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Resumen

La presente investigacion evalué el efecto de la adicién de miel y polen de abeja sobre los
niveles de fermentacién lactica y la calidad microbiolégica de un yogurt natural incorporando. Se
establecieron 7 tratamientos, los cuales fueron: T1: 0,5 % polen y 3% miel; T2: 0,5 % poleny 6 %
miel; T3: 0,5 % poleny 9 % miel; T4: 1 % polen y 3 % miel; T5: 1 % poleny 6 % miel; T6: 1 %
poleny 9 % miel; T7: 0 % polen y 0 % miel. Se analizd la produccién de acido lacticolos 1,7, 14y
21 dias después de la elaboracién del yogurt. A los dias 1y 21 se identificd la presencia de
unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de Escherichia coli, Staphilococcus aureus,
mohos y levaduras. Adicionalmente se analizé el grado de aceptabilidad del yogurt al dia 1y 21.
Los datos obtenidos para la produccion de acido lactico fueron analizados bajo un DCA con 3
repeticiones y se encontrd diferencias entre tratamientos. Al dia 21 el T4 y T7 presentaron la
menor produccion de acido lactico (81 y 83 °D). En relacidn con el analisis microbioldgico al dia 1
se reportd presencia de colonias de mohos y S. aureus en T1y T7. Las UFCs de levaduras se
identificaron en los Tratamientos 1, 4 y 7 y con respecto a E. coli en todos los tratamientos se
observé ausencia de este microrganismo. Por otro lado, en el grado de aceptabilidad del yogurt
se hallé preferencia por el T6 al dia 1, sin embargo, al dia 21 el tratamiento favorito fue el T7. En
definitiva, se establece que la adicién de polen y miel exhibié un efecto significativo entre
tratamientos para la produccién de acido lactico, lo cual incidié directamente en las demas

variables estudiadas.

Palabras clave: fermentacién lactica, calidad microbioldgica, miel, polen, yogurt.
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Abstract

The present investigation evaluated the effect of the addition of honey and bee pollen on the
levels of lactic fermentation and the microbiological quality of a natural yogurt. 7 treatments
were established, which were: T1: 0.5% pollen and 3% honey; T2: 0.5% pollen and 6% honey; T3:
0.5% pollen and 9% honey; T4: 1% pollen and 3% honey; T5: 1% pollen and 6% honey; T6: 1%
pollen and 9% honey; T7: 0% pollen and 0% honey. Lactic acid production was analyzed 1, 7, 14
and 21 days after making the yogurt. On days 1 and 21, the presence of colony-forming units per
gram (CFU/g) of Escherichia coli, Staphilococcus aureus, molds and yeasts was identified.
Additionally, the degree of acceptability of the yogurt was analyzed on day 1 and 21. The data
obtained for the production of lactic acid were analyzed under a DCA with 3 repetitions and
differences were found between treatments. On day 21, T4 and T7 presented the lowest lactic
acid production (81 and 83 2D). In relation to the microbiological analysis on day 1, the presence
of colonies of mold and S. aureus was reported in T1 and T7. Yeast CFUs were identified in
Treatments 1, 4 and 7 and, with respect to E. coli, in all treatments an absence of this
microorganism was observed. On the other hand, in the degree of acceptability of the yogurt,
preference was found for T6 on day 1, however, on day 21 the favorite treatment was T7. In
short, it is established that the addition of pollen and honey exhibited a significant effect
between treatments for the production of lactic acid, which directly affected the other variables

studied.

Keywords: lactic acid fermentation, microbiological quality, honey, pollen, yogurt.
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Capitulo |

Introduccion

Antecedentes

En la actualidad, existe una predisposicidn a nivel mundial de consumir productos
crecidamente nutritivos, inocuos y de precios asequibles. Por ello, muchos de los productos
alimenticios han sido renovados mediante la adicion de fibra, vitaminas y calcio, entre otros
nutrimentos buscando siempre satisfacer las expectativas de los consumidores en cuanto a las
tendencias de productos alimenticios saludables (Aguirre & Biollo, 2010; Albuja & Castro, 2002).
En Ecuador usualmente es extrafio hablar de alimentos nutraceuticos es por esto, que se quiere

introducir este tema a través de un alimento distinguido como el yogurt.

El yogurt es calificado como un alimento estupendo, porque posee varias cualidades que
benefician al bienestar del consumidor (Revilla, 2009). Se ha evidenciado que el yogurt tiene
algunas propiedades ventajosas como: mejorar el sistema inmune y digestivo, y es de superior
digestion que la leche, ya que el total de lactosa es minima. Es por eso que, en comparacidn con
la leche, el yogurt exhibe un valor nutricional mas valioso (Rodriguez et al., 2003; Hurtado,

2017).

Por otro lado, la miel de abejas es una sustancia de elevado valor energético por su
excelente porcentaje de fructosa y glucosa, que merece ser consumida de manera directa o
como edulcorante en la industria de los alimentos (Yapias & Bao, 2012). El consumo de miel de
manera global varia segun los diferentes paises, asi pues, se tiene que por habitante la cifra va

de 250 g a 1.5 kg. En el caso de presentar una condicién de salud buena, la miel incrementa el
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rendimiento fisico y contrarresta el cansancio intelectual asi lo afirma Edmond Hillary, un

apicultor que fue el primer hombre que escalo la cuspide del Everest (Prost, 2007).

Asi mismo, el polen es otros de los productos de origen apicola de singular relevancia
alimentaria, cuya ingesta se ha relacionado con los denominados biofadrmacos. El polen es un
producto se puede consumir de diversas formas, de acuerdo con las preferencias del
consumidor. De la misma forma, el empleo de este alimento se encuentra ligado al consumo de
lacteos, como la leche, asi como la miel que es utilizada comidnmente para endulzar distintas

bebidas (Prost, 2007).

Ademas, el polen es un producto altamente proteico por su valioso contenido de
aminodcidos esenciales, vitaminas, sales minerales, entre otros. Por consiguiente, se le otorga
aplicaciones favorecedoras al organismo como prevenir enfermedades de distintos tipos como
de préstata, del sistema respiratorio, circulatorio y digestivo (Benedetti & Pieralli, 1990; Lisete,

2010).

Justificacion

En Ecuador la industria alimentaria establece una de las mas significativas, ya que los
alimentos son productos de uso masivo, que se encuentran continuamente renovandose para
adaptarse a las necesidades del cliente que exige siempre encontrar diversidad, calidad y precios
equitativos. Por tanto, este sector brinda a los usuarios una cifra ilimitada de productos
alimenticios, aun asi, no todos exhiben un contenido nutritivo adecuado; asi, por ejemplo,
algunos alimentos abarcan excesivos colorantes y preservantes que promueven alteraciones en

la salud. Por esto es importante la adicién de sustancias nutracéuticas que incidan
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positivamente en el mantenimiento de la salud de toda la poblacién, especificamente en nifios y

longevos (Quinatoa, 2011).

En la miel y el polen de manera natural predominan las sustancias antioxidantes que
tienen real importancia con la inmunidad. Por ello, estos productos provenientes de las abejas
son calificados como alimentos funcionales, y se detallan como compuestos que conjuntamente
contribuyen con otros componentes bioactivos. Por ende, es imperioso aprovechar las
cualidades de distintos tipos de ingredientes primarios que al integrarse configuran alimentos
nutraceuticos que no solo son nutritivos, sino que también optimizan la salud del consumidor

(Yapias & Bao, 2012; CIL ECUADOR, 2020).

Segun el Art. 13 de la Constitucion de la Republica del Ecuador (2008) la poblacién en
general posee el derecho al consumo fehaciente y estable de alimentos inocuos,
preponderantemente procesados localmente. Por este motivo y considerando que se han
desarrollado insuficientes investigaciones con respecto al uso del polen y miel de abejas en la
agroindustria, se pretende elaborar un yogurt a base de miel y polen de abejas como alternativa
de procesamiento agroindustrial ya que, a través de la historia, el hombre ha destinado la miel
de abejas como un producto endulzante y preservante. En nuestro pais, la miel y el polen es
designada principalmente a la ingesta directa y como medicina natural, teniendo poca aplicacion

en la industria lactea (Diaz & Paredes, 2014; Diaz, 2013).

