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RESUMEN

Naranjo, J. 2008. Efecto de los probidticos Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium
bifidum en la caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del queso cheddar Zamorano.
Proyecto de graduacion del Programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano. Honduras. 38 p.

Los probidticos son microorganismos que al ingerirse en cantidades adecuadas mejoran la
salud del hospedero. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de Lactobacillus
acidophilus LA-5 y Bifidobacterium bifidum BB-12 sobre las caracteristicas fisico-
quimicas y sensoriales del queso cheddar. El disefio experimental usado fue un BCA con
medidas repetidas en el tiempo a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion del queso. Se
evaluaron 3 tratamientos con 3 repeticiones para un total de 9 unidades experimentales. Se
prepar6 un cultivo madre por separado para cada microorganismo probidtico y a partir de
éste se inocularon 1 x 10° UFC /ml de leche. Las caracteristicas fisico-quimicas evaluadas
fueron ATECAL, grasa, color y textura. A los 60 dias de maduracion se evalud la
aceptacion de cada tratamiento con un panel no entrenado de 12 personas. La adicion de
los probioticos L. acidophilus y B. bifidum no produjo cambios significativos en las
caracteristicas sensoriales de apariencia, aroma, textura, acidez, sabor y aceptacion
general (p>0.05); lo cual es positivo ya que los quesos probidticos tuvieron las mismas
caracteristicas que el queso control. El probidtico Lactobacillus acidophilus increment6 el
nivel de acidez a los 45 y 60 dias de maduracion y disminuy6 la textura de los quesos
(p<0.05). Al finalizar el estudio, el tratamiento inoculado con Lactobacillus acidophilus
obtuvo mayor ATECAL e incrementos significativos de color en la escala a* a partir de
los 30 dias de maduracion, mientras que el tratamiento inoculado con el cultivo iniciador
obtuvo mayor valor de textura (p<0.05). En la escala b* (azul-amarillo), los tratamientos
inoculados con los probioticos tuvieron la misma intensidad de color a través del tiempo.

Palabras clave: Acidez, bacterias lacticas, chedarizacion, proteolisis, sistema
inmunoldgico.
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1. INTRODUCCION

Segin el codex alimentarius (CODEX STAN 221-2001), se entiende por queso el
producto blando, semiduro o duro, madurado o no madurado, en el que la proporcion
entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la leche. El queso es
obtenido mediante coagulacion total o parcial de la proteina de la leche por accion del
cuajo u otros coagulantes idoneos, y por escurrimiento parcial del suero que se desprende
como consecuencia de dicha coagulacion.

“Queso madurado es aquel que no esta listo para el consumo después de elaborado, debe
ser almacenado por cierto tiempo bajo ciertas condiciones que propician los cambios
fisico-quimicos caracteristicos del queso” (Osorio, 2007).

El queso Cheddar es un queso madurado generalmente entre 9 y 12 meses, es originario
de Inglaterra, de pasta dura o semi-dura de color blanca o amarilla, prensada con leche
semidescremada de vaca. La corteza puede ser igual que el interior o puede estar tefiida de
anaranjado. “La Cheddarizacion, es un proceso en la produccion de queso cheddar, donde
después del desuerado, se corta la cuajada en bloques a los que se les voltea cada 15
minutos y se amontonan sucesivamente hasta alcanzar una acidez adecuada y un
desuerado optimo” (Dinakar, 1994).

De acuerdo a la FAO y OMS (2001), en su estudio de alimentacién y nutricién se
reconoce a los probidticos como microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades apropiadas como parte de un alimento, confieren al huésped un beneficio para
la salud.

Muchas especies diferentes de bacterias actian de forma conjunta en el intestino humano
para mantener su funcionamiento normal. Sin embargo, factores como el estrés, sustancias
toxicas o un tratamiento con antibidticos pueden alterar el equilibrio bacteriano natural
produciendo una disminucion del nimero de organismos beneficiosos. Esta alteracion
hace que la persona sea vulnerable a las infecciones de origen alimentario como las
causadas por Salmonella, E. coli y Listeria; y puede predisponer a padecer trastornos
intestinales como el cancer de intestino y la colitis ulcerativa. Aqui es donde los
probioticos pueden intervenir (Gibson, 2002).

Segin Ishibashi y Shimamura, (1993; citado por Ong, 2005), los probidticos deben
mantenerse viables en el alimento hasta su consumo y deben estar presentes en una
cantidad significativa a niveles de por lo menos 10’ UFC por g o ml de producto.



1.1 ANTECEDENTES

Actualmente la planta de lacteos de Zamorano produce queso cheddar con un periodo de
maduracion de 6 a 10 meses dependiendo el inventario del producto. La incorporacién de
probioticos en quesos no se ha realizado hasta el momento.

Ong et al. (2007), en su estudio publicado en la Revista Internacional de Productos
Lacteos evaluo el efecto de la incorporacion de cepas probidticas del género Lactobacillus
y su comportamiento en queso cheddar madurado. Estas cepas fueron aisladas del tracto
gastrointestinal humano por medio de una cirugia. Este estudio demostré que las cepas de
Lactobacillus paracasei se mantuvieron viables en el queso, en tanto que las cepas de
Lactobacillus salivarius murieron durante el periodo de maduracion. Ademas, se realizo
un estudio preliminar donde se evalud la eficacia del queso cheddar como sistema de
transporte de probioticos, para esto se aliment6 a 14 lechones durante 18 dias con yogur y
queso cheddar (5 meses de maduracion) y 10° UFC/g, ambos productos incorporados con
las mismas cepas de Lb. paracasei. Al dia 18 se realizd la necropsia de una muestra de
lechones encontrandose a nivel del intestino delgado niveles de 10*-10° UFC de
probioticos/ml. Por lo tanto, se pudo elaborar queso cheddar probidtico con altos niveles
de Lb. paracasei (10° UFC/g de queso) a un costo relativamente bajo e iguales técnicas de
elaboracion. El estudio concluyd que el queso cheddar es un sistema de transporte eficaz
que asegura la viabilidad de estas cepas cuya incorporaciéon no produjo un impacto
negativo en la calidad del queso y en sus caracteristicas sensoriales de aroma, sabor y
textura.

Thomas (2005), evaluo el efecto de Lactobacillus casei y Lactobacillus reuteri en las
propiedades fisico-quimicas y sensoriales del yogur quien concluyd que los tratamientos
con inoculaciones de probidticos, no demostraron diferencias significativas en el analisis
exploratorio con respecto al control.

Por otro lado Estrada (2007), evalu6 el efecto de Lactobacillus acidophillus y
Bifidobacterium bifidum en las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del yogur de
fresa demostrando que la acidez titulable aumentd significativamente con respecto al
tratamiento control al adicionar Lactobacillus acidophilus y que no existieron diferencias
significativas en los atributos de aroma, textura y acidez entre los tratamientos inoculados
con probidticos comparados con el control.



1.2 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

1.2.1 Limitantes

e No hubieron los recursos necesarios de dinero y medios de cultivo selectivos para
evaluar la viabilidad de los microorganismos probidticos al momento de consumir
el producto.

¢ Generalmente el queso cheddar tiene un tiempo de maduracion de seis meses, este
estudio tuvo una duracion de sesenta dias, por lo cual no se pudieron evaluar las
caracteristicas fisico- quimicas en un mayor tiempo de maduracion.

e FEl analisis sensorial de aceptacion se realizé con un panel no entrenado por lo que
no se identificaron idealmente las caracteristicas sensoriales del queso cheddar.

