectos nutricionales (Taranto, 2005).

Segun Rasic (1993), para que un individuo obtenga efectos beneficiosos al ingerir

estas bacterias se requiere un niimero muy alto de células viables (107 -10% dia).

Las bacterias probidticas, tanto autdctonas como las aportadas al organismo
mediante la alimentacion pueden controlar la instauracion y/o el desarrollo de diversos
microorganismos patégenos, entre los que destacan Salmonella Typhimurium, Shigella
spp., Clostridium difficile, Campylobacter jejuni y Escherichia coli, y también
proporcionan una proteccion importante frente a patdgenos urogenitales como
Gardnerella vaginalis, Bacteroides bivius, Candida albicans y Chlamydia trachomatis

(Hilton et al., 1995).

11
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2.3.1. Microbiota del Tracto Gastrointestinal

El tracto gastrointestinal es un ecosistema complejo en el cual coexisten e interaccionan
permanentemente tres componentes principales: las células del huésped (muchas de
ellas con capacidad inmunoldgica), los nutrientes y los microorganismos, indigenos

(microbiota) y los que provienen de la dieta.

La microbiota intestinal es un conjunto diverso y dinamico compuesto por
microorganismos que se han adaptado a vivir en la superficie de la mucosa intestinal o
dentro de la luz intestinal. El estdmago y el duodeno alojan ndmeros muy bajos de
microorganismos: <10° UFC por gramo de contenido. Streptococcus, Lactobacillus,
Candida albicans y Helicobacter pylori son los microorganismos comudnmente
encontrados en el estbmago y el duodeno. Las secreciones acidas, biliares, y
pancreaticas inhiben a la mayoria de los microorganismos ingeridos. En yeyuno e ileon
el nimero de bacterias aumenta progresivamente desde aproximadamente 10 células en
el yeyuno hasta 107 células por gramo de contenido en el fleon distal. La microbiota que
se encuentra en el yeyuno esta constituida por Streptococcus, Lactobacillus, C. albicans
y Bacteroides mientras que en el ileon estan presentes Lactobacillus, Enterococcus,
Bacteroides, Veillonella, Clostridium y enterobacterias. El intestino grueso, en cambio,
se encuentra densamente poblado por microorganismos anaerobios: aprox. 102 UFC
por gramo de contenido intestinal. Los microorganismos encontrados son Bacteroides,
Bifidobacterium, Clostridium, Ruminococcus, Peptostreptococcus, Fusobacterium,
Eubacterium, Bacillus, Streptococcus y Enterococcus. Tannis (2008) mencionada por

Burns (2010).

La composicion de la microbiota, asi como las interacciones entre sus componentes

y con la mucosa intestinal, condicionan tanto los estados de salud como de enfermedad.

12
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Entre ellos, los probiodticos son microorganismos implicados en el mantenimiento o
mejora de la salud del TGI por ser, en su mayoria, habitantes naturales de este nicho con
funciones fisioldgicas exclusivamente benéficas en él. El equilibrio entre las diferentes
poblaciones microbianas es dindmico y se modifica por factores tales como la edad del
individuo, el estrés, su estado de salud, la dieta, la administracion de antibioticos o las

terapias con rayos (Montalto et al., 2009 mencionado por Burns, 2010).

Collado y Sanz (2007); Ventura et al. (2007) mencionan que durante el transito en el
tracto gastrointestinal las bifidobacterias deben sobrevivir a las condiciones extremas de
acidez en el estbmago y a la inmediata presencia de sales biliares del duodeno para
asegurar su funcionalidad. Las bifidobacterias resisten a altas concentraciones de acidez
(Arenas, 2012).

2.3.1.1. Capacidad de Adhesion y Colonizacion Transitoria del TGI

Algunos de los efectos benéficos de los microorganismos probioticos sobre la salud del
consumidor estan relacionados a la capacidad de los mismos de adherirse a la mucosa
intestinal. La adhesion es un pre requisito para colonizar el intestino, estimular el
sistema inmune y para ejercer actividades antagonistas contra microorganismos entero
patdgenos a través de la exclusion competitiva. Aunque en la actualidad se conoce que
la colonizacidn del intestino es solamente transitoria y no permanente (Gardiner et al.,
1999, Ohashi et al., 2004) ni siquiera es posible una colonizacion permanente en
neonatos donde la falta de una microbiota instalada y madura podria hacer pensar en la
posibilidad de wuna intervencion con probidticos para lograr una colonizacion

permanente (Gueimonde et al., 2006).

Actividad Antimicrobiana

En el complejo ecosistema gastrointestinal, los probioticos han desarrollado
mecanismos para competir y sobrevivir frente a otros microorganismos. En general, la
actividad antagdnica se produce a través de la competencia por nutrientes y por espacio
fisico, pero también a través de la produccion de sustancias antimicrobianas tales como

13
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acidos organicos, etanol, H.O> y componentes tipo bacteriocina. No obstante, queda por
dilucidar cuan metabolicamente activos estdn los probidticos durante el transito
gastrointestinal para que realmente puedan sintetizar y excretar los compuestos

antimicrobianos (Oozeer et al., 2004).

2.3.2. Seguridad de los Probidticos

Un aspecto fundamental en la eleccion de un probidtico es el nivel de seguridad de
la cepa. Las cepas mas utilizadas pertenecen generalmente a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, que han sido catalogados como microorganismos seguros en la
fermentacion de los alimentos (Salminen et al., 2004). Aungue teéricamente el uso en
de estos microorganismos podria tener efectos colaterales, los casos que relacionan
infecciones sistémicas y consumo de probidticos son muy escasos y todos se han
detectado en pacientes inmunodeprimidos (Antony et al., 1996; Sanz et al., 2003;

Salminen et al., 2004; Cannon et al., 2005; Salvana y Frank, 2006).

Caracteristicas Generales de Probidticos en Productos Lacteos

En el American Journal of Clinical Nutrition, Heller (2006), en su articulo titulado:
“Probiotic bacteria in fermented foods: product characteristics and starter organisms” —
“Bacterias Probiotica en alimentos Fermentados”, afirma que aparte de los beneficios de
salud provistos por los probidticos y la esperada supervivencia a través de tracto
digestivo, es importante que no tengan efectos adversos en el sabor, textura o aroma de
los productos finales. Ademas no deben intensificar la acidez a través de la vida atil del
producto. Heller (2006), continGa mencionando que los microorganismos Vivos
interactlan activamente con su ambiente intercambiando componentes del medio por

productos de su metabolismo, por tanto, a composicion quimica que los lacteos es de

14
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alta importancia en las caracteristicas de los productos finales debido a las propiedades
proteoliticas y lipoliticas de los probidticos, las cuales pueden afectar

considerablemente el sabor de los productos lacteos.

El control de calidad de los productos lacteos con bacterias vivas se ha hecho
tradicionalmente basado en evaluacidon sensorial y en la determinacion de ciertos
pardmetros con valores conocidos (Kneifel et al., 1992). Harper (1991) en su estudio
“Sensory Ratings of Commercial Plain Yogurts by Consumer and Descriptive Panels”,
demuestra que los atributos de acidez, dulzura y apariencia son los descriptores de

mayor relevancia en la aceptacion de los consumidores.

Dairy and Food Culture Technologies (2006) afirma que las bacterias consideradas
probidticas cominmente se relacionan a los productos lacteos. Esto se debe a que
algunos de estos microorganismos pueden jugar un rol en la transformacion de la leche
a productos fermentados y ademas brindar beneficios a la salud humana. Se menciona
que los productos lacteos proveen el vehiculo adecuado para el transporte de probidticos

por varias razones:

» Proteccidon de la bacteria: los productos lacteos neutralizan la acidez de los
acidos estomacales y de las altas concentraciones biliares en el intestino
delgado, que pueden reducir por muerte o dafio la concentracion de bacterias.

» Refrigeracion: la refrigeracion de los lacteos promueve la estabilidad de los
probidticos.

» Imagen de los cultivos vivos: el uso de cultivos activos vivos en los productos
lacteos da una imagen positiva ante los consumidores lo cual facilita la

transmision de mensajes de salud.

15
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» Salud: las propiedades de salud de los probidticos se combinan con las
propiedades saludables de los lacteos para crear un alimento funcional. Se ha
demostrado el efecto benéfico de los productos lacteos probidticos en el balance
de la microflora intestinal, hipertension, osteoporosis, cancer, intolerancia a la
lactosa y alto colesterol entre otros.

2.3.3.1.  Yogur Probiético

Un yogur probidtico es aquel que también contiene suficiente cantidad de
microorganismos viables que produciran beneficio mas alld de los valores nutricionales
al ser ingeridos porque afectan beneficiosamente a una o varias funciones del organismo
proporcionando un mejor estado de salud y bienestar y/o reducen el riesgo de
enfermedad. EI yogur constituye uno de los principales vehiculos para el aporte de
probidticos; porque durante la fermentacion de la leche, la lactosa se separa en dos
componentes mas simples glucosa y galactosa, con la produccion de &cido lactico. Esta
condicion hace que el producto resulte mas conveniente para quienes sufren de
intolerancia a la leche, causada por la carencia de una enzima llamada lactasa, haciendo
a estos alimentos de gran aceptacion en los distintos grupos de poblacion por su facil

digestion (Mani, 2005).

El yogur elaborado con Bifidobacterium presento valores de acidez de 1,00 a 1,79%
de acido lactico, cumpliendo con el criterio establecido por Bricefio et al., (2001) y

Ramirez, (2007).

2.3.3.2.  Cultivos Iniciadores

Los microorganismos que se utilizan en la industria lactea como cultivos iniciadores son
principalmente las bacterias lacticas, que se afiaden a la leche para que inicien y dirijan
correctamente su fermentacion. También se utilizan otras bacterias, como las llamadas

probidticas, que en ocasiones se afiaden por separado. También en algunos productos
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lacteos, como por ejemplo queso o kéfir, se afiaden otros microorganismos como
hongos y levaduras para que inicien determinados proceso. Segin Walstra et al. (1999)

los objetivos de los cultivos iniciadores son:

» Acidificacion: por produccion de &cido lactico a partir de la lactosa, como
consecuencia desciende el pH.

» Higienizacién, por acidificacion, produccion de bacteriocinas y competencia con

los microorganismos indeseables.

Por precipitacion de la caseina.

Por produccion de mucilagos.

Modificacion del gusto y del aroma

Por produccion de acido.

Por produccidn de sustancias aromaticas a partir de la lactosa o del citrato.

YV ¥V Y V VY V

Por produccidn de sustancias aromaticas y sapidas por proteolisis y lipolisis.

Con el uso de cultivos iniciadores seleccionados se puede controlar mejor la calidad y la

uniformidad de los productos lacteos.

2.3.3.2.1. Bacterias Léacticas

2.3.3.2.1.1. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

Segun Dellaglio et al. (1992) las caracteristicas principales del Streptococcus

thermophilus son:

En forma de células esféricas u ovoides de 0,7 a 0,9 um de diametro unidas en
parejas o largas cadenas, segun la temperatura de crecimiento y el medio de cultivo,
vive en la leche y los productos lacteos; es homofermentativa, en la leche produce 0,7-
0,8% acido lactico L(+), algunas cepas son capaces de producir hasta un 1% de acido

lactico. No produce amoniaco a partir de la arginina, ni metaboliza el citrato. Algunas
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cepas son capaces de producir polisacaridos que forman un mucilago, lo cual es
interesante para la viscosidad del yogurt. En la leche, ademas de &cido lactico grasos
volatiles: formico, acético, propionico, butirico, isovalerico y caproico, ademas produce

acetoina y pequefias cantidades de acetaldehido.

Presenta una actividad proteolica muy pequefia en la leche y la mayoria de
amino&cidos liberados son consumidos durante la fase de crecimiento logaritmico, por
ser una bacteria termofila su temperatura Optima de crecimiento es de 42-45°C, la
minima de 10°C y la mé&xima de 50°C, también es una bacteria termodurica, aguanta un
tratamiento de calor en la leche de 30 minutos a 60°C; y es muy sensible a la presencia
de inhibidores y en especial de antibidticos, por ejemplo su crecimiento es inhibido por
0,01 U.I de penicilina o 5 mpu de estreptomania por ml de leche. También es muy
sensible a la sal, hecho que se aprovecha para diferenciarlo de otros lactococcos y
enterococcos, no crece en presencia de un 4% de sal y algunas cepas en presencia de un

2% de sal.

2.3.3.2.1.2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Segun Dellaglio et al. (1992) las caracteristicas principales del Lactobacillus

bulgaricus son:

Se presenta en forma de bacilos alargados con la punta rodeada, separados o
formando cadenas. El tamafio medio en la leche es de 0,8-1 um de largo, vive en la
leche y los productos lacteos; es homofermentativa. En la leche produce
aproximadamente un 1,7% de acido lactico D(-). Ademas de &cido lactico, produce
pequefias cantidades de otros productos como los acidos grasos volatiles: acético,
propionico, butirico, isovalerico, caproico y caprico; ademas produce acetoina,

acetaldehido, acetona y 2-butanona.

18

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO H,#E Nacional de

Nacional del
Altiplano

Presenta una actividad proteolitica mediana, pero importante por la liberacion que
supone de aminoacidos, por ser una bacteria termdfila. Su temperatura Optima de
crecimiento es de 40-43°C, la minima de 15°C y la maxima de 52°C (algunas cepas
crecen hasta 60°C). Aunque no se considera una bacteria termodurica, algunas cepas
aguantan temperaturas de 75°C durante 20-30 min; y presenta una mayor resistencia a
los antibidticos que el S. thermophilus, es inhibido por 0,3-0,6 U.l de penicilina.
También es muy sensible a la sal; no se desarrolla en presencia de sales biliares o en

caldos con un 2% de NaCl.

Ambos microorganismos son microacrofilos, soportan una acidez elevada y viven en

simbiosis.

2.3.3.2.2. Bacterias Probidticas

Para que un microorganismo sea considerado como un probidtico debe de cumplir con
la funcion de proteccion, tiene que formar parte de la flora intestinal normal, tener un
tiempo corto de reproduccion, ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser
estable durante el proceso de produccién, comercializacion y distribucion para que

pueda estar vivo en el momento de ingerirse y llegar al intestino (Pardio, 1994).

Se trata como probidticos, a las bacterias acido lacticas integrantes de los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, y algunas cepas de Streptococcus. Para que se considere
como alimento probiotico un yogur debe de contener aparte de Lactobacillus bulgaricus
y Streptococcus thermophilus alguno de estos otros grupos bacterianos en suficiente
cantidad para que promuevan una actividad beneficiosa a nivel del intestino humano. La
mayoria de las bacterias mueren cuando atraviesan la pared gastrica; pero los
probidticos, debido a su alto nivel de produccion de acido lactico, son capaces de

sobrevivir una vez han atravesado el tracto gastrointestinal. Ellos interaccionan con la
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microflora y/o células de la mucosa intestinal, induciendo o modulando distintas

actividades bioldgicas beneficiosas (Fuller, 1994) y (Lee et al., 1995).