En este sentido, en base a los escasos estudios microbiolégicos desarrollados en el pais
para evaluar la incidencia de usar miel y polen como sustitutos del azucar en la elaboracion de

yogurt, sobre el aumento o disminucidn del desarrollo de Staphilococcus aureus, Escherichia
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coli, mohos y levaduras. Es preciso ejecutar este trabajo de investigacion para garantizar el
consumo seguro al cliente, puesto que de acuerdo con la Organizacidon Panamericana de la Salud
(2016) las afecciones traspasadas por productos alimenticios sépticos instituyen una peligrosa

consecuencia para la salud mundial.

Objetivos
Objetivo General
Evaluar el efecto de la adicidn de miel y polen de abeja sobre los niveles de

fermentacidn lactica y la calidad microbioldgica de un yogurt natural.

Objetivos Especificos
e Evaluar los niveles de fermentacion lactica en un yogurt natural al agregar cuatro
concentraciones de miel y tres de polen.
e Evaluar el efecto de anadir miel y polen al yogurt natural sobre las poblaciones de
Staphilococcus aureus, Escherichia coli, Hongos y levaduras.
e Analizar el grado de aceptabilidad del yogurt con polen y miel en el mercado a través del

método del Focus Group.

Hipétesis
Ho: Los niveles de 4cido lactico del yogurt donde se agregd miel y polen son similares a

los niveles de acido lactico donde no se agregd estos componentes.

H1: Los niveles de acido lactico del yogurt donde se agregd miel y polen no son similares

a los niveles de acido lactico donde no se agregd estos componentes.
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Capitulo I

Marco Referencial

El yogurt

Es un alimento fabricado a partir de la fermentacién de la leche causada por dos tipos
de microorganismos acido-lacticos (Estreptococos termdfilos y Lactobacilos bulgaricus), los
cuales se encargan de sintetizar los azucares en acido lactico y otros compuestos formando
finalmente un producto con sabor, aroma y textura especificos (Yapias & Bao, 2012; Vargas G.,

2012).

Tabla 1

Especificaciones de las leches fermentadas

Entera Semidescremada Descremada Método de
Requisitos Min  Max Min Max Min Max ensayo
% % % % % %
<2,5 -
Contenido d '
ontenido de 25 _ 1,0 <1,0 NTE INEN 12
grasa
Protein - 27
oteina 2'7 _ 2,7 - NTE INEN 16
m/m

Nota. Recuperado de Leches Fermentadas Requisitos, (p.3), por Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién, 2011, Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 2395).

Clasificacion del yogurt

Segln Diaz (2013) se pueden diferenciar distintos tipos de yogurt de acuerdo con a los

siguientes criterios: sabor, textura y contenido de grasa.
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Por la textura. El yogurt puede diferenciarse por esta caracteristica de las siguientes formas:
e Lliquido
Para obtener este producto, la leche que se encuentra pasteurizada se inocula en
tanques de fermentacion en donde se produce la formacién del codgulo del yogurt para luego
ser batido y enfrascado en estado liquido.
e Batido
Al igual que el anterior, este tipo de yogurt se origina en los tanques de fermentacién en
donde se coagula. Luego se bate y se dosifica en los envases en estado medio liquido.
e Coagulado
A diferencia de los otros estados del yogurt, este se logra al envasar la leche
pasteurizada y seguidamente inocular el fermento para que asi se produzca la coagulacion en

cada frasco.

Por el contenido de grasa. Dependiendo del porcentaje de grasa de la leche con la que se
elabora el yogurt tenemos:
e Entero
Es aquel yogurt que posee de 2.7 a 3 % de grasa, puesto que la leche con la que se
elabord no ha sufrido ningun tipo de alteracién por lo que sus propiedades benefician a las
caracteristicas organolépticas del producto final como; sabor, olor, textura y color.
e Semidescremado
Hace referencia al yogurt que exhibe un contenido graso de 2.0a 1 %.
e Descremado
Es aquel producto que deriva de la separacion casi completa del componente graso de la

leche entera. Este tipo de yogurt presenta un contenido inferior a 1 % de grasa.
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Por el sabor. De acuerdo con la materia prima utilizada en la elaboracién del yogurt para su
endulzamiento se puede distinguir los siguientes tipos:
e Natural
Se caracteriza por no poseer adicidon de algun saborizante, esencia, polisacdrido vegetal,
fruta, azlcares o tinturas, facultando Unicamente la afiadidura de estabilizantes y conservantes.
e Frutado
En este tipo de yogurt se permite la integracion de fruta ya sea en forma de pulpa o
pedazos, también contiene aditivos, esencias, polisacdrido vegetal y azucar.
e Saborizado
Es aquel que posee saborizantes ya sea de origen natural o artificial ademas de otros

aditivos autorizados.

Beneficios del yogurt
De acuerdo con Diaz (2013) debido a su contenido extenso de proteinas, hidratos de
carbono, calcio, entre otros., el consumo de yogurt favorece muchas de las funciones primarias

del ser humano.

Ventaja en los procesos digestivos. Puesto que el yogurt posee un gran nimero de
bacterias benéficas, estas se encargan de competir con los microrganismos patégenos del
intestino ocupando su lugar. De esta manera se reducen las diarreas al disminuir el pH del
intestino.

Asimilacidn de vitaminas. Favorece el metabolismo y absorcidn de vitaminas como la K

y B12, mientras la microflora del intestino este equilibrado.
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Equilibrio del sistema inmune. Gracias a las bacterias probidticas presentes en el
yogurt, se lleva a acabo la estimulaciéon para la elaboracién de las células encargadas de la

defensa del organismo (inmunoglobulinas, células plasmaticas, linfocitos y macréfagos).

Prevencidn del cancer. Segun el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, las
personas que presentan tendencia a consumir yogurt manifiestan un riesgo inferior de padecer
esta enfermedad, puesto que se ha podido comprobar que los probidticos de este producto

poseen un efecto anti-muta génico.

Interviene en la motilidad del intestino. Los probiéticos de yogurt propician la
produccién de acidos en el intestino, lo cual favorece los movimientos peristalticos ayudando asi

a la evacuacion de las heces fecales.

Fermentacion lactica

La fermentacidn lactica se concibe por la accidn de las bacterias del género
Lactobacillus, que son microorganismos benéficos que sintetizan la lactosa presente en la leche
en glucosa y finalmente en 4cido lactico con el propdsito de producir energia. Este proceso tiene
gran importancia, puesto que los jugos digestivos no logran destruir este tipo de bacterias ni a
sus ventajas en el organismo. Por ello, su modelo es replicado en la fabricacién de yogurt

(Vargas M. , 2020; Ortega, 2017).

Bacterias dcido-ldcticas
Son un conglomerado de bacterias que se localizan principalmente en la leche y cuyo

producto concluyente de su metabolismo es el dcido lactico. Dentro de este conjunto de
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microorganismos se pueden hallar bacterias lacticas homofermentativas, es decir que originan
de 70-90% de acido lactico. Asi se puede nombrar a: Lactobacillus bulgaricus, Streptococus

thermophilus, Lactobacillus acidophilus (Navas & Arciniegas, 2008; Gutiérrez, 2014).

Streptococus thermophilus. Es un tipo de bacteria gram-positiva, cuyo ambiente de
crecimiento se comprende entre una temperatura de 37 a 40 °C, a la cual utiliza los azucares
para la generacidn de sustancias de fermentaciéon. Puesto que el producto final de su
metabolismo es el acido lactico, posee un alto interés en la industria lactica; sin embargo, exhibe

un inferior poder de acidificacion frente a los Lactobacillus (Navas & Arciniegas, 2008).

