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RESUMEN

como bacterias psicrotroficas; ellas son capaces de
crecer entre 2 y 7° C, aunque su temperatura optima

El uso generalizado de sistemas de almacenamiento  de crecimiento sea de 20a 30°C. La mayoria de este

de leche refrigerada ha traido como consecuenciael i de bacterias es destruida en la etapa de pasteuri-
crecimiento de bacterias tolerantes al frio conocidas  ,5¢i6n, pero durante su desarrollo producen enzimas



con-cienclas

termorresistentes que, en bajas concentraciones,
son responsables del deterioro de productos lacteos
durante su almacenamiento.

En este articulo se estudiaron los cambios en las ca-
racteristicas fisicoquimicas y sensoriales de un yogurt
elaborado con leche inoculada con tres niveles de
Pseudomonas Fluorescens, sometida a refrigeracion
durante seis dias a 4°C y pasteurizada antes de elabo-
rar el yogurt. Los resultados no muestran diferencias
en las caracteristicas fisicoquimicas del yogurt; en sus
caracteristicas sensoriales muestran diferencias en la
aceptabilidad debido a la apariencia, color y textura,
pero ellas no fueron suficientes para ocasionar el re-
chazo del producto por parte de los consumidores.

ABSTRACT

The generalized use of refrigerated milk stock sys-
tems generates the cold tolerant bacteria growing,
named psicotrophic bacteria; they are able to grow

1. Introduccion

Incluso cuando procede de animales sanos, la leche
siempre contiene una serie de microorganismos cuyo
recuento es muy variable (10°— 10° UFC/mL); éste
depende de las medidas higiénicas empleadas duran-
te el ordeno y de las condiciones de almacenamiento
en la finca, los centros lecheros y las plantas de pro-
duccion. La cantidad y tipos de microorganismos que
posee la leche cruda derivan de tres fuentes funda-
mentales: el interior y exterior de la ubre y el equipo
de ordeiio, incluyendo los utensilios de lecheria; otras
fuentes posibles de contaminacion son el estiércol,
la paja, el ensilado y el ordefiador [1].

Después de que la leche abandona la ubre queda
expuesta a contaminaciones causadas por microor-
ganismos que pueden ser psicrotroficos, mesofilos
o termdfilos: cada uno de ellos se desarrolla a di-
ferentes temperaturas: los mesdfilos a temperatura
ambiente, los termofilos resisten los procesos de
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between 2 and 7 degrees Celsius (C), although their
growing optimal temperature is between 20 and 30
degrees C. The majority of this type of bacteria is
destroyed during the pasteurization stage: however,
they produce thermal resistant enzymes during
their growing which, in low concentration, are
responsible of the damage of milk products during
their stock.

In this paper, the changes in physical chemical and
sensorial characteristics of a yogurt made with ino-
culated milk, with three levels of Fluorescens Pseu-
domons, refrigerated during six days to 4 degrees
C. and pasteurized before the elaboration process,
was studied. The results do not show differences
about the physical chemical characteristics of the
yogurt; in relation to their sensorial characteristics
there are differences in the acceptance because of
the appearance, color and texture, but they was
not enough to generate the product reject by the
consumers.

pasteurizacion y los psicrotroficos siguen multi-
plicandose a temperaturas inferiores a 7°C. De esta
forma, el almacenamiento de la leche a baja tempe-
ratura no garantiza que su contenido de gérmenes
también sea bajo; ademas, los microorganismos son
capaces de producir enzimas (proteasas y lipasas)
termo-resistentes, que aun a bajas temperaturas
provocan alteraciones bioquimicas de la leche o del
producto lacteo derivado de ella [2-3].

En Colombia, el Ministerio de Salud define al yo-
gurt como el producto obtenido a partir de leche
higienizada, coagulada por la accion de las bacterias
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus 'y Strep-
tococcus salivarius subsp. thermophilus, que deben
ser abundantes y viables en el producto final [4]. En
un estudio realizado en ocho plantas procesadoras de
leche cruda de Bogota [5] se encontraron recuentos
de psicrotrofos muy superiores al limite de conta-



minacion fuerte (5*10°UFC/ mL); el recuento mas
bajo obtenido fue de 92* 10" UFC/mL. La presencia
de bacterias psicrotroficas en productos lacteos pas-
teurizados no se considera normal y es indicativa de
posible contaminacién pospasteurizacion, causada
por equipos mal aseados o saneados, o tratados con
aguas de lavado contaminadas. El recuento de estas
bacterias en la leche pasteurizada suministra infor-
macion acerca de la bondad del tratamiento pospas-
teurizacion, y de la vida comercial del producto en
condiciones de refrigeracion.

