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RESUMEN

Se estudi6 la influencia de tres valores de inoculacion del
cultivo Lactobacillus acidophilus sobre la cinética de fer-
mentacion acido lactica durante la etapa de incubacién y
sobre el desarrollo de acidez, sabor y textura, de unaleche
fermentada a partir de leche entera de bufalacon un 9 % de
azUcar, lograndose los mejores resultados con un valor de
cultivo del 2,5 % y adicion de 0,03 % de emulsion de na
ranja. Laformulacion seleccionadafue caracterizadaen sus
indicadores composicionales, sensoriales, microbiol égicos
y de viabilidad celular del probidtico. La estimacion de la
durabilidad se realizé por €l método gréfico utilizando la
distribucién de Weibull. Los resultados evidencian la po-
sibilidad de obtener un producto con adecuadas caracte-
risticas de calidad. Lavida (til del producto conservado a
4 °C es de 18 dias. El conteo L. acidophilus resulté supe-
rior al minimo terapéutico que se considera para produc-
tos probidticos.

Palabras clave: bdfala, leche fermentada, Lactobacillus
acidophilus.
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ABSTRACT

Development of fermented milk from buffalo milk
using cultureof Lactobacillusacidophilus

The influence of three inoculation values of the
Lactobacillus acidophilus culture on the kinetics of lactic
acid fermentation during the incubation stage and on the
development of acidity, flavor and texture, of a milk
fermented from buffalo whole milk with a 9 % sugar, was
studied. Best resultswere achieving with aninoculation rate
of 2.5 % and adding 0.03 % orange emulsion. The selected
formulation was characterized in its compositional,
sensory, microbiological and cell viability indicators of the
probiotic. The durability estimation was performed by the
graphical method using the Weibull distribution. It was
concluded that the products showed adequate quality
characteristics. The shelf life at 4 °C is 18 days. At this
timethe L acidophilus count was higher than the therapeutic
minimum considered for probiotic products.

Keywords: buffalo, fermented milk, Lactobacillus
acidophilus.

INTRODUCCION

Lactobacillus acidophilus es uno de los
microorganismos con caracteristicas probioticas mas
utilizado en el pais ya sea asociado con otras cepas
entre las que resalta el cultivo lactico Bioyogur
(cocultivo de Lactobacillus acidophilusy Sreptococcus
thermophilus) o solo, dando como resultado unaleche
comunmente conocida como leche acidofila.
Especificamente a L. acidophilus le son atribuidas las
propiedades de mantener el estrefimiento y ladiarrea
bajo control, contrarrestar la intolerancia a la lactosa
por su asociacion con lactasa, lareduccién delos gases
internos, €l control del colesterol mediante una absor-
cion normal de grasas en la dieta, asi como la preven-
cién delacontaminacion por enfermedadesinfecciosas
intestinales (1, 2).
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Considerando ademés resultados de estudios que han
demostrado una serie de ventgjas de laleche de bufala
con respecto aladevaca, entrelasgque se pueden men-
cionar: un contenido de colesterol menor (275/100 g de
grasa) que €l de la leche de vaca (300 mg/100 g de
grasa), un contenido més elevado de calcio y fésforo,
mejor digestibilidad debido alaproduccién mayoritaria
de B-caseina-A 2, comportamiento que laasemejamas
alacomposicion en proteinas de laleche humana, asi
como su riquezaen |os componentes mayoritarios, que
favorecen notablemente el rendimiento delosquesos, y
las caracteristicas sensorialesdelas|echesfermentadas
apartir de ellaelaboradas (3) asi como lanecesidad de
incrementar laindustrializacion y comercializacion de
derivados|acteos apartir de este tipo deleche, € obje-
tivo del presente trabajo consistio en: desarrollar una
lechefermentadaaromatizadaapartir deleche debufaa
definiendo los niveles de inoculacién del cultivo
Lactobacillusacidophilusy de aromatizante, asi como
lacalidad sensorial, de composicién, lamicrobiol 6gica
y ladurabilidad de la leche fermentada desarrollada a
temperatura de conservacion de 4 °C.