1.2.2 Alcances

e Desarrollar un nuevo producto acorde a las tendencias de consumo del mercado
actual.

¢ Disminuir el tiempo de maduracion de queso cheddar.

e Identificar las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales producto de la
incorporacion de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de los cultivos probidticos Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium bifidum en las propiedades fisico-quimicas y sensoriales de queso
cheddar Zamorano.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar mediante andlisis fisicos y quimicos el efecto de la adicion de cultivos
probidticos en las caracteristicas de color, grasa, textura y ATECAL del queso
cheddar Zamorano.

e Determinar el efecto de la adicion de cultivos probioticos sobre las caracteristicas
sensoriales de apariencia, aroma, textura, acidez, sabor y aceptacion general del
queso cheddar Zamorano.

e Correlacionar los resultados de los analisis fisico-quimicos y sensoriales.

e Realizar un andlisis de costos variables para la produccion de queso cheddar con
probioticos en la planta de lacteos de Zamorano.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 PROBIOTICOS

El concepto de probidtico se inicid a principios del siglo XX con los trabajos de
Metchnikoff, quien observd que el consumo de leches fermentadas tenia un efecto
positivo sobre la microbiota residente del tracto gastrointestinal con un impacto favorable
en la salud humana. Los probidticos son organismos vivos que al ser ingeridos afectan
benéficamente al huésped mejorando su balance intestinal.

Segin Castro y Rovetto (2006), se han propuesto varios mecanismos de accion en la
efectividad de los probidticos para mejorar la resistencia del huésped.

¢ Producen sustancias antimicrobianas como acido lactico y otros acidos de cadena
corta, metabolitos como peroxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas que
ejercen accion antibacteriana y contribuyen a la prevencion de la descomposicion
de los alimentos.

e Disminuyen el pH intestinal favoreciendo el crecimiento de organismos
beneficiosos.

e (Compiten por nutrientes al utilizar los nutrientes consumidos por organismos
patogenos.

e Estimulan la respuesta inmune. Estos microorganismos pueden alertar al sistema
inmune y favorecer el rechazo de agentes infecciosos estimulando la produccion
de inmunoglobulina A (IgA), activando macroéfagos e incrementando
interferéngamma (IFN-gamma) y citoquinas proinflamatorias.

Entre los microorganismos probioticos utilizados en el consumo humano se encuentran
las bacterias 4acido-lacticas (BAL) que comprenden Lactobacilos y Bifidobacterias
consideradas seguras para uso humano, pero también se utilizan otras cepas bacterianas
no patogenas, como Streptococcus, Enterococcus y microorganismos no bacterianos,
como Saccharomyces boulardii, que es una levadura no patdogena (Castro y Porras, 2003).

El interés en las terapias preventivas y suplementos nutricionales ha aumentado en los
ultimos afios. La produccion de alimentos probidticos actualmente se ha enfocado en
bebidas lacteas fermentadas y yogur; existen ventajas al incorporar probidticos en quesos
por tener un pH elevado, mayor capacidad buffer, una consistencia sélida y mayor
contenido de grasa, lo cual lo hace un medio viable que protege a la bacteria probidtica
durante el almacenamiento y paso a través del tracto gastrointestinal (Ong, 2005).



2.2 LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS

El término Lactobacillus es la unidon de: Lacto que significa leche y bacillus que quiere
decir en forma de barra o vara. Acidophilus quiere decir con afinidad por los acidos. Crece
facilmente en medios mucho mas 4cidos que los ideales para otros microorganismos (pH
4-5 0 menores) y a unos 45 °C. De manera natural se encuentra en una gran variedad de
alimentos, incluidos la leche, la carne, el pescado y los cereales. No solo estd presente en
los intestinos de los animales y en el del propio hombre, sino también en la boca y la
vagina. Lactobacillus acidophilus absorbe la lactosa y la metaboliza formando acido
lactico. Ciertas variedades genéticamente similares (conocidas como heterofermentativas)
también producen etanol, didoxido de carbono y 4acido acético como subproductos
(Wikipedia Foundation Inc, 2008).

Lactobacillus acidophillus es considerado un microorganismo benéfico por su produccion
de vitamina K, y sustancias antimicrobioldgicas como: Acidolina, acidolphilina,
lactocidina, y bacteriocinas. Durante la digestion, también ayuda en la produccion de
niacina, acido folico y vitamina B6 (piridoxina) (Mayo Foundation for Medical Education
and Research, 2008).

Un estudio controlado randomizado de 367 recién nacidos de muy bajo peso, recibieron
leche materna mas L. acidophilus y B. infantis o s6lo leche materna dos veces al dia. La
incidencia de enterocolitis necrotizante (ECN) fue baja en el grupo con organismos
probidticos, 1.1% vs. 5.3% respectivamente (p<0.05). Estos datos sugieren que la baja
colonizacion de L. acidophilus y B. infantis en recién nacidos de muy bajo peso al nacer
puede ser un factor de riesgo en la infeccion bacteriana y plantean la administracion de
probidticos como una estrategia adicional en la prevencion de ECN (Young, 2003; citado
por Parvez y Mali, 2006).

2.3 BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM

Bifidobacterium es un género microbiologico de bacterias Gram.- positivas, anaerdbicos,
no motiles, con frecuencia ramificadas. Son uno de los mayores géneros de bacterias
saprofitas de la flora intestinal y las bacterias que residen en el colon. Ayudan en la
digestion, y estan asociadas con una menor incidencia epidemioldgica de alergias,
ademads, previenen algunas formas de crecimiento de tumores (Guarner y Malagelada,
2000; citado por Singh y Drake, 2003).

Las cepas del género Bifidobacterium son integrantes mayoritarios de la microbiota
intestinal de los nifios alimentados con leche materna y uno de los principales grupos de
probidticos. Son capaces de ejercer in vitro efectos antagonicos frente a importantes
patdogenos gastrointestinales pertenecientes a los géneros: Listeria, Clostridium,
Salmonella, Shigella, Proteus, Escherichia y Candida. Los mecanismos de accion de las
bifidobacterias frente a los patdgenos gastrointestinales mejor caracterizados incluyen la
competicion por los sitios de adhesion, la inmunomodulacion y la sintesis de compuestos
antimicrobianos (Sanz, 2004; citado por Taranto y Médicini, 2005).



La prueba mas concluyente de los efectos beneficiosos de determinadas cepas de
probioticos se ha establecido utilizando Lactobacillus rhamnosus GG y Bifidobacterium
bifidum BB-12 con fines de prevencion de la diarrea aguda, causada principalmente por
rotavirus en nifos (Saavedra, 1994; citado por Parvez y Mali, 2006).

En otros estudios clinicos con lactantes alérgicos a la leche de vaca, se alivid la dermatitis
atopica mediante la ingestion de cepas probidticas L. rhamnosus GG y B. bifidum BB-12
(Majamaa e Isolauri, 1997; citado por Parvez y Mali, 2006).

2.4 REACCIONES QUIMICAS EN LA MADURACION DE QUESO CHEDDAR

Una serie de reacciones quimicas y bioquimicas ocurren durante la maduracion del queso,
entre ellas la glicolisis, lipdlisis y la mas importante prote6lisis. La proteolisis juega un
papel critico en la determinacion de las caracteristicas sensoriales tipicas del queso
cheddar y es un indicador significante de su calidad. Dicha reaccién es causada por
enzimas de la leche como la pepsina y quimosina y enzimas microbiales liberadas por el
cultivo iniciador. Estas enzimas hidrolizan las caseinas lo cual resulta en la formacion de
péptidos de cadena larga e intermedia los cuales a su vez serdn hidrolizados por enzimas
proteoliticas originadas de bacterias acido lacticas (BAL) y cultivos probidticos en
péptidos de cadena corta y aminodcidos libres importantes para el desarrollo de sabor en
el queso cheddar (Fox y McSweeney, 1999; citado por Singh y Drake, 2003).