La proteccion que dan estas bacterias se lleva a cabo por la competencia por los
nutrientes o los sitios de adhesion que impiden la multiplicacion de los patdgenos y la
produccion de toxinas lo que imposibilita su accion dafiina, mediante esta modulacion
inmune protegen al huésped de las infecciones induciendo a un aumento de la
produccion inmunoglobulinas, ampliacion de la activacion de las células mononucleares
y de los linfocitos. En el yogur, las proteinas del suero (lactoalbumina y lactoglobulina)
permanecen dentro del producto, mientras que la presencia simultanea de lactosa y
acido lactico permiten que los oligoelementos tales como calcio y fosforo, resulten mas
disponibles para ser asimilados y en mayor abundancia por la accion de los probi6ticos

a nivel intestinal (Guerin, 1998).

2.3.3.2.2.1. Genero Bifidobacterium

Las bacterias probioticas del genero bifidobacterium, que constituyen una de las
pocas especies de bacterias predominantes en la microflora del colon a lo largo del ciclo
de vida, y se asocian a un estado saludable en humanos. Las funciones del
bifidobacterium en el colon no se han explicado en su totalidad; pero sus beneficios son
numerosos. Cuando se utilizan para fermentar la leche, proporcionan diferentes perfiles
de sabor en comparaciéon con aquellos productos que contienen solamente bacterias
acido lacticas (BAL); porque no solamente producen &cido lactico sino tambien acido
acetico, como uno de sus principales productos de fermentacion. Ademéas poseen
ventajas probidticas potenciales, en particular efectos antimicrobianos, en la reduccion
del riesgo de contraer cancer, y en el equilibrio de la microflora intestinal. En general,

las bifidobacterias son bastones Gram positivos y anaerobios estrictos, tienen
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necesidades nutricionales especiales y crecen lentamente en la leche. Muy pocas cepas
se han adaptado lo suficientemente bien a la leche y pueden crecer en niumero suficiente
como para sobrevivir durante la vida de anaquel de las leches fermentadas. Pero en los
ultimos afios, estudios in vivo en adultos y en bebés han confirmado que algunas cepas
de bifidobacterias son capaces de sobrevivir a su paso a través del tracto
gastrointestinal, y también sobreviven mas que algunas bacterias acido lacticas (BAL).
A medida que los retos tecnoldgicos relacionados con su viabilidad y su enumeracién
estan siendo superados, las leches fermentadas por estos microorganismos (solos o en
combinacion con BAL) tienen la capacidad de proporcionar productos consistentemente
satisfactorios que contienen un gran numero de microorganismos viables (Guerin,

1998).

El crecimiento del Bifidobacterium depende de los aminoacidos disponibles que
son liberados por bacterias proteoliticas, las cuales fueron utilizadas como iniciadores;
sin embargo los aminoacidos esenciales estan presentes en la quinua, contribuyendo en
el crecimiento de las bacterias. Las bifidobacterias difieren del resto de las bacterias
acido lacticas, en que no solamente producen acido lactico sino también acido acético,
como uno de sus principales productos de fermentacién (Farnworth et al., 2007) y

(Scardovi, 1996).

2.3.3.2.2.1.1. Taxonomia

La clasificacion de las bifidobacterias ha sido modificada a lo largo de la historia
desde que se descubrio en 1899 el microorganismo denominado Bacillus bifidus; y que
en la actualidad representa al género Bifidobacterium como especie tipo con el nombre

de Bifidobacterium bifidum. En los Gltimos afios han aparecido nuevas cepas y se han

21

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO

especies, como se muestra en la Tabla 2.

:'YWE Universidad

" Nacional del
Altiplano

e

reclasificado, en la actualidad el género se encuentra formado por un total de 28

Tabla 2. La lista actual de especies incluidas dentro del género Bifidobacterium

ESPECIE

REFERENCIA

Bifidobacterium psychraerophilum
Simpson et al., 2004a

Bifidobacterium pullorum Trovatelli et al.
1974

Bifidobacterium ruminatium Biavati y
Mattarelli 1991

Bifidobacterium saeculare Biavati et al.
1992

Bifidobacterium scardovii Hoyles et al.,
2002

Bifidobacterium subtile Biavati et al. 1982

Bifidobacterium thermacidophilum subsp.
porcinum Zhu et al. 2003

subsp. thermacidophilum Dong et al. 2000

Bifidobacterium thermophilum Mitsuoka
1969

Bifidobacterium psychraerophilum
Simpson et al., 2004a

Bifidobacterium pullorum Trovatelli et al.
1974

Bifidobacterium ruminatium Biavati y
Mattarelli 1991

Bifidobacterium saeculare Biavati et al.
1992

Bifidobacterium scardovii Hoyles et al.,
2002

Bifidobacterium subtile Biavati et al. 1982
Bifidobacterium thermacidophilum subsp.
porcinum Zhu et al. 2003

subsp. thermacidophilum Dong et al. 2000
Bifidobacterium thermophilum Mitsuoka
1969

Bifidobacterium psychraerophilum
Simpson et al., 2004a

Bifidobacterium pullorum Trovatelli et al.
1974

Reuter, 1963

Scardovi y Crociani, 1974
(Mitsuoka 1969)

Scardovi y Trovatelli, 1969

Tissier, 1900
Orla-Jensen, 1924

Scardovi et al., 1979

Reuter, 1963
Scardovi y Crociani, 1974

Scardovi et al., 1979
Scardovi y Trovatelli, 1969
Biavati et al., 1982

Scardovi et al., 1979

Scardovi y Crociani, 1974
Lauer, 1990

Watabe et al., 1983
Scardovi y Trovatelli, 1969
Sakata et al., 2002

Scardovi and Zani 1974
Biavati y Mattarelli 1991

Biavati et al. 1982
Scardovi et al. 1979
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Bifidobacterium ruminatium Biavati y Mitsuoka 1969
Mattarelli 1991 Yaeshima et al. 1992
?éggobacterlum saeculare Biavati et al. Simpson et al., 2004a
Bifidobacterium scardovii Hoyles et al., Trovatelli et al. 1974
2002

Bifidobacterium subtile Biavati et al. 1982 Biavati y Mattarelli 1991
Bifidobacterium thermacidophilum subsp.  Biavati et al. 1992
porcinum Zhu et al. 2003

subsp. thermacidophilum Dong et al. 2000 Hoyles et al., 2002

Bifidobacterium thermophilum Mitsuoka Biavati et al. 1982

1969

Bifidobacterium psychraerophilum Zhu et al. 2003
Simpson et al., 2004a Dong et al. 2000
?éf;iobacterlum pullorum Trovatelli et al. Mitsuoka 1969

Fuente: List of Bacterial names with Standing in Nomenclatura,
http://www.bacterio.cict.fr/, 2004.

2.3.3.2.2.1.2. Habitats

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal humano y de
diversos animales y estan presentes durante toda la vida pero en distintas cantidades,
apareciendo a los pocos dias después del nacimiento. Constituyen una de las especies
predominantes de la microflora del colon, junto con Peptostreptococcus, Eubacterias,
Clostridia y Bacteroides, las cuales se encuentran presentes en niveles que van desde
108 a 10! bacterias por gramo de material del colon. Segin Guarner y Malagelada
(2003); Collins y Gibson (1999) la flora intestinal beneficiosa, representada
principalmente por los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, contribuye de forma
significativa al estado de salud del huésped, por sus funciones:

Metabdlicas, interviniendo en la asimilacion de nutrientes de la dieta;

Protectoras, contribuyendo al efecto barrera y al desplazamiento de

microorganismos patogenos,

» Troficas, interviniendo en la modulacién del sistema inmune y en el desarrollo y

la proliferacion celular.

23

Repositorio institucional UNA - PUNO



http://www.bacterio.cict.fr/

TESIS UNA-PUNO pule, Universidad

H'H ‘ﬂ Na_clonal del

Altiplano

2.3.3.2.2.1.3. Caracteristicas Culturales y Morfoldgicas

Son bacilos de variada morfologia, generalmente de forma bacilar, pueden ser
cortos, regulares, con ramificaciones. Son Gram-positivos, inmdviles, no son
esporulados y se tifien irregularmente con azul de metileno. Son anaerobios estrictos,
sin embargo el grado de tolerancia al oxigeno depende de la especie y del medio de
cultivo (De Vries y Stouthamer, 1969) mencionado por Collado (2004). Esos bacilos,
con una pared externa irregular, son usualmente concavos y sus extremidades pueden
adquirir diversas morfologias con extremos en forma de espatula. En algunos casos
incluso pueden presentar morfologia cocoidea. Se disponen aislados, en cadenas, en
empalizada o en forma de V, Y, T. La morfologia es muy variable y depende del medio

de cultivo donde se desarrollen, como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Morfologia del género Bifidobacterium.

Su temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 36-38°C para las especies de
origen humano y 41-43°C para las especies de origen animal. No existe crecimiento a
temperaturas menores de 20°C y las bacterias pertenecientes a este género no resisten
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bien temperaturas mayores de 46°C. Por ejemplo, Bifidobacterium bifidum muere a
60°C, Rasic y Kurmann, (1983). El pH requerido para su crecimiento oscila entre 6.5-7
y a pHs menores o iguales el crecimiento es muy lento o incluso nulo, por todo ello, es
importante controlar el descenso del pH en los productos lacteos que contienen este
microorganismo. No existe crecimiento a pH menor de 4.0 o mayor de 8.0 (Scardovi,
1986). Gémez (1999) y Diaz et al., (2004) indican que el pH desciende por accién de la
fermentacion microbioldgica de la lactosa, por las bacterias acidolacticas (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp. termophilus). La
apariencia de las colonias de este género bajo condiciones de anaerobiosis puede variar
mucho en funcién del medio que se emplee. En general, las colonias que se forman son
redondeadas, pueden ser brillantes y de diametro muy variable, pero Scardovi (1986)
distinguio dos diferentes tipos de colonias de B. bifidum, algunas colonias son muy
lisas, convexas, blancas, y brillantes, mientras que otras son rugosas, con bordes
desiguales. Por ello, la morfologia de colonia no es una buena referencia para la

identificacion del género.

2.3.3.3.  Requisitos de los Cultivos Probidticos

Segin Céspedes (1995), citada por Hernandez (2003) los microorganismos
probidticos se inoculan en una alta concentracion (mayor que 107 UFC/ml). Deben

cumplir con una serie de requisitos; entre ellos, los mas importantes son:

» Mantener su viabilidad en las condiciones de preparacion del alimento en el que
se utilizan, por ejemplo, la presencia de azucares y aditivos.

» Mantener su viabilidad en las condiciones de extrema acidez en el estomago, y
ser capaces de colonizar el intestino.

» Tener una alta velocidad de crecimiento para dominar sobre los otros
microorganismos intestinales.

2.3.3.4. Beneficios de la Ingestion del Yogur Probidtico

Los efectos de los probidticos son varios, porque modifican la flora intestinal

evitando la colonizacién patdgena, evitando su desequilibrio. En la actualidad, todavia
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se desconocen muchos aspectos relativos a su mecanismo de accion; sin embargo, se

reconoce su funcionalidad en (Lee, 1995):

Prevencién y tratamiento de enfermedades infecciosas
Disminucidn de los niveles de colesterol.

Tratamiento de diarreas de origen bacteriano o viral.
Contribucion en el tratamiento de la intolerancia a la lactosa.
Estimulacion del sistema inmune.

Formacion de una flora intestinal balanceada.

Prevencién de ciertas manifestaciones alérgicas

Prevencion del cancer de Colon

Tratamiento contra tumores

Promueven la produccién de vitaminas como la B2, B6 y biotina.

vV ¥V ¥V Vv VY ¥V ¥V VY V VYV V

Ayuda en la asimilacion de oligoelementos.

2.4. QUINUA

Quinua (Chenopodium quinoa Willd.), especie que posee una gran variabilidad y
diversidad, con elevadas cualidades nutricionales, fundamentalmente el de su proteina,
considerada superior a la de los cereales. Este cultivo puede adaptarse muy facilmente a
las nuevas exigencias de los mercados por alimentos de origen organico. Al igual de la
papa, maiz, amaranto, lupino, oca, olluco, mashua y muchos otros cultivos andinos fue
base nutricional en los principales culturas americanas, con la llegada de los espafioles a
Ameérica, se introdujo a otros cultivos, muchos de los cuales desplazaron a los
tradicionales, razén por la cual la quinua paso a constituirse en un cultivo marginal
practicado por algunas comunidades campesinas, con tecnologias propias de la cultura

andina. Hoy este cultivo ha tomado una inusitada importancia entre los agricultores y
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agroindustriales, como consecuencia de la promocién sobre sus bondades nutricionales
que la quinua ofrece en sus granos, hojas e inflorescencias, para la alimentacion
humana. La saponina de los granos puede ser utilizada como detergente y medicina. En
Cuba ha sido introducido el cultivo de quinua a través del instituto de Ciencia Animal,
con vista a su empleo al estudio de los aspectos de medicina humana relativo a las
saponinas y el colesterol sérico; asi la quinua se convierte en un producto de
exportaciéon, con un potencial enorme para ampliar la frontera agricola de cultivo

(Apaza et al., 2005).

2.4.1. Descripcion

Nomenclatura Comun de la Quinua

Espafiol : quinua, quinoa, quinqua, kinoa, trigo inca.
Quechua : Kiuna, quinua.

Aymara : shupa, Jopa, Jupha, jiura, aara, ccallapi.
Chibcha : suba, pasca.

Mapuche : quinhuia, quinua.

Azteca ; huatzontle.

Francés : quinoa, riz de peruo, anserine, petit riz de perou.
Inglés : quinoa, Petty rice, inca rice, Peruvian rice.
Aleman : Reismelde, ankaweizen, peruanisher, Reis-
Gerwacks.

Italiano : quinua, chinua.
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Portugués : arroz miudo do Peru, quinoa.

La importancia de las proteinas de la quinua se debe a la calidad de las mismas
(Repo-Carrasco et al., 2001). Las proteinas de quinua tienen una composicion
balanceada de aminoécidos esenciales parecida a la composicion aminodcidica de la

caseina, la proteina de la leche.

2.4.2. Valor Nutritivo

24.2.1. Proteinas

Lo que caracteriza a la quinua es su elevado valor proteico, y que la calidad de sus
proteinas y equilibrio, son superiores a las de los demas cereales, fluctuando entre 12,5
a 16,7%. El 37% de las proteinas que posee la quinua esta formado por aminoacidos
esenciales. Los aminoacidos esenciales son aquellos que no produce el organismo, por
lo que necesitan ser ingeridos a través de la dieta. La carencia de estos aminoacidos en
la dieta limita el desarrollo del organismo, ya que no es posible reponer las células de
los tejidos que mueren o crear nuevos tejidos, en el caso del crecimiento. Los
aminoacidos esenciales para el ser humano son: valina, leucina, treonina, lisina,
triptéfano, histidina, fenilalanina, isoleucina, arginina y metionina. Los aminoacidos
que contiene en mayor cantidad con respecto a otros cereales son: acido glutamico,
acido aspartico, isoleucina, lisina, fenilalanina, tirosina y valina. El &cido glutamico
participa en los procesos de produccion de energia para el cerebro y en fenémenos tan
importantes como el aprendizaje, la memorizacion y la plasticidad neuronal, el &cido
aspartico mejora la funcion hepatica y es indispensable para el mantenimiento del
sistema cardiovascular, la tirosina tiene un importante efecto antiestrés y juega un papel
fundamental en el alivio de la depresion y la ansiedad, entre otras funciones, la lisina

por ser su contenido el doble en la quinua que en los demaés cereales, mejora la funcion
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inmunitaria al colaborar en la formacion de anticuerpos, favorece la funcion gastrica,
colabora en la reparacion celular, participa en el metabolismo de los &cidos grasos,
ayuda al transporte y absorcion del calcio e, incluso, parece retardar o impedir -junto
con la vitamina C- las metastasis cancerosas, por mencionar solo algunas de sus
numerosas actividades terapéuticas (FAO, 2001). En la Tabla 3 se observa el valor

nutritivo de la quinua.