MATERIALESY METODOS

Paralarealizacion de este trabajo, se empled leche en-
tera de bufala con adecuadas caracteristicas, composi-
cionesy decalidad microbiol 6gica, cultivo Lactobacillus
acidophilus con unaacidez expresadaen acido | &ctico
de 0,95 %, y unaviabilidad celular 10°ufc/mL, azlcar
refino calidad alimentaria, cuyaproporcion del 9 % fue
establ ecida atendiendo alos buenos resultados obteni-
dos en el desarrollo de otras leches fermentadas
aromatizadas apartir delechedebufala(4) y emulsién
de naranja con unadensidad de 0,80 g/mL y un indice
derefraccion de 1,35 proveniente de la Planta de Aro-
mas del Instituto de Investigaciones para la Industria
Alimenticia

Sedecidi6 considerar porcentajesdeinoculacion decul-
tivo de 2,5; 3,0y 3,5 % superiores alos utilizados en
leches fermentadas sin aromatizar entre 2,0 a 2,5 %
debido, aquelapresenciadel aztcar en laformulacién
trae aparejada una ciertainhibicién en el desarrollo de
los microorganismos que conforman el cultivo iniciador
como derivacion del incremento delapresion osmoética
del medio y alos buenos resultados que se han obteni-
do en otras |leches fermentadas con adicién de cultivo
de L. acidophillus (4).

Con € proposito de evaluar las caracteristicas de la
fermentacion &cido | &cticadurante laetapadeincubacion
alostresvaloresdeindcul o en estudio, fueron efectua-
dascuatro corridasde 4 L deleche, con adicién del 9 %
de azlcar. Para obtener las curvas de fermentacion se
determinaron en cada corrida los valores de acidez a
tiempo cero (recién inoculada) y cada 30 min. El mo-
mento sel eccionado paralainterrupcion delaetapade
incubacion (fin de la etapa) se considerd aniveles de
acidez de 0,45 a0,50; al ser estoslosnivelesindustrial -
mente establecidos para esta etapa en otrasleches fer-
mentadas a partir de leche de bufala (4) Los valores
medios de acidez total obtenidos alosdiferentes nive-
les deinocul acion se expresaron de formagréficacon-
trael tiempo deincubacion.

A las24 h defabricadaslasdiferentesvariantes, tiempo
a cual se consideran como productos terminados, se
determinaron laacidez total (5) y laevaluacion senso-
rial. El andlisissensorial, serealiz6 tomando ocho mues-
trasrepresentativas de cada produccion, las quefueron
analizadasalatemperaturade 12 °C, por unacomision
de evaluacion sensorial integrada por ocho catadores
entrenados, que evaluaron las caracteristi cas sensoria-
les fundamental es en este derivado |acteo sabor y tex-
tura, asi como los atributos que lasintegran utilizando
paraello el Procedimiento Analitico paralaEvaluacion
Sensorid (6) vigente que permite calificar |osatributos
descritos en laficha de acuerdo con el defecto presen-
tado y laintensidad con que se percibe el mismo. La
calificacion otorgadapor los evaluadores es expresada
paracadaatributo desde excelente (cinco puntos) amala
(un punto). La puntuacion promedio asignada por los
evaluadores a los atributos que integran el sabor y la

texturadeberesultar > 4,0 paraunaevaluacion cualita
tivaentrebuenay excelente.

Unavez definido el porcentaje de inoculacion se pro-
cedi6 a determinar € del aromatizante en este caso
emulsion denaranja. Lasformulaciones ensayadas0,15;
0,20y 0,25 % fueron sometidas a unaprueba sensorial
de ordenamiento medi ante nueve catadores entrenados,
estableciendo un orden ascendente y considerando la
tipicidad (calidad e intensidad) del olor y sabor del
aromatizante afiadido. L os resultados fueron procesa-
dossiguiendo e procedimiento establecido enlanorma
correspondiente (7).
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Conlaformulacién sel eccionada, aplicando latecnolo-
giaestablecida paralaleche fermentada de codgulo se
efectuaron cuatro corridasde 30 L deleche. El produc-
to se envaso en potes de polipropileno de 200 mL con
tapas de aluminio. Parala caracterizacion fisicay qui-
micadel producto sedeterminaron el desarrollo de aci-
dez total (expresadacomo écido |&ctico) (8), e conteni-
do en materiagrasay proteinica, asi como |os solidos
totalesy lascenizas(9), loshidratos de carbono fueron
obtenidos por diferencia.