Lactobacillus bulgaricus. Es un microorganismo homofermentativo cuyo ambiente
ideal de crecimiento se encuentra entre 42 a 45 °C. Puede originar hasta 2,7 % de acido lactico
causando el descenso de pH y la hidrolizacién de las proteinas, esta ultima funcién es relevante
puesto que en el proceso se eximen aminoacidos como la valina, la cual es substancial para el

desarrollo de Streptococus thermophilus (Navas & Arciniegas, 2008; Riofrio, 2015).

Miel de Abejas

La miel es una sustancia acuosa, dulce y espesa procedente de las abejas (Apis
mellifera), primordialmente tomando como materia prima el néctar floral, aunque también
puede ser producida a través de cualquier parte viva de la planta. Asi pues, estos insectos libany

trasladan la miel hasta guardarla en los panales (Mamary & Meeri, 2002).
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Caracteristicas nutricionales de la miel

Diaz & Paredes (2014) mencionan que la constitucion final de la miel es diversa, pero
fundamentalmente estd formada por azucares de forma cuantiosa las cuales tienen proteinas y
otros componentes, que habitualmente estan relacionados con el polen. Ademas, es importante
mencionar que el color de esta sustancia viscosa esta ligada a su contenido nutricional y se
puede encontrar desde tonos blancos hasta oscuros, predominando el color dmbar. De esta
manera, los colores mds oscuros corresponden a un contenido alto de hierro y vitaminas By C,

mientras que los colores claros exhiben a un nivel superior de vitamina A (Correa, 2015).

Tabla 2

Composicion nutricional de la miel de abeja

Nutriente Cantidad Promedio en 100 g
Agua 17,1¢g
Carbohidratos Totales 82,4¢g
Fructosa 385¢g
Glucosa 31g
Maltosa 7,28
Sucrosa 15¢
Proteinas, aminoacidos, vitaminas y minerales 0,5g
Energia 304 Kcal

Nota. Recuperado de Evaluacion del efecto de la adicion de miel de abeja (Apis sp.) sobre las
caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del yogurt y cortado de leche como sustituto parcial
de la sacarosa, (p,28), por Diaz & Paredes, 2014, Universidad de Narifio.

Clasificacion de la miel de abeja
Albuja & Castro (2002) mencionan que la miel se puede clasificar desde diferentes

categorias como:
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Segun su origen botanico. La miel de abeja puede clasificarse de dos formas, ya sea
como miel de flores que es aquella que se adquiere directamente del néctar de flores o como
mielada, cuya manera de obtencion es atraves de las partes vivas de las plantas o de insectos

chupadores que se encuentran en ellas.

Segun la manera de obtencion por el hombre. En esta clasificacidon se pueden
encontrar; la miel de panal, cuyo nombre indica que se encuentra alojada en los panales de
construccion y sin incubar y la miel centrifugada, aquella que se obtiene de la centrifugacion de

los panales a una tempratura de 40 °C.

Segun su empleo. La miel puede ser de tipo comestible, que es aquella clasificada como
de primera calidad por lo que es desiganda al uso inmediato. Por otro lado, la miel de pasteleria

al no ser de calidad es destinada a la fabricacion de alimentos como aditivo.

Usos de la miel

De manera general, la miel posee diversas utilidades debido al poder bactericida que se
le confiere. Esta cualidad de la miel se produce por la formacién del peroxido de hidrogeno
como resultado de los procesos de oxidacion enzimatica de la glucosa. Por este motivo, la miel
es principalmente usada en el campo medicinal y algunos de sus beneficios son: aumentar el
rendimiento deportivo, estimular la produccion de gldbulos rojos y anticuerpos, equilibrar la
funcidén gastroinstestinal, es utilizada como componente antiseptico, antihemorragico y

emoliente, entre otros (Mamary & Meeri, 2002).



27

El Polen

El polen hace referencia a las microsporas de las plantas con semilla alojadas en los
sacos polinicos, en donde habitualmente se localizan cuatro granos de polen. El polen se define
como un producto alimenticio con alto valor proteico, puesto que posee 20 aminoacidos, en los
gue se incluyen varios que no son sintetizados por el organismo humano y deben ser asimilados

por la dieta (Mora, 2017; Pascoala & Rodrigues, 2014).

Composicion quimica del polen

La constitucion del polen cambia en base a la estacion de cosecha y la regidn territorial
(Prost, 2007). De este modo, este producto apicola se destaca por su contenido de compuestos
nitrogenados como lo son los aminodcidos esenciales. De igual forma, el polen muestra un
significativo grupo de minerales, tales como; el potasio (K), calcio (Ca), hierro (Fe), magnesio
(Mg), zinc (Zn) y cobre (Cu). Finalmente, también es abundante en vitaminas del complejo B,

vitamina Cy E (Rosero & Herrera, 2010; Fuenmayor & Quicazan, 2011).

Tabla 3

Composicion quimica del polen

Componentes Valor

Proteinas (%)
Total 7,02 — 29,87
Triptéfano (en proteina) 6,4
Vitaminas (ug/g)
Tiamina (b3) 9,3-11,8

Riboflavina (b2) 18,5 -23,5
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Componentes Valor

Acido ascérbico 131-721

Minerales (%)

Potasio 20-45
Calcio 1-15
Fésforo 0,6 -—26,6
Magnesio 1-12
Hierro 0,01-12
Cobre 0,05-0,08

Nota. Recuperado de Efecto de la miel y el polen en las caracteristicas fisicas, quimicas y
sensoriales de yogur natural batido, (p,5), por Rosero & Herrera, 2010, Universidad Zamorano.
Propiedades del polen en la salud humana

Al polen apicola se le atribuye propiedades importantes tanto para las abejas como para
el ser humano, puesto que se le han comprobado un sin numero de caracteristicas de origen
terapéutico, tales como; cualidades antimicrobianas, antiflngicas, antivirales, antiinflamatorias,
antioxidantes, antiradiacion, hepatoprotectores, inmunoestimulantes, anticancerosas y
analgésicas locales. Ademads, se han sefalado ventajas en la prevencion de complicaciones de
prostata, arteriosclerosis, gastroenteritis, enfermedades respiratorias, en el sistema
cardiovascular y digestivo. Procura asi mismo inmunidad corporal y retraso en el envejecimiento

(Zuluaga, 2016; Mungsan, 2018; Komosinska & Olczyk, 2015).

Focus Group

De acuerdo con Hamui y Varela (2013) el grupo focal es una practica de indagacion

colectivista, y se centraliza en la multiplicidad y diversidad de las conductas y juicios de los
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colaboradores en periodo de tiempo respectivamente breve. Esta metodologia es
especialmente Util para examinar los conocimientos y costumbres de los individuos en un

escenario de interaccion.

Fundamento del Focus Group

La técnica del Focus Group incluye un tépico determinado, preguntas de investigacion
especificas, objetivos definidos, justificacién y directrices. De acuerdo con el objetivo, se
desarrolla la guia de conferencia y la organizacién para su desenvolvimiento. Las entrevistas
interactivas se emplean a conjuntos de 6 al0 personas, no obstante, pueden oscilar entre 4 y
12. Ademds, los contribuyentes pueden corresponder a una misma sociedad para que se origine
una charla informal sobre un contenido delimitado. El investigador ejerce regularmente como
moderador realizando las preguntas y conservando dinamico el flujo de la conferencia (Tomat,

2012).