La incorporacion de Lactobacillus en quesos ha estado asociada con un incremento en la
protedlisis. Adicionalmente, se ha encontrado que las enzimas proteoliticas producidas
por cultivos probioticos degradan péptidos que producen amargor. Sin embargo, el
amargor es considerado un componente normal en el sabor del queso cheddar, aunque un
elevado sabor amargo puede limitar la aceptacion en el consumo (Broadbent et al. 2002;
citado por Ong, 2007).

El sabor del queso cheddar se ve influenciado por la glicolisis que consiste en la
conversion de lactosa a acido lactico producida principalmente por bacterias iniciadoras
que reducen el pH del queso hasta 5.1-5.4. Durante la maduracion del queso, la lactosa
restante es metabolizada en L-lactato que al oxidarse a partir de una mol de O, por cada
mol de lactato genera una mol de acetato y una mol de CO, (Fox et al, 1996). El acetato
puede ser producido también por bacterias iniciadoras o prebidticas a partir de lactosa o
citrato y estad presente en altas concentraciones en queso cheddar (Fox y McSweeney,
1999; citado por Singh y Drake, 2003).

La hidrolisis de triglicéridos los cuales constituyen mas del 98% de la porcion grasa de un
queso, es la principal transformacion bioquimica de la grasa durante la maduracion. Esta
reaccion ocasiona la produccion de acidos grasos libres (AGL), mono, diglicéridos y
glicerol. AGL contribuyen al aroma del queso. Los 4cidos grasos de cadena corta tienen
sabores especificos y son los responsables de la rancidez (Hosono, 1980; citado por Ong,
2007).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

La activacion de los probioticos Lactobacillus acidophillus y Bifidobacterium bifidum y el
conteo inicial de los mismos se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de Zamorano.
La elaboracion y evaluacion de los tratamientos asi como los analisis microbioldgicos,
quimicos y evaluaciones sensoriales se realizaron en la Planta de Industrias Lacteas. Los
analisis fisicos se realizaron en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano
(LAAZ). Todas las instalaciones localizadas en el Departamento de Francisco Morazan,
30 km al este de Tegucigalpa, Honduras.

3.2 MATERIALES Y EQUIPO

3.2.1 Materiales y equipo para el conteo de los microorganismos probioticos
(Lactobacillus acidophillus y Bifidobacterium bifidum).

1.2 L de agua destilada.

72 g de leche descremada en polvo.

3 g de cultivo probidtico Lactobacillus acidophillus.
3 g de cultivo probiotico Bifidobacterium bifidum.
12 balones con capacidad mayor a 100 ml.
Cémara de flujo laminar.

Alcohol al 7 5 %.

Agua de dilucion.

Peptona 0.1% N.

Autoclave 121 °C X 15 min.

Medio ACP.

Incubadora a 40 °C.

6 Tubos de ensayo de 10 ml.

Micropipetas.

Tips.



3.2.2 Materiales e ingredientes para la elaboracion de queso cheddar probiotico.

Para 18 kg de queso:

200 kg de leche de vaca pasteurizada y estandarizada al 2.9% de grasa.

Cultivo para queso cheddar, Lactococcus lactis (RA21, Chr. Hansen) y
Lactobacillus helvéticus (LH22, Chr. Hansen).

Cultivo probiotico: Bifidobacterium bifidum (BB-12) o Lactobacillus acidophillus
(LA-5). Ambos de Chr. Hansen.

0.6 kg de sal (0.3 %).

23 ml de colorante para quesos (0.011 %).

40 ml de CaCl; (0.02 %).

20 ml de cuajo liquido (0.01 %).

3.2.3 Equipo para la elaboracion de queso cheddar probiético.

Yogos.

Pasteurizador continuo HTST (72 °C durante 15 s).
Quesera 200 L de capacidad.

Termometro.

Palas de acero inoxidable.

Liras vertical y horizontal de 1cm.

Balanza analitica.

Moldes de policloruro de vinilo.

Prensa hidraulica.

Cuarto frio para maduracion a 10 °C.
Empacadora al vacio ultraback doble campana.

3.2.4 Materiales y equipo para los analisis microbioldgicos, fisicos y quimicos.

INSTRON 444 (Guillotina Acople).
Centrifuga 244.

Colorflex Hunter Lab.
Potenciometro.

Alcohol (95%).

Medio de cultivo Agar para Conteo de Platos (ACP).
Medio de cultivo ARVB.

Agua destilada.

Agua peptonada.

Pipetas de 1 y 10 ml.

Bulbo.

Tubos de ensayo.

Probeta de 1000 ml.

Platos petri.



o Mechero.
Incubadora (37 °C).
o (Calentador.

3.3 TRATAMIENTOS

Se evalud el queso cheddar con tres variaciones en la inoculacion de cultivos. Los

tratamientos son los siguientes:

10

e TRT 1: Queso cheddar con Lactobacillus helvéticus y Lactococcus lactis.

e TRT 2: Queso Cheddar con Lactobacillus helvéticus, Lactococcus lactis y cultivo

probidtico Lactobacillus acidophillus.

e TRT 3: Queso cheddar con Lactobacillus helvéticus, Lactococcus lactis y cultivo

probiotico Bifidobacterium bifidum.

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron 3 repeticiones de cada uno de los 3 tratamientos para tener un total de 9
unidades experimentales. El disefio experimental que se utilizd es bloques completos al
azar con medidas repetidas en el tiempo en donde las repeticiones son los bloques para
tener un total de 3 bloques y cinco mediciones en el tiempo a los 0, 15, 30 ,45 y 60 dias de

maduracion del queso.

Los resultados obtenidos fueron analizados en el programa “Statistical Analysis System”
(SAS® version 9.1) para realizar el analisis de varianza y la separacion de medias usando
la prueba Tukey con un alpha de 0.05.

Cuadro 1. Disefio experimental.

ESPECIFICACIONES DE TRATAMIENTOS

BLOQUES

TRT 1 (CONTROL)

TRT 2

TRT 3

Lactococcus lactis +
Lactobacillus helvéticus

Lactococcus lactis +
Lactobacillus helvéticus~+

Lactococcus lactis +
Lactobacillus helvéticus+

Lactobacillus acidophilus Bifdobacterium bifidum
B1 R1 R1 R1
B2 R2 R2 R2
B3 R3 R3 R3
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3.4.1 Hipotesis

e Hipotesis Nula: No existen diferencias significativas en las variables fisico-
quimicas o sensoriales evaluadas entre el queso cheddar control y los dos quesos
cheddar con probioticos.

e Hipotesis Alterna: Si existen diferencias significativas en las variables fisico-
quimicas o sensoriales evaluadas entre el queso cheddar control y los dos quesos
cheddar con probioticos.

3.5 METODOLOGIA

3.5.1 Método para la activacion de los microorganismos probioticos (Lactobacillus
acidophillus y Bifidobacterium bifidum).

La activacion de los probioticos se efectud de acuerdo al procedimiento utilizado por Ong
et al. (2007) durante un ensayo realizado en la Universidad Victoria ubicada en Australia.