Se efectud ademés el conteo de coliformestotales (10),
mohosy levaduras (11) asi como conteo decélulasvia
blesL. acidophilus (12). Laeval uacién sensoria global
por ocho catadores entrenados se llevo a cabo por el
procedimiento analitico vigente parael control delaca
lidad sensorial delechesfermentadas mediante el anali-
sisy calificacion de los atributos que configuran sus
caracteristicas organol épticas (6).

Se efectud una prueba de aceptacion con la participa-
cién de 70 consumidores con una escala de siete pun-
tosdonde siete equivalio ame gustaextremadamentey
uno ame disgusta extremadamente (13).

Parael estudio dedurabilidad cuatro lotesde lechefer-
mentada aromati zada con adecuadas caracteristicas de
composicion, calidad higiénico sanitariay sensorial, en-
vasadas en potes de polipropileno de 200 mL fueron
conservados en neveraa 4 °C.

La calidad del producto durante la conservacion fue
determinada considerando criterios sensoriales,
microbiol gicosy deviabilidad celular L. acidophillus.
Adicionalmente se consideré ladeterminacion del indi-
ce de acidez, aunque no fue tomada en cuenta parala
determinacion delavidadtil del producto, puede servir
de valiosa informacion sobre posibles ateraciones en
algunadelascaracteristicasdel mismo, relacionadafun-
damentalmente con |la deteccion de un sabor &cido o la
Snéresis.

El panel encargado de la evaluacién sensorial estuvo
integrado por nueve catadores entrenados en este tipo
de producto cada uno de los cuales emitia un criterio
basandose en términos de acepto — rechazo. Sele soli-
cit6 alosevaluadoresindicaran enlaboletalacausadel
rechazo, (alteraciones en el sabor, olor, consistencia,
entreotras). Loslotes se consideraron rechazados siem-
pre que se acanzo en el dictamen el nimero minimo

significativo dejuiciosfallo (muestrasrechazadas) para
a= 0,1 dadapor unadistribucion binomial p< 0,1 (14).
Por tratarse de un producto perecedero se decidi6 efec-
tuar las determinaciones de acidez, y laevaluacion sen-
sorial diariamente.

Desde el punto de vistamicrobiol 6gico, las determina-
ciones delosindicadores microbiol 6gicos conteo total
de microorganismos coliformes, mohosy levaduras asi
como laviabilidad celular del microorganismo probidtico,
se efectuaron cada 72 h y una vez aparecido algun re-
chazo, diariamente hasta el fallo. Parala aceptacion o
rechazo de lote el nimero de muestras a tomar y los
pardmetros microbiol 6gicos son |os establecidos en la
norma cubana correspondiente (15), mientras que la
viabilidad celular deberaresultar superior a minimote-
rapéutico establecido (12).

Para la estimacion de la durabilidad se asumio que el
tiempo devidadutil delalechefermentadase distribuye
probabilisticamente de acuerdo a la Ley de Weibull.
Para su agjuste fue utilizada la técnica de riesgo para
datosincompletosdefallo (14).

RESULTADOSY DISCUSION

LaFig. 1 muestralas curvas de fermentaci 6n obtenidas
con losdiferentes porcentajes deinocul acion del culti-
V0. Se puede apreciar como amedidaquetranscurre el
tiempo de coagulacion aumenta la acidez, comporta-
miento [6gico pues al no estar presentes en el medio
sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano hay
unaproducciénimportantedel producto mayoritario del
metabolismo fermentativo de estabacteria, el &cidolac-
tico, |0 que se traduce en un incremento en la acidez.