Los cambios en el aroma y sabor que alteran la cali-
dad de la leche y de los productos lacteos fermen-
tados son consecuencia de la actividad lipolitica y
proteolitica de microorganismos psicrotroficos, en
especial de Pseudomonas fluorescens.(P. fluores-
cens). Ellos originan sabores extrafios que pueden
ser detectados sensorialmente luego de cinco dias
de almacenamiento a temperaturas de refrigera-
cion. Los defectos mas comunes son sabor frutal
y amargo, sabores putridos, rancios o a papa, que
acompanan la degradacion de las proteinas en
péptidos y de estos en aminoacidos. Los sabores
jabonosos y rancios son el resultado de la ruptura
de lipidos en acidos grasos como el butirico, ca-
proico, caprilico, céprico y laurico. Los sabores
frutales son generados por la actividad lipolitica
de los psicrotrofos en los productos lacteos: estos
provienen de la esterificacion de los dcidos grasos
libres. Algunos microorganismos producen fosfo-
lipasas (en especial fosfolipasa C) o lecitinasa que
tienen una accion especifica sobre el globulo graso,
aumentando la susceptibilidad de la exposicion de
la grasa de la leche a la accion de las lipasas [6].

El presente articulo tiene como objetivo deter-
minar el efecto del crecimiento de Pseudomonas
fluorescens en la leche destinada a la elaboracion
de yogurt, sobre las caracteristicas fisicoquimicas
y sensoriales del producto elaborado.

2. Materiales y métodos

Se utilizo leche fresca cruda proveniente del hato de
la Universidad Nacional de Colombia (Marengo),

con-ciencias

donde predomina la raza Holstein. El estudio se
desarroll6 en tres fases:

» Caracterizacion inicial de la materia prima e
inoculacion de la cepa.

« Elaboracion del producto lacteo fermentado
(yogurt).

+ Control de calidad del producto final mediante
analisis fisicoquimico y sensorial.

Luego de realizar los andlisis fisicoquimicos e
higiénicos de calidad de la leche empleada como
materia prima para la elaboracion del yogurt apli-
cando la metodologia de la Association of Analy-
tical Chemistry [7]. el contenido de materia grasa
se estandarizo en un valor de 3,0%:; en seguida la
leche se homogenizd, pasterizo y se realizé un re-
cuento en placa de microorganismos psicrotroficos
presentes en la leche antes de la inoculacion de 7.
Sfluorescens.

El liquido se dividié en tres lotes de 14 | de leche
cada uno, que fueron inoculados con una suspension
de la cepa de P fluorescens e identificados asi:

* Lote 1, TI: (in6culo bajo o patron, sin inéculo
de P, fluorescens) con un recuento de psicrotro-
ficos <10 UFC/mL.

* Lote 2, T2: (nivel medio de inoculo) con un

recuento de psicrotroficos aproximadamente
de 10°UFC/mL.

« Lote 3. T3: (nivel alto de in6culo) con un re-
cuento de psicrotroficos aproximadamente 10°
~ 10° UFC/mL.

Los lotes se refrigeraron a 4°C durante seis dias,
teniendo en cuenta que en épocas de abundancia
de leche ésta debe almacenarse hasta por una se-
mana en los tanques refrigerados. Al finalizar este
periodo se hizo un recuento de microorganismos
psicrotroficos usando el método de referencia de
recuento en placa, en Agar Plate Count, por siem-
bra en superficie. Los medios se incubaron durante
diez dias a 7°C, para determinar ¢l conteo total de
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psicrotroficos existentes en la leche de partida,
de acuerdo con el método recomendado por el
Instituto Nacional de Salud y la ICMSF [8]. Lue-
go se elabord el yogurt usando un cultivo lactico
termofilo mixto que contenia Streptococcus sali-
varius subsp. thermophillus y Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus, y se tomaron muestras
alicuotas cada cinco dias; en total, fueron realizados
cinco muestreos, cada uno con los tres niveles de
inoculo: T1, T2 y T3.

La ultima etapa del experimento fue evaluar la
calidad del yogurt de los tres lotes. Para ello se
realizaron las siguientes actividades:

« Caracterizacion fisicoquimica, reglamentada
por la norma técnica colombiana respectiva
[9].