Se utilizo 1 g de los probioticos Lactobacillus acidophillus y Bifidobacterium bifidum y se
los mantuvo a 40 °C durante una noche en un medio estéril preparado con leche
descremada reconstituida. Este procedimiento se realizd dos veces por triplicado y para
cada probiotico. Para la segunda vez se tom6 1 ml del medio que contiene las bacterias
por cada 100 ml del nuevo medio estéril de leche reconstituida descremada, asi se obtuvo
el cultivo madre del cual se determino la concentracion inicial de bacterias en el cultivo
probidtico.

Para reconstituir la leche descremada se utilizo agua destilada en una concentracion de 12
% p/v. La esterilizacion se realizdo en la autoclave a 121 °C durante 15 min y
posteriormente en la cdmara de flujo laminar se agregd el cultivo probidtico a una
concentracion de 1 % p/v.

La concentracion inicial de bacterias en el probiodtico se establecio a partir del conteo en
Agar para Conteo de Platos (ACP) del cultivo madre. Se utilizaron diluciones hasta una
concentracion de 107 y se sembraron por triplicado muestras desde una concentracién de
10° més los controles de agua de dilucion y agar esto para cada probidtico por separado.
La técnica de siembra que se emple6 fue vertido (pour plate) utilizando una segunda capa
de APC para crear un ambiente anaerobio ideal en los probioticos.

La cantidad del cultivo probidtico que se usd en la elaboracion de las unidades
experimentales se lo obtuvo a partir de la concentracion inicial de bacterias en el
probidtico (ANEXO 2).
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3.5.2 Elaboracion de queso cheddar con probidticos.

Se elaboraron tres tratamientos por separado. Para cada tratamiento se utilizo 200 kg de
leche con un rendimiento promedio de 9 % para obtener bloques de 18 kg de queso. Los
tres tratamientos contenian Lactobacillus helvéticus (LH B02), Lactococcus lactis (RA21)
y dos de ellos contenian los cultivos probidticos Lactobacillus acidophillus (LA-5) o
Bifidobacterium bifidum (BB-12). El cultivo probidtico se inoculd al igual que los
cultivos lacticos iniciadores. Se utilizaron 2.6 g de Lactobacillus helvéticos y 4.6 g de
Lactococcus lactis, 0.25 ml de cultivo de Lactobacillus acidophillus y 0.17 ml de cultivo
con el probiodtico Bifidobacterium bifidum, ambos probidticos tuvieron una concentracion
inicial de 10° UFC/ml de leche en la quesera.

La pasteurizacion y mezcla de ingredientes se realiz6 siguiendo el procedimiento utilizado
en la planta de lacteos Zamorano (Revilla, 1995).

El proceso de chedarizacion dur6 de 6-10 minutos, y el punto de corte y salado se empezo
cuando el suero alcanzo6 una acidez ATECAL de 0.4. Finalmente, cada bloque se empaco
al vacio y se almaceno por dos meses en la cdmara de maduracion a 10 °C.

3.5.3 Descripcion flujo de proceso de queso cheddar probiotico.

¢ [Estandarizacion: Se estandariza la leche a 2.9 % de grasa.

e Pasteurizacion: Pasteurizador continuo HTST (72 °C durante 15 s).

e Adicion de cultivo iniciador: Se calienta la leche a 31 °C y se agrega el cultivo
iniciador, 2.6 g de Lactobacillus helvéticos y 4.6 g de Lactococcus lactis.

¢ Adicion del cultivo probiodtico: 0.25 ml de cultivo de Lactobacillus acidophillus
y 0.17 ml de cultivo con el probiotico Bifidobacterium bifidum.

¢ Mezcla de ingredientes y aditivos: Se mantiene en reposo 30 min a la misma
temperatura y se agrega 20 ml de colorante, 40 ml de CaCl, y 25 ml de cuajo
liquido de doble potencia.

e Cortado del cuajo: La mezcla se mantiene en reposo a la misma temperatura
durante 30 min y se corta.

¢ Cocinado del cuajo: La cuajada se calienta durante 30 min y al alcanzar 43 °C se
agita cada 10 min durante una hr.

¢ Desuerado: Se drena el suero.

¢ Chedarizacion: El queso se corta en bloques los que se dan vuelta cada 10 min
hasta alcanzar una acidez ATECAL en el suero de 0.4.

e Salado: Se mezcla la sal 0.6 kg.

e Moldeado y prensado: Se coloca el queso en moldes y se prensa por 20 hr de 25
a 40 PSL

e Madurado: El queso se empaca al vacio y se madura en una cdmara a 10 °C.

A continuacion se detalla el flujo de proceso para la elaboracion de los tratamientos.
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INICIO

A 4

Estandarizar la leche a 2.9% de grasa.

A 4

Pasteurizar la leche.

A 4

Calentar la leche a 31 °C.

A 4

Cultivos Lactococcus lactis (RA21) y Lactobacillus helvéticus LHB02.

A 4

Cultivos probioticos Lactobacillus acidophillus (LAS) y
Bifidobacterium bifidum (BB12) .

l

0.01 % de colorante, 0.02 % de CaCl, al 40%, 0.013 % de cuajo liquido.

|

Cortar la cuajada y calentar con agitacion hasta 43 °C.

\ 4

Agitar cada 10 min. durante 1 hr. Eliminar el suero.

l

Cuajada en bloques 30 min a 32 °C hasta ATECAL 0.4 %.

A 4

Salado 0.3 %. Prensado de la cuajada por 20 hr.

'

Empacado al vacio y Maduracion (60 dias).

A 4

FINAL

Figura 1. Flujo de proceso de queso cheddar con probidticos.
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3.6 ANALISIS FISICOS

Los andlisis de color y textura se realizaron en el laboratorio de analisis de alimentos de
Zamorano a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion del queso.

El color se midi6 utilizando el colorimetro Colorflex Hunter Lab ® equipo que mide los
valores L*, a* y b* que describen los colores en tres ejes de coordenadas. El valor L* va
de 0 a 100 y mide la claridad, es decir, que tan negro o que tan blanco es el objeto siendo
0 negro y 100 blanco. El valor a* mide en el espectro visible los colores del verde al rojo,
siendo a* (-) verde y a* (+) rojo. El valor b* mide los colores del espectro que van del
azul al amarillo, siendo b* (-) azul y b* (+) amarillo.

La textura se midié utilizando el INSTRON 4444®, acople Compresion Warner Bratzer
Crosshead Speed tipo guillotina. Se evalud la fuerza de corte del queso expresada en kilo
Newtons (kN).

3.7 ANALISIS QUIMICOS

Los analisis de grasa y acidez se realizaron en el laboratorio de la planta de lacteos de
Zamorano a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion del queso.

La grasa se midi6 utilizando el mmétodo de Bacbcock, AOAC (933.05) para quesos. La
acidez se midid basandose en el método oficial para determinar acidez en quesos AOAC
(33.7.14) (ANEXO 3).

3.8 ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Este analisis se realizo en el laboratorio de la planta de lacteos de Zamorano a los 0, 15,
30, 45 y 60 dias de maduracion del queso.