Se apreciaademas un aumento en el tiempo de coagu-
lacion en lamedidaque aumentael porcentaje de culti-
Vo ya que el momento seleccionado para considerar
finalizada la etapa de incubacién (0,45 a 0,50 % de
acidez) se alcanzo avalores de inoculacion de 2,5 %
entre los 150 y los 180 min, mientras que avalores de
inoculacién de 3,0 y 3,5 % se necesitaron entre 180 y
210 min, como probable derivacion del aumento del
lactobacil o probiético, que presenta unacinéticade aci-
dificacién lenta con tiempos de coagul acion altos, este
mayor poder acidificante del cultivo L. acidophilusa
2,5% deinoculacion, pudieraestar rel acionada ademéas
con unamayor fragmentacion o hidrdlisisdelas protei-
nas en sus respectivos aminoacidos (protedlisis) lo que
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Fig. 1. Curvasde fermentacion con los diferentes niveles deinoculacion.

provocaria cierto efecto tampdn, y por consiguiente
determinadainhibicion en el desarrollo delaacidez a
valoresdeinoculaciondel 3,0y 3,5% (2, 3).

A las 24 h de producidaslaslechesfermentadasy para
los tres niveles de indculo ensayados, los niveles de
acidez desarrollados cumplimentaron los val ores espe-
cificados en lacorrespondiente normade calidad (15).
En ese mismo periodo a partir del valor medio deino-
culacion del cultivo L. acidophiluslas puntuacionesal-
canzadas en laevaluacion sensoria delacaracteristica
textura, incumplen larestricciénimpuestaal resultar in-
ferioresacuatro puntos. El atributo queinfluy6 decisi-
vamente en estas bajas puntuaciones resultd laconsis-
tencialviscosidad. Deformageneral lospanelistasma-
nifestaron una seria afectacion en lafilantez del pro-
ducto al evaluar esta propiedad de marcada como pro-
bable derivacién de que estos niveles de inoculacién se
corresponden con un exceso de cultivo, 1o que provoca
unincremento en laproduccién de mucilagos caracteris-
ticaintrinseca del cultivo L. acidophilus, con la consi-
guiente afectacion delacalidad sensoria del mismo (1).

Considerando que el momento seleccionado para dar
por finalizada la etapa de incubacion se alcanzo entre
los 150y los 180 min, anivelesdeinoculacion del cul-
tivo de 2,5 % necesitando los valores deinoculacion de

3,0y 3,5%entre180a210 miny quesolo el nivel mas
baj o deinocul acion satisface larestriccion impuestaen
la evaluacion sensorial de latextura, se selecciona el
valor deinoculacion de 2,5 % paralas posteriores eta-
pasdel trabajo.

Analizando | osresultados obtenidos en ladefinicion del
nivel del aromatizante, y tomando en cuenta el valor
del estadigrafo F (F cal > F critica) se puede afirmar
gue a menosunadelasvariantesesdiferente (a=0,05).
Mediante la prueba de las diferencias pareadas de
Friedman para dos muestras y nueve evaluadores (7)
selogro precisar que lavariante diferente se correspon-
de con un 0,15 % del aromatizante, cuya sumade ran-
gos (R = 26) la definen como la de mejor ubicacion
(preferencia).

Deformagenera, alosvaloresmedioy alto delaemul-
sién de naranja, los evaluadores detectaron un sabor
amargoy un olor intenso como probable derivacion de
unaproporcioén excesivadeladosisdeemulsionlo que
provocd unaaf ectaci on importante en las puntuaciones
asignadasy por consiguiente en su calidad sensorial.

LaTablal muestralas caracteristicasfisicas, quimi-
casy microbiolégicasy la puntuacion alcanzada en
laevaluacion sensorial global delaleche fermentada

Tablal. Caracteristicasdelalechefermentada desarrollada

Componente Mediaz IC Indicadores microbiolégicos  ufc/g
Materiaproteinica  (g/100 g) 39+0,12 Coliformes <10
Materia grasa (9/100 g) 5,9 + 0,66 Mohos 10
Hidratos de carbono (g/100 g) 12,3+ 0,48 Levaduras 10
Cenizas (9/100 g) 0,61+ 0,08 Céulasviables 2x 10
Solidos totales (9/100 g) 22,7+0,26
Vdor caorico kcal/100 g 118
Acidez como &cido léctico (g/100 g) 0,86 + 0,02
Evaluacién sensoria (puntos) 194

n=4 1C limites de confianza nivel de confianza 95 %.
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desarrollada. Losresultados delacomposicion proximd,
se corresponden con laproporcion delaleche debufala
en laformulacion delaleche fermentada. El contenido
en hidratos de carbono esté en correspondenciacon el
delalactosaque aportalalechey el porcentaje de azu-
car afiadido un 9 %. El valor delaacidez se considera
normal paraunaleche fermentadaalas 24 h de elabo-
rada.