*  Analisis sensorial: mediante aplicacion de una
prueba analitica descriptiva de puntajes; este
analisis fue realizado usando una escala com-
puesta, con la colaboracion de ocho panelistas
entrenados’.

* Prueba afectiva de aceptabilidad: usando
una escala hedonica de nueve puntos [10] se
evaluaron las caracteristicas de sabor, aroma,
textura y calidad total a partir de la opinion de
70 consumidores.

Los resultados obtenidos fueron tratados estadis-
ticamente; se calculd la desviacion estdndar de los
analisis fisicoquimicos realizados por triplicado:
los resultados de la evaluacion sensorial con el pa-
nel entrenado se obtuvieron mediante el método no
paramétrico de Kruskal Wallis [11] para mas de dos
muestras; a los resultados de las pruebas afectivas
se aplico la prueba T de Student.

' Los panelistas eran integrantes del “panel de eva-
luacién sensorial” del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota D.C.,
Colombia.

60 Tecnura ] afio 10 I No.19| segundo semestre de 2006

3. Resultados y discusion

A continuacion, se presentan los resultados de los
analisis fisicoquimicos y condiciones higiénicas de
la leche cruda fresca.

La leche de partida cumplié con las condiciones
de procesamiento exigidas para la leche fresca
cruda [12]; los resultados se observan en la tabla
1. Los datos obtenidos de acidez titulable indican
que no se ha iniciado un proceso de fermentacion
por accion bacteriana, que a futuro pueda afectar la
calidad del producto final o imposibilitar el procesa-
miento. La leche cruda empleada se clasifica como
higiénicamente buena, al establecerse un tiempo de
reduccion del azul de metileno mayor a seis horas.
Los anteriores resultados, la prueba de ausencia de
antibidticos con resultado negativo y la prueba de
termoestabilidad de la leche reflejan en conjunto la
excelente calidad de la materia prima empleada; ello
es resultado del empleo de buenas practicas en su
obtencion y transporte hasta la planta de lacteos.

Parametro Resultado

Materia grasa % m/m 3.0
Proteina % p/p 23
Extracto seco total % m/m ik [y
Extracto seco desengrasado % m/m 8.7
% acidez E.C.AL. * 0,14
pH 6.8
Densidad a 15°C g/mL 1,032
Prueba de inhibidores Negativa
Prueba de reductasa 6 horas
Prueba de termoestabilidad Negativa

* Expresada como dcido lactico

Tabla 1. Resultados de analisis fisicoquimicos
realizados a la leche cruda fresca

3.1 Resultados de andlisis microbiologicos

El conteo fue menor a 10 UFC de microorganismos
psicrotroficos/ mL de leche pasteurizada, lo que
indica que el tratamiento térmico destruyd mas
del 99% de la poblacién microbiana inicial, y que
los recuentos posteriores a este tratamiento serdn
producto de la multiplicacion y crecimiento expo-



nencial de la suspension de P, fluorescens inoculada
en la leche.

3.2 Andlisis fisicoquimicos de la leche inoculada
y refrigerada a 4 °C

Luego de los seis dias de almacenamiento se rea-
lizaron las pruebas quimicas cuyos resultados se
muestran en la tabla 2. Se observa que no se presen-
taron cambios estadisticamente significativos debi-
dos a la accion del inoculo de P. fluorescens, si se
comparan con los resultados de las mismas pruebas
realizadas a la leche cruda fresca. Estos resultados
se explican porque las bacterias psicrotréficas no
muestran la capacidad acidificante propia de las
bacterias mesofilas, y que a 4°C su actividad es mi-
nima, comparada con la existente a 7y 10°C, como
se reporta en [13]. Aunque son degradados por las
enzimas microbianas, los componentes proteina y
grasa dejan sus productos de hidrdlisis en la leche,
por lo cual el contenido de nitrégeno y de materia
grasa permanece constante.

En la leche inoculada con un nivel alto de P, fluores-
cens se realizo un recuento de 10° UFC/mL; aunque
éste fue el valor maximo, todos los parametros fisi-
coquimicos de los tres lotes permanecieron dentro
de los rangos permitidos para su procesamiento

[12].

Anilisis Tl T2 T3

Materia grasa (% m/m) 3,0 3.0 2.9
Proteina (% p/p) 2,701 268 268
Extracto seco (Y%em/m) 11,24 11.24| 10,90
% acidez E.C.A.L.* 0,15 0,15 0.15
pH 67| 67 6.7
Densidad g/mL 1,032 1,032| 1,032
* Expresada como acido lactico

Tabla 2. Resultados de los andlisis fisicoquimicos

realizados a la leche inoculada con P.
Jluorescens

3.3 Anaélisis microbioldgico de la leche inoculada
y refrigerada a 4°C

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos
en los recuentos respectivos; como se esperaba, a

con-ciencias

medida que aumenta el nivel de inoculo existe un
incremento en el numero de unidades formadoras
de colonias de microorganismos psicrotroficos.

