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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Esta investigacién tuvo como objetivo la evaluacién de la inclusién de oligosacéaridos de
avena en la formulacion de quesos frescos. Para ello, se evalué la extraccion de estos
compuestos por dos métodos, uno convencional (extraccidn acuosa en caliente), y otro
con aplicacion de ultrasonido bajo diferentes condiciones de tiempo (15 y 30 minutos) y
temperatura (20 °C, 55 °C y sin control de temperatura). La aplicacién de ultrasonido
durante 30 minutos a 55 °C presenté el mayor rendimiento de extraccion (4.29 + 0.70%),
mientras el método convencional obtuvo el menor rendimiento (1.64 + 0.17%). Por el
contrario, el extracto obtenido con el método convencional presentd el mayor contenido
de azlcares totales (80.83 + 8.27%). Una vez extraidos los B-glucanos, se evalué su
inclusion en concentraciones de 0.25, 0.50 y 0.75% en un queso fresco tipo cuajada. Con
la adicién al 0.25% se presentdé un mayor rendimiento quesero asociado a un mayor
contenido de humedad, asi como una mayor retencién de oligosacaridos en la cuajada
(56.56 + 8.83%). Con las dos mayores concentraciones (0.50 y 0.75%) de oligosacaridos,
se evidencid la incompatibilidad de los -glucanos con las caseinas, lo que afecté tanto la
coagulacion de la leche como las propiedades fisicoquimicas de las cuajadas. Por Gltimo,
se evalué la adicion de oligosacéridos (0 y 0.25%), y la inclusién de Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus en un queso fresco tipo panela durante el almacenamiento (dias 1, 7,
14y 21) a 4 °C. La viabilidad del probidtico en ambos quesos estuvo por encima de 10°
UFC/g de queso durante todo el almacenamiento, lo cual hace al queso tipo panela un
buen alimento para la provision de estos microorganismos benéficos para el ser humano.
Finalmente, se garantiz6 una estabilidad de por lo menos 21 dias de los quesos

refrigerados a 4 °C y empacados al vacio.

Palabras clave: Avena, B-glucanos, quesos frescos, cuajada, queso panela, probioticos.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the inclusion of oat oligosaccharides in the
formulation of fresh cheeses. In the first instance, two extraction methods of these
compounds were evaluated. The first one was a conventional method (hot aqueous
extraction), and the second one was an ultrasound assisted extraction method, under
different time (15 and 30 minutes) and temperature (20 °C, 55 °C and uncontrolled
temperature) conditions. The application of ultrasound for 30 minutes at 55 °C displayed
the highest extraction yield (4.29 + 0.70%), whereas conventional method displayed the
lowest (1.64 £ 0.17%). Conversely, the conventional method presented the greatest total
sugars content in its extract (80.83 = 8.27%). Once B-glucans were obtained, its inclusion
at concentrations of 0.25, 0.50 y 0.75% in cuajada-type fresh cheese was evaluated. The
addition of 0.25% of oligosaccharides displayed higher cuajada-type cheese vyield
associated with an increase in moisture content, as well as higher oligosaccharides
retention in the cheese. The other two concentrations (0.50 and 0.75%) showed an
evident thermodynamic incompatibility between these oligosaccharides and caseins,
which affected milk coagulation, and the physicochemical properties of cuajada-type fresh
cheeses. Finally, the addition of oligosaccharides at 0 and 0.25%, and the inclusion of
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus were evaluated in panela-type fresh cheese during
storage at 4 °C (1, 7, 14 and 21 days). Viability of probiotic in both cheeses was above
10° CFU/g of cheese during storage, which supports the idea of panela-type cheese as a
suitable vehicle for probiotics release. Additionally, stability of both cheeses under storage

conditions of 4 °C and vacuum packaging were guaranteed for 21 days at least.

Keywords: Oat, B-glucans, fresh cheeses, cuajada-type cheese, panela-type cheese,
probiotics.
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Introduccioén

En el intestino humano coexisten mas de 100 trillones de bacterias dentro de las que se
encuentran géneros como Bacteroides, Fusobacterium, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, y cepas de Escherichia coli. Esta diversidad
en la microbiota intestinal suele sufrir cambios a través de la vida del individuo hospedero
como consecuencia de mudltiples factores tanto internos como externos (Antza et al.,
2018). Un posible desbalance en la proporcién o distribucion de dichas poblaciones
puede conducir a la presentacién o progreso de enfermedades metabdlicas tales como
obesidad, diabetes tipo Il y/o enfermedades cardiovasculares (Dong et al., 2017). Lo
anterior representa un problema de salud publica si se tiene en cuenta que para el afio
2016 alrededor de 700 millones de personas en el mundo padecian obesidad, y solo en
América Latina el porcentaje de prevalencia de la diabetes mellitus era del 9,4%
(Asociacién Latinoamericana de Diabetes, 2017).

Actualmente, debido a una mayor conciencia por parte del consumidor frente a su salud y
su nutricién, la demanda de alimentos que contribuyan a mejorarlas sigue en aumento.
En este sentido, los probidticos como microorganismos no patégenos y con beneficios
para la salud humana han sido ampliamente estudiados durante las Gltimas dos décadas
en términos de seleccién y caracterizacion de cultivos especificos y sus potenciales usos.
Sin embargo, el desarrollo de nuevos alimentos que contengan probiéticos se enfrenta,
entre varios retos, a la necesidad de mejorar la viabilidad de estos microorganismos
durante la elaboracion, almacenamiento y paso por el tracto gastrointestinal (Figueroa-
Gonzalez et al., 2011). Por estos motivos, es fundamental que futuras investigaciones
tengan como objetivo evaluar nuevas matrices alimenticias que sirvan como medios
alternativos para garantizar un consumo adecuado de probioticos, que segun lo
establecido por la FDA (Food and Drug Administration) de los EE.UU. es de al menos 10°
UFC ml?, y si se tiene en cuenta su viabilidad durante el almacenamiento, deberia estar
entre 10° UFC ml y 10° UFC ml, si se quieren aprovechar sus beneficios (Tripathi and
Giri, 2014).



2 Introduccién

Segun la definicion de la FAO/WHO (2001), los probiéticos son microorganismos vivos
gue cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la
salud del organismo que los consume. En este sentido, los alimentos que contienen la
suficiente cantidad de probibticos pueden ser considerados como alimentos funcionales,
gue por definicidbn son aquellos que, consumidos como parte normal de la dieta, han
demostrado tener beneficios fisiol6gicos como la reduccién del riesgo de presentacion de
enfermedades cronicas, adicional a las funciones nutricionales que aportan. Dentro de
los alimentos comerciales mas ampliamente utilizados como vehiculos para estos
microorganismos benéficos estan los yogures y otras leches fermentadas, productos de

confiteria y alimentos destinados para la primera infancia (Cruz-Guerrero et al., 2014).

El uso del queso como vehiculo para la liberacién de probiéticos puede ofrecer ventajas
frente a otros alimentos fermentados como el yogur, debido a un pH relativamente mas
alto, su contenido graso, una soélida consistencia y una mayor capacidad buffer. Estas
condiciones ofrecen una mayor protecciéon para estos microorganismos tanto en el
almacenamiento, como durante el transito a través del tracto gastrointestinal (Hayes et
al., 2006), (Gomes da Cruz et al., 2009), (Pitino et al., 2012).

De acuerdo con Figueroa-Gonzélez et al. (2011), quienes citan a (Saier Jr. y Mansour,
2006), los probidticos son capaces de conferir sus beneficios a través de tres
mecanismos principalmente. El primero hace referencia a la provision de productos
provenientes de la fermentacién anaerébica de carbohidratos, como por ejemplo acidos
organicos, que finalmente son absorbidos por el organismo hospedero. El segundo se
relaciona con la competencia ejercida frente a otras poblaciones como los
microorganismos patégenos. Por dltimo, por medio de la produccién de polisacaridos

especificos que estimulan el sistema inmunitario.

Entre los muchos beneficios especificos que ofrecen los probiéticos se encuentran: el
control del sindrome de intestino irritable y enfermedades intestinales inflamatorias, la
reduccion de los niveles de colesterol sérico, la supresion de patdgenos, reduccion de
riesgo de padecer cancer de colon, el mejoramiento de la intolerancia a la lactosa,
mejoramiento de las respuestas inmunitarias, y el alivio de los sintomas de alergia a

ciertos alimentos en nifios (Tripathi y Giri, 2014), (Kerry et al., 2018).



Introduccién 3

De igual manera, en las Ultimas décadas se desarrollé el concepto de prebidtico,
entendido como aquellos carbohidratos que no son digeribles por las enzimas humanas y
gue tienen la capacidad de ejercer cambios en la composicién de la microbiota intestinal,
favoreciendo aquellas poblaciones con beneficios en la salud (Figueroa-Gonzéalez et al.,
2011). Dentro de este grupo se encuentran los fructo-oligosacaridos, galacto-
oligosacéridos, ciclodextranos, malto-oligosacaridos, entre otros. Estos compuestos se
caracterizan por la especificidad con la que son usados, pues ninguna otra bacteria del
intestino diferente a los probiéticos puede metabolizarlos. Por su parte, éstos ultimos al
aprovecharlos producen acidos grasos de cadena corta, principalmente acido acético,
propiénico y butirico, que entre otros beneficios sirven como fuente de energia (Al-Sheraji
et al., 2013).

La inclusion de prebidticos en alimentos también tiene retos que deben ser superados,
por ejemplo, las técnicas para su sintesis pueden ser costosas debido a bajos
rendimientos. Sin embargo, se han planteado soluciones como la obtencién o extraccion
de oligosacéridos a partir de cereales como la avena, el arroz, la cebada, etc; que son
ricos en fibra dietaria, dentro de la cual se encuentran potenciales prebiéticos (Figueroa-
Gonzéalez et al., 2011).

La avena (Avena sativa) es una buena fuente de fibra dietaria (tanto soluble como
insoluble), compuestos antioxidantes, proteinas y grasa insaturada. Su consumo provee
beneficios a la salud tales como la reduccion de los niveles de colesterol en la sangre,
debido principalmente al contenido de fibra soluble (Hussain et al., 2018). El principal
componente de la fibra soluble de la avena comprende un grupo de polisacaridos
denominados B-D-glucanos, compuestos de unidades de D-glucosa unidas mediante
enlaces 3 (123) (1>4) (Daou y Zhang, 2012). En este sentido, la inclusion de este tipo
de oligosacaridos presenta ventajas para el desarrollo de nuevos productos alimenticios
con beneficios para la salud, pues han cobrado mucha importancia como consecuencia

de sus efectos terapéuticos frente a enfermedades metabdlicas (Patel, 2015).

Finalmente, se acufié el término simbibtico para hacer referencia a aquellos alimentos
gue cuentan con una mezcla de prebioticos y probiéticos, y como consecuencia, se han
realizado investigaciones con el fin de evaluar la viabilidad de estos alimentos, y la
eficacia con que estos liberan los ingredientes funcionales.