El Focus Group en la introduccion de productos alimenticios al mercado

A diferencia de las demds metodologias usuales como el andlisis observacional o la
entrevista individual, el grupo focal permite alcanzar con bastante acierto el conocimiento
acerca de las conductas, emociones, juicios y experiencias de los participantes debido a la
intercomunicacion entre ellos en un breve lapso. Por ello, al utilizar los resultados recabados se
pueden identificar oportunidades para corregir o perfeccionar el producto, y de esta manera se
lograra agregar un nuevo valor que permita cubrir aquellas necesidades que no estuvieron

cubiertas a discrecidn de los panelistas y por extension del mercado (Fernandez, 2016).
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Analisis Microbiolégico en Alimentos

El estudio microbioldgico se fundamenta en un grupo de técnicas precisas para
evidenciar la cantidad total de patdgenos contaminantes contenidos en un producto comestible.
En la actualidad se han establecido diversas metodologias para simplificar el trabajo en
laboratorio y conseguir resultados en un tiempo mas corto. Por tal motivo, se ha efectuado el
uso de Placas Petrifilm 3M, mismas que permiten ejecutar la siembra inmediata de la muestra
sin la elaboracién previa de medios de cultivo en cajas Petri (Salas, 2014; Campuzano & Mejia,

2015).

Placas Petrifilm 3M

Las Placas Petrifilm 3M son medios de cultivo selectivos y diferenciales condensados en
una placa de plastico que facilitan la identificacién inmediata de una gran pluralidad de
microorganismos. Estas placas han sido elaboradas para el apropiado conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), en disparejos ejemplares de muestras como en agua o
alimentos. Asi mismo, exhibe un componente solidificante que puede disolverse en agua y un
medidor de pH, mismo que matiza a las colonias para su pertinente recuento a través de

cuadriculas (Salas, 2014).

Requisitos microbioldgicos del yogurt

Las leches fermentadas han de presentar carencia de patdégenos contaminantes, al
realizar el estudio microbioldgico. Por tanto, la norma ecuatoriana que se encarga de regular
este tipo de ensayos corresponde a los requisitos descritos en la Tabla 2, para los principales

microrganismos presentes en el yogurt.
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Tabla 4

Requisitos microbioldgicos en yogurt

Requisito n m M c Método de ensayo
Coliformes totales, UFC/g 5 10 100 2 NTE INEN 1529-7
Recuento de E. coli, UFC/g 5 <1 - 0 NTE INEN 1529-8
Recuento de mohos y levaduras, 5 200 500 2 NTE INEN 1529-10
UFC/g
Staphilococcus aureus UFC/g 3 0 - 0 ISO 6888-1 6 2

En donde: n = nimero de muestras para analizar; m = criterio de aceptacién; M = criterio de
rechazo; ¢ = nimero de unidades que pueden estar entre my M.

Nota. Recuperado de Leches Fermentadas Requisitos, (p.4), por Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién, 2011, Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 2395).



Capitulo llI

Materiales y Métodos

Ubicacion del area de investigacion

El presente estudio se desarrollé en las infraestructuras de los laboratorios de
Poscosecha y Agrobiotecnologia de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA | (Figura 1),
Hacienda el Prado, perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Parroquia
Sangolqui, Cantén Rumifiahui, Provincia Pichincha. Geograficamente el laboratorio de
Agroindustrias se ubica a 0°23'27.98"S, 78°24'49.16"0 y 2745 m.s.n.m. y de acuerdo con
Aucancela (2018) las condiciones de laboratorio exhiben una ventilacién adecuada y cuentan

con una temperatura promedio de 16 °C llegando a una temperatura maxima de 21 °Cy a una

minima de 7 °C con una humedad del 90%.

Figura 1

Ubicacion del Laboratorio de Agroindustrias y Agrobiotecnologia

=’

Nota. La figura representa la localizacién del drea experimental (Google Maps, 2021).
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Establecimiento del proyecto

La investigacion se ejecutd a partir del mes de agosto hasta el mes de diciembre del
2021; tiempo en el cual se evaluaron parametros como: produccion de acido lactico al dia 1, 7,
14y 21 después de la elaboracién de yogurt, calidad microbioldgica en el dia 1y el grado de

aceptabilidad comercial del yogurt con polen y miel.

Se establecieron seis tratamientos como se indica en la Tabla 5, las unidades
experimentales fueron los yogures de miel y polen de 1 Litro, mismos que en total resultaron 21
Litros, debido a que se presentaron 3 repeticiones para cada tratamiento. La disposicién del

experimento en el laboratorio se muestra en la figura 2.

Figura 2

Disposicion del experimento en el laboratorio
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Nota. La figura muestra la distribucién de los tratamientos en el laboratorio de Poscosecha, en
donde T: tratamiento.
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Tabla 5

Descripcidn de los tratamientos

Tratamientos Concentracion de Concentracién de

Polen (%) miel (%)
T1 0,5 3,0
T2 0,5 6,0
T3 0,5 9,0
T4 1,0 3,0
T5 1,0 6,0
T6 1,0 9,0
T7 0 0

Nota. La tabla representa la concentracidon de miel y polen dispuestos para cada tratamiento.

Preparacidn del yogurt
El proceso de elaboracién del yogurt se adapté al sistema que actualmente se
utiliza en la Planta de Productos Lacteos - IASA |, con una modificacién en el tiempo de

incubacién del yogurt como se muestra en la Figura 3.

Preparacidn del cultivo lactico madre

El cultivo lactico madre se elaboré a partir de un cultivo comercial concentrado que
contenia L. bulgaricus y S. thermophilus de la marca CHR HANSEN. Para ello, 1 L de leche se llevd
hasta una temperatura de 45 °C, la cual fue necesaria para inocular el fermento. Luego la mezcla
se envaso y se dejé reposar en la cdmara de incubacidn a una temperatura de 45 °C por dos
horas y media, después de este tiempo el resultado fue almacenado en el cuarto frio a 4 °C para

conservar sus propiedades lactofermenativas.



Figura 3

Flujograma para elaboracion de yogurt con polen y miel

Recepcion de la leche

A 4

Filtracidon

\ 4

Estabilizacion de solidos no grasos

A 4

Pasteurizacion (Ebullicion)

\ 4

Inoculacién cultivo lactico (45 °C)

A 4

Incubacion (45 °C)

S

0,5 g gelatina/L leche

1 minuto

10 mL/L de leche

2 horas y media

Adicion
de polen
y miel

Agregar 100
g azlcar/L

Tabla 5

l

Enfriar (10 °C)

A 4

Batir y envasar

A 4

Almacenar (4 °C)

Nota. La ilustracidn representa el proceso de elaboracidn de yogurt empleado en este estudio.
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Produccion de acido lactico

Para evaluar la produccién de 4cido lactico se aplicé la prueba de acidez titulable
potenciométrica descrita por la NTE INEN 019 alos 1, 7, 14 y 21 dias después de la elaboracion
del yogurt, siendo este ultimo el tiempo de vida atil del yogurt almacenado a 4 °C especificado
por la NTE INEN 2395:2011. Asi pues, en un vaso de precipitacion se agregd 9 ml de yogurty 9
ml de agua destilada a los cuales se afiadié 3 gotas de fenoftaleina 0,1% y se homogenizé con un
agitador, luego se procedid a titular con Hidroxido de Sodio 0,1 Normal y con la ayuda de un
medidor de pH (Boeco Germany, modelo BT-600) a pH: 8,3 se confirmé la lectura de volumen de

NaOH 0,1N gastado el cual determind los °Dornic presentes en cada tratamiento.

Figura 4

Medicidn de dcido ldctico

Nota. La imagen muestra la medicién de acido lactico en laboratorio.

Calidad microbioldgica

Para determinar la calidad microbioldgica de los tratamientos en el dia 1, se realiz6 el
recuento de los microorganismos indicadores de contaminacion (UFC/g) tomando como
referencia la norma INEN 2395:2011 (Tabla 4); en la cual se especifica el reporte de

Staphilococcus aureus, Escherichia coli, mohos y levaduras.