Tabla 3. Valor Nutritivo en Variedades de Quinua.

Componentes  Blanca de Juli  Kancolla  Salcedo-INIA  Pasankalla  Chullpi

Humedad % 7.71 8.09 7.94 7.69 7,69
Cenizas % 2.81 2.58 2.36 3.30 1.20
Proteinas % 14.73 14.73 14.49 20.80 8.60
Grasa % 5.79 6.89 8.08 6.10 1.50
Fibra % 3.50 3.29 3.34 2.78 1.99
Carbohidratos % 65.45 64.41 63.78 59.37 84.13
Energia (Kcal./100g) 396.2 402.10 409.4 401.3 382.9

Fuente: Laboratorio EE. Illpa.INIA;2004, mencionado por Apaza et al., 2005

2.4.2.2. Vitaminas

La quinua posee un alto contenido de vitaminas del complejo B, C y E, y su
contenido de vitamina B y C es superior a la del trigo. Es rica en caroteno y niacina
(B3). Contiene sustancialmente mas riboflavina (B2), tocoferol (vitamina E) y caroteno

que el trigo y el arroz (FAO, 2001).

24.2.3. Grasa
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En la quinua la mayoria de sus grasas son monoinsaturadas y poliinsaturadas, que son
beneficiosas para el cuerpo por ser elementales en la formacion de la estructura y en la
funcionalidad del sistema nervioso y visual del ser humano, a la vez que disminuyen el
nivel de colesterol total y el colesterol LDL (colesterol malo) en la sangre, solo por
nombrar algunos de los multiples beneficios que tiene el consumo de los acidos grasos
omega para el organismo. Los valores de acidos grasos en el grano crudo son de 8,1%,

52,3%, 23% de omega 3, omega 6, omega 9 respectivamente (FAO/OMS, 2001).

24.2.4. Minerales

El grano de la quinua tiene casi todos los minerales en un nivel superior a los
cereales, contiene fosforo, calcio, hierro, potasio, magnesio, manganeso, zinc, litio y
cobre. Posee 1,5 veces mas calcio en comparacion con el trigo - este mineral es
responsable de varias funciones estructurales de huesos y dientes - y participa en la
regulacion de la transmisién neuromuscular de estimulos quimicos y eléctricos, la
secrecion celular y la coagulacion sanguinea. Por esta razon el calcio es un componente
esencial de la alimentacién. El aporte recomendado de calcio en nifios de 4 a 9 afios es
de 600-700 mg/dia y para adultos va entre 1000 a 1300 mg/dia. El calcio es absorbido
por el organismo, debido a la presencia simultdnea del zinc, lo que la hace muy
recomendable para, por ejemplo, evitar la descalcificacion y la osteoporosis, a
diferencia de otros alimentos que si contienen calcio pero que no logra ser absorbido
por el cuerpo. El contenido de zinc en la quinua es el doble que en el trigo, y comparada

con el arroz y el maiz, las diferencias son aun mayores (FAO/OMS, 2001).

2.4.3. Proceso de Transformacion de la Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), constituye un cultivo nativo de mucha

importancia para la alimentacion en la zona andina, es necesario darle la prioridad
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necesaria en la investigacion desde el punto de vista agroindustrial para realizar el uso
adecuado de sus enormes potencialidades, a través de una transformacion industrial que
permite valorar verdaderamente estos productos. La quinua perlada, hojuelas, harina,
expandido, colorantes, fideos, extruidos y otros, son productos que pueden ser
elaborados a través de una serie de procesos y operaciones, mediante los cuales son
convertidos en alimentos muy apreciados y necesarios para la dieta del hombre. La
quinua es un alimento que relne caracteristicas favorables y excepcionales para ser
transformadas y obtener productos agroindustriales que permita un uso mas elaborado y
directo, por ello es necesario tener una definicion clara de cada proceso (Rurales y Fair,

1992; mencionado por Apaza et al., 2005).

2.4.3.1. Sucedaneo de Leche a partir de Quinua

De la quinua se han obtenido, productos transformados y que actualmente se
encuentran en el mercado, los cuales requieren promocion e incluso difusion de la
forma de consumo puesto que la poblacion no conoce plenamente sus cualidades y
formas de preparacion: sin embargo, dada la necesidad de disponer de productos
nutritivos y cuyo conocimiento ya son de dominio publico y de la poblacion
consumidora, se ha efectuado investigacion en los laboratorios de la Universidad
Nacional del Altiplano, para obtener leche de quinua, dado el gran potencial que tendria
esta forma de consumo de la proteina vegetal de alta calidad nutritiva (Mujica et al.,

2006).

2.4.3.2. Beneficios del Sucedaneo de Leche a partir de Quinua

La nutriciobn moderna, va confirmando con su minuciosa descripcion quimica las
razones por las que los indigenas americanos, intuitivamente, eligieron la quinua y otros

cultivos andinos como preciosas semillas para incluir en la alimentacion. Entre un 14y
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18% de su composicion esta formada por sus proteinas, predominando tres aminoacidos
importantes para la asimilacion de otras pequefias sustancias fundamentales en el
crecimiento. Todo parece indicar que la ausencia de osteoporosis tiene relacion con la
dieta del altiplano que es rica en granos que contienen fitoestrogenos que son sustancias
que permiten la absorcidn de calcio y esto hace que las mujeres de esta region no sufran

osteoporosis ni problemas propios de la menopausia (Mujica et al., 2006).

2.4.3.3.  Elaboracion del Sucedaneo de Leche a partir de Quinua

La elaboracion del sucedaneo de leche de quinua se muestra en la Figura 2, cuyo
proceso consiste en recepcionar la quinua variedad Chullpi lavada, desaponificada y
secada; se lleva a coccidn en una olla de presion durante 30 minutos, utilizando 5 litros
de agua para 1kg. de quinua, luego se procede a enfriar a temperatura ambiente. Se
licua, agregando su propio liquido en la que se produjo la coccién del grano, la relacién
de quinua: agua es de 1:2, la licuacion se da a alta velocidad durante 5 — 10 minutos. Se
separa la parte solida de la liquida, pasando por un tamiz # 100, para obtener un
sucedaneo de leche a partir de quinua de alta calidad. Se da una emulsion homogeénea,

lo cual la hard mas cremosa y méas uniforme. Se somete a ebullicion durante 2 minutos.
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Figura 2. Diagrama de flujo del Proceso de Elaboracion del Sucedaneo de leche a
partir de quinua

QUINUA
LAVADO -
DESAPONIFICADO RECEPCION
SECADO
‘L Olla a presion
COCCION t =30 min.
MOLIENDA QUINUA: AGUA (1:2)
Tiempo de licuado: 5 minutos
FILTRADO Tamiz #
100
3
HOMOGENIZACION Y 2 minutos
EBULLICION
]
FILTRADO Tamiz #
100

!

SUCEDANEO DE LECHE DE
QUINUA

Fuente: Mujica, 2006
2.5. MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

La microbiologia predictiva consiste en la prediccion a través de modelos, el
comportamiento de microorganismos alimentarios en respuesta a las condiciones
ambientales que se dan en la produccion de alimentos y en las operaciones del

procesado. Los modelos predicen el tiempo que tardarian estos microorganismos en
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empezar a proliferar bajo determinadas condiciones y a qué velocidad crecerian una vez

que comienzan (Aguirre y Aquino, 2008).

La microbiologia predictiva utiliza modelos matematicos (construidos a partir de datos
de pruebas de laboratorio) conocidos como los “modelos predictivos” en software para
describir graficamente esta respuesta. Las pruebas microbioldgicas bésicas de
laboratorio se utilizan tipicamente en la toma de decisiones criticas relacionadas con la
inocuidad alimentaria y la vida de anaquel de los productos. El crecimiento,
supervivencia e inactivacion de los microorganismos en los alimentos son respuestas
reproducibles, es por ello que los modelos predictivos sirven para evaluar de forma

combinada el efecto de factores ambientales que puedan afectarlos (Gutiérrez, 2011)

25.1. Modelos Matematicos Predictivos

Los modelos se evallan bajo condiciones especificas para ver cuales satisfacen los
estandares establecidos y demuestran un nivel de aceptabilidad que permita su uso por

la industria agroalimentaria (Aguirre y Aquino, 2008).

2.5.1.1. Modelo Gompertz Modificado

La ecuacion de Gompertz fue originalmente desarrollada para describir la mortalidad
humana como una funcién de la edad. Gibson et al., (1987) fueron los primeros en
utilizar la ecuacién de Gompertz para ajustar las curvas de crecimiento microbiano y
encontraron que la ecuacion podia describir con precision las fases exponencial y
estacionaria de las curvas sigmoides de crecimiento microbiano, pero no era eficaz para

la fase de latencia. En la Figura 3 se observa el modelo de Gompertz.
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Figura 3. Gréafica del Modelo de Gompertz (Cabeza, 2013)
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Para solventar este problema, Gibson et al., (1987) propusieron el modelo
modificado de Gompertz, el cual fue considerado como el mejor modelo sigmoidal para
curvas de crecimiento (Gibson et al., 1987; Zwietering et al., 1990; McMeckin et al.,
1993). Con la adopcion de este modelo por el consorcio Food MicroModel en el Reino
Unido y el grupo Pathogen Madelling Program (PMP) del USDA, este modelo ha sido
ampliamente usado en Microbiologia Predictiva. El modelo modificado de Gompertz se

expresa en la siguiente ecuacion:

o[=Blt-MJ})

Yo = A+ Cel-
Segun Zwietering et al., (1992) en el modelo anterior podemos deducir que:
Y v = Conteo de la poblacion al tiempo t (logio poblacion).

A = Logaritmo de la poblacion al tiempo —oo, lo que equivale a la densidad de poblacion

al tiempo inicial (Y min = Yo).

C = Incremento final en el nimero de bacterias (10g10), equivalente a Ymax — Y min.
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M = Tiempo en el cual el cultivo alcanza su maxima velocidad de crecimiento (h)

B = Velocidad méxima de crecimiento al tiempo M (1/h), equivalente a la pendiente en

el punto de inflexion.
t = tiempo (h).

Si tomamos la ecuacién modificada de Gompertz en una curva de crecimiento,
los parametros del modelo pueden representarse graficamente como se muestra en la

Figura 3:

A partir de la ecuacion anterior, pueden calcularse diversos parametros del

crecimiento tales como:

Fase de latencia: AzM-% (horas)
Tiempo de generacion: T, = log2 % (horas)
Velocidad méxima de crecimiento: Py = % (log UFC/ml)/hora

2.5.2. Construccion del Modelo

Agatangelo (2007) indica que para la elaboracion de un modelo existen algunos
procedimientos basicos que han de ser tenidos en cuenta para la generacion de datos.
Para ello, es necesario hacer la eleccion de la cepa microbiana a estudiar, y, a

continuacién, decidir el método para la generacion de datos.
2.5.2.1. Generacion de Datos

El desarrollo del modelo requiere la generacion de datos de experimentacion bajo
condiciones controladas y conocidas. Mientras mayor sea la cantidad de datos

recolectados, mayor serd el caracter predictivo y la confiabilidad del modelo. Para
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encajar en un modelo, se deben recolectar los datos durante todo el periodo de
crecimiento y frecuentemente se deben crear cientos de curvas primarias de crecimiento

(Cayré et al., 2010).

Para seguir el curso del crecimiento es necesario efectuar mediciones cuantitativas.
El crecimiento exponencial es, por lo general, equilibrado, de modo que para poder
determinar la velocidad de crecimiento puede utilizarse la medicion de cualquier
propiedad de la biomasa. Por comodidad, las propiedades habitualmente medidas son la

masa celular o el numero de células (Stanier et al., 1989).

2.5.2.2. Meétodo de Recuento Total en Placa

El método estandar utilizado para monitorizar el crecimiento de la poblacién
bacteriana es el recuento total (Potter y Hotchkiss, 1999). Para la estimacion exacta de
los parametros de una curva de crecimiento, son importantes el nimero y la calidad de

las observaciones (recuentos) hechas (Poschet et al., 2004)

Segun Madigan y Martinko (2004) el recuento microscdpico directo se cuenta tanto
las células vivas como muertas. En muchos casos interesa contar solo las células vivas,
y con este fin se han desarrollado métodos de recuento de células viables. Una célula
viable se define como aquella que es capaz de dividirse y dar lugar a una descendencia;
y el método usual para realizar una determinacion de células viables se basa en contar el
namero de las células de la muestra que es capaz de formar colonias sobre un medio
solido adecuado. Por esta razon, el recuento de células viables también se Ilama
recuento en placa o recuento de colonias. En este procedimiento se supone que cada
ceélula viable puede formar una colonia. Hay dos maneras de realizar un recuento en

placa para viables: el método de extensién en placa y el método de vertido en placa:
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» En el método de extension en placa un cierto volumen de cultivo diluido que no
suele ser superior a 0,1 ml, se extiende sobre la superficie de una placa con
medio solido utilizando un asa estéril de extension. La placa se incuba después
hasta que aparecen en las colonias y se cuenta su numero. Es importante que la
superficie del medio este seca de modo que el liquido de la muestra se absorba.
No se suelen usar volimenes mayores de 0,1 ml porgue el exceso de liquido no
se absorbe, y origina problemas en el recuento al favorecer la extension y
mezcla de las colonias.

» En el método de vertido en placa se pipetea un volumen conocido (normalmente
0,1-1,0 ml) de cultivo en una placa Petri estéril sobre la que se afiade el medio
con agar fundido y se mezcla todo bien con suaves movimientos de la placa
sobre la superficie de la mesa antes de dejar que se solidifiqgue. Como la muestra
se mezcla con el medio fundido, se puede usar volimenes de indculo mayores
gue en el método de recuento por extension; sin embargo, con este método el
organismo que se cuenta debe ser capaz de resistir la temperatura del agar
fundido a 45°C.

2.5.3. Descripcion Matematica del Modelo

Los datos obtenidos son convenientemente seleccionados y se ajustan a un modelo
primario, que explica la evolucién del comportamiento microbiano a lo largo del tiempo
de analisis. Posteriormente, los parametros obtenidos del modelo se relacionan con los
factores considerados mediante un modelo secundario. El ajuste de las funciones puede
emplear métodos de regresion lineal o no lineal dependiendo del tipo de modelo. El
ajuste del modelo a los datos observados esta basado en el método de minimos

cuadrados, por el cual se intenta minimizar los valores residuales, esto es, la suma de los
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cuadrados de las diferencias entre los valores observados y predictivos (Mc Meekin et

al., 1993).

2.6. CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento se define como un aumento en el nimero de células microbianas de una
poblacién; también puede medirse como un incremento de la masa celular. La velocidad
de crecimiento es el cambio en el nimero de células o en la masa celular
experimentando por unidad de tiempo. Durante el ciclo de division celular, todos los
componentes estructurales de la célula se duplican. El intervalo para la formacién de
dos células a partir de una supone una generacion, y el tiempo transcurrido para que
esto ocurra se llama tiempo de generacién. Por tanto el tiempo de generacion es el
tiempo que se requiere para que la poblacion se duplique razon por la cual a veces el
tiempo de generacion se llama tiempo de duplicacion. Durante cada generacion, tanto el
numero de células como la masa celular se duplican. Los tiempos de generacion varian
ampliamente entre los distintos microorganismos. Muchas bacterias tienen tiempo de
generacion comprendidos entre 1-3 horas, pero unas cuantas crecen muy rapidamente y
se dividen en tan solo 10 minutos mientras que otras tardan varios dias. Ademas el
tiempo de generacion de un microorganismo determinado también es funcion del medio

de cultivo utilizado y de las condiciones de incubacién empleadas (Farnworth, 2003).