Los anteriores resultados simulan tres situaciones
con respecto al manejo de leche en los hatos ganade-
ros. El primero, un recuento con muy baja poblacion
microbiana, dificil de encontrar en la practica, dado
que la leche, luego de extraerse del animal, sufre
diversas contaminaciones. El segundo, representa
la situacion mas frecuente; indica buenas practicas
de manejo del liquido hasta la etapa de procesa-
miento. El tercer recuento corresponde a una franca
contaminacion del producto, dadas las inadecuadas
condiciones de ordefio, manejo, almacenamiento y
transporte de la leche; estos aspectos influyen en
gran medida en la multiplicacion de la tasa inicial
de microorganismos psicrotroficos presentes en la
materia prima.

Resultado
Nivel de (UFC /mL de leche de
indculo microorganismos
psicrotréficos)
Tl 17x 10!
T2 13x10*
T3 32x10°

Tabla 3. Recuento en placa de microorganismos
psicrotréficos en la leche inoculada con
P fluorescens.

3.4 Andlisis fisicoquimicos del yogurt durante el
almacenamiento

o Acidez
Como se observa en la tabla 4, los valores del
grado de acidez del yogurt —expresada como aci-
do lactico— muestran una tendencia a disminuir a
medida que aumenta el nivel de contaminacion,
durante todos los tiempos de almacenamiento,
probablemente debido a que los productos de
hidrolisis de las proteinas y grasas tienen efecto
sobre los cultivos lacticos. Estos resultados

concuerdan con [13] y se producen a la misma
temperatura de almacenamiento.
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% acidez H
(E.C.A.L) P

DiA | T1 | T2 | T3 | T1 | T2| T3
0 |074|071]|064| 444 455|455
5 |088]083(083|4,12|424]425
10 [0.880,83|0.83|4.13 [4.24 | 425
15 1090 0,83 (083|410 | 4,15 4.18
21 | 094094 (083|410 [4.20|423

Tabla 4. Acidez y pH en el yogurt elaborado con leche
inoculada con P. fluorescens durante el
almacenamiento

e pH
Los valores obtenidos se observan en la tabla 6;
de acuerdo con los resultados no hay variaciones
en el pH del yogurt por efecto del nivel de in6culo
de Pseudomonas fluorescens durante el almacena-
miento.

3.5. Evaluacion sensorial del yogurt

e Evaluacion sensorial con el panel
entrenado

Las figuras | y 2 presentan los resultados obtenidos
en la evaluacion de calidad sensorial con el panel en-
trenado en los dias cero y 21 de almacenamiento.

Apariencia y color
20

N
Sinéresis L» | Aroma y sabor

Acidez

oo T —ifo —--eT3

Grafica 1. Perfil sensorial del yogurt en el dia cero de
almacenamiento.

En la grafica 1 puede observarse que el nivel de
calidad del atributo se incrementa al aumentar la
distancia desde el origen. De acuerdo con los resul-
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tados, se presentan diferencias significativas en los
atributos de aroma y sabor y en la caracteristica de
acidez, y sinéresis entre las muestras de yogurt; tales
diferencias son mas notorias a medida que aumenta
el nivel de inéculo de P. fluorescens en la materia
prima. No obstante, contrario a lo esperado y segun
lo reportado, sobre que las bacterias psicrotroficas
generan sabores amargos y astringentes [14] los
cambios ocasionados tienden a mejorar las caracte-
risticas sensoriales del yogurt. Es probable que los
umbrales de los defectos del aroma y sabor que se
pueden generan en la leche y en el yogurt debido al
efecto del crecimiento de P._fluorescens a los niveles
estudiados son altos, y no se alcanzaron a percibir
por parte de los panelistas; asimismo, es probable
que hayan resaltado los aromas y sabores que genera
el cultivo lactico.

De acuerdo con lo expresado en la grafica 2, no exis-
ten diferencias estadisticamente significativas entre
las tres muestras de yogurt, evaluadas sensorialmente.
Sin embargo, se identifica una tendencia a obtener
mejor puntuacion para los atributos sensoriales de
apariencia y color, aroma y sabor en la muestra de
yogurt con mayor nivel de indculo, en contradiceion
con lo reportado por algunos autores [15-16].