Como consecuencia de lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo principal la

evaluacion de la inclusion de oligosacaridos de avena en la formulacion de quesos
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frescos. Para ello se evalué la extraccion de estos compuestos por un método
convencional frente a una extraccion asistida por ultrasonido. Posteriormente, se evalué
la inclusion de los oligosacéaridos sobre las caracteristicas fisicoquimicas de un queso
fresco tipo cuajada; y por Ultimo se evaluo la estabilidad en almacenamiento de un queso
fresco tipo panela con inclusion de oligosacaridos de avena junto con el probiotico

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus.
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1.1 Fibra dietaria: definicion, componentes y efectos
fisioldgicos

A pesar de que aun existe la discusion en torno a la definicién de fibra dietaria, ésta es en
esencia la suma de todos los componentes de un ingrediente o producto alimenticio que
no son hidrolizados por las enzimas endégenas del intestino humano (Nielsen, 2010). Por
su parte, la FDA (2016) la define como aquellas fibras naturales que se encuentran de
manera intrinseca e intacta en las plantas, asi como carbohidratos no digeribles aislados
o sintéticos, a los cuales se les ha comprobado los beneficios fisiologicos que tienen

sobre la salud humana, tales como efectos laxantes, disminucién de los niveles de

colesterol y glucosa en sangre, entre otros.

La fibra dietaria consiste principalmente de carbohidratos no amildceos, que se
encuentran en su mayoria como constituyentes de la pared celular de plantas, entre los
cuales se encuentran la celulosa, hemicelulosa y lignina. Otros polisacaridos de origen
vegetal o algas como las gomas, los mucilagos y oligosacaridos como la inulina son
también considerados como fibra dietaria. lgualmente, aquellos carbohidratos
fermentables en el intestino grueso como el almidon resistente, los fructooligosacéaridos,
celulosas modificadas y algunos polimeros sintéticos como la polidextrosa, hacen parte

de esta clasificacion (Gray, 2006).

A continuacion, en la Tabla 1-1 se presentan los principales componentes de la fibra

dietaria, con su correspondiente definicién y algunos beneficios que proveen.

Tabla 1-1: Principales componentes de la fibra dietaria.

Componente Definicion

Celul Polimero lineal de unidades de [(-D-glucopiranosa, que
elulosa
puede llegar a contener hasta 10000 unidades por molécula.
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Los puentes de hidrégeno entre moléculas paralelas hacen
que se formen fibras fuertes, insolubles y resistentes a la
degradacion. Constituye alrededor de un cuarto de la fibra
dietaria presente en granos y frutas, siendo el componente
principal de la fibra presente en el salvado de cereales
(Nielsen, 2010).

Hemicelulosa

Es un grupo heterogéneo de polisacaridos que comparten
entre si el estar asociados a la celulosa en la pared de las
células vegetales. Sus moléculas tanto lineales como
ramificadas estan conformadas por unidades de pentosas
como la xilosa y arabinosa, asi como hexosas entre las que
se encuentran la glucosa, galactosa, manosa y rhamnosa.
Puede ser soluble o insoluble en agua, y corresponde a un
tercio de la fibra dietaria de verduras, frutas y legumbres
(Gray, 2006).

Lignina

La lignina no es un polisacéarido, es un polimero constituido
de unidades de fenilpropano, insoluble en agua vy
guimicamente asociado a la hemicelulosa. Se encuentra en
la pared celular de las capas més externas de los cereales

(Fuller, Beck, Salman, y Tapsell, 2016).

Pectinas

Es un grupo de polisacéaridos solubles en agua caliente que
comparten una estructura similar, consistente de una cadena
lineal de wunidades de acido a-D-galacturénico. Se
encuentran tanto en la pared celular como en tejidos
intracelulares de frutas y verduras, representando entre un
15 y 20% de la fibra de estos alimentos. Son capaces de
formar geles por enfriamiento, lo cual se asocia al
mecanismo por el cual confiere beneficio a la salud (Gray,
2006), (Nielsen, 2010).

B-glucanos

Son polimeros de unidades de glucosa unidos mediante
enlaces glucosidicos B (123), B (124) y B (1>6). Se
encuentran principalmente en cereales como la avena y la

cebada. En su mayoria son hidrosolubles, siendo en el caso
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de la avena un 85% soluble en agua (Gray, 2006), (Ahmad
et al., 2012).

Almidoén resistente

Es todo aquel almidon no digerido en el intestino delgado.
Existen cuatro fuentes de almidén resistente: almidon
inaccesible, es decir, que se encuentra atrapado en la matriz
alimenticia (RS1); el almidon que se resiste a la hidrdlisis
enzimatica (almidén crudo) (RS2); el almidon retrogradado
(RS3), que se ha recristalizado después del proceso de
gelatinizacion; y por udltimo aquel almidén que ha sido
modificado en su estructura, lo cual lo hace menos digestible
(Nielsen, 2010).

Hidrocoloides/Gomas

Grupo diverso de polimeros de cadena larga, que pueden
ser total o parcialmente solubles en agua y propensos a
hincharse. Son extraidos principalmente de algas marinas
(alginatos y carrageninas), bacterias (goma xanthana vy
goma gellan) o de exudados de arboles y arbustos (goma
guar (Gray, 2006), (Nielsen, 2010).

Compuestos

sintéticos

Los andlogos de carbohidratos son polisacaridos que
poseen la resistencia a la digestién, la fermentabilidad y con
las propiedades fisioldgicas propias de las fuentes naturales
de fibra. Algunos ejemplos son la polidextrosa, derivados
sintéticos de celulosa y dextrinas indigeribles (Fuller, Beck,

Salman, y Tapsell, 2016).

La fibra dietaria puede clasificarse segun su grado de solubilidad en fibra soluble e

insoluble. Algunas hemicelulosas que no se encuentran asociadas a la matriz celulosa-

lignina, las pectinas nativas y en general los hidrocoloides y las gomas pertenecen al

componente soluble de la fibra dietaria; mientras que la celulosa propia del alimento, asi

como la adicionada en forma de ingrediente, la lignina, las hemicelulosas asociadas a la

celulosa y el almiddn resistente hacen parte del componente insoluble de la fibra dietaria
(Nielsen, 2010), (Ciudad-Mulero et al., 2019).

Esta clasificacion no necesariamente evidencia la funcionalidad fisiolégica de la fibra

dietaria, por lo cual clasificarla segun su grado de fermentabilidad y viscosidad puede dar
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una diferenciacibn mas exacta en funcion de estos efectos fisioldgicos. A pesar de que
existe una relacién entre la solubilidad de los componentes de la fibra dietaria y su nivel
de fermentabilidad, siendo los méas solubles aquellos mas propensos a la degradaciéon
enzimatica; algunos hidrocoloides como los alginatos y las carrageninas que son solubles
tienen un grado de fermentabilidad muy bajo, o por el contrario el almidén resistente que
hace parte de la fibra dietaria insoluble, una fermentabilidad del 100% (Dahl y Stewart,
2015).

El consumo recomendado de fibra estd basado en la capacidad de esta para reducir al
maximo el riesgo de presentacion de enfermedad coronaria, y en segunda medida en la
reduccion del riesgo de padecer diabetes tipo Il. Segin el Comité de Nutricion y
Alimentos del Instituto de Medicina (IOM) de los EE.UU., el consumo adecuado de fibra
total es de 14 g/1000 kcal, por lo cual se recomienda un consumo de 25 g/ dia para

mujeres y 38 g/dia para hombres (Delcour et al.,2016).

1.1.1 Beneficios fisiologicos de la fibra dietaria

Los efectos fisiologicos de la fibra dietaria se encuentran determinados por las
propiedades fisicoquimicas y funcionales que esta posee, tales como viscosidad,
solubilidad y capacidad de retencion de agua (Maphosa y Jideani, 2016). En la tabla 1-2
se presentan los principales efectos fisiolégicos que tiene la fibra dietaria sobre la salud

humana.

Tabla 1-2: Efectos fisioldgicos de la fibra dietaria en la salud humana.

Efecto Descripcién
Las dietas altas en fibra producen un mayor volumen

de masa fecal en el intestino grueso, que resulta en un
Efecto laxante incremento de la motilidad y un estimulo a la excrecion
por medio de la activacibn de receptores

intramusculares (Fuller et al., 2016).

Las fibras solubles forman una capa viscosa en el

intestino delgado, que restringen la reabsorcion de
Disminucion de

acidos biliares, por lo cual la produccion de estos a
colesterol

partir del colesterol se incrementa, y el nivel de

colesterol circundante en la sangre decrece (Fuller et
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al.2016).

Reduccién de glucosa
postprandial

Las fibras con alta viscosidad cuando se mezclan con
fluidos se espesan y por tanto desaceleran el
vaciamiento gastrico, y reducen la digestién y la
absorcién de la glucosa en el intestino delgado, lo cual
se traduce en la alteracion del nivel de glucosa en
sangre y en una menor respuesta insulinica (Brownlee,
2011).

Prevencién de cancer de
colon

Segun el Fondo Mundial de Investigacion del Cancer,
por cada 10 g de fibra dietaria total consumida al dia, el
riesgo de padecer cancer de colon se reduce en un
10%. Dependiendo de la fuente de fibra dietaria, el
porcentaje de reduccibn puede ser mayor. Al
incrementar la masa fecal, y disminuir el tiempo del
transito intestinal, la fibra dietaria evita que las células
del epitelio del colon estén expuestas a altas
concentraciones de agentes carcinogénicos, durante

largos periodos de tiempo (Dahl y Stewart, 2015).

Incremento de la
saciedad

Las fibras solubles y con alta viscosidad como los B—
glucanos de la avena retrasan el vaciamiento gastrico y
reducen la absorcibn de nutrientes. Igualmente, la
interaccion con las células productoras de hormonas de
la saciedad estimula la produccién de péptidos que
regulan el apetito (Rebello et al., 2016).

Efecto prebidtico sobre
la microbiota intestinal

La microbiota intestinal puede sufrir cambios con el
consumo de fibras catalogadas como prebiéticos, que
estimulan el crecimiento y actividad de poblaciones
benéficas como los lactobacilos y las bifidobacterias;
ademas de influir en el balance de sus metabolitos,
pues al fermentarlas, producen Aacidos grasos de
cadena corta (AGCC), que son benéficos para la salud
(Fuller et al.,2016), (Brownlee, 2011).
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1.2 Prebibticos

Los prebidticos son todos aquellos ingredientes alimenticios no digestibles, que tienen la
capacidad de conferir beneficios al individuo hospedero mediante el estimulo del
crecimiento o actividad de uno o mas numero limitado de bacterias (Al-Sheraji et al.,
2013). Existen tres caracteristicas que debe cumplir un compuesto para poder ser
catalogado como prebiético: en primera instancia debe ser resistente al pH &acido del
estbmago, a la hidrélisis de enzimas de mamiferos y a la absorcién gastrointestinal;
segundo debe ser fermentable por la microbiota presente en el intestino y por ultimo
estimular selectivamente el crecimiento y actividad de bacterias asociadas con la
promocién de la salud, es decir, los probidéticos (Delcour et al., 2016).