Haciendo uso de técnicas de asepsia se cuantificaron coliformes totales en medio de
cultivo Agar Rojo Violeta Bilis (ARVB). La técnica de siembra utilizada fue vertido (pour
plate). Los platos se inocularon con 1 ml de solucion preparada a partir de 5g de queso
diluidos en 30 ml de agua peptonada esterilizada y se incubaron invertidas con la tapa
hacia abajo a 37 °C durante 24 hr. El conteo de unidades formadoras de colonias que se
identificaron por su color violeta intenso, se lo realiz6 manualmente utilizando el método
estandar.
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3.9 ANALISIS SENSORIAL

Todos los tratamientos fueron evaluados a los 60 dias de maduracion de queso por un
panel no entrenado compuesto por 12 personas con hdbitos de consumo de productos
lacteos. Se realizd un analisis de aceptacion para determinar si el panel distingue
diferencias significativas entre los tratamientos. A cada panelista se le entregd una hoja de
evaluacion (ANEXO 4) con seis escalas hedonicas de cinco puntos (1= me disgusta
mucho; 5= me gusta mucho) para los siguientes atributos: Apariencia, aroma, textura,
acidez, sabor y aceptacion general. Cada panelista tuvo que evaluar los tres tratamientos.

3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Para este andlisis se utiliz6 el programa estadistico “Statistical Analysis System” (SAS®).
Se realizaron analisis de varianza y separacion de medias Tukey con un nivel de
significancia p<0.05 para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos. Ademas, se hicieron correlaciones entre los resultados de los analisis fisico-
quimicos con los resultados del anélisis sensorial.

3.11 ANALISIS DE COSTOS

Se determinaron los costos variables del queso cheddar con probiodticos y se compard con
los costos del queso cheddar producido actualmente en la planta de lacteos, para conocer
si existe alguna diferencia en costos y proponer un precio de venta del nuevo producto.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS SENSORIAL DE ACEPTACION

4.1.1 Apariencia

De acuerdo a los resultados mostrados en el cuadro 2, el panel sensorial no detectod
diferencias significativas de apariencia entre los tratamientos, esto significa que los
probioticos no ejercieron efecto sobre este atributo, por lo tanto, todos los tratamientos
tuvieron la misma aceptacion que fue cercana a 4, equivalente a “me gusta” en la escala
hedonica.

Sin embargo, de acuerdo al colorflex se detectaron diferencias significativas entre los
tratamientos en el valor a* (cuadro 10) a los 45 dias y a los 60 dias de maduracion del
queso, tiempo al que se realizd la evaluacion sensorial. Por lo tanto, debido a la alta
variabilidad de gustos que tuvieron los panelistas, no se pudieron detectar diferencias de
tonalidades que van en la escala verde-rojo del colorflex.

Cuadro 2. Analisis sensorial de apariencia.

Promedio + .y )
TRT Separacion de medias

D.E. " Tukey (P<0.05)
TRT 1 (Cultivo iniciador) 4.00 £0.97 A
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus ) 3.88+0.97 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 3.69 +0.97 A

() Escala hedonica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.

@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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4.1.2 Aroma

Como se muestra en el cuadro 3, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a
la aceptacion del atributo sensorial aroma, esto se debe a que el panel no fue entrenado
para determinar este tipo de diferencias, o que durante la maduracion de los quesos la
lipdlisis ocurri6 en las mismas condiciones hidrolizando acidos grasos libres incapaces de
desarrollar intensidades significativas de aroma. A los 60 dias de maduracién todos los
tratamientos del estudio tuvieron la misma aceptacion cercana a 4 que en la escala
hedonica equivale a “me gusta”.

Cuadro 3. Analisis sensorial de aroma.

Promedio+  Separacion de medias
TRT M 2
D.E. Tukey (P<0.05)
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) 391 +0.87 A
TRT 1 (Cultivo iniciador) 391 +£0.87 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 3.66 +0.87 A

() Escala hedénica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.

@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).

4.1.3 Textura

Los resultados del cuadro 4 muestran que para el panel sensorial todos los tratamientos
fueron igualmente aceptados por su textura cercana a 4 equivalente en la escala hedonica
a “me gusta”, es decir, en la evaluacion sensorial no se detectaron diferencias de textura;
sin embargo, conforme al andlisis fisico realizado con el instron (cuadro 11) si hubo
diferencias significativas entre tratamientos a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion.
Esto ocurriéo debido a que los panelistas demostraron tener alta variacion de gustos, lo
cual les impidi6 distinguir diferencias de textura entre tratamientos.

Cuadro 4. Analisis sensorial de textura.

Promedio +  Separacion de medias

TRT D.E."  Tukey (P<0.05)?
TRT 1 (Cultivo iniciador) 3.86 £0.92 A
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) 3.80+0.92 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 3.66 £ 0.92 A

(D Escala hedonica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.

@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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4.1.4 Acidez

El cuadro 5 muestra que no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
en cuanto a la aceptacion del atributo sensorial acidez. Esto se debe a que el panel no fue
entrenado para determinar este tipo de diferencias lo cual provocé una variacion
significativa de los datos o debido a que la incorporacion de los probidticos se lo hizo en
una proporcion en que la glicolisis no causéd una acidificacion significativa de los quesos.
A los 60 dias de maduracién todos los tratamientos del estudio tuvieron la misma
aceptacion cercana a 3 que en la escala hedonica equivale a “no me gusta ni me disgusta”.

De acuerdo al andlisis fisico de ATECAL (cuadro 12) se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos a los 45 y 60 dias de maduracion del queso.
Asimismo, el nivel de acidez inicial y final de todos los tratamientos durante los 2 meses
del estudio fue significativamente distinto (p<0.05).

Cuadro 5. Analisis sensorial de acidez.

Promedio +  Separacion de medias

TRT D.E. " Tukey (P<0.05) ®
TRT 1 (Cultivo iniciador) 3.80£0.96 A
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus ) 3.47+0.96 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 3.36 £ 0.96 A

() Escala hedénica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.

@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).

4.1.5 Sabor

De acuerdo a los resultados mostrados en el cuadro 6, el panel sensorial no determin6
diferencias estadisticas significativas en el sabor entre los tratamientos. A pesar que de
acuerdo al andlisis fisico de ATECAL (cuadro 12) a los 60 dias de maduracion, el
tratamiento 2 obtuvo la mayor acidez, se lo calificé con el mismo sabor que el queso
control. Todos los tratamientos fueron igualmente aceptados con una media alrededor de
4 equivalente en la escala heddnica a “me gusta”.
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Cuadro 6. Analisis sensorial de sabor.

Promedio +  Separacion de medias

TRT D.E® Tuk @
. E. ukey (P<0.05)
TRT 1 (Cultivo iniciador) 3.80+1.01 A
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) 3.69+1.01 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum) 3.58+1.01 A

() Escala hedénica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.
@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).

4.1.6 Aceptacion General

Los resultados del cuadro 7 muestran que no se encontraron diferencias significativas en
la aceptacion general como consecuencia de que en todos los atributos evaluados el panel
sensorial determind la misma aceptacion para todos los tratamientos. A pesar de la
diferencia encontrada en los analisis fisicos de color (valor a*), textura y acidez a los 45
dias y a los 60 dias de maduracion, el panel sensorial no pudo detectar cambios en las
caracteristicas sensoriales de los quesos probioticos; esto es beneficioso debido a que se
desarrolld un nuevo producto que fue igualmente aceptado al compararlo con el
tradicional queso cheddar actualmente producido en la planta de industrias lacteas de
Zamorano.

Cuadro 7. Analisis sensorial de aceptacion general.

Promedio+  Separacion de medias

TRT D.E.Y  Tukey (P<0.05)?
TRT 1 (Cultivo iniciador) 3.86 +£0.88 A
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus ) 3.68 +0.88 A
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum) 3.47+0.88 A

(D Escala hedénica 1 = me disgusta mucho, 5 = me gusta mucho.