El analisis microbioldgico se realizé mediante el recuento de colonias en las placas

Petrifilm 3M, de acuerdo con la informacién de la Tabla 6, utilizando como referencia

metodologia desarrollada por Aucancela (2018). Para mantener las condiciones de asepsia se
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trabajo dentro de una cdmara de flujo laminar clase Il A (Thermo Forma, modelo 1284). A partir

de las muestras de cada tratamiento, se prepararon diluciones seriadas hasta obtener una

dilucion de 1073 (Figura 5). A continuacién, se inoculé 1 mL de la dilucién en cada placa Petrifilm

3M, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dejé reposar 5 minutos para permitir la

formacidn del gel. Las placas se dejaron en incubacion a 37 °C (temperatura estandarizada

previamente) durante el tiempo especificado en la Tabla 6 para cada microorganismo de

prueba.

Tabla 6

Condiciones de crecimiento para microorganismos en Placas Petrifilm 3M

Microorganismo Placa Petrifilm 3M Temzz;a;:gide ;::I‘:)F;Zigi
Sl P a0 sicen aahons
Escherichia coli > l\goMI;c(::rTe”:](l\hlnoplg:is 6382)" / 37°C+1 48 horas

Mohos y levaduras 3M™ Petrifilm™ Placas Hongos 37°C+1 5 dias

y Levaduras (No. Cat. 6407)

Nota. Adaptado de Verificacidon del cumplimiento de los requisitos segliin norma INEN NTE INEN
2395:2011 y NTE INEN 2564:2011 en yogures y bebidas lacteas envasados en fundas de
polietileno de baja densidad, comercializados en bares escolares de las Unidades Educativas

Publicas de la ciudad de Riobamba, (p, 24), por Aguirre, 2018, Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.



Figura 5
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Proceso de elaboracion de diluciones seriadas de yogurt y siembra en Placas Petrifilm 3M

Micropipeta

«

imL 1 mL\l
Yogurt con \ ¢ \ \
polen y miel

9mL 9 mL

Agua destilada
estéril 101 102

1 mL\
- ‘,
\\

10°

-

N
\ L

Placas Petrifilm™

para Recuento de E.

coli / Coliformes -
3M

Nota. La Figura representa el protocolo para la elaboracién de diluciones seriadas y siembra en

placas Petrifilm 3M.

Finalmente, para verificar la calidad microbioldgica del yogurt al dia 21, se realizaron

inoculaciones aplicando la técnica de siembra por extension con una dilucién 103, en medios de

cultivo selectivos y diferenciales (Tabla 7), preparados para Staphilococcus aureus, Escherichia

coli, Mohos y levaduras.

Tabla 7

Condiciones de crecimiento para microorganismos en Placas Petrifilm 3M

Microorganismo Medios de cultivo Ter_nperattfr’a de :Iﬁempofe
incubacion incubacion
Staphilococcus Thermo Scientific™ Agar MRS
paureus (De Man, Rogosa, Sharpe) (Ref. 37°C+1 24 horas
CMO0361B)
Difco™ :
Escherichia coli ffco™ MacConkey Agar (Ref 37°C+1 48 horas

212123)
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. . . . Temperatura de Tiempo de
Microorganismo Medios de cultivo . P L. . P ‘2
incubacion incubacion
Difco™ Potato Dextrose Agar - ,
Mohos y levaduras I X € 37°C+1 5 dias

PDA (Ref. 254920)

Nota. Adaptado de Verificacidon del cumplimiento de los requisitos segin norma INEN NTE INEN
2395:2011 y NTE INEN 2564:2011 en yogures y bebidas lacteas envasados en fundas de
polietileno de baja densidad, comercializados en bares escolares de las Unidades Educativas
Publicas de la ciudad de Riobamba, (p, 24), por Aguirre, 2018, Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.

Figura 6

Proceso de elaboracion de diluciones seriadas de yogurt y siembra en medios selectivos y

diferenciales

“4. Micropipeta
ﬁ _
1mL ; imL 100 uL ﬁ
Yogurt con \ < ;\‘\ ’\
polen y miel \

9 mL 9 mL \

;!;c; F:atri
Agua destilada PDA
estéril 10 10? 10

Nota. La Figura representa el proceso de siembra por extensién de las muestras en placas Petri.

Identificacion de Staphilococcus aureus, Escherichia coli, Mohos y levaduras
Para el reconocimiento de los diferentes microorganismos se utilizé la guia de

interpretacion para placas Petrifilm 3M detallado por el fabricante.

Escherichia coli. Las colonias de E. coli se reconocieron por la aparicion de un

precipitado azul, lo cual produce que estas exhiban color azul o rojo-azul. El gas dispuesto
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alrededor de las colonias reafirma su lectura (Figura 7).

Figura 7

Visualizacion de E. coli en Placas 3M Petrifilm™

Nota. Recuperado de Guia de interpretacion Placas Petrifilm™ para recuento de E.
coli/Coliformes, (p,1), por 3M Food Safety, 2015, 3M Ciencia Aplicada a la Vida.

Staphilococcus aureus. Para determinar la presencia de este microorganismo se
distinguid zonas de color rosa, asi pues, las colonias de S. aureus se distinguieron por su forma
redonda, bordes lisos y color rojo-violeta (Figura 8).

Figura 8

Identificacion de S. aureus en Placas 3M Petrifilm™

Nota. Recuperado de Guia de interpretacion Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de
Staphilococcus aureus, (p,3), por 3M Food Safety, 2017, 3M Ciencia Aplicada a la Vida.
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Mohos y levaduras. Las levaduras se reconocieron por la presencia de UFC pequefias con
bordes delimitados, convexas y de color azul de estilo uniforme, mientras que para el recuento
de mohos se considerd colonias grandes con bordes difusos y de color verde azulado, ademas

aparecieron llanas con un eje oscuro (Figura 9).

Figura 9 Reconocimiento de Mohos y levaduras en Placas 3M Petrifilm™

YERST & MOLD YEAST & MOLD YERST &

Yeast count = 480 (estimate);
Mold count = 21 Figure 3

Nota. Recuperado de Guia de interpretacion Placas Petrifilm™ para recuento de Mohos y
levaduras (p,2), por 3M Food Safety, 2021, 3M Ciencia Aplicada a la Vida.

Aceptabilidad comercial del yogurt con polen y miel

El analisis de mercado del yogurt con miel y polen se realizé mediante la técnica de
marketing “Focus Group”. Se recolecté informacidn a través de la plataforma de Google meet en
4 sesiones de un grupo de 6 personas entre 23 y 29 afios, que presentaron una fuerte tendencia
a consumir productos nutraceuticos, a las cuales previamente se les proporciond una muestra de
100 mL de los mejores tratamientos con respecto a la variable producciéon de acido lactico a partir

del siguiente flujo de procesos (Figura 10).
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Figura 10

Evaluacion de la aceptacion de mercado del yogurt con polen y miel

Seleccionar 6 muestras de los
mejores tratamientos

Elaborar la guia de tépicos de
la sesidn

Reclutamiento de los
participantes

Moderacién e Intervencidn de
las preguntas a desarrollarse

}

Analisis e Interpretacién de
Resultados

FIN

SI

Existen Reportar los
opiniones resultados
suficientes?

NS

Nota. Adaptado de Evaluacion de la estabilidad microbioldgica y organoléptica de manjar de
chocho (Lupinus mutabilis Sweet) con dos métodos de conservacion, dos edulcorantes y a dos
temperaturas, (p, 30), por Aucancela, 2018, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
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Anadlisis estadistico
La produccion de acido lactico se caracterizd mediante estadistica descriptiva (Media y
Desviacion Estandar) y se evalué mediante un Analisis de Varianza (ANAVA) para un Disefio

Completamente al Azar (DCA) con 3 repeticiones, en base al siguiente modelo matematico:

Yij= u+T; + Eijk

Y;ji =Variable de respuesta
u= Media general de la variable de respuesta
T; = Efecto del i-ésimo nivel de polen y miel sobre la variable de respuesta

E;;= Error experimental asociado a la ij-ésima unidad experimental

Ademads, se realizé una prueba de comparacién de medias de Tukey al 5% para los
tratamientos y se determind modelos de regresion lineal de primer orden para evaluar el efecto
de los tratamientos y el tiempo en la produccién de &acido lactico. Todos los analisis fueron

realizados en el software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2018).