2.6.1. Fase de Crecimiento

La fase de latencia, es el periodo de ajuste que las células experimentan al ser
transferidas de un medio al otro antes de iniciar su crecimiento. La duracion de esta fase
puede variar dependiendo del crecimiento de las células en el inoculo, el cual debe tener
una edad tal que la mayor parte de las células que contiene deben encontrarse en fase

exponencial y metabdlicamente activas. Las células se adaptan al nuevo ambiente. No
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existe o existe muy poco crecimiento (Castillo, 2013). Durante esta fase los
microorganismos se toman un tiempo para adaptarse a su nuevo ambiente fisicoquimico
y en ocasiones se sintetizan nuevas enzimas 0 componentes estructurales (Sanchez,
2003; Duarte, 1998). La fase exponencial o logaritmica es aquella durante la cual los
microorganismos crecen y se dividen hasta el nivel maximo posible, en funcion de su
potencial genético, tipo de medio y las condiciones en que crece. En este periodo hay
una relacion lineal entre el logaritmo del numero de células (o cualquier otra propiedad
medible de la poblacion) y el tiempo. Los microorganismos se dividen y duplican en
numero en intervalos regulares. Como cada célula se divide en un momento ligeramente
diferente del resto, la curva de crecimiento aumenta suavemente, en lugar de realizar
discretos saltos. La fase estacionaria es resultado del agotamiento de los nutrientes
disponibles o del efecto de acumulacion de productos toxicos de metabolismo que
tienen como consecuencia la disminucion de la velocidad del crecimiento. La transicion
entre la fase exponencial y la fase estacionaria se caracteriza por un crecimiento
desequilibrado, durante el cual los diversos componentes celulares son sintetizados a
diferentes velocidades. Y la fase de muerte es consecuencia de diversos factores: uno
importante es el agotamiento de las reservas celulares de energia. Al igual que el
crecimiento, la muerte también asume una funcion exponencial que puede ser
representada por una disminucién lineal del nimero de las células viables a lo largo del

tiempo (Madigan et al., 1997; Prescott et al., 1999)

2.6.2. Parametros cinéticos del Crecimiento Microbiano

2.6.2.1. Tiempo de Latencia (1)

El tiempo de latencia es la duracion de la fase de latencia. Un fenémeno inherente a la
cinética microbiana es la latencia, la cual es tipicamente observada como la respuesta

retardada de la poblacién microbiana ante un (repentino) cambio en el ambiente. La fase
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de latencia puede producirse en ambos procesos, de crecimiento y de inactivacion

(Swinnen et al., 2004).

En el caso de las condiciones de crecimiento, la fase de latencia es el periodo de
ajuste durante el cual las células bacterianas se modifican por si mismas con el objetivo
de sacar ventaja del nuevo ambiente e iniciar el crecimiento exponencial (Buchanan y
Klawitter, 1991). Por tanto, durante la fase de latencia las células se adaptan a su nuevo
entorno induciendo o reprimiendo la sintesis y actividad de determinadas enzimas,
iniciando la replicacién de su material genético, y, en el caso de las esporas,

diferenciandose en células vegetativas (Montville, 2000).

La fase de latencia del crecimiento microbiano fue definida en 1914 por Penfold
como el intervalo entre la inoculacion del cultivo bacteriano y el tiempo del comienzo
de su velocidad méxima de crecimiento. Y suele ser convencionalmente medido como
el punto en el cuél la pendiente de la fase exponencial de crecimiento (en una gréfica
semi-logaritmica) intercepta la linea horizontal trazada desde la concentracion celular

inicial (Robinson et al., 1998).

Buchanan y Solberg definieron en 1972 la fase de latencia como el tiempo necesario

para que la densidad de poblacion se duplique (Robinson et al., 1998).

La duracion de la fase de latencia se ve afectada por factores como la identidad y el
fenotipo de la bacteria, el tamafio del indculo, la historia fisioldgica de la poblacion, y
por los cambios en el medio fisico-quimico, tales como la temperatura, el pH, la

actividad de agua y la disponibilidad de nutrientes (Buchanan y Cygnarowicz, 1990).
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2.6.2.2. Tiempo de Generacion (Tg)

El tiempo de generacién es el tiempo necesario para duplicar la poblaciéon bacteriana.
Segun Stanier et al., (1989) se define como el tiempo requerido para que todos los

componentes del cultivo aumenten en un factor de 2.

Segun Garcia (1995) Illamado también tiempo de duplicacion (g) de una generacion
(“doubling time”) es el tiempo que tarda una poblacion en reproducirse hasta alcanzar el
doble de poblacion o lo que es lo mismo el tiempo medio que tarda una célula en

reproducirse.

Durante este periodo de generacion el nimero de células y la masa celular se
duplica. El tiempo de generacién varia entre los distintos microorganismos. Muchas
bacterias tienen tiempos de generacion de 1 a 3 horas, conociéndose pocos
microorganismos que crezcan muy rapidamente dividiéndose en menos de 10 minutos.
Otras tienen tiempos de generacion de varias horas o incluso dias. El tiempo de
generacion es Gtil como indicador del estado fisiologico de una poblacion celular, y es
usado con frecuencia para comprobar el efecto negativo o positivo de un determinado

tratamiento sobre un cultivo bacteriano (Madigan et al., 1997).

Agatangelo (2007) asocia el tiempo de generacion (Tg) a la fase exponencial, donde
los microorganismos se dividen y duplican en nimero en intervalos regulares, también
indica que cada célula se divide en un momento ligeramente diferente al resto, y la
curva de crecimiento aumenta suavemente. Ishibashi y Shimamura (1993) menciona
que el S. thermophilus actia como un eliminador de oxigeno en el bio-yoghurt

facilitando el crecimiento del Bifidobacterium.

El tiempo de generacién esta directamente relacionado con la velocidad de crecimiento

exponencial, que se define como la pendiente de la curva de crecimiento logaritmico en
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la fase de crecimiento exponencial. Generalmente, estos dos parametros son estimados
por el ajuste de los modelos primarios (Delignette y Muller, 1998), tales como la
ecuacion modificada de Gompertz (Gibson et al., 1988; Zwietering et al., 1990) o el

modelo propuesto por (Baranyi y Roberts, 1994).
2.6.2.3. Velocidad Maxima de Crecimiento (ptmax)

Como ya se ha indicado anteriormente, el crecimiento se define como un incremento en
el nimero de células microbianas en una poblacion, lo cual también puede ser medido
como un incremento en masa microbiana. En este contexto, la velocidad de crecimiento
se define como el cambio en numero de células o masa celular por unidad de tiempo
(Madigan et al., 1999). Segun (Orozco, 2003), los microorganismos toman los
nutrientes del medio y lo utilizan para llevar a cabo todas sus funciones metabdlicas:
mantenimiento, crecimiento, reproduccion y biosintesis de metabolitos. Segun Montes
(2013) en promedio las bacterias poseen valores de pmax cercanos a 0.9 UFC/ml/h!, y

Saura (2003) menciona que las bacterias estan entre 0,6-1,0 UFC/mi/ht.

Un cultivo microbiano creciendo en equilibrio imita una reaccion autocatalitica de
primer orden, es decir, la velocidad del aumento de bacterias en un tiempo dado es
proporcional al nimero o masa de bacterias presentes durante ese tiempo (Stanier et al.,
1989).. La tasa del crecimiento exponencial se ve influenciada por las condiciones
ambientales (temperatura, composicion del medio), asi como por las caracteristicas
genéticas del microorganismo (Madigan et al., 1997) y afectada por el incremento de la

acidez en el medio (Cury, 2003).

La velocidad maxima de crecimiento especifico es de considerable importancia a
nivel industrial, debido a que es en este punto donde se obtiene el valor maximo de p a

niveles de saturacion de sustrato, relacionando la dependencia de los microorganismos
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con las condiciones del fermentador, donde a medida que aumenta la densidad de
poblacion decrece la concentracion del sustrato limitante del crecimiento, causando un
descenso de p (Sanchez, 2003) (Duarte, 1998). A bajas concentraciones de nutriente, se
establece que la velocidad de crecimiento especifica depende de la concentracion de
nutrientes. A altas concentraciones, la velocidad de crecimiento especifica alcanza
valores maximos, fijados por la cinética intrinseca de las reacciones intracelulares, las

cuales estan relacionadas en la trascripcion y traslacién del DNA (Orozco, 2003).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion se ejecutd en el laboratorio de Microbiologia Agroindustrial,
de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional del

Altiplano, ubicado a una altitud de 3827 m.s.n.m. en la ciudad de Puno.

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

Las materias primas que se utilizaron fueron: leche entera fresca adquirida del Distrito
de Paucarcolla y Quinua variedad Chullpi que se adquirio de la Asociacion de

Productores Agroindustriales del Distrito de Cabana.

3.3. MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1. Materiales

Matraces Erlenmeyer, boca angosta graduado de 100, 250 y 500 ml Pirex
Probeta graduada, con pie hexagonal y pico de 50, 100 y 250 ml
Espéatulas de acero inoxidable

Frasco lavador piceta de polietileno boca angosta cap. 500ml
Gradilla esterilizable sin alambre No-Wire

Mechero de alcohol

Placas Petri marca STERIPLAN, en vidrio cal soda de @ 60
Vasos de precipitado de 50ml Pirex

Pipetas volumetricas 0.5, 1, 5, 10 y 20 ml

Tubo de ensayo de 20 ml

Vasos precipitados de 25 y 50 ml, graduado con pico Beaker

Fidlas de 500 ml Pirex

vV Vv ¥V Vv VY ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V VY V

Varillas de agitacion
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3.3.2. Equipos de Laboratorio

Autoclave de mesa 16 Litros AUTBN 30 marca FRAVILL

Balanza analitica precision marca SARTORIUS CP3235 Cap. de 0.001 a 320 g
Cocina eléctrica

Contador de colonias BIO TECHNOLOGY.

Estufa Universal e incubadoras marca “MEMMERT”

pH-metro SevenGo™ de METTLER TOLEDO (0.0 a 14.0)

Esterilizador

Refrigeradora

Termometros -5~120°C marca Boeco.

Acidémetro

vV Vv YV Vv VY ¥V ¥V ¥V V VYV V

Lactoscan LA

3.3.3. Reactivos

» Hidréxido de sodio (NaOH 0,1N)

» Solucion alcoholica de fenolftaleina al 1%

» Alcohol etilico puro 96°

3.3.4. Medio de Cultivo

» Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) proveido por MERCK KGaA.

» Agua de Peptona marca MAST, proveido por Biosym E.I.R.L. Peruana.

» Agua destilada quimicamente pura desmineralizada desionizada DIAMEDSA.

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion se ha realizado segun el diagrama experimental

mostrado en la Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de flujo del comportamiento cinético del Bifidobacterium BB12, en

el yogurt probidtico enriquecido con sucedaneo de leche de quinua.

LECHE pH: 6,7
Densidad: 1,029
. Acidez:: 0,16% ac. lactico
RECEPCION Grasa: 5,02

e Leche entera de vaca:
100%, 85% y 80%

e Sucedaneo:
0%, 15% y 20% i

Y

HOMOGENIZACION

PASTEURIZACION 85°C por 20 minutos
Cultivos lacticos: L LAY
- Lactobacillus ENFRIAMIENTO T8:.42°C
bulgaricus,
- S_treptococcus ) 2
thermophilus > INOCULACION To: 42°C
Cultivo Probiotico: 1 To: 420C
Bifidobacterium INCUBACION ) _
BB12 Tiempo: 6 horas
Y 1 0, 30, 60, 90, 120, 180,
y 240, 300 y 360 min.
REFRIGERACION MUESTREO Para conteo de UFC/m,
1 pH y acidez.
) 4
BATIDO Para Bifidobacterium,

; SIEMBRA Diluciones de 104y 10°

ANALISIS SENSORIAL INCUBACION Para Bifidobacterium,
l a 35-37°C por 24-72 horas
CONTEO DE COLONIAS En UFC/ml
PRE-PROCESAMIENTO DE DATOS ~ |En hojas de calculo Excel
3
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AJUSTE DE CURVA
DE CRECIMIENTO

DETERMINACION DE
PARAMETROS

v

Con el método de lineas
y un Software Estadistico

- Tiempo de adaptacion, A
- Tiempo de generacion, Tq
- Veloc. Méx. Crecimiento,
Mmax

INTERPRETACION DE RESULTADOS
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3.4.1. Descripcion del Proceso Experimental
» Recepcion de la materia prima
En esta etapa se realizd la recepcién de la leche, se filtro, para retener
materias extrafias presentes, se analizd la densidad (1,029g/cm®), pH (6,7),
acidez (0,16% acido lactico) y grasa (5,02%) en el equipo analizador

LACTOSCAN LA.
» Homogenizado

Se adiciono el sucedaneo de leche de quinua (0%, 15% y 20%) a la leche

entera de vaca, homogenizandolo para obtener uniformidad.

» Pasteurizacion

En esta operacidn se calentd la leche con agitacion constante para que no
se adhiera en el fondo de la olla y fundamentalmente para destruir bacterias
contaminantes (flora bacteriana competente del cultivo lactico). La temperatura

adecuada de pasteurizacion fue de 85 °C por 30 minutos (Gémez, 1999).

» Enfriamiento
Después de la pasteurizacion se enfrié a una temperatura de 42°C para
llegar a una temperatura adecuada para el desarrollo de las bacterias acido

lactica del yogurt.

» Inoculacion

Se inoculo con las cepas de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, que se prepard y dosifico segun lo indicado por el proveedor de
los cultivos, aqui también se adiciono el cultivo probidtico (Bifidobacterium BB-

12). La temperatura que se trabajo es de 42° C.
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» Incubacion
En esta operacion se coloco la muestra en la camara incubadora por un
tiempo de 6 horas a una temperatura constante de 42° C, para el desarrollo del

coagulo.
» Muestreo

En esta etapa de la investigacion se sacoO muestras de 10 ml de muestra
para la siembra de la bacteria probidtica estudiada (leche en proceso de
fermentacién) a los 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos. Asi mismo
se ha extraido muestras de 25 ml y 9 ml para determinar el pH y la acidez

respectivamente.

> Siembra

En esta operacion se realizo las diluciones para la siembra de la bacteria
probidtica. Para Bifidobacterium se hizo la siembra por duplicado las diluciones

bajas de 10“y 107,

» Incubacion

Se colocé las placas Petri estériles en forma invertida en las estufas
calibradas a temperaturas indicadas para el desarrollo y crecimiento de las

bacterias.

> Conteo de colonias

El conteo de las colonias después de haber sido incubadas se realizd en

un contador de colonias BYO TECHNOLOGY.
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» Pre procesamiento de datos

Una vez obtenida los datos de pH, acidez y numero de microorganismo,
se agruparon los datos en una hoja de célculo de Excel para expresar la acidez en

% de acido lactico, el nimero de microorganismos en UFC/ml y log UFC/ml.