@ Tratamientos seguidos de igual letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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4.2 ANALISIS FISICO-QUIMICO

4.2.1 Color

Los resultados del analisis de color muestran que tanto para el valor L* (cuadro 8) como
para el valor b* (cuadro 9) no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. Por lo tanto, durante los dos meses que dur6 el estudio se detectd igual
claridad en la escala (0-100) e igual tonalidad de color en la escala (azul-amarillo) lo cual
es un resultado favorable ya que se asegura uniformidad de color y apariencia entre los
tratamientos. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el andlisis sensorial de
apariencia (cuadro 2) en el que todos los tratamientos fueron igualmente aceptados.

Cuadro 8. Analisis de color valor L*.

TRT dia0 dial5 dia30 diad5 dia60
Escala Hunter (L)
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus)  74.56 *® 61.95*® 61.55°% 62.77*® 61.35*®
TRT 1 (Cultivo iniciador) 73.36°™ 67.13*Y 63.35*Y 65.17*Y 65.37°%
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 72.35*® 65.56*™ 60.99*™ 67.09*% 67.44°*
Desviacién estandar +1.00 +0.90 +0.90 +1.00 +1.10

@ Medias seguidas de igual letra en cada columna no son significativamente diferentes (P>0.05).

01 etras diferentes entre paréntesis indican diferencias significativas en el tiempo (P<0.05).

La figura 2 muestra que la claridad de los tratamientos inoculados con Lactobacillus
acidophilus y el cultivo iniciador disminuyeron significativamente del dia 0 al dia 15 y a
partir de esta medicion no se detectaron diferencias en el tiempo hasta finalizar el estudio.
Los valores obtenidos para el tratamiento inoculado con Bifidobacterium bifidum no
fueron significativamente diferentes a través del tiempo.
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Valor *L en el tiempo
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Figura 2. Comportamiento de Valor L* a través del tiempo.

De acuerdo a los resultados del cuadro 9, en la escala b* (azul-amarillo) todos lo
tratamientos excepto el control tuvieron la misma intensidad de color a través del tiempo,
esto debido a que el nivel de grasa a través del tiempo en todos los tratamientos no

cambi0 significativamente.

Cuadro 9. Analisis de color valor b*

TRT

dia 0 dia 15 dia 30 dia 45 dia 60

TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum )
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus)

TRT 1 (Cultivo iniciador)
Desviacion estandar

Escala Hunter (b)
51.992™ 523320 60 932®) 545320 549720
4733*® 51822 6022°™ 56632® 5729°®
47.19*® 54.09°™ 62430 6093 57,622
+1.10  +1.09 +1.00 +1.00 +1.00

@ Medias seguidas de igual letra en cada columna no son significativamente diferentes (P>0.05).

09 L etras diferentes entre paréntesis indican diferencias significativas en el tiempo (P<0.05).

En la figura 3 los valores de b* muestran una tendencia creciente hasta el dia 30, a partir
del dia 30 disminuyen y desde los 45 dias de maduracion se estabilizan. Sin embargo,
ninguna de estas variaciones es significativa a través del tiempo.
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Figura 3. Comportamiento de Valor b* a través del tiempo.

Segun los datos mostrados en el cuadro 10, se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos en el valor a* a los 45 y 60 dias de maduracion del queso. Al finalizar el
estudio, el tratamiento inoculado con Bifidobacterium bifidum obtuvo el menor valor
diferente al de los otros tratamientos, entre los que no aparecié diferencias significativas.

Cuadro 10. Analisis de color valor a*

TRT dia0 dial5 dia30 diad45  dia 60
Escala Hunter (a)

TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum) 23.75*™ 2433°® 25892 23492™ 23002®

TRT 1 (Cultivo iniciador) 20.79*® 26.33%% 25902 2539 2621 "

TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) ~ 22.85*® 2524*™ 2820°® 27.82°® 27.16°®

Desviacion estandar +1.03 +1.10 +1.01 +1.10 +1.09

@ Medias seguidas de diferente letra en cada columna son significativamente diferentes (P<0.05).

0 Letras diferentes entre paréntesis indican diferencias significativas en el tiempo (P<0.05).

De acuerdo a la figura 4, solamente en los tratamientos inoculados con Lactobacillus
acidophilus 'y el cultivo iniciador hubieron diferencias significativas al comparar sus
valores en el tiempo. Para el tratamiento inoculado con Lactobacillus acidophilus el valor
obtenido a los 0 dias de maduracion es diferente a los valores obtenidos en los dias 30, 45
y 60. Para el tratamiento inoculado con el cultivo iniciador el valor obtenido a los 0 dias
de maduracion es diferente a los valores obtenidos a los 15, 30 y 60 dias del estudio.
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Figura 4. Comportamiento de Valor a* a través del tiempo.

4.2.2 Textura

De acuerdo a los datos presentados en el cuadro 11, si hubo diferencias significativas
entre tratamientos. El tratamiento 1 tuvo la textura mas alta con relacion a la de los otros
dos, esto debido a que el tratamiento inoculado con Lactobacillus acidophilus tuvo mayor
ATECAL a los 60 dias de maduracion (cuadro 12) lo cual lo hizo menos resistente a la
fuerza de corte en el instron, por lo tanto, se encontrd que existe una relacion
inversamente proporcional entre la fuerza de corte de un queso y su grado de acidez.

No se detectaron diferencias significativas en ningun tratamiento a través del tiempo.
Todos los tratamientos tuvieron la misma textura durante el estudio.

Cuadro 11. Analisis de textura.

TRT dia 0 dial5 dia30 diad45 dia 60
[N]
TRT 1 (Cultivo iniciador) 223%™ 2292 23720 23820 9412®
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) ~ 18.6°® 18.5°® 192°® 196°® 21 6°®
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 18.4°™ 18.9°™ 197°® 200°® 20.4°®
Desviacion estandar +0.7 +0.7 +0.2 +0.3 +0.3

@ Medias seguidas de diferente letra en cada columna son significativamente diferentes (P<0.05).

™1 etras diferentes entre paréntesis indican diferencias significativas en el tiempo (P<0.05).
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En la figura 5 se observa el comportamiento de la textura de los quesos a través del
tiempo. Los tres tratamientos muestran una tendencia creciente, sin embargo, ninguna de
estas variaciones en el tiempo fue significativa para ningin tratamiento. Ademas, se
observa que la curva del tratamiento control es significativamente diferente a la de los
tratamientos probioticos cuyos valores no mostraron ser diferentes.

Textura en el tiempo
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Figura 5. Comportamiento de textura a través del tiempo.

4.2.3 Acidez Titulable

El cuadro 12 muestra que a los 45 y 60 dias de maduracion se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Al finalizar el estudio, el tratamiento con mayor valor
de acidez titulable fue el inoculado con Lactobacillus acidophilus, esto debido a que esta
especie es altamente reconocida como una bacteria acidofila en contraste a
Bifidobacterium bifidum cuyo potencial de acidificacion es menor. Ademas, se detect6 en
todos los tratamientos que el nivel de acidificacion alcanzado al final del estudio en
relacion a la acidez en el dia 0 de maduracion fue significativamente diferente y que cada
30 dias hubo un aumento significativo de acidez en todos los tratamientos.
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Cuadro 12. Analisis de ATECAL.