La presencia de UFCs de Escherichia coli, Staphilococcus aureus, mohos y levaduras se
evaluaron en base a la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 2395), para estas variables no se
aplicéd un Disefo Experimental puesto que, sus datos no se ajustaron. Las variables sabor, color,

olor, textura y apariencia general del yogurt se caracterizaron mediante graficos de araia.



44

Capitulo IV

Resultados y Discusion
Los resultados obtenidos en el presente estudio se clasificaron en tres etapas:
produccién de 4cido lactico, calidad microbioldgica y el grado de aceptabilidad comercial del

yogurt con polen y miel.

Produccidn de acido lactico

La produccidn de acido lactico de los yogures mostré diferencias entre tratamientos
(Fe,77=2,40; p = 0,0350). Los yogures inoculados con una dosis de 0,5 % de polen y 3 % de miel
(T1) exhibieron una produccion total mayor de acido lactico que los yogures del T4 que fueron

inoculados con 1% de poleny 3 % de miel.

Tabla 8

Media + Desviacion estdndar de la produccion de dcido ldctico con siete tratamientos

Acido lactico (°D)

Tratamientos

Media £ D.E.
T1 83,75+ 7,64°
T2 78,25 +10,90%
T3 78,50 + 6,95%°
T4 72,08 + 6,63°
T5 82,08 +11,45%°
T6 76,75 + 10,6
T7 74,83 + 6,94%°

Nota. Medias en la misma columna con letras diferentes difieren estadisticamente (HSD Tukey =
11,08; p < 0,05).
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En el dia 21, la produccion de acido lactico presentd diferencias entre tratamientos (Fe 14
=31,95; p <0,0001). Los yogures del T4 y T7 fueron aquellos que presentaron la mas baja
produccién de acido lactico final en relacidén con los yogures del T5, el cual mostré la maxima

cantidad de °Dornic como se puede evidenciar en la tabla 9.

Tabla 9

Media + Desviacion estdndar de la produccion de dcido ldctico con siete tratamientos al dia 21

Acido lactico (°D)

Tratamientos

Media + D.E.
T1 90,67 +1,15°
T2 92,67 +2,52°
T3 88,00 + 1,73°
T4 81,00 + 2,00
T5 98,00 +1,73°
T6 90,67 +0,58°
T7 83,00 + 2,00°

Nota. Medias en la misma columna con letras diferentes difieren estadisticamente (HSD Tukey =
4,94; p < 0,05).

Tabla 10

Modelos de regresion lineal de primer orden de la produccion de dcido ldctico vs el tiempo

Error Relativo (%)

Tratamient Model R? CpMall -val
ratamiento odelo pMallows p-valor Erbo Erb;

T1 °Dornic = 74,69 + 0,84 tiempo +ee 0,75 29,32 0,0003 19,04 2,73

T2 °Dornic = 63,51 + 1,37 tiempo +ee 0,97 334,35 0,0001 1,54 5,84
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Error Relativo (%)

Tratamiento Modelo R? CpMallows p-valor Erbe Erb,
T3 °Dornic = 69,15 + 0,87 tiempo + ee 0,96 244,92 <0,0001 1,06 6,89
T4 °Dornic = 63,25 + 0,82 tiempo +ee 0,94 166,83 <0,0001 1,31 7,32
T5 °Dornic = 66,68 + 1,43 tiempo +ee 0,96 237,88 <0,0001 1,83 6,29
T6 °Dornic = 62,22 + 1,35 tiempo +ee 0,98 498,72 <0,0001 1,27 4,44
T7 °Dornic = 65,67 + 0,85 tiempo +ee 0,92 121,89 <0,01 1,54 9,41

Nota. Los resultados de la tabla muestran los modelos matematicos encontrados para cada

tratamiento y sus criterios de valoracién.

Figura 11

Produccion de dcido Idctico total respecto al tiempo del T4y T7

84,059

78,23

Acido Lactico {¥Dornic)
e}
=1

66,72

Tratamiento4

B0.%5
0,00

550 11,00 16,50 22,00
Tiempo {Dias)

86,057

80,284

74,504

Acido Lactico (?Dornic)

63,721

Tratamiento 7

€295
0.00

T T T
550 11,00 16.50
Tiempo [Dias)

20

Nota. Las graficas representan la produccion de acido lactico de 21 dias para el T4 (lzquierda) y
T7 (derecha).
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Los tratamientos 4 y 7 fueron similares, y mostraron una produccion de acido lactico
inferior total y al dia 21 en comparacion con los demas tratamientos (Tabla 8 y 9), aunque
ambos tratamientos se diferencien totalmente por su contenido de miel y polen (Tabla 5). Los
modelos de produccién de acido lactico en relacién con el tiempo para estos tratamientos se

detallan en la Tabla 10 y se visualizan en la Figura 11.

Figura 12

Produccion de dcido ldctico total respecto al tiempo del T5 y T6

Tratamiento § Tratamiento 6

101607 92,40
92,80

84,704

84,004 1,007

Acido Lacdco (!Dornic)
Acldo Lactico (*Dormic)

75,204 69,204

5,40 ’ ’ r 61,60 T T T 1
000 550 11,00 16,50 2200 000 550 1100 16,50 22,00

Tiemgo (Dias) Tiempo (Dias)
Nota. La figura representa la produccion de acido lactico del T5 y T6 en 21 dias, la cuales
muestran una tendencia lineal.
En relacidn con la cantidad de °Dornic, los yogures inoculados con 1% de polen y 6% de
miel (T5) exhibieron los valores mas altos para esta variable al dia 21 (Tabla 9), a diferencia del
T6, se puede observar que el T5 muestra una pendiente mayor ya que su constitucidn se

distingue del otro tratamiento por el porcentaje de miel (Tabla 5). Los modelos estan
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representados para estos tratamientos se describen en la Tabla 10 y en la Figura 12 se observa

la evolucidn de este factor frente al tiempo.

En consecuencia, los resultados obtenidos para la produccion de acido lactico al dia 21
exceptuando al T5, se encuentran dentro del rango dispuesto por la Norma INEN 2395 que
establece valores de 85 — 95 °Dornic y fueron representados por un modelo de regresion lineal
de primer orden como se describe en la Tabla 10. Por tanto, los tratamientos que presentaron la
menor produccion de acido lactico al dia 21 (T4 y T7) se asociaron a una vida util mayor puesto
que, de acuerdo con Quezada (2020) un exceso de produccion de acido lactico repercute
negativamente en las propiedades organolépticas del yogurt (sabor, color, olor y textura), lo

cual reduce la vida de anaquel de los productos.

Asi mismo, Alcivar (2017) y Gonzales (2006) establecieron investigaciones analogas que
confirmaron la existencia de una correlacion positiva entre la produccién de acido lactico y el
tiempo, lo cual concuerda con este estudio, ya que se observé que los valores de °Dornic

aumentaban a través del tiempo para todos los tratamientos (Figura 11y 12).

Los valores altos de °Dornic hallados en esta investigacién (T5), pueden ser explicados
por la adicidn de polen y miel al yogurt puesto que, ambos elementos poseen agentes
fermentativos como lo indica Mora (2017) quien declaré que el polen sufre un proceso de
fermentacién cuando las condiciones de agua son altas, por lo cual, al encontrarse como una

materia prima del yogurt, este elemento contribuye a la acidificacién del producto.
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Finalmente, la miel de abeja también es responsable de aportar acidez al yogurt por
cuanto, las levaduras presentes en su composicidon que habitualmente corresponden al género
Saccharomyces son las primordiales causantes de los procesos fermentativos en la miel y en los
productos a los que se le incorpore este ingrediente, asi lo menciona Cardenas & Laporte (2008)

en su trabajo que estudié la dindmica de la miel.