Destaca la buena calidad higiénico sanitariade lale-
che fermentada ya que |os conteos de los indicadores
mi crobiol 6gi cos cumplimentaron las especificacio-
nes establ ecidas en la norma correspondiente (16).
El elevado conteo de viabilidad L. acidophilus ga-
rantiza el minimo terapéutico, establecido en el or-
den de 107 ufc/g (12). Lapuntuacion alcanzadaen la
evaluacion sensorial global al resultar superior alos
19 puntos permite una evaluacion cualitativa de ex-
celente, lo que avalalaaltavaloracion delas caracte-
risticas sensoriales.

H Me gusta extremadamente

B Me gusta mucho

Lapruebade aceptacion por 70 consumidores dio como
resultado unaeval uacién que corresponde aunaclasifi-
cacion cualitativa de me gusta mucho. La Fig. 2 pre-
senta los resultados en forma gréfica. Este resultado
concuerda con los criterios emitidos por el grupo de
catadores especializados.

Durante la conservacion de la leche fermentada, 1os
conteos de losindicadores microbiol égicos considera-
dos, conteo total de microorganismos coliformes, de
hongos y de levaduras, no sustentaron el rechazo de
los lotes en estudio al resultar inferiores al maximo
establecido en las normas cubanas correspondientes
de 10% ufc/g. (16). El conteo en células viables superior
a minimo terapéutico establecido de 107 ufc/g demues-
traque el probi6tico aporta sus propiedades dieto tera-
péuticas con las ventgjas que de ello se deriva. Las
variaciones de acidez (Fig. 3) estuvieron centradas a
[imites muy estrechos por 1o que no existié deterioro
del producto por acidificacion.

[IMegusta
[INi me gusta ni me disgusta

Fig. 2. Prueba de aceptacion por consumidor es.
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Enlamedidaen quetranscurree estudio de durabilidad
y aln sin ser rechazadas |as muestras, algunos catado-
rescomenzaron adetectar alteracionesen lacaracteris-
ticasensorial sabor, referidas como producto envejeci-
do con pérdidaen laintensidad del sabor, afectaciones
guea intensificarse en lamedidaen que avanzé el es-
tudio de durabilidad provocaron finalmente el rechazo
deloslotesy laconclusion del estudio dedurabilidady
por consiguiente la vida Util del producto establecida
mediante criterios sensorial es, resultd de 18 d conside-
rado un 5 % de unidades deterioradas. Los resultados
de la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov
Smirnov, de los tiempos de vida Util ala distribucién
asumidaindicaron quelostiempos de fallo pueden ser
explicados mediante ladistribucién de Weibull, confir-
méndose el estimado de durabilidad obtenido.

CONCLUSIONES

Esposible obtener unalechefermentadaaromatizadaa
partir de entera de bufala por adicion de un 2,5 % de
cultivo Lactobacillus acidophilus; 0,15 % de emulsion
denaranjay 9 % de azlicar, con adecuadas caracteristi-
cassensoriales, composicionaesy de calidad higiénico
sanitaria. Lavidadtil delalechefermentadaen envases
de polipropileno de 200 mL de capacidad provistas de
tapas de aluminio y conservada a 4 °C fue de 18 d,
durante ese periodo el conteo de Lactobacillus
acidophilus se mantuvo en el orden de 108 ufc/mL (su-
perior a minimo terapéutico establecido de 107) lo que
demuestraque el cultivo probiético aporta sus propie-
dades dieto terapéuticas con las ventajas que esto pre-
supone.
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