TRT dia0 dial5 dia30 dia45  dia 60
% ATECAL

TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) ~ 0.13*® 020*® 0.332® 05022 0.60°*®

TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 0.13°™ 0.18*™ 0252 3502 42°@

TRT 1 (Cultivo iniciador) 0.12°™ 021*™ 0262 034°® (39°®

Desviacion estandar +£0.02 +£0.02 +0.02 +0.06 +0.06

@) Medias seguidas de diferente letra en cada columna son significativamente diferentes (P<0.05).

0 Letras diferentes entre paréntesis indican diferencias significativas en el tiempo (P<0.05).

De acuerdo a la figura 6 a los 60 dias de maduracion se observa que la curva del control
es significativamente distinta a los valores del tratamiento inoculado con Lactobacillus
acidophilus. Para los 3 tratamientos los valores obtenidos a los 0 y 15 dias de maduracion
son significativamente diferentes a los valores obtenidos a los 45, y 60 dias del estudio.
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Figura 6.Comportamiento de ATECAL a través del tiempo.
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4.2.4 Grasa

De acuerdo a los datos presentados en el cuadro 13, no existiecron diferencias
significativas entre los tratamientos. Ademds, en ningln tratamiento se encontraron
diferencias significativas a través del tiempo, por lo tanto, durante los 2 meses del estudio
todos los tratamientos mantuvieron los requerimientos del queso cheddar (alrededor de 30
% de grasa). Estos resultados justifican lo obtenido en la escala b* (azul-amarillo) del
colorflex, donde los tratamientos inoculados con los probidticos tuvieron la misma
intensidad de color a través del tiempo.

Cuadro 13. Analisis de grasa.

TRT dia0 dial5 dia30 dia45  dia 60
% de Grasa
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 30.44*™ 30.22°™ 2950*® 2916*® 29.16*™
TRT 1 (Cultivo iniciador) 29.16*™ 29.16*™ 29.00*™ 29.13*® 29,00 *™
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) ~ 29.00*® 29.00*® 28.83*® 27.50*® 27.00*®™
Desviacion estandar +0.08 +0.09 +0.32 +0.08 +0.07

@ Medias seguidas de igual letra en cada columna no son significativamente diferentes (P>0.05).
™ Letras iguales entre paréntesis indican que no hubo diferencias significativas en el tiempo (P>0.05).

La figura 7 ilustra el comportamiento de la grasa a través de los 60 dias de maduracion. Se
observa una tendencia decreciente del nivel de grasa conforme aumenta el tiempo, sin
embargo, ninguna de estas variaciones fue significativa para ningln tratamiento.
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Figura 7. Comportamiento del nivel de grasa a través del tiempo.
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4.3 CORRELACIONES

Se obtuvieron correlaciones entre los valores de los anélisis fisico-quimicos obtenidos a
los 60 dias de maduracién, con los valores obtenidos en la evaluacion sensorial. Los
resultados muestran el coeficiente de correlacion de Pearson para 9 valores (3
tratamientos y 3 repeticiones).

4.3.1 ATECAL - Acidez

Se encontr6 que existe una correlacion negativa alta de - 0.946 entre la ATECAL (0.47+
0.06) y el atributo sensorial de acidez (3.54+ 0.96), esto significa que entre mayor sea la
ATECAL del queso, la acidez recibird menor calificacion en la evaluacion sensorial de
aceptacion. Por lo tanto, los consumidores prefieren un queso con menor acidez en
relacion a un queso con una ATECAL elevada.

4.3.2 Color — Apariencia

La correlacion negativa alta de - 0.891 encontrada entre el valor L* (64.72 + 1.10) de
color y el atributo sensorial de apariencia (3.85 £ 0.97), indica que entre menos claridad
tenga el color del queso cheddar, mayor sera la calificacion de apariencia que obtendréa en
la evaluacion sensorial.

Mediante el analisis estadistico de correlacion entre el valor a* (25.46 = 1.09) de color y
la apariencia (3.85 + 0.97) se encontr6 una correlacion positiva media de 0.663, por lo
tanto, los valores de la escala a* (verde-rojo) del colorflex no afectaron significativamente
la aceptacion de apariencia.

La correlacion positiva alta de 0.8 encontrada entre el valor b* (56.39 + 1.00) de color y el
atributo sensorial de apariencia (3.85 + 0.97) indica que entre mayor sea el valor de b*,
mayor sera la calificacion de apariencia que se obtendra en la evaluacion sensorial.

4.3.3 Textura — Textura (Aceptacion)

Se determind la correlacion existente entre los resultados obtenidos en el instron (22.0 +
0.3) y los resultados obtenidos en el analisis de aceptacion (3.77 £ 0.92). La correlacion
positiva alta de 0.847 indica que entre mayor sea la fuerza medida por el instron mayor
sera la aceptacion que tendra este atributo en la evaluacion sensorial.
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4.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO

4.4.1 Conteo de coliformes totales

Se analizaron coliformes totales a través del tiempo a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de
maduracion del queso cheddar (Cuadro 14). Los resultados de este andlisis muestran que
no se detectaron diferencias significativas tanto entre los tratamientos como a través del

tiempo.

Cuadro 14. Conteo de coliformes totales.

TRT dia0  dial5 dia30 dia45  dia 60 perm“iﬁ;‘;‘;‘gr ey
UFC/g
TRT 3 (C. iniciador + B. bifidum ) 11.00*™ 14.00*% 14.00°® 13.70*® 11.00*® 10
TRT 1 (Cultivo iniciador) 1433*™ 11.66*™ 14.00*® 16.00*® 9.33°® 10
TRT 2 (C. iniciador + L. acidophilus) ~ 14.00*% 14.00*® 9.33*® 10.00** 8.00*® 10
Desviacion estandar +1.10 +0.90 +2.20 +2.10 +1.00 +0.00

@ Medias seguidas de igual letra en cada columna no son significativamente diferentes (P>0.05).

® L etras iguales entre paréntesis indican que no hubo diferencias significativas en el tiempo (P>0.05).

La figura 8 muestra el comportamiento microbioldgico de coliformes totales de los
tratamientos a través del tiempo.
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Figura 8. Conteo de coliformes totales a través del tiempo.
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4.5 ANALISIS DE COSTOS VARIABLES

El cuadro 15 muestra que el costo variable de produccion del queso cheddar probidtico en
su presentacion de 440 g es de L. 42.10, mientras que el queso cheddar actualmente
elaborado en la planta de lacteos en su misma presentacion tiene un costo variable de L.
41.49, lo cual es 1.5 % mas costoso. Actualmente, el precio de venta del queso cheddar
sin probidticos es de L. 62.7 lo cual representa el 51 % de ganancia por unidad vendida.
Se sugiere un precio de venta de L. 64.8 para obtener una ganancia de 54 % por unidad
vendida.

Cuadro 15. Costos variables queso cheddar probiodtico 440 g.

Insumo Cantidad Unidad Costo Unitario(L.) Costo Total (L)
Leche (2.9 %) 4.88 kg 7.80 38.13
Leche descremada en polvo 0.29 g 0.08 0.02
Cultivo iniciador RA21 0.11 g 17.20 1.93
Cultivo iniciador LHB02 0.03 g 17.20 0.67
Cultivo probidtico BB12 o LAS 0.02 g 25.00 0.61
Sal 0.02 g 0.00 0.00
Colorante para quesos 0.56 ml 0.32 0.18
Cuajo Liquido 0.48 ml 0.10 0.05
Cloruro de calcio 0.97 ml 0.02 0.02
Bolsa plastica 1.00 unidad 0.48 0.48

Costo Total 42.10




5. CONCLUSIONES

Al evaluar los atributos apariencia, aroma, textura, acidez, sabor y aceptacion
general mediante un andlisis sensorial de aceptacion se determind que los
tratamientos inoculados con los microorganismos probiodticos Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium bifidum, no presentaron diferencias significativas
con respecto al control.