Los prebidticos mas conocidos que cuentan con respaldo cientifico en su uso en
alimentos o suplementos son los fructanos tipo inulina y los galacto-oligosacaridos. Sin
embargo, existen otros compuestos como Xxilo-oligosacaridos, malto-oligosacéridos,
ciclodextrinas, oligosacéaridos de rafinosa, palatinosa, entre otros, que estan clasificados
como tipos de prebidtico (Mohanty et al., 2018). A continuacion, se describen algunos de

estos compuestos con funcién prebidtica:

. Fructanos tipo inulina: Son oligdbmeros o polimeros de fructosa que pueden
encontrarse en gran variedad de vegetales, e incluso ser aislados de plantas no
comestibles o sintetizados a partir de sacarosa (Delzenne et al., 2019). Las cadenas mas
largas tienen un nivel de polimerizacion de hasta 60 unidades y corresponden a la
inulina; mientras que las cadenas cortas compuestas entre 2 y 8 unidades corresponden
a oligofructosa y/o fructo-oligosacaridos (Wilson y Whelan, 2017). Se ha demostrado su
capacidad de estimular a ciertas poblaciones de bacterias como las bifidobacterias;

ademds de mejorar la absorcion de minerales en el intestino (Peshev y Ende, 2014).

" Galacto-oligosacaridos: Son polimeros de B-galactosa con un mondémero de
glucosa terminal unidos mediante enlaces glucosidicos tipo . Son comercialmente
producidos mediante la hidrélisis de la lactosa y su grado de polimerizacion es de 2 a 8
unidades (Torres y Gonc, 2010). Los encontrados de forma natural en las plantas
consisten de glucosa y galactosa unidas mediante enlaces (a) y una terminal de B-
fructosa (Wilson y Whelan, 2017). En infantes se relacionan con el desarrollo del sistema

inmunitario, asi como de la microbiota intestinal, pues también se encuentran presentes
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en la leche materna (Gibson et al., 2017). En adultos sus efectos comprobados son mas
limitados, pero se ha evidenciado una reducciébn de marcadores pro-inflamatorios
asociada a un incremento en bacterias de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus. y

Enterococcus (Delzenne et al., 2019), (Vulevic et al., 2008).

" Dextrina resistente: Es wuna fibra soluble de baja viscosidad y buena
consistencia. Consiste en un polimero de glucosa obtenido a partir del almidén de trigo o
maiz, a través de un proceso de calentamiento a altas temperaturas, seguido de un
tratamiento enzimatico hasta obtener un almidon resistente (Delzenne et al.,, 2019).
Comercialmente se encuentran suplementos de dextrina resistente, que han evidenciado
algunos beneficios como el mejoramiento en la respuesta insulinica de mujeres con
diabetes tipo Il (Aliasgharzadeh et al., 2015), o el incremento en la poblacion de
lactobacilos, y reduccion de Clostridium (Slavin, 2013).

. Arabinoxilanos: Son el principal polisacarido no amilaceo y diferente a la
celulosa presente en los cereales. Consiste de una cadena lineal de residuos de xilosa, a
los cuales pueden vincularse arabinosas, y por lo tanto se habla de una relacion
Arabinosas/Xilosas dependiendo del grado de sustitucién (Delzenne et al., 2019). Estos
polisacéaridos son degradados selectivamente por bacterias que sintetizan enzimas como
las xilanasas y arabinofuranosidasa, especialmente de lactobacilos, bacteroides y
Clostridium no patogénico. En el caso de las bifidobacterias no se ha reportado la

produccion de xilanasa (Mendis y Simsek, 2013).

Algunas fuentes naturales de prebi6ticos son vegetales como la alcachofa, el centeno, la
cebolla, el tomate, el ajo, la remolacha y otros alimentos como la leche, las setas y la miel
(Khangwal y Shukla, 2019). A pesar de que por métodos enziméticos se pueden obtener
estos compuestos, se presentan algunos inconvenientes respecto al rendimiento de
extraccion y costos de produccion (Figueroa-Gonzéalez et al., 2011). En este sentido, se
siguen investigando nuevas fuentes potenciales de prebidticos, principalmente cereales
como el trigo, arroz, cebada y avena, que pueden representar una ventaja en términos

econdémicos (Khangwal y Shukla, 2019).
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1.3 La avena como fuente de oligosacaridos con

potencial prebiotico

Los cereales representan una importante fuente de alimento para gran parte de la
poblacion mundial. Entre ellos, el trigo, el arroz y el maiz son los mas consumidos, ya sea
enteros o fracciones de ellos. Por su parte, la avena, como cultivo tiene gran importancia
en paises en via de desarrollo, a pesar de que es mayoritariamente cultivada y utilizada
para la alimentacion animal en paises industrializados como los Estados Unidos, Canada
y Rusia. Sin embargo, como consecuencia de algunos beneficios sobre la salud que se le
atribuyen a este cereal, su interés en el desarrollo de nuevos alimentos es cada vez

mayor (Rasane et al., 2015).

La avena (Avena sativa) se encuentra clasificada como un grano entero, es decir, que
conservan sus tres partes constituyentes: el salvado, el endospermo y el germen. Es una
fuente rica en carbohidratos, y proteina de buena calidad con un adecuado balance de
aminoacidos. Igualmente es rica en componentes de fibra dietaria entre los que se
destacan oligosacaridos como los B-glucanos, ademas de poseer un alto porcentaje de
lipidos, especialmente acidos grasos insaturados, asi como vitaminas y minerales
(Clemens y Van Klinken, 2014).

1.4 B-glucanos: definicidn, rol en la salud y métodos de

extraccion

Los B-glucanos son polimeros lineales compuestos de unidades de D-glucosa unidos por
medio de enlaces glucosidicos tipo B. Pueden encontrarse en una amplia variedad de
fuentes naturales como levaduras y setas, cuyos enlaces son de tipo $-(1>3) y B-(1>6)
(Figura 1-1), mientras que los encontrados en cereales como la avena y la cebada
presentan enlaces B-(1>3) y B-(1>4) (Figura 1-2); (Ahmad et al., 2012).
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Figura 1-1: Estructura de los B-glucanos con enlaces glucosidicos B-(12>3) y f-(12>6).
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Figura 1-2: Estructura de los -glucanos con enlaces glucosidicos 3-(12>3) y B-(=>4).

En general, los B-glucanos se encuentran en las paredes celulares del salvado y
endospermo de estos cereales; en este ultimo estan constituidos aproximadamente de un
30% de enlaces (1->3) que se presentan de manera singular (dos unidades de glucosa
unidas por este enlace), y un 70% de enlaces (1->4) que se presentan principalmente en
secuencias de 2 o 3, aunque pueden ser mas (tres o0 mas unidades de glucosa continuas
unidas por este tipo de enlace). El peso molecular de estos oligosacéridos varia entre los
diferentes cereales; en el caso de los 3-glucanos de la avena se encuentra entre 0.065 y
3x10°% g/mol (Brennan y Cleary, 2005).

Su contenido puede verse afectado por la variedad de avena, asi como por factores
ambientales como la germinacién, el nivel de irrigacion en el cultivo, la degradacion

enzimatica durante el almacenamiento del grano, y los procesos de elaboracién de
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alimentos; sin embargo, se tiene que su contenido promedio esta entre el 4 y 7%
(Aparicio y Ortega, 2015).

1.4.1 B-glucanos: Efectos en la salud y prevencién de

enfermedades

Los B-glucanos de la avena estimulan selectivamente el crecimiento de las poblaciones
de microorganismos autéctonos del intestino, al representar una fuente de carbono para
ellos. Ademas se ha comprobado que estos oligosacaridos tienen potencial para
controlar el peso corporal, reducir los niveles de colesterol sérico y mejorar la glicemia
postprandial (Shen et al., 2012). Asimismo, influyen de manera positiva en el
metabolismo de la glucosa, por lo que representan una ventaja especial para pacientes

que sufren de diabetes mellitus tipo Il y sindrome metabdlico (Duran y Angarita, 2016).

Estos oligosacaridos son considerados un ingrediente alimenticio funcional y bioactivo,
que permite reducir el riesgo de un amplio espectro de enfermedades crénicas, si se
consume a diario. Pese a que se han evidenciado estos beneficios, aun existe un gran
desconocimiento frente al mecanismo de accion de los 3-glucanos, asi como a la manera

en gue se pueden mejorar estas ventajas (Zielke et al., 2017).

Segun la FDA (U.S. Food and Drug Administration) y la EFSA (European Food Safety
Authority), para lograr una reduccion de los niveles de colesterol total y de baja densidad
(LDL), y por ende el riesgo de presentacion o progreso de enfermedad coronaria, el

consumo de B-glucanos de avena o cebada debe ser de 3 g/dia (Ahmad et al., 2012).

1.4.2 Extraccion de B-glucanos de la avena

Las metodologias para el proceso de extraccion de 3- glucanos a partir de cereales como
la avena se basan principalmente en su solubilidad en agua caliente y en soluciones
alcalinas, en la separacion de proteinas disueltas, y por UGltimo en la precipitacién de los
B-glucanos mediante la accion de sulfato de amonio, 2-propanol o etanol (Zhu et al.,
2016).

El método de extraccion mas idéneo va a depender de la fuente de B-glucanos, asi como
de su estructura; sin embargo, el método de extraccion con agua caliente es el mas

ampliamente empleado. Existen otros métodos de extraccién a nivel de laboratorio y
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plantas piloto como la extraccion alcalina, extraccién asistida por ultrasonido, extraccion
enzimatica, extraccion acida, entre otros (Ahmad et al., 2012). Igualmente, algunos pasos
previos como la molienda, tamizado, hidrélisis enzimatica del almidoén, la precipitacion de
proteinas, agitacién, etc. son compartidos por la mayoria de las metodologias.
Finalmente, su aislamiento y purificacién pueden realizarse por diferentes procedimientos
entre los que se encuentran, la precipitacién isoeléctrica, precipitacion con etanol,

coagulacion y filtracion, y distintas técnicas cromatograficas (Zhu et al., 2016).

Durante el proceso de extraccion de los B-glucanos de avena o cebada pueden
presentarse algunas impurezas. Entre ellas, la mas comun y dominante, segun Shah et
al. (2017), es la presencia de proteinas. Los valores 6ptimos de pH y temperatura para la
extraccién, segun el método desarrollado por Temelli (1997), son de 7.0 y 55°C
respectivamente, pues bajo estas condiciones se alcanza un nivel de pureza del 90,98%
para los B-glucanos de la avena, suficiente para poder expresar su potencial benéfico
sobre la salud. Zielke et al. (2017) por su parte consideran que aun persisten algunos
problemas relacionados con su extraccion. Por ejemplo, plantean retos en cuanto al bajo

rendimiento y pureza en condiciones diversas como a bajas temperaturas.