» Ajuste de curvas de crecimiento

Con la ayuda de una hoja de calculo Excel se graficé el tiempo de
incubacion (proceso de fermentacion) versus el log UFC/ml y por el método de
las lineas se determinaron los pardmetros experimentales de crecimiento para
cada tratamiento, para luego ajustarlos con modelos de regresion no lineal cada

uno de los modelos primarios, con un software estadistico.

» Determinacion de parametros

Los valores obtenidos en la etapa anterior fueron introducidos a una hoja
de célculo del Excel, para luego reemplazarlos en los modelos matematicos

primarios.

» Interpretacion de resultados

Finalmente se interpretd los resultados para cada uno de los tratamientos

estudiados.

» Refrigeracion

Se coloco en la refrigeradora, controlando una temperatura entre 4° -

10°C.
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» Analisis Sensorial

Se realiz6 una prueba de escala hedonica de 7 puntos (Anexo 6), donde se
convocaron a 16 evaluadores para calificar el yogur probidtico enriquecido con
sucedaneo de leche de quinua y que calificaron seguin su agrado en cuestion de sabor,

aroma y acidez.

3.5. METODO DE ANALISIS
3.5.1. Meétodo para el Analisis Microbiolégico

3.5.1.1.  Preparacion de Muestras y Diluciones

Para la realizacion de los analisis microbioldgicos, se utilizé la metodologia
propuesta por Montiel et al., (2010). Utilizando 10 g de muestra, los cuales fueron
diluidos en 90 ml de una solucion de agua peptonada al 0.1% estéril. Posteriormente se
realizd las diluciones decimales pertinentes, de las cuales se inoculo 1mL, en placas

Petri estériles (100 mm x 15 mm).

Preparacion de las diluciones: Las diluciones se prepararon a partir de la muestra
homogenizada, tomando de ella 1 ml que se depositd en un tubo que contenia 9 ml de
agua de peptona estéril al 1%. Después de agitado el tubo, se tomd 1 ml que se afiadi6 a
un nuevo tubo con 9 ml de agua de peptona estéril y asi sucesivamente, hasta conseguir

la dilucion deseada.
3.5.1.2.  Cuantificacién del Bifidobacterium

Se utilizo Agar MRS (De Man Rogosa Sharpe), el cual se disolvié en agua destilada
desionizada, ajustando el pH a 5.7, posteriormente se esterilizé a 118°C durante 20 min.
A las placas Petri estériles se les adicion6 de 15 a 20 ml de medio de cultivo entre 40 y

45°C, se dejo solidificar para luego hacer la siembra en superficie de las muestras (10
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y 10%) homogenizadas, luego se incubaron entre 35 y 37°C, durante 72 horas, la
cuantificacion se realiz6 contando el nimero de unidades formadoras de colonias por

mililitro (UFC/ml), con la ayuda de un contador de colonias.

3.5.2. Método para el anélisis Fisicoquimico

3.5.2.1. Determinacion del pH

La medicion del pH fue realizada a los 0, 30, 60, 90, 120,180, 240, 300 y 360
minutos de incubacion (proceso de fermentacion) con un pH-metro marca SevenGo™
de METTLER TOLEDO, de acuerdo con el método de Coloma (2009). Se tomo 25 ml
de muestra, en un vaso de 50 ml, posteriormente se midi6 el pH por introduccion directa

del electrodo en la misma.
3.5.2.2. Determinacion de Acidez Titulable

La determinacién de la acidez se realizé por el método propuesto por Lopez y Malo,
(2000). Para el tratamiento en estudio, en todo el proceso de fermentacion y formacion
del coagulo, en los tiempos de estudio establecidos; por titulacion con hidréxido de
sodio de normalidad conocida (N=0.1), tomando una muestra de 9 ml, empleando como
indicador solucion alcohélica de fenolftaleina a la concentracion de 1%; con la siguiente

formula;

(ml NaOH) (N)(Meq) .

%Acido =
Hoveida Peso de la muestra

100

Donde:

ml NaOH: Gasto de NaOH

N: Normalidad del NaOH

Meq: Mili equivalente de acido predominante en la muestra (Meq = 90/1000 = 0.09)
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Cabe indicar que este método de titulacion se utilizd para la leche y para las
muestras de leche fermentada con bacteria probidtica y sucedaneo de leche de quinua en

el proceso de incubacion.

3.5.3. Determinaciéon de la Curva de Crecimiento y Parametros de

Crecimiento Cinético

Los datos de crecimiento en Log UFC/ml y tiempo, fueron introducidos en una hoja
de calculo Excel para determinar los valores de los parametros (A, B, C y M), para
luego ser ajustados con el modelo matematico primario de Gompertz modificado con

Software Statgraphics y se efectud el proceso analitico.
3.5.3.1. Modelo Gompertz Modificado

Para determinar los pardmetros de crecimiento cinético: Tiempo de adaptacion (1),
Tiempo de generacion (Tg) y Velocidad méxima de crecimiento (umax), se baso en el

modelo de Gompertz modificado, planteado por Gibson et al., (1987).

El modelo utilizado queda expresado de la siguiente forma:
logN = A + Cexp (—exp(—B(t - M)))
Doénde:

Log N: Es el logaritmo decimal (Log10) del nimero de microorganismos (Log

UFC/ml) al tiempo t.

A: Es el logaritmo decimal del ndmero inicial de microorganismos (Log

UFC/ml).

B: Es la velocidad de crecimiento méxima relativa al tiempo M (Log

UFC/ml/hora).
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C: Es el incremento en el logaritmo del nimero de microorganismos cuando el
tiempo se incrementa indefinidamente (nimero de ciclos de crecimiento) (Log

UFC/mI).

M: Es el tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento

(horas).

Los parametros obtenidos a partir de la ecuacion de Gompertz modificado

permitieron calcular:

e Velocidad maxima de crecimiento: pp:x = % (log UFC/ml)/hora
« Fasede latencia: A = M — (horas)
e Tiempo de generacion: T, = logZ% (horas)
3.6. UNIDADES DE ANALISIS Y OBSERVACIONES
3.6.1. Factores de Estudio
a) Temperatura constante: 42°C
b) Porcentaje de sucedaneo de leche de quinua
> 0%
> 15%
> 20%
3.6.2. Factores de Respuesta
a) Parametros cinéticos de crecimiento microbiano
» Tiempo de adaptacion ( A)
» Velocidad maxima de crecimiento (umax.)
» Tiempo de generacion (Tg)
b) Propiedades Fisicoquimicas
> pH
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» Acidez titulable (expresado en % &cido lactico)
c) Caracteristicas Sensoriales

» Aroma

» Sabor

» Acidez

3.7. DISENO DE INVESTIGACION

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplico:

Para los tres objetivos se aplicé el analisis de varianza (ANVA), con un 95.0%
de significancia (P<0.05) para determinar las posibles diferencias entre los tratamientos.

Se trabaj6 con un software estadistico.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TIEMPO DE ADAPTACION (1), TIEMPO DE GENERACION (Ty) Y
VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO (pma) DEL
Bifidobacterium BB12 EN EL PROCESO DE ELABORACION DEL
YOGURT PROBIOTICO A DIFERENTES SUSTITUCIONES DE

SUCEDANEO DE LECHE DE QUINUA (Chenopodium quinoa Wild)

Para el mejor entendimiento de los resultados se ha visto conveniente presentarlos en

forma independientemente, siendo estos, los siguientes:

4.1.1. Tiempo de adaptacion (L) del Bifidobacterium en el proceso de
elaboracion del yogurt probidtico a diferentes sustituciones de sucedaneo de

leche de quinua

En la Tabla 4, se presenta los resultados del tiempo de adaptacion (1), determinada
con los valores (M y B) mostrado en el Anexo 1, obtenidos por la metodologia de ajuste
de la curva de crecimiento con el modelo matematico de Gompertz modificado
expresado por (Gibson et al., 1987); las curvas de crecimiento ajustadas para los 3

Tratamientos, se observan en las figuras del Anexo 3.

Tabla 4. Tiempo de Adaptacion (L) del Bifidobacterium

TRATAMIENTO A (horas)
T1 (0% sucedaneo de leche de quinua) 0,957
T2 (15% sucedaneo de leche de quinua) 1,049
T3 (20% sucedaneo de leche de quinua) 1,087
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Las curvas de crecimiento del Bifidobacterium para los 3 tratamientos, observados
en el Anexo 3 muestran la etapa de fase de latencia o adaptacion. En este tiempo las
bacterias se adaptan al nuevo ambiente y no existe o0 existe muy poco crecimiento segun
Castillo (2013). Segun Buchanan y Klawitter (1991) esta fase es el periodo de ajuste
durante el cual las células bacterianas se modifican por si mismas con el objetivo de
sacar ventaja de las nuevas condiciones ambientales (de abundancia de nutrientes) e
iniciar el crecimiento exponencial, Por lo que podemos citar que los microorganismos
se toman el tiempo para adaptarse a su nuevo ambiente fisicoquimico segin reportado
por Sanchez (2003) y Duarte (1998). En la presente investigacion se observé que a 0%
se registro un tiempo de adaptacion de 0,957 horas (57,42 min), mientras que a 15% se
registré 1,049 horas (62,94 min) y a 20%, 1,087 horas (65,22 min); se observa que a
medida que aumenta el porcentaje de sustitucion de sucedaneo de leche de quinua el
tiempo de adaptacion del Bifidobacterium es mas largo. Por lo que coincidimos con lo
aportado por Fu (2012) a medida que aumenta la concentracion de nutrientes en el
medio la fase de adaptacion se incrementa; y como indica Buchanan y Cygnarowicz
(1990) que la duracion de la fase de latencia se ve afectada por factores como el
fenotipo de la bacteria, el tamafio del in6culo, los cambios en el medio fisico-quimico,

tales como la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes.

Tabla 5. Analisis de Varianza (ANVA) del tiempo de adaptacion (1) del

Bifidobacterium.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 0,467 0,233 6,47 0,032 *
Error exptal 6 0,216 0,036
Total 8 0,683
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En la Tabla 5 se presenta el analisis de varianza (ANVA) observandose que existe
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre los tiempos de adaptacion
del Bifidobacterium en los diferentes niveles de sustitucion de sucedaneo de leche de

quinua), con un nivel de confianza del 95,0 %.

El coeficiente de determinacion (R?) indica que el modelo asi ajustado explica 68,33%
de la variabilidad en el tiempo de adaptacion (A). El coeficiente de determinacion
ajustada (R?), que es mas apropiada para comparar el modelo con diferente nimero de
variables independientes, es 57,78%, datos que coincide con lo reportado por Rodriguez
(2003), entre 48,30 y 68,53, estos valores bajos se debe a lo mencionado por
Agatangelo (2007) un bajo R? ajustado podria ser porque es usado con datos recientes y
posiblemente expone un comportamiento légico. Cabe indicar que en este nivel de
sustitucion el tiempo de adaptacion es influido por la sustitucion y un 42,22% es

influido por otros factores (factores ambientales y nutricionales).

4.1.2. Tiempo de Generacion (Tg) del Bifidobacterium en el proceso de
elaboracion del yogurt probidtico a diferentes sustituciones de sucedaneo de

leche de quinua

En el Anexo 2, se presenta los resultados del tiempo de generacion (Tg),
determinada con los valores (B y C) mostrada en el Anexo 1, obtenidos por la
metodologia de ajuste de la curva de crecimiento con el modelo matematico de
Gompertz modificado expresado por (Gibson et al., 1987). Las curvas de crecimiento se

muestran en el Anexo 3.

El tiempo de generacion es el intervalo de tiempo requerido para que el
Bifidobacterium empiece a duplicarse. Lo que indica que el nivel de sustitucion de

sucedaneo de leche de quinua influye en el tiempo de generacion.
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Agatangelo (2007) indica que cada célula se divide en un momento ligeramente
diferente al resto, y la curva de crecimiento aumenta suavemente; segun Garcia (1995)
es el tiempo que tarda una poblacion en reproducirse hasta alcanzar el doble de
poblacion o lo que es lo mismo el tiempo medio que tarda una célula en reproducirse; y
segun Mateos (2010) el tiempo que requiere una célula para completar su ciclo es muy
variable y depende de factores nutricionales y genéticos. En la investigacion se observa
que a 0% se alcanzé un Tg de 0,311 horas (18,66 min), para 15% un Tg de 0,390 horas
(23,40 min) y para 20% un Tg de 0,169 horas (10,14 min). Segin Madigan et al.
(1997) la mayoria de las bacterias tienen tiempos de generacién de 1 a 3 horas,
conociéndose pocos microorganismos que crezcan muy rapidamente dividiéndose en
menos de 10 minutos, dato que coincide con el tratamiento al 20% con 10,14 minutos,
esto puede ser a las altas concentraciones de nutrientes y a un valor alto de la umax
como lo menciona Yousef y Carlstrom (2006), que durante la fase exponencial, el
tiempo de generacion alcanza valores bajos debido a que la velocidad maxima de
crecimiento alcanza valores elevados. Pisabarro (1998) indica que los tiempos de
generacion de bacterias en ambientes favorables pueden ser muy cortos (valores de Tg
de 20 minutos), en la presente investigacion se observo valores cercanos en los
tratamientos al 0 y 15%, para lo cual mencionamos que el medio ambiente es 6ptimo

para el crecimiento del Bifidobacterium.

Los datos menores de tiempos de generacion observados en los 3 tratamientos de la
presente investigacion pueden estar atribuidos a lo mencionado por Agatangelo (2007)
quien indica que el incremento del pH disminuye el tiempo de generacion en las
bacterias, esto puede ser por varios factores como lo menciona Sanchez (2012) varia
significativamente segun la especie bacteriana y segun las condiciones del medio de

cultivo; también como el fenotipo de la bacteria, el tamafio del in6culo, y por los
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cambios en el medio fisico-quimico, tales como el pH y sobre todo por la

disponibilidad de nutrientes (Buchanan y Cygnarowicz, 1990).

En la Tabla 6 se muestra el analisis de varianza (ANVA) observandose que existe
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre los tiempos de generacion
del Bifidobacterium y los diferentes niveles de sustitucién de sucedaneo de leche de
quinua, con un nivel de confianza del 95,0 %. Con un coeficiente de determinacion (R?)
de 65,96% y ajustada (R?), de 55,09%, estos valores bajos se debe a lo mencionado por
Agatangelo (2007). EI 44,91% nos indica que el tiempo de generacion puede haber sido
afectada por otros factores como el incremento del pH de 4,63-5,33 y las altas
concentraciones de nutrientes (niveles de sustitucion de sucedaneo de leche de quinua
de 0-20%) lo que significa que coincide con el tratamiento 20% el tiempo de generacién
se reduce, pero en el caso del tratamiento al 15% es mayor al tratamiento anterior, esto
podria ser a causa de las bajas concentraciones de nutrientes (sucedaneo de leche de

quinua al 15%); u otros factores como indica Buchanan y Cygnarowicz (1990).

Tabla 6. Andlisis de Varianza (ANVA) para el tiempo de generacion (Tg) del

Bifidobacterium.

F.deV. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 0,188 0,093 5,72 0,041 *
Error exptal. 6 0,097 0,016
Total 8 0,285

En conclusion el Bifidobacterium crece y se duplica més rapido que otras bacterias
y esto va relacionado a la concentracion de nutrientes (nivel de sustitucion del

sucedaneo de leche de quinua) y a valores elevados de la velocidad maxima de
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crecimiento como lo indica Yousef y Carlstrom (2006). Por lo tanto Chr Hansen (2006)

menciona que el crecimiento es mucho més rapido con menor tiempo de generacion.