Al comparar los tratamientos, la incorporacion de Lactobacillus acidophilus
increment6 el nivel de acidez a los 45 y 60 dias de maduracion y disminuy6 la
textura de los quesos (p<0.05). Al finalizar el estudio, el tratamiento inoculado con
Lactobacillus acidophilus obtuvo mayor ATECAL mientras que el tratamiento
inoculado con el cultivo iniciador obtuvo mayor valor de textura (p<0.05).

La incorporacion de los probidticos increment6 el nivel de acidez entre el dia 0 y
60 del estudio e incrementd el valor a* de color en el tratamiento inoculado con
Lactobacillus acidophilus a partir de los 30 dias de maduracion del queso.

Uno de los factores a evaluar para determinar el nivel de maduracion de un queso
es su porcentaje de acidez, a mayor tiempo de maduracion, el queso cheddar
probiotico tendra mayor acidez y menor aceptacion de los consumidores.

La incorporacion de los probidticos aument6 1.5 % los costos variables del queso
cheddar en su presentacion de 440 g lo que significa que para la planta de lacteos
de Zamorano su produccion es econdmicamente viable.



6. RECOMENDACIONES

Entrenar un panel sensorial capacitado para detectar diferencias en los atributos
sensoriales de productos lacteos.

Evaluar el efecto sobre las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de queso
cheddar al incorporar el probidtico Lactobacillus acidophilus en lugar de
Lactobacillus helvéticus.

Incorporar el probidtico Lactobacillus acidophilus para reducir el periodo de
maduracion de queso cheddar al aumentar su nivel de acidez y lograr mayor
rotacion de inventario en la planta de lacteos.

Realizar un andlisis microbiologico detallado que determine la viabilidad de los
probioticos a través del tiempo usando medios de cultivo selectivos Agar
Clostridium Reforzado con bromocresol verde y clindamicina (ARBVC) para
Lactobacillus acidophilus 'y Agar Clostridium Reforzado con anilina azul y
dicloxacilina (ARAAD) para Bifidobacterium bifidum.
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Anexo 1. Bacterias acido lacticas cominmente usadas como probioticos.

Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.  Enterococcus sp.

Streptococcus sp.

L. acidophilus
L. casei

L. delbrueckii
ssp.(bulgaricus)

B. bifidum Ent. faecalis
B. adolescentis Ent. faecium

B. animalis

S. cremoris
S. salivarius

S. diacetylactis

L. cellobiosus B. infantis S. intermedius

L. curvatus B. thermophilum

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis

Microflora Acciones asociadas Referencia
Bifidobacteria especies Reduce la indidencia de enterocolitis neonatal Caplan and Jilling (2000)
Enterococcus faecium Disminuye %a. duracion de diarrea producida por Marteau et al. (2001)
gastroenteritis

Lactobacillus Reduce la inflamacion de la bolsa ileal. Vanderhoof (2000)

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius

Saccharomyces boulardii (levadura)

Mejora la digestion de la lactosa. Disminuye la
diarrea y sintomas por intolerancia a la lactosa
Mejora la funcion del sistema inmunologico Schultz and Sartor (2000)
Disminucion significativa de diarrea en pacientes que
reciben radiacion pélvica.

Previene la infeccion urogenital e invasion de

Marteau et al. (2001)

Marteau et al. (2001)

patogenos como: Escherichia coli, Klebsiella Sanders (2001)
pneumoniae, Pseudomonas
Disminuye los niveles de colesterol Ouwehand et al. (2002)

Reduce la inflamacion del intestino y enterocolitis ~ Schultz and Sartor (2000)
Reduce el dolor, flatulencia, hinchazon y

estrefiimiento producido por el sindome de colon Vanderhoof (2000)
irritable.

Efecto positivo en la inmunidad de nifios con VIH + Walker (2000)
Acorta la duracion de gastroenteritis Marteau et al. (2001)
Disminuye la duracion de diarrea Shornikova et al. (1997)

Un tramiento controlado mejora la inmunidad celular ~ Tomioka et al. (1992)

Suprime la invasion de Helicobacter pylori por la
secrecion de acido lactico.
Disminuye la duracion de diarrea asociada al uso de

Aiba et al. (1998)

Marteau et al. (2001)

antibioticos
Acorta la duracion de gastroenteritis Marteau et al. (2001)
Disminuye los sintomas de colon irritable Marteau et al (2001)

Fuente: The Society for Applied Microbiology. Journal of Applied Microbiology 100

(2006) 1171-118.
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Anexo 2. Calculo de cantidad de probiotico utilizado en cada tratamiento.

Formula:

(Concentracion inicial) (ml de probidtico) = (Concentracion final) (ml de leche en la
quesera).

Concentracion Cantidad a usar

Probidtico ir(ljizzlcle(n[;l;g;z:ll) final en quesera para 200 kg de
(UFC/ml) leche
Lactobacillus acidophilus 8.00 X 10° 1000 0.25 ml

Bifidobacterium bifidum 1.19 X 10° 1000 0.17 ml
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Anexo 3. Método utilizado para la prueba de acidez.

La acidez se midi6 basandose en el método oficial para determinar acidez en quesos
AOAC (33.7.14) (ANEXO 3).

Materiales

e 5 gde queso cheddar.

® Agua destilada

e Fenolftaleina.

e NaOHal 0.1 N.
Equipo

e Taza de color blanco.

e Pipetade 10 ml.

e Bulbo.

¢ Equipo de titulacion.

e Stomacker
Procedimiento

e Pesar 5 g de queso y 30 ml de agua destilada.

Meter al stomacker por un min.

Tomar 9 ml del queso diluido y colocar en la taza blanca.

Afadir tres gotas de fenolftaleina.

Titular con solucion de 0.1 N de hidroxido de sodio (NaOH).

El volumen de NaOH indicado en el titulador es la acidez titulable de la muestra.
Cuando se esta anadiendo la solucion alcalina se debe agitar constantemente.
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Anexo 4. Hoja de evaluacion sensorial de aceptacion de queso cheddar

Evaluacion Sensorial
Queso Cheddar Probidtico

Numero de Muestra:

Encierre en un circulo su evaluacion para cada una de las 6

caracteristicas.
Apariencia
1 2 3 4 5
Me di t N N ta ni M t
e disgusta ome omegustani custa e gusta
mucho gusta me disgusta mucho
Aroma
1 2 3 4 5
Me di t N N ta ni M t
e disgusta ome omegustani custa e gusta
mucho gusta me disgusta mucho
Textura
1 2 3 4 5
Me di t N N ta ni M t
e disgusta ome omegustani custa e gusta
mucho gusta me disgusta mucho
Acidez
1 2 3 4 5
Me di t N N ta ni M t
e disgusta ome omegustani custa e gusta
mucho gusta me disgusta mucho
Sabor
1 2 3 4 5
Me di t N N ta ni M t
e disgusta ome omegustani custa e gusta
mucho gusta me disgusta mucho
Aceptacion General
1 2 3 4 5
Me disgusta No me No me.gusta nore susta Me gusta
mucho gusta me disgusta mucho

COMIEIEATIOS: ettt et e et e e