Ahmad et al. (2010) encontraron rendimientos de extraccion entre 3.74 y 5.14% bajo
diferentes metodologias de extraccion, siendo mayor el obtenido con el método
enzimatico. Asimismo, se encontré una mayor recuperacion de B-glucanos en el extracto
con este mismo método; sin embargo, algunas pequefas cantidades de grasa, proteinas,

almidon y cenizas fueron encontradas en el extracto.
= Extraccion asistida por ultrasonido

Se basa en el proceso de propagacion de ondas de sonido en los liquidos, que genera
ciclos de compresion (alta presion) y rarefaccion (baja presion). Como consecuencia se
presenta el fendbmeno de cavitacion, que consiste en la generacion de gran cantidad de
burbujas pequefias que se crean y colapsan cuando no son capaces de absorber mas
energia, lo cual produce intenso calor y hace que el solvente pueda penetrar mas
efectivamente en el sélido suspendido, y por ende incrementar la transferencia de masa
con el fin de mejorar el rendimiento de extraccion. Benito-Roman et al. (2013) sefialan
gue el método de extraccion asistida por ultrasonido es un proceso eficiente para extraer
B-glucanos de alto peso molecular a partir de cebada. Este proceso requiere de un bajo

consumo de energia, que se encuentra por debajo de los 500 kJ/L. Sin embargo, la
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energia, principalmente moderada por el tiempo y la amplitud, es el factor determinante
en el desempefio del tratamiento. Todo depende del producto final que se pretenda
obtener, pues con tratamientos de baja intensidad, es decir bajo consumo de energia, se
obtienen oligosacéaridos de alto peso molecular, pero se sacrifica el rendimiento de
extraccion. Por el contrario, con tratamientos de alta intensidad el rendimiento puede ser

mayor, pero se da una considerable despolimerizacién de los 3-glucanos.

Por otra parte, se ha sugerido que su actividad biologica (activacion de los leucocitos
intestinales, reduccién de colesterol en sangre y regulacion de los niveles de glucosa
postprandial, etc.) depende estrechamente del peso molecular y la conformacién de los
oligosacéaridos. De manera que algunos métodos de extraccidon pueden determinar la
estructura y naturaleza de los mismos, induciendo asi cambios en sus efectos sobre la
salud, por ejemplo en el control de la glicemia, la reduccién del colesterol, etc. (Ahmad et
al.,, 2010). Brennan y Cleary (2005) sefalan que estas propiedades fisiolégicas se
encuentran relacionadas en parte con las caracteristicas reoldgicas del B-glucano, pues
existe evidencia de la relacion inversa entre variaciones de la viscosidad de soluciones
con B-glucano (p.ej. bebidas) y modificaciones en las repuestas de niveles de glucosa e
insulina. Esta viscosidad a su vez depende de la concentracion y del peso molecular de
estos compuestos. Aquellos con un alto peso molecular incrementan la viscosidad de la
muestra incluso a muy bajas concentraciones; por el contrario, aquellos con bajo peso

molecular forman geles suaves a altas concentraciones (Aktas-Akyildiz et al., 2018).

Dong et al. (2017) reportaron diferencias significativas del potencial prebiético de los 3-
glucanos de avena en su forma original, con respecto al de sus hidrolizados sometidos a
fermentacion in vitro empleando bacterias fecales y ciertas cepas de probidticos.
Encontraron que los hidrolizados evidenciaban una mayor fermentabilidad, pues el pH
fue menor como consecuencia de una mayor produccion de acidos grasos de cadena
corta (AGCC) tales como acetato, propionato y butirato, por lo que sugieren que estas
fracciones tienen un mayor potencial prebiotico. En términos de cambios en la poblacion
de bacterias no encontraron diferencias significativas entre los hidrolizados y los -
glucanos, promoviendo ambos el crecimiento de lactobacilos. Sin embargo, recomiendan
en estudios futuros evaluar cuantitativamente la produccién de los AGCC por lactobacilos

a partir de B-glucanos o sus fracciones.
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1.3.3 Aplicaciones de B-glucanos de la avena en la industria de

alimentos

El uso de B-glucano como ingrediente en la formulacion de alimentos ha estado enfocado
en productos de panaderia y en la industria de bebidas, en aras de aprovechar sus
caracteristicas como agente espesante, estabilizante, emulsificante y gelificante (Ahmad
et al., 2012), (Angelov et al., 2018), (Vasquez-Orejarena et al., 2018). Sin embargo, en la
industria lactea se han realizado estudios en los cuales se incorporan en conjunto con

otros compuestos como la inulina o proteinas del suero lacteo.

Ladjevardi et al. (2016) elaboraron un yogur a partir de leche de camella con tres
diferentes niveles de grasa (0, 2,5y 5%) y con 0, 1y 2% de B-glucano. En este producto
la viscosidad incrementd en la medida que el nivel del prebidtico y el contenido de grasa
lo hicieron. Durante el periodo de almacenamiento la viscosidad presenté un incremento
como consecuencia de una mayor hidratacion del B-glucano. Respecto a la viabilidad de
los probidticos inoculados en el yogur, se evidencié un ascenso significativo durante el
tiempo de almacenamiento cuando se suplementé con (-glucano, es decir, se logré
constituir un ambiente adecuado para estos microorganismos. Por su parte, Volikakis et
al. (2004) indicaron que la adicién de B-glucano en queso blanco en salmuera bajo en

grasa mejord la textura con respecto al queso bajo en grasa sin la adicién de este.

1.5 Probhidticos

La mayoria de los microorganismos probiéticos corresponden a los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium; sin embargo, otras bacterias e incluso algunas levaduras podrian
considerarse dentro de esta categoria. Los lactobacilos se caracterizan por ser bacterias
Gram positivas, no esporuladas, aerotolerantes y acidotolerantes, y estrictamente
fermentativas. Las bifidobacterias son también Gram positivas, no esporuladas y
anaerobias (Figueroa et al., 2011). Dentro del género Lactobacillus se encuentran
alrededor de 174 especies que cumplen un papel importante ya sea como cultivos
iniciadores o secundarios; mientras que el género Bifidobacterium es un grupo de
microorganismos no iniciadores, empleados fundamentalmente en leches fermentadas
(Fernandez et al.,2015).

La viabilidad de los microorganismos probioticos debe ser garantizada a través de tres

etapas: durante las condiciones de almacenamiento de las matrices en las cuales se
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encuentran incluidos, el proceso de manufactura de estas, y el ambiente que estas les
brindan para poder implantarse en el intestino. Esto con el fin de lograr la expresion de

los beneficios en la salud asociados a cada uno (Figueroa-Gonzéalez et al., 2011).

1.5.1 Lactobacillus casei subsp. rhamnosus como probidtico en

la industria de alimentos

Dentro del género de Lactobacillus, bacterias facultativas homofermentativas, se
encuentra el grupo Lactobacillus casei, taxonémicamente muy cercano formado por las
especies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei y Lactobacillus rhamnosus (Salvetti
et al.,, 2012), (Koirala et al., 2015). Estas especies guardan una alta similitud en los
aspectos filogenético, fenotipico y bioquimico, por lo cual se ha dificultado el desarrollo
de un método selectivo, que permita identificarlas de forma adecuada (Bottari et al.,
2017).

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria facultativa heterofermentativa, encontrada en
varios productos lacteos, que puede ser adicionada como probiético, o incluso
encontrarse como microorganismo natural en leche cruda (Lazzi et al.,, 2014). Es una
bacteria acido lactica, termofila, no generadora de esporas, Gram positiva utilizada como
probiético en la producciéon de yogurt y quesos (Anukam et al., 2008), (Crane et al.,
2008), (Solieri et al., 2018). Se destaca ya que aporta importantes beneficios a la salud
del consumidor, segun la variedad utlizada en el alimento (Tabla 1-3), y puede

encontrarse en cultivos lacticos comerciales (Cruz-Guerrero et al., 2014).

Tabla 1-3: Beneficios para la salud y los alimentos del probiético Lactobacillus

rhamnosus.
Aplicacion Beneficios Referencias
Ayuda en casos de diarrea aguda por rotavirus _
en nifios. (Ahmadi et al., 2015),
Efecto antiinflamatorio del epitelio intestinal. (Sichetti et al,, 2018)
Salud

Posee actividad antioxidante en el intestino y (Shahid et al., 2017)
es resistente a antibioticos.

Estimula la produccién de angiotensina. (Solanki y Hati, 2018)
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Ayuda a mejorar las infecciones urinarias.

(Montorsi et al,
2016)

Mejora los problemas de dermatitis atopica en
nifos.

(Wang y Rhim, 2016)

Salud Prevencién de hepatitis, potencial protector (Chen etal., 2019)
contra aflatoxicosis.
Acttia como inmunomodulador. (Shao et al., 2014),
(Wu, Chen et al,
Reduce los problemas asociados al asma. 2016)
Actlla como antioxidante en diferentes tipos de (Liu et al., 2017), (Liu
guesos. et al., 2018)
Controla los patdégenos en alimentos como el (Kamal et al., 2018)
Alimentos YOQur.
Actila como biopreservante en alimentos (Rascon et al., 2018)
durante su almacenamiento.
Se usa como fortificador en compotas. (Panda et al., 2018)
1.6 Queso

Se denomina queso al producto alimenticio fresco o madurado; blando, semiduro, duro y
extra duro, en el cual la relacién proteina/caseina no excede a la de la leche. Puede ser
obtenido por dos vias: la primera es la coagulacion de leche cruda o pasteurizada por
medio de la accién enzimatica del cuajo u otro coagulante y el posterior desuerado; y la
segunda por medio de técnicas de coagulacion de la leche y/o derivados de la misma,
gue resultan en productos con caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales propias del
gueso (ICONTEC, 2009), (Codex-Alimentarius, 2013).

En general, el consumo de queso en Colombia ha incrementado en los ultimos afios,
alcanzandose un consumo per capita de 1.5 kg para febrero de 2019. Sin embargo, el
potencial de crecimiento es considerable si se tiene como referencia el consumo de
paises de la regiébn como Chile (9.7 kg) o Brasil (4 kg), o grandes consumidores de queso
como Francia (23 kg) y EE.UU (14 kg), (Portafolio, 2019).

1.6.1 Queso fresco

El queso fresco por su parte es aquel producto higienizado, no madurado y listo para

consumo una vez que es fabricado. Se caracteriza por un elevado contenido de
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humedad, sabor suave y una vida util en almacenamiento corta, por lo cual requiere de
refrigeracion (Ramirez-Lépez y Vélez-Ruiz, 2012). Dentro de este grupo se encuentra el
gueso panela, obtenido por coagulacién enzimética, de pasta blanda y prensado. Es uno
de los quesos mas consumidos en México, pues representa entre el 13 y 14% del
mercado de quesos en este pais (SAGARPA, 2017). Es suave, de color blanco, toma la
forma de la canasta en la cual es procesado y dentro de la microbiota que se puede
encontrar en él se encuentran bacterias de los géneros Lactococcus y Enterococcus
presentes en el ambiente en el cual es elaborado, lo cual contribuye al desarrollo de su
sabor, olor y textura (Gonzalez-Cérdova et al., 2016). En Colombia este producto es
conocido como queso campesino, y junto con otros quesos frescos como quesos
costefios y doble crema son los més consumidos en el pais (FEDEGAN, 2019).
Asimismo, en Colombia se produce y se comercializa la cuajada, que es un tipo de queso
fresco, con consistencia semiblanda, graso (elaborado con leche entera), no &cido, alto
contenido de humedad, bajo o nulo contenido de sal, y moldeado sin prensar; siendo
estas dos Ultimas caracteristicas las principales diferencias con el queso campesino o

panela (Tabares y Feria, 2009).