4.1.3. Velocidad Maxima de Crecimiento (Jlmax) del Bifidobacterium en el

proceso de elaboracion del yogurt probiotico a diferentes sustituciones de

sucedaneo de leche de quinua.

En el Anexo 2, se presenta los resultados la velocidad maxima de crecimiento
(uméx), determinada con los valores (B y C) mostrada en el Anexo 1, estos valores
fueron obtenidos por la metodologia de ajuste de la curva de crecimiento (Anexo 3) con

el modelo matematico de Gompertz modificado expresado por (Gibson et al., 1987).

La velocidad méxima de crecimiento es de considerable importancia a nivel
industrial, debido a que es en este punto donde se obtiene el valor maximo de p a
niveles de saturacion de sustrato, donde a medida que aumenta la densidad de poblacion
decrece la concentracion del sustrato limitante del crecimiento, causando un descenso

de p (Sanchez, 2003) (Duarte, 1998).

El coeficiente de determinacion (R?) indica que el modelo asi ajustado explica
65,77% de la variabilidad en la velocidad maxima de crecimiento (umax). El
coeficiente de determinacion ajustada (R2), que es mdas apropiada para comparar el
modelo con un diferente nimero de variables independientes, es 54,30%, estos valores
bajos se debe a lo mencionado por Agatangelo (2007). Este efecto significativo del %
de sustitucion demuestra la variacion de los resultados obtenidos en la presente
investigacion; donde se observa que a 0% se alcanzé un pmax de 0,968 Log
UFC/ml/hora, para 15% un pmax de 0,771 Log UFC/ml/hora y para 20% un pmax de
1,780 Log UFC/ml/hora. En donde Montes (2013) indica que en promedio las bacterias

poseen de valores de pmax cercanos a 0,9 UFC/ml/hora; pero Saura (2003) reporta
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valores de 0,6-1,0 UFC/ml/hora, datos que coincide con los tratamientos 1 y 2 donde
Orozco (2003) reporta que la velocidad de crecimiento especifica depende de la
concentracion de nutrientes, a altas concentraciones la velocidad de crecimiento
especifica alcanza valores maximos. De acuerdo a lo reportado la velocidad méaxima de
crecimiento del tratamiento 3 estdn directamente relacionados con el porcentaje de
sustitucion de sucedaneo de leche de quinua como menciona Farnworth et al. (2007) el
crecimiento del Bifidobacterium depende de los aminoacidos disponibles que son
liberados por bacterias proteoliticas, las cuales fueron utilizadas como iniciadores; sin
embargo los aminoacidos esenciales estdn presentes también en la quinua,

contribuyendo en el crecimiento de las bacterias.

En la Tabla 7 se muestra el andlisis de varianza (ANVA) observandose que
existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre un tratamiento y otro,
con un nivel de 95,0 % de confianza. Por lo que la velocidad maxima de crecimiento es
afectada por el incremento de la acidez en el medio y es menor en los tratamientos
donde mayor acidificacion tiene (Cury, 2013) coincidiendo con el tratamiento 2 que es
baja la concentracion de nutrientes, y todo lo contrario en el tratamiento 3 donde la
acidez es baja, umax Yy la concentracion de nutrientes es alta como lo reporta Orozco

(2003).

Tabla 7. Andlisis de Varianza (ANVA) para Velocidad Méaxima de Crecimiento

(uméx) del Bifidobacterium.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 1,681 0,840 5,76 0,0401 *
Error exptal 6 0,875 0,146
Total 8 2,556
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4.2. DETERMINACION DEL PH Y ACIDEZ EN EL PROCESO DE
ELABORACION DEL YOGURT PROBIOTICO ENRIQUECIDO CON
SUCEDANEO DE LECHE DE QUINUA

4.2.1. Determinacion del pH

En la Figura 5 se muestra la evolucién del pH a lo largo del proceso de
fermentacién de la leche durante la incubacion, desde las 0 minutos a 360 minutos,

resultados mostrados en el Anexo 4.

Como se observa en la Figura 5, el proceso de fermentacién comprendida entre
las 0 a 360 minutos (0 a 6 horas) se produce un descenso del pH en los 3 tratamientos a
diferentes porcentajes de sustitucion de sucedaneo de leche de quinua donde alcanzan
valores de 4,63 al 0%, 4,87 al 15% y 5,33 al 20%. Segun Scardovi (1996) el pH
requerido para el crecimiento del Bifidobacterium oscila entre 6,5 -7, y a pH < 6,5 el

crecimiento es muy lento y a 4>pH>8 no existe crecimiento.

En el tratamiento 1 que es al 0% en los primeros 30 minutos fue optimo el
crecimiento del Bifidobacterium, pero los siguientes 330 minutos el crecimiento es mas
lento, llegando a un pH final de 4,63; datos similares fueron reportados por Cruz (2008)
en un producto fermentado con licuado de soya con un pH de 4,60 después de 6 horas
de fermentacion; y un pH de 4,64 en un yogurt con cepas probioticas (cepas de

Bifidobacterium y Lactobacillus acidéphilus) (por Ruiz et al., 2009).

En los tratamientos 2 al 15% tiene un pH de 4,87 y 3 al 20% con 5,33, que entre 0 a
90 minutos tiene el pH optimo para el crecimiento del Bifidobacterium, pero a los
siguientes 120 minutos hasta los 360 minutos el pH desciende y el crecimiento es mas
lento. Estos datos coinciden con lo mencionado por Gémez (1999) y Diaz et al., (2004)

que el pH desciende por accion de la fermentacion microbioldgica de la lactosa y por las
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bacterias acido lacticas (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
salivarius subsp. termophilus). En conclusion el aumento de los niveles de sustitucion
de sucedaneo de leche de quinua 0-20% aumenta el valor del pH, es decir, que a mas
concentracion de nutrientes (sucedaneo de leche de quinua) més alto es el pH. Para lo
cual afirmamos que si aumentamos el nivel de sustitucion, la velocidad de crecimiento
del Bifidobacterium tendria un valor alto, un tiempo de generacion muy rapido, pero el
tiempo de adaptacion seria demasiado largo, es decir, que el proceso de elaboracion

este yogurt seria méas de 6 horas.

El andlisis de varianza mostrado en la Tabla 8 se observa que no existe una
diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) sobre el pH con un 95,0% de nivel de
confianza. Es decir que no existe efecto alguno sobre el pH, para los 3 tratamientos

(0%, 15% y 20% de sucedaneo de leche de quinua).

Tabla 8. Analisis de varianza (ANVA) para la variacion de pH.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 0,004 0,002 0,49 0,635 n.s.
Error exptal. 6 0,025 0,004
Total 8 0,029
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4.2.2. Determinacién de la Acidez

En la Figura 6, se muestra la variacion de la acidez expresado en % de &cido lactico,
durante el proceso de fermentacién desde las 0 a 6 horas (360 minutos). Los resultados

para los diferentes tratamientos se muestran en el Anexo 5.

En los tratamientos 1 (0%), 2 (15%) y 3 (20%) reportaron valores 0,94; 1,0 y 0,87
% de acido lactico respectivamente, datos que coinciden con los tratamientos 1 y 3 con
lo reportado por Mora et al. (2014) que tiene valores de 0,8 — 1 % de &cido lactico en el
yogur probidtico de aguaymanto enriquecido con quinua; el tratamiento 2 se encuentra
en el rango de acidez reportado por Bricefio et al., (2001) y Ramirez, (2007) que
menciona los valores de acidez del Bifidobacterium que se encuentra entre 1,00 -
1,79% de acido lactico. Arenas et al. (2012), investigo la leche fermentada enriquecida
con quinua utilizando una mezcla comercial de BAL y bacterias probidticas, en donde
la acidez titulable aumenté con la adicion de harina de quinua alcanzando el
requerimiento mas rapidamente, seguramente producido por la mayor actividad del
cultivo acido lactico ya que se observo mayor crecimiento de BAL en los tratamientos

con adicion de quinua, lo que sugiere un posible efecto prebiotico.

Arenas (2012), Ventura et al. (2007), (Roy (2005) y Hansen (2004) mencionan que
durante el transito en el tracto gastrointestinal las bifidobacterias son muy estables y
tienen una alta resistencia a las condiciones extremas de acidez en el estbmago y a la
inmediata presencia de sales biliares del duodeno para asegurar su funcionalidad, por
lo tanto pueden llegar a su sitio de accion para colonizar y ejercer su efecto probiotico.
Pocos fabricantes evaltan la supervivencia de las diferentes cepas en sus formulas. Y si
las cepas no resisten los &cidos estomacales y la bilis del intestino, los beneficios de los

probiéticos se ven severamente reducidos, por lo que mencionamos que el
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Bifidobacterium tiene tolerancia a la acidez en valores menores de los Optimos. En
conclusion el mejor tratamiento para un mejor crecimiento de las bifidobacterias es el 2
con un 15% de sucedaneo de leche de quinua, ya que coincide su acidez con lo
reportado por Bricefio et al., (2001) y Ramirez, (2007), es decir, que el Bifidobacterium
se encuentra en un medio con acidez Optima para su crecimiento. Por lo que a un
incremento mayor de 15% de sucedaneo de leche de quinua el crecimiento del

Bifidobacterium es lento ya que tiene menores valores de acidez con respecto al 6ptimo.

El andlisis de varianza mostrado en la Tabla 9 se observa que no existe una
diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) entre la media de acidez entre un

porcentaje de sucedaneo de leche de quinua y otro, con un 95,0% de nivel de confianza.

Tabla 9. Anélisis de varianza (ANVA) para la variacion de acidez.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 0,004 0,002 0,49 0,637 n.s.
Error exptal 6 0,0264 0,004
Total 8 0,031

Por lo que se podria decir que la leche aunque sea incubado a diferentes porcentajes de
sucedaneo de leche de quinua (0%, 15% y 20%), el comportamiento de la acidez a lo

largo del proceso de elaboracion. no sera diferente en cada tratamiento.
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4.3. DETERMINAR LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES (SABOR,

AROMA'Y ACIDEZ)

Para el mejor entendimiento de los andlisis y mayor precision de los resultados se ha

visto conveniente presentar los resultados del estudio en forma independientemente:
4.3.1. Sabor

Reyes (2008) indica que la fermentacion de la lactosa (el azlcar de la leche) en
acido lactico es lo que da al yogur su textura y sabor tan distintivo. Se realizé la prueba
de comparacién multiple de Tukey mostrado en la Tabla 10, el sabor mas aceptado por
los evaluadores fue del yogur probidtico con 15% de sucedaneo de leche de quinua
mostrados en el Anexo 8, donde se observa el 1,00% de acido lactico, valor que se
encuentra dentro de los rangos y que a su vez aporta con el sabor acido y fresco de las
leches fermentadas (Olivera, 2011); seguido del tratamiento con 0% que no muestra
diferencias estadisticamente significativas y esta a la vez con el tratamiento con 20%
que también no muestra diferencias estadisticamente significativas, pero si existe
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza entre los
tratamientos 15% y 20%, donde el sabor a quinua es minima al 15% mientras que en el

20% se siente con intensidad.

Tabla 10. Prueba de comparacion multiple de Tukey del Sabor

TRATAMIENTOS Media  Separacion de medias Tukey
(P<0.05) *
T2 (15% Sucedaneo de leche de Quinua)  6,13+0,81 A
T1 (0% Sucedaneo de leche de Quinua) 5,75+0,86 AB
T3 (20% Sucedaneo de leche de Quinua)  4,92+1,34 B

*Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).
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Estos resultados probablemente se deben a la incorporaciéon de Lb, bulgaricus, S.
thermophilus y Bifidobacterium que garantizan la produccion de caracteristicas
agradables y beneficiosas en la leche, ya que prolongan la vida util, y producen un
sabor y consistencia agradable; ademas de contribuir a la buena salud de las personas
que los consumen habitualmente. Mateos (2004) indica que al yogur se puede agregar
saborizantes o trozos de frutas, aunque algunos consumidores lo prefieren en forma

natural.

El anélisis de varianza mostrado en la Tabla 11 se observa que existe una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05), entre la media de aroma entre un tratamiento y
otro, con un nivel del 95,0%. Concluimos que él % de &cido lactico en el tratamiento
con 15% de sucedaneo de leche de quinua con acidez de 1,00% de &cido lactico influye

en el sabor del yogur probiotico enriquecido con sucedaneo de leche de quinua.

Tabla 11. Analisis de varianza (ANVA) para la variacion del sabor.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 11,7917  5,89583 5,56 0,0069 *
Error exptal 45 47,6875 1,05972
Total 47 59,4792

4.3.2. Aroma

Reyes (2008) reporta que la dependencia entre ambas bacterias se da inicialmente
porque actividad la proteolitica del Lb. bulgaricus estimula el crecimiento de del S.
thermophilus por la liberacion de aminoacidos y péptidos de la leche, que dan cuerpo y

aroma al yogur. En la Tabla 12 se observa que el tratamiento 2 (yogur probiotico con
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15% de sucedaneo de leche de quinua) con un pH de 4,87 fue el méas aceptado por los
evaluadores, seguido de los tratamientos 1 y 3 con pH de 4,63 y 5,33 respectivamente,
grafico mostrado en el Anexo 8. Como Amiot (1991) indica que el descenso del pH
contribuye al aroma caracteristico del yogur. Se realiz6 la prueba de comparacion
maltiple de Tukey mostrado en la Tabla 12 donde nos indica que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos 15% - 0% y 0% - 20%, pero si
existe diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza

entre los tratamientos 15% y 20%.

Tabla 12. Prueba de comparacion multiple de Tukey del Aroma

TRATAMIENTOS Media  Separacion de medias Tukey
(P<0.05) *
T2 (15% Sucedaneo de leche de Quinua) 5,94+0,68 A
T1 (0% Sucedéneo de leche de Quinua)  5,44+0,73 A B
T3 (20% Sucedaneo de leche de Quinua) 4,88+0,62 B

*Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).

A estos resultados Mejia (2006) indica que los productos lacteos tienen mayor
aceptacion cuando de afiade productos saborizantes, por lo que se debe tomar en cuenta
la referencia que exige la Norma general para Aditivos alimentarios (CODEX STAN
192-2000) en el que el yogur debe presentar un aroma caracteristico del producto

fresco.

Concluyendo podemos indicar que el pH no influye en el aroma del yogurt
probidtico enriquecido con sucedaneo de leche de quinua. Es decir que el aroma del

yogurt es minimamente percibido.
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El analisis de varianza mostrado en la Tabla 13 se observa que existe una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05), entre la media de aroma entre un tratamiento y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 13. Analisis de varianza (ANVA) para la variacion del aroma.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia

Tratamientos 2 9,04167  4,52083 9,86 0,0003 *
Error exptal 45 20,625  0,458333

Total 47 29,6667

4.3.3. Acidez

Gomez (1999) indica que el sabor acido caracteristico del yogur es causado
principalmente por la formacion de acido lactico, originado por las bacterias acidos
lacticas que atacan a la lactosa y que ademas el &cido lactico es parte esencial en la
elaboracion de yogur. La acidez mas aceptado por los evaluadores fue el del yogur
probidtico con 15% de sucedaneo de leche de quinua que tiene 1,00 % de acido lactico,
seguido de los tratamientos de 0% y 20 con 0,94 y 0,87% de é&cido lactico
respectivamente, grafico mostrado en el Anexo 8. Se realizé la prueba de comparacion
maultiple de Tukey mostrado en la Tabla 14 donde nos indica que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos 15% - 0% y 0% - 20%, pero si
existe diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza

entre los tratamientos 15% y 20%.
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Tabla 14. Acidez

TRATAMIENTOS Media  Separacion de medias Tukey
(P<0.05) *
T2 (15% Sucedaneo de leche de Quinua)  5,69+0.79 A
T1 (0% Sucedaneo de leche de Quinua) 5,06+0,68 A B
T3 (20% Sucedaneo de leche de Quinua)  4,94+1,03 B

*Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (P<0.05).