Calidad microbioldgica
A continuacidn, se muestran los resultados hallados en el analisis microbiolédgico para E.

coli, S. aureus, mohos y levaduras al dia 1 y 21 después de la elaboracién de yogurt.

Recuento de mohos y levaduras

En el ensayo microbiolégico de mohos se determiné que el T1y el T7 al dia 1,
presentaron un nimero de colonias (UFC/g) superior a los limites maximos permisibles descritos
por la Norma INEN 2395 correspondiente a 500 UFC/g, como se muestra en la Tabla 9. Los
demas tratamientos al dia 1 exhibieron ausencia de este microrganismo. Por otro lado, al dia 21

no se encontrd colonias de mohos en ningun tratamiento.

En el recuento de levaduras al dia 1, se hallé UFCs presentes en T1, T4y T7 que
sobrepasaron los limites maximos permisibles, mientras que el resto de los tratamientos
estuvieron dentro de los estandares de calidad microbioldgica. Al dia 21, las levaduras
estuvieron presentes en el T1, T2, T5, T6 y T7 en rangos superiores a los referidos en la norma

ecuatoriana (Tabla 11).
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Tabla 11

Recuento microbioldgico de Mohos y levaduras al dia 1y 21 después de la elaboracion de yogurt

Mohos Levaduras Limites maximos
Tratamientos (UFC/g) (UFC/g) permisibles
Dia1l Dia 21 Dial Dia 21 (UFC/g)
T1 2,85 x 10% 0 1x10% 3,66 x 10°
T2 0 0 0 5x103
T3 0 0 0 0 500
T4 0 0 6,67 x 102 0
T5 0 0 0 5x 103
T6 0 0 0 3x103
T7 1,71 x 10%* 0 6,67 x 10? 1,7 x 10*

Nota. La tabla representa las medias de UFC/g de 3 repeticiones por tratamiento halladas en el
recuento de mohos y levaduras.

Figura 13

Resultados relevantes del recuento de mohos y levaduras en Placas Petrifilm 3M

™R3 -3
TIRe -4

Nota. La ilustracién muestra el desarrollo de mohos (derecha) y levaduras (izquierda) del T7 al
dia 5 después de la siembra.
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Recuento de Escherichia coli

En el caso de E. coli, los resultados hallados para todos los tratamientos tanto para el dia
1y 21, cumplieron con los requisitos microbioldgicos detallados por la Norma INEN 2395 como
se especifica en la Tabla 12.

Tabla 12

Recuento microbioldgico de Escherichia coli al dia 1y 21 después de la elaboracion de yogurt

Escherichia coli Limites maximos

Tratamientos (UFC/g) permisibles
Dial Dia 21 (UFC/g)

T1 0 0
T2
T3
T4
T5
T6

o O O o o o
o O O o o o

T7

Nota. La tabla representa las medias de UFC/g de 3 repeticiones por tratamiento halladas en el
recuento de Escherichia coli.

Recuento de Staphilococcus aureus

Se encontré presencia de colonias de S. aureus al dia 1y 21 en las muestras de yogures
de los tratamientos 1y 7, los valores hallados sobrepasaron los limites maximos permisibles
descritos en la Tabla 13. Esto sugiere que las dosis bajas de miel y polen no presentan
propiedades antimicrobianas amplias para este microorganismo. Esto se confirmé con el T7, ya
gue este tratamiento contiene 0% de polen y miel en su composicidn y a su vez exhibid los

valores mas altos correspondientes a UFC/g para S. aureus.
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Recuento microbioldgico de Staphilococcus aureus al dia 1y 21 después de la elaboracion de

yogurt

Staphilococcus aureus

Limites maximos

Tratamientos (UFC/g) permisibles
Dia1l Dia 21 (UFC/g)

T1 2,67 x 103 3,25 x 10°

T2 0 0

T3 0 0

T4 0 0

T5 0 0

T6 0 0

T7 5x 103 6,4 x 103

Nota. La tabla representa las medias de UFC/g de 3 repeticiones por tratamiento halladas en el
recuento de Staphilococcus aureus.

Figura 14

Resultados relevantes del recuento de S. aureus y E. coli en Placas Petrifilm 3M

TaRa -

TR -

Nota. La Figura representa el desarrollo de S. aureus (izquierda) y E. coli (derecha) del T7 y T1 al
dia 1y 2 respectivamente después de la siembra.
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Los resultados obtenidos son comparables a los hallados por Aguirre (2018) quien en su
estudio encontrd que las condiciones de almacenamiento para productos lacteos (4 °C)
interfiere en el desarrollo de mohos y levaduras, por lo que una exposicion prolongada de esta
temperatura repercute negativamente en su crecimiento como se puede apreciar en los

resultados del dia 21 para todos los tratamientos con respecto al recuento de mohos.

De la misma manera, Aguirre (2018) confirmé que el descenso de pH en el yogurt
originado por las bacterias acido lacticas, inhibe el crecimiento de E. coliy S. aureus. Por tanto,
en la Tabla 12 se puede observar la ausencia de E. coli en todos los tratamientos, por lo cual los
yogures evaluados se encuentran dentro del rango permisible para leches fermentadas de la

Norma INEN 2395.

Todo lo expuesto anteriormente, coincide con Espinoza (2017) quien confirmé en su
investigacion que el polen de abeja posee propiedades antivirales, antimicrobianas y
antifungicas. Ademas, Zamora y Arias (2011) en su estudio encontré que la miel presenta
propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias cuando es utilizada directamente o como
endulzante en productos alimenticios. Igualmente, estos autores descubrieron que S. aureus es
el microrganismo mas susceptible a las propiedades antimicrobianas de la miel y adicionalmente

observaron que E. coli también es vulnerable al efecto inhibitorio de la miel.

Aceptabilidad comercial
La aceptabilidad comercial del yogurt con polen y miel se analizé a través del Focus
Group, en donde 6 participantes evaluaron 5 variables: apariencia general, aroma, textura, color

y sabor. Se utilizd una escala hedénica para cuantificar las variables como se especifica en la
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Tabla 14. Los resultados obtenidos fueron representados graficamente mediante diagramas

radiales al dia 1y 21 después de la elaboracién de yogurt.

Tabla 14

Escala heddnica del yogurt con polen y miel

Variable Puntuacion

Aroma, Color y Apariencia general

Extremadamente agradable 5

Muy agradable 4

Agradable 3

Poco agradable 2

Nada agradable 1
Sabor

Extremadamente dulce 5

Muy dulce 4

Dulce 3

Poco dulce 2

Nada dulce 1

Textura

Extremadamente homogénea 5

Muy homogénea 4

Homogénea 3

Poco homogénea 2

Nada homogénea 1

Nota. Recuperado de Elaboracién de yogurt light con stevia como edulcorante, (pp, 23-26), por
Pefiafiel, 2014, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
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A continuacidn, se muestran los resultados mas relevantes hallados en este estudio para

la aceptabilidad del yogurt con polen y miel:

Como se puede observar en la figura 15, el T6 presenta un drea mayor en el diagrama
radial frente a los demds tratamientos, puesto que sus valores promedio se encuentran mas
alejados del centro lo que le confiere los mejores resultados hallados en cuanto a las

caracteristicas organolépticas del yogurt evaluado (Tabla 14).

Figura 15

Caracteristicas organolépticas del yogurt con polen y miel al dia 1

Diagrama radial de la aceptabilidad
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Nota. La grafica representa los valores promedio de las caracteristicas organolépticas del yogurt
con polen y miel.
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Sin embargo, se puede visualizar que el T7 también presenta puntajes promedio elevados,
aunque este tratamiento no presenté en su composicidn polen y miel. Por otro lado, al dia 21 el
T7 es aquel que presenta la mayor drea seguido por el T5 y T6 a diferencia de los demas

tratamientos que disminuyen su area frente al tiempo (Figura 16).