= Elaboraciény composicién

En la Figura 1-3, se presenta el esquema general del proceso de elaboracion de un

gueso fresco no acido: campesino, panela y/o cuajada.

Caracterizacion y

estandarizacion de la Moldeado Almacenamiento (4

leche )
Pasteurizacion de la Corte de la cuajada y
leche (75 °C, 15 s) desuerado

Adicién de cuajo (15

mL/100 L de leche).

Coagulacion durante
una hora

Adicion de cloruro de
calcio CaCl, (20
0/100 L de leche)

Fuente: Adaptado de Jiménez et al. (2009).

Figura 1-3: Proceso de elaboracion del queso fresco: panela, campesino, cuajada.
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Respecto a la composicion de quesos frescos, se presentan en la tabla 1-4 los valores
para contenido de humedad, grasa, proteina; asi como valores de pH para el queso
panela de México, su homologo en Colombia conocido como queso campesino, y un tipo
de queso fresco colombiano denominado cuajada, que es consumido ampliamente como
postre.

Tabla 1-4: Composicion fisicoquimica en base himeda de quesos frescos: queso panela,
gueso campesino y cuajada.

Parametro Queso panela (Ramirez- Queso campesino Cuajada*
Lopez et al., 2012) (Novoa et al., 1995)

Humedad (%) 53.2 -58.3 58-60 65.5-68-5

Grasa (%) 18.8-12.1 17-19 17-19

Proteina (%) 18.4 -20.5 16-18 16.05-17.66

pH 5.6-6.4 6.2-6.6 6.6-6.8

* Los valores para cuajada corresponden a los determinados en laboratorio en una
cuajada comercial tal como se explica en el numeral 3.3.2. El valor de grasa para cuajada
es el reportado por Tabares et al. (2009).

En la tabla 1-5 se presentan los requisitos fisicoquimicos para queso establecidos en la
Norma Técnica Colombiana 750 del ICONTEC (2009) y la Resolucion 1804 del Ministerio

de Salud (1989) para su clasificacidon segun consistencia y contenido graso.

Tabla 1-5: Requisitos fisicoquimicos para el queso.

Designacion segln su Humedad sin materia grasa Resoluciéon 1804 de
consistencia (HSMG) % m/m 1989

Extraduro <50.0 40 Duro
Duro 50-55 55 Semiduro
Firme/ Semiduro 56-68 65 Semiblando
Blando >68 80 Blando

Designacion segun su Materia Grasa en extracto seco Resolucion 1804 de
contenido de materia grasa (GES) % m/m 1989
Extragraso 260. 60 Rico en grasa
Graso 245 - <60 45 Graso
Semigraso 225 - <45 20 Semigraso
Semidescremado 210 - <25 5 Semimagro
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Descremado <10 0.1 Magro




2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la inclusion de oligosacaridos de avena y de Lactobacillus casei subsp.

rhamnosus como probiético en quesos frescos tipo cuajada y panela.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar dos métodos de extraccion de oligosacéaridos de avena: método convencional
y método asistido por ultrasonido.

Determinar el efecto de la inclusibn de oligosacaridos de avena en diferentes
concentraciones sobre las propiedades fisicoquimicas y sensoriales instrumentales
de un queso fresco tipo cuajada.

Determinar el efecto de la inclusién de oligosacaridos de la avena y de Lactobacillus
casei subsp. rhamnosus como probidtico sobre la estabilidad de almacenamiento de

gueso fresco tipo panela.






3.1

Materiales y métodos

Materiales

Avena integral comercial marca Granvita adquirida en un supermercado cercano
a la Universidad Autbnoma Metropolitana-Unidad Iztapalapa en la Ciudad de
México.

Leche fresca bovina de la raza Normando obtenida en el hato lechero de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

Oligosacaridos extraidos de la avena integral comercial.

Renina Maxiren ® 1800 Granulate.

Sal de cocina.

Cultivo probiético de Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, liofilizado y listo para

inoculacion directa. Laboratorio Igea dairy cultures ©.

Equipos

Centrifuga Beckman J2 Ml

Centrifuga de Gerber

Potenciometro Conductronic pH 120

Procesador de ultrasonido Sonics Vibra cell
Espectrofotometro UV-Vis (Genesys 20 Thermo Scientific)
Termdmetro

Destilador Kjeldahl

Texturémetro TA-XT plus

Colorimetro ColorQuestXE (CIELab)

Empacadora de vacio Henko AC Table Top 1500
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3.3 Meétodos

3.3.1 Extracciéon de oligosacaridos de avena por método
convencional

De acuerdo con la metodologia de Temelli (1997), se molié y se tamiz6 la avena con el
fin de obtener harina. De dicha harina se tomaron 20 g y se suspendieron en 200 mL de

agua destilada, para lo cual se utilizé una plancha y un agitador magnético.

Una vez se tuvo la suspension, se procedioé a ajustar el pH a 7.0 con una solucion de
carbonato de sodio 20% (p/v). Posteriormente se calent6 la suspension hasta alcanzar
una temperatura de 55 °C, y se dej6é en agitaciéon por media hora (llustracion 3-1 A)).
Transcurrido este tiempo, se transfirié a botellas y se centrifugd por 15 minutos a 15000
g. Al sobrenadante obtenido de este proceso, se le ajusté el pH a 4,5 con solucion de HCI
2M con el fin de precipitar proteinas, y luego se centrifugé durante 20 minutos a 21000 g
a 4 °C. Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y se precipité con un volumen igual de
etanol absoluto y se dej6 en reposo durante una noche bajo refrigeracion (llustracion 3-1.
B)). Al siguiente dia el precipitado se recuper6 por medio de centrifugacion durante 15
minutos a 4600 g y 4 °C. El pellet obtenido se puso a secar en un horno de conveccion
durante 3 horas a 80 °C. Pasado este tiempo, se extrajo, se transfirid al desecador hasta
alcanzar temperatura ambiente, y se peso con el fin de calcular el rendimiento del
proceso de extraccion, por medio de la siguiente formula.

o Peso del pellet seco extraido (g)
Rendimiento (%) = * 100

Peso muestra harina de avena (g)

llustracion 3-1: A) Agitacion y calentamiento de la suspension de avena en agua
durante la extraccion por el método convencional. B) Precipitacién de los oligosacéaridos
de avena en etanol.
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3.3.2 Extraccion de oligosacaridos de avena por método asistido

por ultrasonido

Se utilizé el procesador de ultrasonido de 130 W con una sonda de 6 mm de amplitud
méxima de 114 pum, y con una frecuencia de 20 MHz. A partir de experiencias previas por
parte del equipo del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Auténoma
Metropolitana, se decidio6 fijar la amplitud en 80% (104 W 91.2 um) y evaluar dos tiempos
de extraccién, 15 y 30 minutos; asi como dos condiciones de temperatura; una
controlada (a 20 y 55°C), y otra sin control de la misma (partiendo de 20 °C), para cada
tiempo. Para cada muestra, también se suspendieron 20 g de harina de avena
previamente molida, se suspendieron en 200 ml de agua destilada, y se dejaron en
agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se introdujo la sonda del equipo de
ultrasonido, y se aplicé el tratamiento correspondiente a cada muestra (llustracion 3-2 A).
Seguido, se transfirié la solucién a las botellas para su centrifugaciéon, y a partir de este
punto se realiz6 el mismo procedimiento empleado en el método convencional de

extraccién por calor hasta obtener los pellets que fueron secados (llustracién 3-2 B).

R = 'R o AR
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; ;’ ‘5!@ (2 .

B)

llustracién 3-2: A) Aplicacion del ultrasonido a la suspension de harina de avena en
agua. B) Pellets obtenidos de la extraccion antes del secado.

En la tabla 3-1 se resumen los métodos de extraccion evaluados: convencional y con

aplicacion de ultrasonido.
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Tabla 3-1: Métodos de extraccion de oligosacéridos de avena evaluados.

Método de Temperatura Tiempo Caracteristicas
extraccion (°C) (minutos)
Convencional 55 30 Extraccion con agua
caliente
EAU-15m-SCT SCT 15 EAU iniciando en 20
°C y alcanzando los
42°C+2°C
EAU-15m-20°C 20 15 EAUa20°C+2°C
EAU-30m-SCT SCT 30 EAU iniciando en 20
°C y alcanzando los
55°C+2°C
EAU-30m-20°C 20 30 EAUa20°C+2°C
EAU-15m-55°C 55 15 EAUa55°C+2°C
EAU-30m-55°C 55 30 EAUab55°C+2°C
EAU: Extraccion asistida por ultrasonido; SCT: sin control de
temperatura

3.3.3 Cuantificacion de azucares totales

Se pesd 1 mg del pellet seco para cada tratamiento por triplicado, y se adicion6 1 mL de
agua destilada. Los tubos eppendorf se colocaron a bafio de maria a 60 °C por tres
horas, y se agitaron cada 15 minutos en aras de disolver completamente el pellet.

Con el fin de poder leer posteriormente en el espectrofotometro se diluyé la muestra,
para lo cual se tomaron 50 L de la solucién obtenida previamente, y se afor6 a 1 mL con
agua destilada, para finalmente ser transferida a un tubo de ensayo. Alli se adicioné 1 mL
de fenol al 5% en agua destilada y 5 mL de &cido sulfurico concentrado (Meyer 98.08%)
lentamente por las paredes del tubo, y se agité vigorosamente para facilitar la reaccion.
Después de dejar enfriar los tubos por 15 minutos, se procedié a medir las absorbancias
en un espectrofotdbmetro UV-Vis a una longitud de onda de 490 nm. Finalmente, para la
cuantificacion de azucares totales se empled una curva patron de glucosa (Figura 3-1)

elaborada previamente por Espinosa-Montesinos (2018).
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Figura 3-1: Curva de calibracién de glucosa para la cuantificacién de azlcares totales a

una longitud de onda de 490 nm.