Por tal razén podemos mencionar que él % de &cido lactico influye en la acidez del
yogurt probidtico enriquecido con sucedaneo de leche de quinua, es decir que mientras
mas bajo sea la acidez en combinacion de sucedaneo de leche de quinua menos tendra la

aceptacion de los consumidores.

El analisis de varianza mostrado en la Tabla 15 se observa que existe una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05), entre la media de la acidez entre un tratamiento

y otro, con un nivel del 95,0%.

Tabla 15. Analisis de varianza (ANVA) para la variacion de la acidez.

F.de V. G.L. S.C. C.M. RAZON-F VALOR-P Significancia
Tratamientos 2 10,1667  5,08333 7,08 0,0021 *
Error exptal 45 32,3125 0,718056
Total 47 42,4792
73
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V. CONCLUSIONES
1. Para el Bifidobacterium, el Tiempo de Adaptacion (1) es influido por el nivel de
sustitucion de sucedaneo de leche de quinua, a medida que aumenta los niveles
de sustitucién, la adaptacion del Bifidobacterium es mas lento; el Tiempo de
Generacion (Tg) es influido por el nivel de sustitucién de sucedaneo de leche de
quinua y el pH, el Bifidobacterium crece y se duplica en menos tiempo que
otros microorganismos; la Velocidad Méaxima de Crecimiento (Umax) es influida
por el nivel de sustitucion de sucedaneo de leche de quinua, este valor se
incrementa a medida que aumenta la concentracion de nutrientes (sucedaneo de
leche de quinua). Y por Gltimo podemos mencionar que el tratamiento 2 (15%)

obtuvo valores >10" UFC/ml por lo que se considera un yogurt probiético.

2. Los valores de pH obtenidos fueron influenciados por el nivel de sustitucion de
leche de quinua, a mayor nivel sustitucién los valores de pH aumentan. En la
acidez (% acido lactico) no es influido por el nivel se sustitucion de sucedaneo
de leche de quinua, pero podemos afirmar que la sustitucién mas adecuada es de

15% porque su valor de acidez se encuentra en los rangos permitidos.

3. El analisis sensorial fue influenciada por la adicion de distintos porcentajes de
sustitucion de sucedaneo de leche de quinua. En general el tratamiento mejor
aceptado por los jueces fue el 2 con 15 % de sucedaneo de leche de quinua,
seguido de los tratamientos 1 y 3, esto se dio para el sabor, aroma y acidez. El
sabor y acidez es influido por el % de acido lactico y el aroma es influido por el

pH.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda lo siguiente:

1. Estudiar el efecto de la inclusion de otros cereales andinos en el yogur para
determinar su efecto en la composicion fisica, quimica, microbiologica, y

organoléptica.

75

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

VII. BIBLIOGRAFIA

Agatangelo, D.S.E. (2007). Estudio del Comportamiento Cinético de Microorganismos
de Interés en Seguridad Alimentaria con Modelos Matematicos. Tesis Doctoral.
Universidad Autonoma de Barcelona. Espafia.

Aguirre J. y Aquino E. (2008). Microbiologia Predictiva. Universidad Nacional De
Trujillo. Trujillo, Perd. 2.

Alatriste. K. (2002). Efecto de Adicion De Fibra y Calcio en un Yogurt con Sabor. La
17 th edicidn. Association Analytical Chemist.

Amiot B.H. (1991). yoghurt alimento indiscutible. Rev Ind. Aliment;13; 26-31. La
Habana.

Ankenman L., (1996). Improved Acid, Flavor And Volatile Compound Production In A
High Protein And Fiber Soymilk Yogurt-Like Product. J. Food Science. 61(2):
331-336.

Apaza V., Delgado P. (2005). Manejo Y Mejoramiento De Quinua Organica. Instituto
Nacional de Investigacion y Extension Agraria-INIA. Estacion Experimental
Agraria lllpa-Puno. Puno-Pera.

Aportela, A. (2003). Estudio de las Propiedades Fisicas, Quimicas y Sensoriales en un
Yogurt Saborizado, Enriquecido Con Fibra Y Calcio. Tesis de Licenciatura.
UDLA. Puebla — México.

Arenas, C., Zapata, R., Gutiérrez, C. (2012). Evaluacion De La Fermentacion Lactica
De Leche Con Adicion De Quinua (Chenopodium Quinoa), Evaluation Of The
Lactic Fermentation Of Milk With Addition Of Quinoa (Chenopodium Quinoa)
Ingenieria Quimica. Universidad Nacional De Colombia .Sede Bogota. Instituto

De Ciencia Y Tecnologia De Alimentos. Universidad Nacional De Colombia.

76

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Baranyi, J. and Roberts, T. A. (1994).A dynamic approach to predicting bacterial
growth in food.International Journal of Food Microbiology 23:277— 294,

Bricefio, A., Martinez R. y Garcia K., (2001). Viabilidad y actividad de la flora lactica
(Streptococcus salivarus subsp thermophilus Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus) del yogurt en Venezuela. Acta Cientifica Venezolana. 52(1):46-54.

Buchanan, R. L.; Cygnarowicz, M. L. (1990).A mathematical approach toward defining
and calculating the duration of the lag phase. Food Microbiology 7: 237 — 240.

Buchanan, R. L.; Klawitter, L. A. (1991). Effect of temperature history on the growth of
Listeria monocytogenes Scott A at refrigeration temperatures. International
Journal of Food Microbiology 12:235 — 246.

Burns P.G., (2010). Cultivos Probioticos Para Productos Lacteos. Respuesta A Nuevos
Desafios Tecnologicos Y Estrategias Para Mejorar Cepas. Universidad Nacional
Del Litoral. Facultad De Bioquimica Y Ciencias Biologicas.

Cabeza, H. E. A. (2013). EI Modelo Modificado de Gompertz, Logistico y Modificado
Logistico para el ajuste de datos de crecimiento microbiano. Universidad de
Pamplona. Colombia: 2-13.

Cayré, M. E.; Vignolo, G.; Garro, O. (2010). Validacién y CompRcion de modelos de
Crecimiento Microbiano. UNNE. Facultad de Agroindustrias. Argentina.
Chassy, B., Hlywka, J. J., Kleter, G. A., Kok, E. J., Kuiper, H. A., McGloughlin, M.,
Munro, I. C., Phipps, R. H., y Reid, R. H. (2006). Capitulo 2: Improved
Nutritional Quiality through Modern Biotechnology. En: Comrehensive Reviews
in Food Science and Food Safety. Nutritional and Safety Assessments of Foods
and Feeds Nutritionally Improved though Biotechnology. ILSI. Pp. 53-54

Chr. Hansen (2004). FD-DVS BB-12 Probio-Tec, Informacion de Producto.

Chr. Hansen (2006). Leche y yogurt. Bio Loncoleche. B. animalis spp.lactis Bb12.

77

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Collins, M.D., Gibson, G.R., (1999). Probiotics, prebiotics and synbiotics: approaches
for modulating the microbial ecology of the gut. Am. J. Clin. Nutr. 69, 1052-
1057.

Coloma, A. (2009). Métodos de Analisis Agroindustrial: Manual de practicas de

laboratorio. Universidad Nacional del Altiplano. Puno — Perd.

Collado, M. C., (2004). Production of bacteriocin-like inhibitory compounds by human

fecal Bifidobacterium strains. J Food Prot 68: 1034-1040.

Collado, C.M., y Sanz, Y. (2007). Induction of acid resistance in Bifidobacterium: a
mechanism for improving desirable trits of potentially probiotic strains. Journal
of Applied Microbiology 103, 1147-1157.

Cruz, C. 2008. Efecto de la ultra alta presion de homogenizacion en el licuado de soja 'y
su comportamiento en el desarrollo de un producto fermentado. Memoria para
optar el Grado De Doctor En Ciencias De Los Alimentos. Universidad Autonoma
De Barcelona.

Cury, K. (2013). Evaluacion Del Proceso De Fermentacion Del Lactosuero Acido
(Entero 'Y Desproteinizado) Utilizando Lactobacillus. Titulo Académico De
Master En Ciencias Agroalimentarias Con Enfasis En Tecnologia De Los
Alimentos. Universidad De Cordoba Facultad De Ingenierias Maestria En
Ciencias Agroalimentarias Berastegui, Cordoba.

Dairy & Food Culture Technologies. 2006. Products with Probiotics. Consultado en el

2014. Disponible en: http://www.usprobiotics.org.

Del Fabbro P. (2001). Efecto del tipo de sal de calcio en las Caracteristicas
Fisicoguimicas y Sensoriales del yogurt con Sabor. Tesis de Licenciatura.

UDLA. Puebla — México.

78

Repositorio institucional UNA - PUNO



http://www.usprobiotics.org/

Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO H,#E Nacional de

Dellaglio, F., Torriani, S., Vlaeminck, G., Cornet, R. 1992. Specifie Characteristics Of
Microorganisms Used For New Fermented Milks. Bulletin Of The IDF 277.

Diaz B. (2002). Evaluacion del Efecto de la Adicién de Fibra y Modificacion del Nivel
de Grasa en las Propiedades Fisicas y Reologicas y Sensoriales del Yogurt.

Diaz, J.; Sosa, M. E.; Vélez, J. F. (2004). Efecto de la adicién de fibra y disminucién de
grasa en las propiedades fisicoquimicas del yogur. Revista Mexicana de
Ingenieria Quimica. Vol. 3. 287 — 305.

Delignette-Muller, M. L. (1998). Relation between the generation time and the lag time
of bacterial growth kinetics. International Journal of Food Microbiology 43: 97 —
104.

Duarte, P. (1998). Biotecnologia de la fermentacion, Primera Edicion, Editorial Acriba
S.A., Zaragoza (Espafia).

Farnworth, E. (2003). Handbook of fermented functional foods. Crc press. 390pp.
Washington, D.C. Pp. 27, 113, 277.

Farnworth ER, Mainville I, Desjardins M, Gardner N, Fliss I, Champagne C. (2007).
Growth of probiotic bacteria and bifidobacteria in a soy yogurt formulation.
Inter J Food Microbiol.; 116: 174-181.

Fennema, O. R. (2000). Quimica de los alimentos. 22 edicion. Editorial Acribia.
Zaragoza (Espaia).

FAO/OMS (2001). International Year of Quinoa Secretariat.Regional Office for Latin
America and the Caribbean, Av. Dag Hammarskjold 3241, Vitacura, Santiago,

Chile. rlc-quinoa@fao.orq.

FAO (2005). Probioticos: utilidad clinica. Consultado en el 2014. Disponible en:

http://colombiamedica.univalle.edu.co/VVol37No4/html/v37n4a08.html

79

Repositorio institucional UNA - PUNO



mailto:rlc-quinoa@fao.org
http://colombiamedica.univalle.edu.co/Vol37No4/html/v37n4a08.html

R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Fu, w. (2012). Lactic Acid Pruduccion From Lactose by Lactobacillus Plantarum:
Kinetic Model and EFFECTS OF Ph, Substrate, and Oxygen. Science Direct.
Biochem Eng J.

Fuller, R. (1994). Probiotics: The Scientific Basis. Ed: Chapman and Hall, London.
Paris.

Garcia, R. (1995). Modificaciones Microbioldgicas, Fisicoquimicas Y Organolépticas
De Vegetales Envasados En Atmdsfera Modificada. Bases Para El
Establecimiento De Los Modelos Predictivos Del Crecimiento Microbiano.
Universidad De Cordoba Facultad De Veterinaria Departamento De
Bromatologia Y Tecnologia De Los Alimentos Tesis Doctoral.

Gardiner J.S., Jarvis W.R., Emori T.G., Horau T.C., Hughes J.M., (1999). Definitions
For Nosocomial Infections. Am J Infect Control; 16: 128-40.

Gibson, A.M.; Bratchell, N.; Roberts, T.A. (1987). The effect of sodium chloride and
temperature on rate and extent of growth of Clostridium botulinum type A in
pasteurized pork slurry. J. Apppl. Bacteriol. 62: 479-490.

Gibson, A. M.; Bratchell, N.; Roberts, A. (1988). Predicting microbial growth: growth
responses of salmonellae in laboratory medium as affected by pH, sodium
chloride and storage temperature. International Journal of Food Microbiology
6:155 -178.

Gomez, J. C., (1999). Tesis. Métodos de Control de Acidez en el yogur. DIA.
Universidad Autonoma de Chapingo. México.

Guarner, F., Malagelada, J.R., (2003). Gut flora in health and disease. Lancet. 361, 512-
519. Review.

Gueimonde, M., Delgado, S., Mayo, B., Ruas-Madiedo, P., Margolles, A., (2006).

Viability and diversity of probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium

80

Repositorio institucional UNA - PUNO




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

populations included in commercial fermented milks. Food Res. Int. 37, 839-
850.

Guerin-Danan C. (1998). Milk fermented with yoghurt cultures and Lactobacillus casei
compared with yoghurt and gelled milk: influence on intestinal microflora in
healthy infants. Am J Clin Nutr; 67:111-8.

Gutiérrez, B. M. (2011). Modelos Sugeridos Como Herramientas Para La Microbiologia
Predictiva En La Industria De Los Alimentos. Maestria En Gestion De La
Calidad Con Especialidad En Inocuidad De Alimentos. Guatemala.

Harper, S. (1991). Journal of Dairy Science Vol. 74, No. 9, 1991. Sensory Ratings of
Commercial Plain Yogurts by Consumer and Descriptive Panels.

Harper,W. J. y Hall, C.W. (1991). Technology of Dairy Products Manufactured with
Selected Microorganisms. Citado en: Dairy Technology and Engineering.
Westport. The  Avi Publishing Company, Inc. Pp 213.
http://es.wikipedia.org/wiki/Yogur

Heller, K. (2006) y. American Journal of Clinical Nutrition (2001). Probiotic bacteria in
fermented foods: product characteristics and starter organisms.

Hernandez, A., Alfaro, I., Arrieta, R. (2003). Microbiologia Industrial. Editor EUNED.

Hilton E., Rindos P. e Isenberg H.D. (1995). Lactobacillus y Bifidobacterium . journal
of Clinical microbiology. 31 (3): 359-375.

Illescas, C.E. (2001). Curso Tedrico Practico sobre Lactologia. P4g.13-17,67-73.

Kneifel, W., et al. (1992). Journal of Dairy Science Vol. 75, No. 11, 1991. Screening of
Biochemical, Commercially Available Mesophilic Dairy Starter Cultures:

sensory, and Microblological Properties.

81

Repositorio institucional UNA - PUNO




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Lee, Y.J.,, (1995). Identification and screening for antimicrobial activity against
Clostridium difficile of Bifidobacterium and Lactobacillus species isolated from
healthy infant faeces. Int. J. Antimicrob. Agents. 21, 340-346.