El yogurt con mayor nivel de indculo recibe buena
calificacion, porque no se desarroll6 el tipico sabor
a rancio 0 amargo, aunque si se presenta una mayor
acidez y una sinéresis, que pueden afectar la estabi-
lidad del producto si se producen almacenamientos
mayores a 21 dias.

Apariencia y color
1

2N

> Aroma y sabor

Acidez

—_——T1 —_—T2 —_ T3

Grifica 2. Perfil sensorial del yogurt, en el dia veintiuno de
almacenamiento



e  FEvaluacion sensorial con consumidores

De acuerdo con los resultados mostrados en la
gréfica 3, existen diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre la aceptacion por atributos de las
dos muestras de yogurt evaluadas sensorialmente
por los consumidores. La muestra de yogurt con el
tratamiento | de P. fluorescens tuvo mayor acep-
tacion entre los consumidores en lo referente a sus
atributos de apariencia, color y textura; al parecer, la
presencia de sinéresis afecta la aceptacion potencial
de estos atributos. La muestra de yogurt con el tra-
tamiento 3 tuvo mayor aceptacion, en relacion con
los atributos de aroma, sabor e impresion global.
Estos resultados demuestran que probablemente
los aromas y sabores que se pudieron generar por
efecto de la actividad de P. fluorescens, realzan los
sabores propios del yogurt a los cuales el consumi-
dor esta habituado a percibir en productos lacteos
fermentados. Ademas, la actividad enzimatica a 4°C
debida a de P. fluorescens a los niveles estudiados
no disminuye la aceptacion del yogurt. Segin la
literatura, la temperatura de almacenamiento de
la materia prima tiene efecto sobre la produccion
de enzimas que finalmente afectan la calidad del
producto [17].

w

g ”
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g 8
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22 T ; . |
w
ﬁ Apariencia y Aroma y sabor Textura Impresion global
= color

@ INOCULO BAJO @ INOCULO ALTO

Grifica 3. Comparacion de la aceptabilidad del yogurt ela-
borado con leche inoculada con niveles bajo y
alto de P. fluorescens

De acuerdo con los resultados de la grafica 4, el
yogurt con nivel de inoculo alto de P. fluorescens
presenta un 49% de aceptacion entre los consumi-
dores. Este alto porcentaje indica que a pesar de
que las muestras evaluadas presentaron cambios
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sensoriales estadisticamente significativos, al pa-
recer no se afecta el grado de aceptacion total del
producto. Por tanto, en las dos muestras evaluadas
se obtuvo una respuesta semejante.

Los resultados obtenidos con la refrigeracion a 4°C
de la leche luego de la inoculaciéon con microor-
ganismos psicrotréficos demuestran que esta baja
temperatura parece influir sobre la produccion y
actividad enzimatica, aunque los cambios ocasio-
nados en el producto final no tienen gran influencia
en la calidad total y aceptacion del producto.

51%

EINOCULO BAJO  EINOCULOALTO

Grifica 4. Porcentaje de aceptacion del yogurt con niveles
de in6culo bajo vy alto de P. fluorescens

4. Conclusiones

Aunque se lograron crecimientos de 10° UFC/mL
de P. fluorescens en la leche empleada para la
elaboracion de yogurt, esto es, una contaminacion
fuerte de la materia prima, el crecimiento de mi-
croorganismos psicrotroficos no causa alteraciones
en las caracteristicas fisicoquimicas de la leche
cuando ésta se mantiene en refrigeracion durante
seis dias a 4° C.

La inoculacion de P, fluorescens en la leche empleada
en la elaboracion de yogurt afecto las caracteristicas
sensoriales de aroma y sabor, acidez y sinéresis
durante su almacenamiento; sin embargo, estos
cambios no produjeron el rechazo del producto por
parte de los consumidores. El panel entrenado de
evaluacion sensorial no encontré diferencias en la
calidad del yogurt preparado con un nivel de inéculo
alto almacenado durante 21 dias, aunque la tendencia
fue otorgar una mejor calificacion al yogurt prepara-
do con leche con nivel de inoculacion alto.
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Aunque el grupo de consumidores que evaluo sen-
sorialmente el yogurt elaborado a partir de leche
inoculada con P, fluorescens notd pequeiios cambios

en los atributos sensoriales de aroma, sabor y cali-
dad total entre las dos muestras de yogurt, acepto
los dos productos dando puntuaciones similares.
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