3.3.4 Cuantificacion de proteina

Para la determinacion de la proteina extraida como parte de las impurezas, por ambos
métodos de extraccion, tanto convencional como ultrasonido, se emple6 el método de
Bradford. Para ello se tomaron 12 pL de la solucién de 1 mg de pellet en 1 mL de agua
destilada, que previamente se prepard para la prueba de fenol sulfirico; y se aforé a 1
mL con agua destilada. Se agité la muestra en un vortex para lograr homogeneidad vy
posteriormente se agregé 1 mL del reactivo de Bradford, se dej6é reposar en oscuridad
por 5 minutos y finalmente se registraron las absorbancias en un espectrofotbmetro UV-
Vis a una longitud de onda de 595 nm. Para la cuantificacién de proteina se utiliz6 una
curva patron de seroalbimina (Figura 3-2), elaborada previamente por Espinosa-

Montesinos (2018).
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Figura 3-2: Curva patron de seroalblmina bovina para la cuantificacion de proteina por

Método de Bradford a una longitud de onda de 595 nm.

3.3.5 Elaboracion de las cuajadas

Las cuajadas se elaboraron a partir de leche bovina fresca obtenida del hato de raza
Normando de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota. La leche fue filtrada, se
estandariz6 en su contenido graso a 2.5% a 35 °C. Las cantidades de leche descremada
y entera se determinaron por medio de balance de materia. En la figura 3-3 se presenta
el flujo de proceso ejecutado para la elaboracion de las diferentes cuajadas.

Como la disponibilidad de oligosacéaridos de avena estuvo limitada por el rendimiento de
extraccion, y por ende por la cantidad obtenida, para cada triplicado de cada cuajada
(control, 0.25, 0.50 y 0.75% de oligosacaridos p/v de leche utilizada) se partié de 450 mL
de leche filtrada, estandarizada y pasteurizada a 68 °C por 10 minutos. La adicién de los
oligosacéaridos de avena se realizé pasado el tiempo de pasteurizacién. Para ello se
utilizé una licuadora con el fin de garantizar su incorporacion en la leche. El tiempo de
licuado fue de 5 minutos para cada una de las unidades experimentales.

Después se dejo enfriar la leche hasta los 35 °C, agitandola peribdicamente para evitar la
separacion de la grasa. Una vez alcanzada esta temperatura se agrego el CacCl, a razén
de 0.15 g/L de leche. Inmediatamente después se agregaron 0.9 mL de solucién de cuajo
previamente preparada. Esta solucion se prepar6 con el fin de disminuir el error debido a
gue las unidades experimentales eran muy pequefas, y se debia agregar el cuajo a
razon de 20 mg/L de leche. Para ello se pesaron 0.5 g de renina y se disolvieron en

50mL de agua destilada.



Capitulo 3. Materiales y métodos 31

La coagulacion se llevé a cabo durante 40 minutos y se controlé la temperatura de la
leche en 32 °C. Una vez pasado este tiempo, se corto la cuajada en cuadros de 1x1x1
cm y se dejé en reposo por 5 minutos. Luego se agitdé la cuajada lentamente por 30
minutos, incrementando la temperatura hasta 37 °C, y luego a 39 °C por 10 minutos, con
el fin de lograr el desuerado. Por ultimo, se retird el suero restante y se llevé la cuajada al

molde plastico. Las cuajadas se almacenaron en cuarto frio a temperatura de 4 °C.

Estandarizacion de la leche en 2.5% de grasa

Pasteurizacion de la leche (68 °C por 10 minutos)

Adicion de oligosacaridos de avena a concentraciones de 0.25,
0.50y 0.75% plv.

Adicion de cloruro de calcio CaCl, (150 mg/ L de leche) a 35 °C

Adicion de cuajo a razén de 20 mg/L de leche. Coagulacion durante
40 minutos a 35 °C

Corte de la cuajada y desuerado

Moldeado en recipientes plasticos

Almacenamiento a 4 °C

Figura 3-3: Flujo de proceso de elaboracion de las formulaciones de cuajada.

Como en la literatura se encuentra muy poca informacion acerca de la cuajada, debido a
gue es un producto mayoritariamente artesanal, se compré una cuajada de tipo
comercial, y se le realizaron los mismos analisis fisicoquimicos descritos en el numeral
3.3.6, de color descritos en el numeral 3.3.8 y de textura del numeral 3.3.9. Lo anterior,

con el fin de compararlos con los resultados obtenidos en las cuajadas evaluadas.
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3.3.6 Andlisis fisicoquimicos

Para cada formulacion de cuajada establecida en el disefio experimental se determinaron
por triplicado las siguientes variables fisicoquimicas: Humedad, cenizas, proteina, grasa,

pH y acidez; y se siguieron los procedimientos descritos a continuacion:
e Rendimiento

Se calculé el rendimiento de las diferentes cuajadas elaboradas utilizando la siguiente
férmula, que relaciona el peso final de la cuajada, con el peso de la leche utilizada para
su elaboracion.

Peso de la cuajada

Rendimiento (%) = Poso de 1a leche x 100

Asimismo, el rendimiento fue ajustado por el contenido de humedad de las cuajadas,

para lo cual se empleé la siguiente formula.

Rendimiento ajustado por humedad (%)

(100 — Humedad obtenida (%)) )

= Rendimiento obtenido x -
(100 — Humedad de referencia (%))

e Humedad

La humedad de las cuajadas se determind por medio del método 926.08 AOAC (2000).
Para ello se pesaron 3 g de cada cuajada y se depositaron en capsulas de porcelana
previamente secadas y pesadas. Se llevaron las muestras a un horno de secado a 105°
C hasta obtener un peso constante. Por ultimo, se calculé el contenido de humedad (%)

empleando la siguiente férmula:

Peso de la capsula con muestra (g) — Peso de la capsula con muestra seca (g)
x

Humedad (%) = 100

Peso de la muestra (g)

Igualmente, con el fin de clasificar las cuajadas en relacidon con su consistencia, y segun
los requisitos fisicoquimicos para queso establecidos en la NTC 750, se calculd la

humedad sin materia grasa (HSMG) a partir de la siguiente ecuacion:

HSMG (% Humedad de la cuajada (%) 100
= *
(%) 100 — grasa en la cuajada (%)
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e Cenizas

El contenido de cenizas de las cuajadas se determind de acuerdo con el método 935.42
AOAC (2000). Para esto, se pesaron 3 g de cada cuajada y se depositaron en crisoles
previamente secados y pesados, y se llevaron a la mufla a 550° C durante una noche.
Finalmente se registro el peso y se realizo el calculo de cenizas utilizando la siguiente
formula:

Peso del crisol con cenizas (g) — Peso del crisol vacio (g)

Ceni %) = 100
enizas (%) Peso de la muestra (g) x

e Grasa

El contenido de grasa se cuantifico por medio del método de Gerber (Kavas et al., 2004).
Se pesaron 3 g de cuajada en la capsula, la cual se introdujo en el butirbmetro para
guesos. Se agregaron 10 mL de &cido sulfurico, seguidos de 5 mL de agua caliente y 1
mL de alcohol isoamilico. Posteriormente se agreg6 agua caliente hasta 5 mm por debajo
del hombro del butirébmetro, y se agité para lograr la digestion de la muestra. Se dejo en
bafio de Maria a 65 °C por 5 minutos, y finalmente se centrifugd la mezcla durante 5

minutos a 1200 rpm y 65 °C, y se tomé la lectura.
e Proteina

El contenido de proteina de las cuajadas se determiné de acuerdo con el método de
Kjeldhal AOAC (2000). Se realiz6 la digestiéon catalitica de 1.5 g de muestra en acido
sulfdrico, luego se realizé una destilacion con hidréxido de sodio (NaOH), y se recogio el
destilado en una solucién de &cido bdérico al 4%, para su posterior titulacion con HCI
0.1IN. Los calculos del contenido de nitrdgeno en la muestra, y el correspondiente
contenido de proteina se realizaron siguiendo las férmulas a continuacion, y como factor

de conversion 6.38.

100

Nit 4 0 =V x*N
itrégeno (%) " 1000" peso de la muestra (g)

Proteina (%) = Nitrégeno(%) * F

Donde V es el volumen gastado de HCI (ml), N la normalidad del HCI, y F el factor de

conversion de proteina.
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° pH

El pH de las cuajadas se establecié6 de acuerdo con la metodologia de Lopez, et al.
(2015), para lo cual se tomaron 5 g de muestra y se trituraron. Luego se afiadieron 10 mL
de agua destilada y se agit6 vigorosamente. Finalmente, la lectura de pH se realiz6 con

el potenciémetro previamente calibrado con buffers de pH 4y 7.
e Acidez

La acidez de las cuajadas se determind de acuerdo con la metodologia de Ramirez-
Lépez et al. (2012). Se pesaron 10 g de cuajada previamente triturada y se llevaron a un
matraz con 100 mL de agua destilada y se agité vigorosamente. Se adicionaron 2 gotas
de fenolftaleina, y se titul6 con NaOH 0.1 N. El célculo de acidez se realiz6 por medio de

la siguiente férmula:

V NaOH(mL) x N NaOH * Peso eq. acido lactico (g)
%

100
Peso de muestra (g) * 1000

Acidez (%)(eq.acido lactico) =

Donde V es volumen gastado de NaOH en la titulacion y N normalidad del NaOH.

3.3.7 Cuantificacion de oligosacaridos retenidos en la cuajada

Se realiz6 la cuantificacion de oligosacaridos de avena retenidos en la cuajada por medio
del método espectrofotométrico de turbidez, adaptado de la metodologia de Cagno et al.
(2014) para cuantificacion de exopolisacaridos en queso. Para ello se pesé 1 g de
cuajada, se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se homogeneizé. Luego se
tomaron 6 mL de la solucién, se adicion6 1 mL de &cido tricloroacético al 80% con el fin
de precipitar proteinas, se agitd y se dej6é reposar por 15 minutos. Pasado este tiempo,
se centrifug6 por 30 minutos a 10000 rpm a 4 °C. Se tomaron 2 mL de sobrenadante, se
les adicionaron 2 mL de alcohol absoluto, se agitaron y se dejaron reposar por 20
minutos. Finalmente, se realiz6 la lectura de absorbancia a 720 nm y se realizé el calculo
de la concentracion de oligosacaridos con la curva patron de inulina elaborada
previamente por (Espinosa-Montesinos, 2018) (Figura 3-4), y de la retencion de

oligosacaridos en la cuajada a partir de las ecuaciones descritas a continuacion:

L. mg oligosacaridos
1) Concentraaon( 90925 ) = ( Y ) *2 %10
g cuajada 0.2339
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Dénde: 2 es el factor de dilucidon en etanol y 10 es el factor de diluciéon de la muestra

inicial en agua.

Oligosacaridos retenidos (mg)

Retencién de oligosacaridos en cuajada (%) = Oligosacaridos adicionados (mg)

Los miligramos totales retenidos en las cuajadas se calcularon por medio de la
multiplicacién entre los mg de oligosacaridos/g de cuajada y el peso final de la cuajada; y
los mg adicionados a la cuajada fueron calculados a partir de las concentraciones de
0.25, 0.50 y 0.75% de inclusion.

Absrobanda [720nm]

a 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracidn [mgfmL]

Figura 3-4: Curva patrén de inulina para cuantificacion de oligosacéaridos de avena.