Lee Y., Salimen S. (1995). The coming age of probiotics. Trends Food Sci Tech;6:241-
5. Netherlands.

Lomas, DL., Rojas, DG. (2010). Aprovechamiento de Suero de Leche de Cabra como
Sustrato para el Desarrollo de un Producto Fermentado Probio6tico con
Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus acidophilus. Tecnologico de
Monterrey. VII Congreso Nacional de los Alimentos y Il Foro de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos Guanajuato Gto. Universidad Autonoma De Nuevo
Leon.

Lopez, Malo A. (2000). Manual de practicas de andlisis de los alimentos. Universidad
de las Américas, Puebla, México, inédito.

Madigan, M. T.; Martinko, J. M.; Parker, J. (1997). Brock Biologia de los
Microorganismos. Ed. Prentice Hall Iberia. 82 Ed. Revisada, Inc. pp. 149 — 177.

Madigan M.T. y Martinko J.M. (2004). Parker Jack. Biologia de Los Microorganismos.
Decima Edicion. Editorial Pearson Educacion S.A. 2004. Madrid.

Mani, E. 2005. Viabilidad y propiedades fisicoquimicas de productos lacteos
fermentados probioticos. UDLA, Puebla.

Mateos, A. (2010). Determinacion microbioldgica de vida de anaquel de alimentos
proteicos. Universidad Autdnoma de Nuevo Leon.

McMeekin, T.A.; JN. Olley; T. Ross y D.A. Ratkowsky (1993) Predictive
Microbiology: Theory and Application, 61-70. Research Studies Press Ltd.,

Tounton, Inglaterra.

82

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

Mestres, J., Del Castillo, R. (2004). Productos LA&cteos. Tecnologia. Universidad
Politécnica De Catalunya.

Méndez, D. J. (2000). Yogurt. Instituto de Productos Lacteos. Universidad de Santiago
de Compostela. Espafia.

Meyer, I. y Marcos, R. (1982). Control de calidad de los Productos Agropecuarios. 22
edicion. Editorial trillas. Esparia.

Montes, D. (2013). Food Biotechnology (Biotecnologia De Alimentos). Atlantic
International University Honolulu, Hawaii.

Montville, T. J. (2000). Principios que influyen en el crecimiento, la supervivencia y la
muerte microbiana en los alimentos. In: Doyle, M. P.; Beuchat, L.R.; and
Montville, T. J. (2000). Microbiologia de los Alimentos. Fundamentos and
Fronteras. Editorial Acribia, S.A. Zaragoza (Espafia).13 — 30.

Montiel, L.; Delgado, C. H.; Gonzales, D. J.; Montiel, R. G., (2010). Viabilidad de
cepas probioticas en leche fermentada almacenada en refrigeracion. XII
Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos. LA 81-LA89.

Mora K., Tirado, L. (2014). Viabilidad Economica Y Financiera Del proyecto De
Inversion Elaboracion 'Y Comercializacion De Yogur Probiotico De
Aguaymanto Enriquecido Con Quinua En La Ciudad De Cajamarca. Tesis Para
Optar El Titulo Profesional De Licenciado En Administracién. Cajamarca —
Perd.

Mujica, A., 1zquierdo J., Marathee J.P. (2006). Origen y Descripcion De La Quinua. En
Quinua (Chenopodium Quinoa Willd.) — Ancestral Cultivo Andino, Alimento
Del Presente Y Futuro (Mujica A., Jacobsen S.-E., lzquierdo J., Marathee J.,

Editores). FAO, UNA-Puno, CIP. Santiago, Chile, 9-29.

83

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Norma Técnica Peruana (202.092.2008). Leche y productos lacteos. Yogurt.
Requisitos. Cuarta Edicion. Per(

Oberam, H. (1985). Tradicional fermented milk products. Elsevier Applied Science
Publisher, London, England. Pag. 53-54.

Ohashi, Y., Tokunaga M., Taketomo N., Ushida K. (2007). Stimulation of indigenous
lactobacilli by fermented milk prepared with probiotic bacterium, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus strain 2038, in the pigs. J Nutr Sci Vitaminol. 53:
82-6.

Olivera J. (2011). Caracterizacion Tecnologica de Cepas de Bacterias Acido lacticas
Aisladas de la Leche. Unidad de Tecnologia de Alimentos. Universidad La
Republica. Facultas de Agronomia

Oztur, B.A. y Oner, M.D. (1999). Production and evaluation of yogurt with
concentrated grape juice. J. food Science. 64:530-532.

Pardio S. y cols (1994). Los probi6ticos y su futuro. Archivos Latinoamericanos de
Nutricion. vol 46 No 1 p 6-10. Ecuador.

Pisabarro, A. G. (2009). Microbiologia Clinica ler Curso De Diplomatura En
Enfermeria. Universidad Pdblica de Navarra. Departamento de Produccién
Agraria. Pamplona

Potter, N.N. y Hotchkiss, J.H., (1999). Ciencia de los Alimentos. 5ta. Edicion. Nueva
York. E. U. A. Pp. 78-83

Prescott, L. M.; Harley, J. P.; Klein, D. A. (1999). Microbiologia. 42 Edicion., McGraw-
Hill. Interamericana. 114 — 136.

Ramirez M., (2009). Elaboracion de yogurt con probioticos (Bifidobacterium spp. y

Lactobacillus acidophilus) e inulina. Instituto de Quimica y Tecnologia, Facultad

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

de Agronomia, Universidad Central de Venezuela. Apdo. 4579. Maracay 2101.
Aragua. Venezuela.

Rasic, J. (1993). The role of dairy foods containing bifidoand acidophilus bacteria in
nutrition and health. North European Dairy J. 4:1-10.

Rasic, J.L.y Kurmann, J.A., (1983). Bifidobacteria and their role. Ann. Péd. 241, 8-23.

Repo-Carrasco R., Espinoza C., Jacobsen S.-E. (2001). Valor Nutricional Y Usos De La
Quinua (Chenopodium Quinoa) Y De La Kafiiwa (Chenopodium Pallidicaule).
En Memorias, Primer Taller Internacional Sobre Quinua — Recursos Genéticos Y
Sistemas De Produccién (Jacobsen S.-E., Portillo Z., Editores), 10-14 May,
UNALM, Lima, Pert, 391-400.

Reyes C. I. (2008). Propuesta para Tecnificar la Produccion Artesanal de Yogur
Probidtico. Universidad de San Carlos. EIQ. Guatemala.

Robinson, T. P.; Ocio, M. J.; Kaloti, A.; Mackey, B. M. (1998). The effect of growth
environment on the lag phase of Listeria monocytogenes. International Journal
of Food Microbiology 44: 83 — 92.

Rodriguez, R.P. (2003). Desarrollo y Validacion de modelos matematicos para la
prediccion de vida comercial de productos carnicos. Facultad De Veterinaria.
Departamento De Bromatologia y Tecnologia De Los Alimentos. Tesis
Doctoral. Cérdoba

Roy, D. (2005). Technological aspects related to the use of bifidobacteria in dairy foods.
Lait 85, 39-56.

Salminen, S., Bouley, C., Boutron-Ruault, M.C., Cummings, J.H., Franck, A., Gibson,
G.R., Isolauri, E., Moreau, M.C., Roberfroid, M., Rowland, I., (2004).
Functional food science and gastrointestinal physiology and function. Br. J.

Nutr. 80, 147-171.

85

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

Sanchez, A. (2003). Las Biotecnologias: Desafios Y Promesas Investigaciones
Biologicas. La Habana.

Sanchez, J. (2012). Determinacion De La Curva De Crecimiento De Levadura
Sacharomyces Cerevisae, Aplicando EI Modelo De Gompertz. Universidad
Nacional De Trujillo Ingenieria Agroindustrial. Trujillo. Peru.

Sanz, Y., Collado M.C., Haros M., Dalmau J. (2004). Funciones metaboliconutritivas de
la microbiota gastrointestinal y su modulacién a traves de la dieta: probidticos y
prebioticos. Acta pediatrica Espafiola. 62 (11):520-526.

Saura, G. (2003). ler Seminario Nacional De Biotecnologia Industrial. Proyecto BID
FOMIN. Camara Agropecuaria Y Agroindustrial De El Salvador (CAMAGRO)
Y La Asociacion Azucarera De El Salvador. Fundacion Para La Innovacion
Tecnoldgica Agropecuaria. Publicacion FIAGRO.

Scardovi, V. (1986). Genus Bifidobacterium, p. 1418-1434. In P. H. A. Sneath, N. S.
Mair, M. E. Sharpe, and J. G. Holt (ed.), Bergey's manual of systematic
bacteriology, vol. 2. Williams and Wilkins, Baltimore, Md.

Shah N. P. (2001). Functional Foods from Probiotics and Prebiotics. Food Technology.
55(11): 46-53

Spreer (1991). Lactologia Industrial,Editorial Acribada Zaragoza Espafia.

Stanier, R. Y.; Ingraham, J. L.; Wheelis, M. L.; Painter, P. R. (1999). Microbiologia. 22

Edicion. Editorial Reverté. pp. 195 — 209.

Swinnen, 1. A. M.; Bernaerts, K.; Dens, E. J. J.; Geeraerd, A. H.; Van Impe, J. F.
(2004). Predictive modelling oh the microbial lag phase: a review. International

Journal of Food Microbiology 94: 137 — 159.

Tamime A.Y. y Robinson R.K. (1991). Yogurt Ciencia y Tecnologia. Editorial Acribia,

Zaragoza — Espania.
86

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

Taranto, M. Medici, M. Font, G. (2005). Alimentos funcionales probidticos. Tucuman,

Argentina. INTERNET. www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/v4nl/alimprob.pdf

Tello P.E., Aparicio A.W., Quispe R.A. (2006). Introduccién A La Tecnologia De Los
Alimentos. Representaciones Offset Continental S.R.L. Puno, Peru.

Vasconcelos J. A. (2000). Alimentos Funcionesl. Conceptos y Beneficios a la Salud.
Departamento de Ciencias de los Alimentos y Nutricion. Universiada de
Chapman. USA.

Véazquez A.M. (2008). Viabilidad Y Propiedades Fisicoquimicas De Leche Fermentada
Probidtica. Universidad De Las Américas Puebla. Escuela De Ingenieria Y
Ciencias. Departamento De Ingenieria Quimica Y Alimentos. Cholula, Puebla,
Meéxico.

Ventura, M., Canchaya, C., Zhang, Z., Fitzgerald, F. G. y van Sinderen, D. (2007).
Molecular characterization of hsp20, encoding a small heat shock protein of
Bifidobacterium breve UCC2003. Applied and Environmental Microbiology 73,
4695-4703.

Villalobos, C. (2005). Los Probiéticos del Yogur Dos Pinos. Investigacion y Desarrollo
Cooperativa de Productores de Leche Dos Pinos. R.L.

Walstra, P., Geurts, T., Noomen, A., Van Boekel, (1999). Dairy Technology. Ed. New
York, Marcel Dekker Ine.

Yousef, A. E.; Carlstrom C., (2006). Microbiologia de los alimentos, manual de
laboratorio. Editorial Acribia. Zaragoza, Espana.

Zwietering, M.H.; 1. Jongenburger; F.M. Rombouts; K. Vant Riet. (1990). Modeling of

the bacterial growth curve. Appl. Environ. Microbiol. 56 (6): 1875-1881.

87

Repositorio institucional UNA - PUNO



http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/v4n1/alimprob.pdf

TESIS UNA-PUNO = ok

Nacional del
Altiplano

ANEXO

88

Repositorio institucional UNA - PUNO



Universidad
Nacional del
Altiplano

ﬂ'

B

i

O
p
>
i
<
Z
=
2
%
L]
T

uoloesauab ap odwsal] b
0JUBIWID810 3P BWIXEW PepIdojaA el

uoroejdepe op odwdr g, 1y

89

69T°0 081 L80°1 (enuinb ap ayos| ap 0auePsINs 9402) €1
06€'0 TLLO 6v0'1 (enuinb ap ayos| ap 0aURPsINS 4GT) 21
TTE'0 896'0 156'0 (enuinb ap ayos| ap 0aUEPaINS 940) TL

(seqoy) o1 Fa _f&%m_: b1 (se10y) ¢ OLNIINVLIVHL
'2T-99 WnLIgoeqoplyig 8P 03113U10 0JUBIWIYBID 8P soJlBWeled ‘2 OXANY
266'0 760'T G9€'Z L¥0'C v0E'Y (enuinb ap 5yos] 8p 03ULPBINS 9%07) €1
7660 60L'T €8e'T GIS'T 659'G (enuinb ap ay2s] 8p 08ULPAINS %ST) ZL1
866'0 6LY'T €LE'T LT6'T 288'G (enunb ap ayds| ap 08UEP3INS 940) TL

sedoy |w/D4N boT eJoy/jwy/o4n BoT |w/o4n fo
e N 0 g \Z OLNIINVLVYHL

'ZT-99 wnuaioeqopiylg ered opeaijipow zuadwos) ap ojapolA |o Jod sopeisnle sosswered ‘T OXIANY

@]
Z
>
o
<
pa
)
™
=
=)
o
=
b7
1=
e
—_
2
g7
o
(=N
Job]
14




Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO va': Nacional de

ANEXO 3. Curvas de crecimiento del Bifidobacterium BB-12 ajustadas por el Modelo

de Gompertz Modificado.

Anexo 3. 1. Curva de crecimiento del Bifidobacterium BB-12 para el Tratamiento 1, al

0% de Sucedaneo de Leche de quinua

Curva de Crecimiento del Bifidobacterium al 0% de Sucedaneo de Leche de Quinua
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Anexo 3. 2. Curva de crecimiento del Bifidobacterium BB-12 para el Tratamiento 2, al

15% de Sucedaneo de Leche de quinua

Curva de Crecimiento del Bifidobacterium al 15% del Sucedaneo de Leche de Quinua
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Anexo 3. 3. Curva de crecimiento del Bifidobacterium BB-12 para Tratamiento 3, para

el Tratamiento 2, al 20% de Sucedaneo de Leche de quinua

Curva de Crecimiento del Bifidobacterium al 20% de Sucedaneo de Leche de Quinua
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ANEXO 6. Analisis sensorial del yogur probiético enriquecido con sucedaneo de leche

de quinua — Escala Hedonica.

N OO, .o e Muestra N°: .........

Estimado Sr. (Srta.), lea cuidadosamente cada una de las preguntas y marque con una
“x” la respuesta que a ud. le parezca.

A. SABOR DEL PRODUCTO

Me gusta muchisimo

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente
Me disgusta muchisimo

ooodgoo

B. AROMA DEL PRODUCTO

Me gusta muchisimo

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente
Me disgusta muchisimo

oooggn

C. ACIDEZ DEL PRODUCTO

Me gusta muchisimo

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente
Me disgusta muchisimo

ooogo
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ANEXO 8. Resultados Finales.

Anexo 8.1. Frecuencia

Puntaje

Me gusta muchisimo 7
Me gusta
moderadamente

Me gusta poco

No me gusta ni me
disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta muchisimo

6
5)
4
3
2
1

Anexo 8.2. Resultados

EVALUACION SENSORIAL

6

< ° —

3

Z 4 L mo%
L

33 | m15%
L

o 020%

SABOR AROMA ACIDEZ
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ANEXO 9. Panel Fotogréfico.
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