Figura 16

Caracteristicas organolépticas del yogurt con polen y miel al dia 21
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Nota. La grafica representa los valores promedio de las caracteristicas organolépticas del yogurt
con polen y miel al dia 21.

En la Figura 17, el T5 muestra una evolucién de las caracteristicas sensoriales del yogurt

aceptable aun en el dia 21, se puede apreciar la disminucién notable del area graficada de
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acuerdo con los variables evaluadas. Asi pues, exceptuando a la variable sabor, todos los demas

factores cumplen con valores admisibles para el consumidor.

Figura 17

Evolucion de las caracteristicas organolépticas del tratamiento 5

Evolucidn de las caracteristicas organolépticas del
Tratamiento 5

Aroma

Apariencia General Sabor

—o—T5dial T5 dia 21

Nota. La grafica representa los valores promedio de las caracteristicas organolépticas del T5 al
dialy21.

El desempefio de las propiedades organolépticas del T6 se encuentra representado en la
Figura 18, en donde se puede visualizar que el area en el dia 1 es potencialmente mayor que en
el dia 21. Por tanto, se determind que al dia 21 el T6 ya no se consideré apto para el consumo
pues sus caracteristicas mostraron valores deficientes segln los participantes de este estudio,

aunque su valor en °Dornic se encuentre dentro de la normativa (Tabla 9).
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Evolucion de las caracteristicas organolépticas del tratamiento 6

Evolucidn de las caracteristicas organolépticas del
Tratamiento 6
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—o—T6dia1l T6 dia 21
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Nota. La Figura exhibe los valores promedio de las caracteristicas organolépticas del T6 al dia 1y

21.

De igual forma en la figura 19, el T7 exhibié un area extensa al dia 1 en comparacion al

dia 21 para todas las propiedades organolépticas. A diferencia del T6, el T7 aun en el dia 21

presentd valores promedio aceptables para las variables evaluadas, exceptuando al factor sabor

cuyo resultado fue deficiente en todos los tratamientos al dia 21.
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Figura 19

Evolucion de las caracteristicas organolépticas del tratamiento 7

Evolucidon de las caracteristicas organolépticas del Tratamiento
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—o—T7dial T7 dia 21

Nota. La ilustracidn presenta los valores promedio de las caracteristicas organolépticas del T7 al
dia 1y 21.

Finalmente, en relacidn con el grado de aceptacion 5 de 6 participantes indicaron que el
T6 fue el preferido para el consumo diario, puesto que este yogurt obtuvo los mejores puntajes
para las 5 variables evaluadas como se puede apreciar en la Figura 18, esto se debe a que este
tratamiento obtuvo las dosis mas altas de miel y polen que le confirieron una cantidad de
solidos no grasos alta y un elevado valor de proteina respectivamente. Al mismo tiempo, los
panelistas mencionaron su satisfaccidn al consumir un producto que contiene polen y miel en

altas cantidades.
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Por otro lado, un solo participante eligié el T7 como su favorito, pero concordé con los
demads participantes en cuanto a los beneficios de consumir miel y polen en un yogurt. Estos
resultados no concordaron con Dias & Paredes (2014) quienes en su investigacidn reportaron

gue las dosis mayores de miel en yogurt no presentaban resultados satisfactorios con el publico.

En cambio, Yapias y Bao (2012) en un trabajo similar consiguieron resultados
semejantes a los encontrados en esta investigacion, asi pues, en su evaluaciéon sensorial
determinaron que los participantes prefieren los tratamientos que corresponden a las altas
dosis de miel y polen, y a su vez Diaz & Sosa (2004) en su estudio mencionan que el consumidor
prefiere productos que contengan materias primas que les proporcionen beneficios para la

salud como es el caso del yogurt con polen y miel.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

En referencia a la produccion de acido lactico al dia 1y 21, se establecieron diferencias
entre tratamientos. Al dia 1, los yogures que menor cantidad de °Dornic presentaron fueron los
correspondientes al T4, mientras que el T1 mostré una elevada produccion de este factor. En el
mismo contexto, al dia 21 también se encontrd que el T4 y T7 fueron los tratamientos que
exhibieron los valores mas bajos de °Dornic en relacidn con el T5 que fue el tratamiento con

mayor produccion para esta variable.

Se determind que todos los tratamientos exceptuando al T5, cumplieron con los rangos
de acido lactico especificados por la Norma INEN 2395 (85-95 °Dornic) para leches fermentadas

al dia 21 almacenadas a 4°C.

Se desarrollaron modelos de regresion lineal de primer orden para analizar la
produccién de acido lactico en relacion con el tiempo, asi pues, los resultados mas relevantes se
asociaron a aquellos tratamientos que presentaron menor cantidad de °Dornic al dia 21: T4

(°Dornic = 63,25 + 0,82 tiempo + ee) y T1 (°Dornic = 74,69 + 0,84 tiempo + ee).

En el andlisis microbiolégico al dia 1 y 21 se determind ausencia de E. coli para todos los

tratamientos, lo cual es un indicador de las Buenas Practicas de Manufactura aplicadas en esta
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investigacion. De esta forma, se cumplié con los requisitos microbiolégicos detallados por la

norma INEN 2395.

Ademas, se encontraron UFCs de mohos al dia 1 en el T1 y T7 cuyos tratamientos
corresponden a las dosis mds bajas (0,5% polen y 3% miel) y (0% de polen y miel)
respectivamente, lo cual superd los limites permisibles estipulados en la norma ecuatoriana. Sin

embargo, al dia 21 se reporté ausencia de estas colonias en todos los tratamientos.

Las colonias de levaduras estuvieron presentes al dia 1 en los tratamientos 1,4y 7 y su
desarrollo fue mas evidente al dia 21, ya que se encontraron dispersas en mas tratamientos (T1,
T2, T5,T6 y T7), lo que determind que sus valores sobrepasaron los limites maximos permisibles

dispuestos en la Norma INEN 2395.

El recuento de S. aureus al dia 1y 21 mostrd que los tratamientos 1y 7 superaron los
requisitos microbioldgicos descritos por la normativa ecuatoriana. Los demas tratamientos se

encontraron dentro del rango permisible.

En el Focus Group utilizado en para el analisis del grado de aceptabilidad, se establecio
que el tratamiento que presentd en su composicion los maximos porcentajes de polen y miel
(T6) al dia 1, fue el preferido por la mayoria de los panelistas en cuanto a las variables
estudiadas (color, olor, sabor, textura y apariencia general). Por otro lado, al dia 21 el T7 fue el

favorito seguido del T5 y T6.
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En las sesiones de Focus Group, todos los participantes mencionaron su satisfaccion por
consumir productos nutraceuticos en un producto de ingesta diaria como lo es el yogurt con

polen y miel.

Recomendaciones

Se recomienda estimar el tiempo de vida util adecuado para que cada tratamiento se
encuentre dentro del rango dispuesto por la norma INEN 2395, puesto que en esta investigacion
la mayoria de los tratamientos exceptuando el T5 se encontraron dentro de los limites lo que

supone que la vida util de los yogures evaluados debe ser mayor.

Es recomendable incorporar dosis mas altas de polen y miel en yogurt puesto que, en esta
investigacion se hallaron resultados positivos para el grado de aceptabilidad del T6 que fue el
tratamiento que mayor dosis presentd para estos factores frente al resto de tratamientos,

tendiendo en cuenta la produccion de acido lactico.

Es importante realizar pruebas de dosificacidon de cultivo madre, puesto que este factor

determina la acidificacion y coagulacidn final del yogurt y por extension su tiempo de vida util.

Se recomienda establecer en laboratorio un antibiograma del polen y la miel frente a los

microrganismos principales contaminantes del yogurt descritos por la Norma INEN 2395.

Realizar un andlisis organoléptico bajo un Diseflo Experimental para analizar si existen

diferencias estadisticas entre tratamientos.
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