3.3.8 Color

Las determinaciones de color de las cuajadas se realizaron sobre la superficie de estas,
por medio de un colorimetro ColorQuest XE y utilizando el espacio CIELab, el iluminante
D65 y el observador estandar de 10°, segun la metodologia sefialada por Saraiva et al.
(2019). Se registraron las coordenadas colorimétricas de luminosidad (L*), indice verde-

rojo (-a*, +a*) e indice azul-amarillo (-b*, +b*).

3.3.9 Analisis de perfil de textura

El andlisis del perfil de textura de las cuajadas se realizé por medio de un texturometro
TA-XT plus (llustracion 3-3). Para ello se emple6 una sonda de 75 mm de didmetro, y

cubos de cuajada de 2.5 cm de largo y ancho y 2 cm de altura. Las condiciones para la
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prueba fueron: distancia de compresion de 10 mm, velocidad pre-test de 1.0 mm/s,
velocidad del test de 2.0 mm/s, velocidad pos-test de 2.0 mm/s, tiempo de reposo entre
ciclos de 5 s y fuerza de disparo de 1N. Los parametros registrados fueron dureza (N),
elasticidad, cohesividad y masticabilidad (N) (Bourne, 2002).

llustracion 3-3: Andlisis de perfil de textura (TPA) de los quesos.

3.3.10 Analisis de estabilidad en almacenamiento

Se evalué la estabilidad en almacenamiento en queso panela con la inclusién del
probiético Lactobacillus casei subsp. rhamnosus; y de acuerdo con los resultados
obtenidos a partir del estudio de la cuajada con respecto a la evaluacion de inclusion de
oligosacaridos de avena en diferentes concentraciones, se eligié solo la inclusion de
0.25% de oligosacéridos de avena. En la tabla 3-2 se presentan los dos tratamientos
evauados a los dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento en condiciones de refrigeracion

(4°C) y empacado al vacio.

Tabla 3-2: Quesos panelas evaluados en su estabilidad en almacenamiento.

Tratamiento Caracteristicas

Queso panela con 0% de inclusion de

Control : L. -
oligosacaridos de avena + probi6tico

Queso panela con 0.25% de inclusién de

0p + ioti A L. o
0.25% + probidtico oligosacaridos de avena + probiotico
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Para ello se elaboraron tres quesos por tratamiento siguiendo la metodologia descrita en
el numeral 3.3.5, con ligeras modificaciones. La primera modificacion al procedimiento de
elaboracion fue la inclusion del probidtico Lactobacillus casei subsp. rhamnosus. Como
se observa en la figura 3-5, una vez se pasteurizé la leche a 68°C durante 10 minutos, se
dej6é enfriar hasta los 35 °C, temperatura a la cual se agreg6 el probidtico a una
concentracion de 3X10® UFC/mL. Por otra parte, de acuerdo con la disponibilidad del
extracto de oligosacaridos de avena, se partio de 600 mL de leche para cada uno de los
qguesos, y con base en este volumen se calcularon las cantidades de oligosacéridos y

probidtico agregadas.

Estandarizacion de la Salado (9g/L inicial de

leche en 2.5% de grasa leche) Prensado

Pasterurizacion de la
leche (68 °C, 10
minutos)

Corte de la cuajada y
desuerado

Pesaje, empacado al
vacio y rotulado

Adicién de cuajo a razén

Adicion de
oligosacaridos de avena
a 0.25% plv.

de 20 mg/L de leche.
Coagulacion durante 40
minutos

Almacenamiento a 4 °C

Adicién de cultivo
probiético
(Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus) a
35°C

Adicién de cloruro de
calcio CaCl, (150 mg/ L
de leche)

Figura 3-5: Proceso de elaboracion de quesos panelas para el analisis de estabilidad en

almacenamiento.

Finalmente, cada queso fue pesado, dividido en cuatro partes de igual peso
(correspondientes a cada dia de medicién), empacado al vacio y rotulado con el nombre

del queso, la fecha de elaboracion, y la fecha respectiva de medicion (llustracion 3-4).
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llustracion 3-4: Empacado al vacio de los quesos panelas para andlisis de estabilidad

en almacenamiento.

En la figura 3-6 se resumen los andlisis fisicoquimicos, microbiolégicos y sensorial

instrumental realizados a los quesos tipo panela.

_pH

—1  Andlisis fisicoquimico .
a -Pérdida de peso (%)

-Coliformes totales

-Coliformes fecales

-Mohos y levaduras
-Viabilidad del probi6tico

Andlisis microbioldgico

Analisis sensorial -Andlisis de perfil de textura
instrumental -Color

dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento.

Andlisis de estabilidad de los quesos panelas a los

Figura 3-6: Andlisis de estabilidad en almacenamiento de los quesos panelas.
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3.3.11 Andlisis fisicoquimico en almacenamiento

. pH

El pH de los quesos se determind de la misma manera descrita en el numeral 3.3.6 de
acuerdo con la metodologia de Lopez, et al. (2015). Se pesaron 5 g de muestra y se
trituraron, se mezclaron con 10 mL de agua destilada y agité vigorosamente. Finalmente,

se sumergio el electrodo del potenciometro en la suspensién y se realizé la lectura.
e Pérdida de peso (%)

La pérdida de peso en almacenamiento se determiné por medio del pesaje de los quesos
en una balanza analitica, de acuerdo con la metodologia reportada por Cerqueira et al.
(2010). Para ello durante cada dia de medicion en almacenamiento (1, 7, 14 y 21 dias) se
pes6 cada uno de los quesos y posteriormente por medio de la siguiente ecuacion se
calculé la pérdida de peso.

i Pn

P;

Pérdida de peso (%) =

Donde: P; es el peso inicial del queso, es decir, una vez elaborado y P, es el peso del

gueso a los n dias de almacenamiento.

3.3.12 Analisis microbiologico

Para las tres pruebas de microbiologia realizadas a los quesos se partié de una dilucion
10", Para ello se pesaron 11 g de muestra de queso empacado al vacio y se agregaron a
99 mL de agua peptonada al 0.1%, se agitd vigorosamente y se dej0 reposar.
Posteriormente se prepararon diluciones consecutivas hasta 10, para lo cual se tom6 1
mL de la solucién 10"y se transifiri6 a un tubo que contenia 9 mL de agua peptonada
para obtener la dilucion de 10 . De igual manera se repitié hasta obtener la dilucion final
requerida. Finalmente, todo el material fue esterilizado en autoclave a una temperatura
de 121 °C durante 15 minutos.

Los resultados de los analisis de coliformes totales, coliformes fecales y mohos y
levaduras se compararon con los requisitos microbiolégicos para queso fresco
establecidos en la NTC 750 (ICONTEC, 2009), que se encuentran registrados en la tabla
3-3.
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Tabla 3-3: Requisitos microbioldgicos para queso fresco.

Requisitos n m M c
Coliformes totales a 35 °C (UFC/qg) 3 1000 5000 1
Coliformes fecales a 45 °C (UFC/qg) 3 <100 - 0
Recuento de mohos y levaduras, UFC/ g 5 100 500 1

n: nimero de muestras por examinar

m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M: indice maximo permisible para identificar nivel de calidad aceptable
¢: nimero maximo de muestras permitidas entre my M

= Coliformes totales

La determinacion del nimero mas probable de coliformes totales se realizd por medio de
del método Invima N° 13 (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 1998). Para esta
prueba presuntiva se tom6 una alicuota de 1 mL de la dilucién de queso 10 previamente
preparada y se transifiri6 a un tubo con 10 mL de caldo lactosado bilis verde brillante
(Caldo Brila). Asi se hizo para cada tubo hasta la dilucién de 10°, y se utilizaron tres
tubos por dilucién, cada uno con su respectiva campana de Durham estéril. Por atlimo, se
homogeneiz6 adecuadamente la mezcla, y se incubaron los tubos a 35 °C + 2 °C durante
48 horas.

Pasado este tiempo se procedi6 a realizar la lectura de los tubos, siendo positivos para
coliformes totales aquellos en los que hubo produccidon de gas y turbidez. A estos tubos
se les realizé una prueba confirmativa, en la cual con un asa bacteriol6gica se sembré en
agar EMB y se incubaron las cajas de petri a 35 °C £+ 2 °C durante 48 horas. Asimismo,

se les realiz6 la prueba de coliformes fecales.

=  Coliformes fecales

La determinacion de coliformes fecales se realizé por el método Invima N° 14 de nimero
mas probable (NMP) (Ministerio de Salud y Proteccién Social, 1998). Con un asa
bacteriologica se transfirio6 una alicuota de cada tubo con resultado positivo para la
prueba presuntiva de coliformes totales a un nuevo tubo con caldo Brila (caldo lactosado
verde bilis brillante) y campana de Durham, asi como una alicuota a un tubo con caldo
triptéfano. Se agitaron e incubaron a 44.5 °C + 2 °C durante 48 horas en bafio de agua

con rotacion.
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= Mohosy levaduras

El recuento de mohos y levaduras se llevd a cabo segin el método Invima N° 7
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 1998). Se partié de la dilucion 10" preparada
previamente para obtener diluciones hasta 10°y se sembré una alicuota de 1 mL en
cajas de petri estériles marcadas con la respectiva dlucion. Se vertieron
aproximadamente 15 mL de agar OGY (Oxitetracycline glucose yeast extract) a 45 °C, al
cual previamente se habia afiadido el suplemento de oxitetraciclina. Posteriormente, se
mezcl6 adecuadamente el in6culo con el medio y se dejo reposar hasta lograr su
gelificacion. Por dltimo, las cajas invertidas se incubaron a 22 °C + 2 °C durante 7 dias,
tiempo al cual se realiz6 el recuento de UFC y se compararon los resultados con los

valores permitidos para quesos frescos presentados en la tabla 3-3.

3.3.13 Viabilidad del probiético

La viabilidad del probiético se determin6 por medio del recuento de UFC en placa, y se
siguio la metodologia suministrada por la empresa productora del probiético. Para ello se
realizaron diluciones seriales hasta 10® y se sembr6 una alicuota de 1 mL en igual
namero de cajas marcadas con la respectiva dilucién. Posteriormente, se vertieron
aproximadamente 15 mL de agar MRS a 45 °C, se mezcl6 adecuadamente con el indculo
y se dejo reposar hasta lograda la gelificacion. Finalmente, las cajas invertidas fueron
colocadas en jarras de anaerobiosis y fueron incubadas a temperatura de 35 °C + 2 °C

durante 48 horas. Pasado este tiempo se realiz6 el conteo de las UFC/g de queso.

3.3.14 Analisis sensorial instrumental

» Analisis de perfil de textura

El andlisis del perfil de textura de los quesos se realiz6 a los dias 0, 7, 14 y 21 de
almacenamiento por medio de un texturometro TA-XT plus (Figura 3-6). Las muestras
fueron dejadas 30 minutos a temperatura ambiente y luego desempacadas. Se emple6
una sonda de 75 mm de didmetro, y los cubos de queso fueron de 1.2 cm de largo x 1.2
cm de ancho x 0.7 cm de altura. Las condiciones para la prueba fueron: distancia de
compresion de 10 mm, velocidad pre-test de 1.0 mm/s, velocidad del test de 2.0 mm/s,

velocidad pos-test de 2.0 mm/s, tiempo de reposo entre ciclos de 5 s y fuerza de disparo
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de 1N. De igual manera que en el numeral 3.3.9, se midieron la dureza (N), elasticidad,

cohesividad y masticabilidad (N) de los quesos (Bourne, 2002).
= Color

Las determinaciones de color de los quesos se realizaron a los dias 0, 7, 14 y 21 de
almacenamiento por medio de un colorimetro ColorQuest XE y utilizando el espacio
CIELab, el iluminante D65 y el observador estandar de 10°. Al igual que en el numeral
3.3.8, se registraron las coordenadas colorimétricas de luminosidad (L*), indice verde-
rojo (-a*, +a*) e indice azul-amarillo (-b*, +b*), segun la metodologia de Saraiva et al.
(2019).

3.4 Diseio experimental y analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 por medio de andlisis de varianza (ANOVA)
bajo un arreglo factorial simple con disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones por tratamiento, y por tanto las respectivas unidades experimentales para
cada objetivo. En cada uno de los ANOVAS realizados se comprob6 el cumplimiento de

los supuestos de normalidad del error experimental y homogeneidad de varianzas.

Se trabajé con un nivel de confianza del 95%, es decir, las medias de los tratamientos se
consideraron estadisticamente diferentes a un valor p<0.05. En los casos en los cuales
se determinaron diferencias estadisticamente significativas, se realizé una comparaciéon
de medias por medio de la prueba de Tukey, con el fin de establecer a cual o cuales de

los tratamientos se debi6 tal diferencia.

Para el analisis de los datos se utilizo el lenguaje de programacion R R version 3.4.3 y el
Software libre RStudio Version 1.1.423.



4. Resultados y discusion

4.1 Extraccion de oligosacaridos de avena

4.1.1 Rendimiento de extraccion

En la tabla 4-1 se presentan los resultados obtenidos del rendimiento de extraccion de

oligosacaridos de avena de cada uno de los métodos evaluados.

El rendimiento de extraccion de oligosacaridos de avena se vio significativamente
afectado por el método utilizado para su obtencién (P<0.05). La extraccion convencional
presentd el menor rendimiento (1.64 + 0.17 %); sin embargo, no presentd diferencias
estadisticamente significativas con los métodos de extraccion asistida por ultrasonido a
20 °C durante 15 y 30 minutos.

El mayor rendimiento de extraccion (4.29 + 0.70 %) se obtuvo mediante extraccion
asistida con ultrasonido a 55°C por 30 minutos. Sin embargo, el rendimiento de
extraccién bajo estas condiciones de operacién no fue significativamente diferente de los
obtenidos con las demas extracciones asistidas con ultrasonido a 55 °C o sin control de

temperatura.

Estos resultados indican que la aplicacién de ultrasonido tuvo un efecto positivo sobre el
rendimiento de extraccion de oligosacaridos de avena cuando la temperatura de
extraccion incremento libremente a partir de los 20 °C y/o se mantuvo constante a 55 °C
+ 2 °C. Lo anterior se atribuye a los efectos mecanicos causados por la cavitacion, que el
ultrasonido genera en el medio de extraccion (C. Chen et al., 2018). El colapso y
explosion de las burbujas de aire generadas durante la cavitacion afectan la integridad de
las paredes celulares de la avena, permitiendo una mayor penetracion del solvente en las
particulas, lo que favorece la transferencia de masa y la extraccion de los oligosacaridos
(Sourki et al., 2016).
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Tabla 4-1: Rendimientos de extraccion de oligosacaridos de avena en funcién del

método de obtencion.

Método de extraccion Rendimiento (%)

Convencional 1.64+0.17 ¢
EAU 15 m - SCT 3.20+0.85 *°
EAU 15m - 20 °C 2.28+0.21
EAU 30m - SCT 3.68+0.46%
EAU 30m - 20 °C 2.81 +0.26 **
EAU 15m - 55 °C 3.87+0.10%
EAU 30m - 55 °C 429+0.70°

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

4.1.2 Contenido de azucares totales de los extractos

El contenido de azlcares totales en los extractos también se vio afectado por el método
de extraccién de oligosacaridos (P<0.05) (Tabla 4-2). La mayor concentracion de
azUcares totales se presentd en el extracto obtenido por el método convencional (80.83 +
8.27%), el cual no fue significativamente diferente (P>0.05) del obtenido por el método de
extraccion asistida por ultrasonido a 55 °C y 30 minutos (70.54 + 5.65%). Este Ultimo a su
vez no presentd diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) con los extractos
obtenidos por los métodos de EAU de 30 minutos sin control de temperatura, y EAU de
15 minutos a 55°C.

Los extractos conseguidos por medio de los métodos de extraccion asistida con
ultrasonido con tiempo de 15 minutos sin control y con control de temperatura a 20 °C, y
el de 30 minutos con control de temperatura a 20 °C presentaron los menores contenidos

de azlcares.
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Tabla 4-2: Contenido de azlcares totales en extractos de oligosacaridos de avena

obtenidos por diferentes métodos de extraccion.

Método_de Azlcares totales (%)  Azucares totales/100 g de
extraccion avena
Convencional 80.83 +£8.27° 1.33+0.25°
EAU 15m -SCT 34.65+2.49° 1.12+0.38°
EAU 15m - 20°C 34.17+3.08 ¢ 0.78+0.02°
EAU 30m - SCT 61.86 + 8.35 " 2.30+0.57°
EAU 30m - 20°C 38.56 +3.70 ¢ 1.09+0.17°
EAU 15m - 55 °C 62.52 + 5.64 ° 2.42 £0.24"
EAU 30m - 55 °C 70.54 + 5.65 * 3.00+0.23°

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

Estas diferencias en la concentracién de azlcares totales del extracto se explican por la
diferencia en las temperaturas alcanzadas. Ahmad et al. (2012) y Zielke et al. (2017)
sefialan que la temperatura de extraccién tiene un efecto significativo sobre el
rendimiento y pureza del extracto. Es por ello que los métodos de extraccién en los
cuales se control6 la temperatura a 20 °C, y/o no se alcanzé la temperatura 6ptima de
extraccion de 55° C sefialada por Temelli (1997), fueron los que presentaron menor

contenido de azUcares totales.

Por otra parte, en la tabla 4-2 también se presenta el correspondiente contenido de
azucares totales en 100 g de avena; esto teniendo en cuenta el rendimiento obtenido en
cada tratamiento. Se observa la existencia de diferencias significativas entre los métodos
de extraccion (P<0.05). Los métodos con aplicacion de ultrasonido a 30 minutos sin
control de temperatura y ultrasonido a 55 °C durante 30 y 15 minutos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellos y fueron significativamente mayores
gue los deméas métodos de extraccion evaluados en su contenido de azUcares totales/

100 g de avena.

Lo anterior, evidencia de nuevo que los métodos de extraccion asistida con ultrasonido
gue mayor rendimiento de extraccion obtuvieron, y cuyos extractos presentaron mayor
contenido de azucares, fueron aquellos en donde la temperatura fue alta. Asimismo, el

método convencional, a pesar de obtener el mayor contenido de azucares totales, al ser
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un tratamiento de baja intensidad obtuvo un bajo rendimiento de extraccion y un bajo

contenido de azUcares totales (g)/100 g de avena.

4.1.3 Contenido de proteina de los extractos

Se cuantifico el contenido de proteina de los extractos obtenidos a partir de los diferentes
métodos de extraccion de oligosacéridos. Como se evidencia en la tabla 4-3, no se
encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los diferentes métodos de
extraccion. A pesar de ello, si se evidencia que el método de extraccién convencional,
gue presentd el mayor contenido de azucares totales, fue el que menor contenido de
proteina tuvo. Asimismo, el método de EAU con tiempo de aplicacion de 30 minutos y

temperatura controlada a 55° C tuvo el mayor contenido de proteina.

Tabla 4-3: Contenido de proteina de extractos de oligosacéaridos de avena obtenidos por

diferentes métodos de extraccion.

Método de extracciéon Contenido de proteina (%)

Convencional 3.78+0.83°

EAU 15m - SCT 3.98+0.92°
EAU 15m - 20 °C 3.26+1.36°

EAU 30m -SCT 451+0.66°%
EAU 30m - 20 °C 4.17+0.38%
EAU 15m - 55 °C 473+1.12°%
EAU 30m - 55 °C 5.65+0.97 °

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

De acuerdo con lo sefialado por Ahmad et al. (2010), dependiendo del método de
extraccion de oligosacaridos de cereales como la avena, algunas impurezas como grasa,
almiddn, pentosanos y proteinas se presentan en mayor o menor cantidad en el extracto.
Al comparar tres métodos de extraccion (acida, alcalina y enzimatica) observaron que la
mayor impureza encontrada fue el contenido de proteina, cuyos valores fueron de 5.65,
5.12 y 4.68%, respectivamente. Estos resultados se encuentran dentro del rango de
contenido de proteina encontrado en los extractos obtenidos en esta investigacion.
Igualmente, Shah et al. (2017) utilizaron el método convencional reportado por Temelli

(1997) y hallaron que a pesar de ser bajo el contenido de proteina (1.99 + 1.23%),
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también fue la mayor impureza presentada en la extraccion. Si se tiene en cuenta que
segun la informacioén nutricional del producto, el contenido de proteina en 100 gramos de
avena es de 11 g, el contenido de proteinas encontrado en el extracto no supera el
0.03% de ese total, es decir, a pesar de que puede ser la mayor impureza en el extracto,

no es significativa.

4.2 Elaboracidén de queso fresco tipo cuajada

Inicialmente, con base en estudios previos de inclusion de oligosacéaridos en queso
crema (Ningtyas et al., 2018), queso Labneh (Aydinol y Ozcan, 2018), y otros productos
lacteos como yogur (Kurtuldu y Ozcan, 2018), se plante6 la adicién de oligosacaridos en
tres concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5% p/v) con respecto al volumen inicial de la leche para
elaborar los quesos frescos. Sin embargo, en la fase preliminar de la investigacion se
prepard un queso fresco tipo panela con inclusién de oligosacaridos al 1%, y se observé
gue no hubo formacién de cuajada. Por el contrario, se presentd separacion de fases
como se observa en la ilustracion 4-1. Este fendbmeno se debe a que existe
incompatibilidad termodinamica entre las proteinas de la leche, especificamente las
caseinas y polisacaridos como los B-glucanos, segun lo sefialan Sharafbafi et al. (2014).
Adicionalmente, en los estudios mencionados se evalué dicha inclusiéon en productos
reducidos en grasa. Por tal motivo, se decidié estandarizar la leche en 2.5% de contenido
graso, y se establecieron tres nuevas concentraciones de adicién de oligosacaridos
(0.25, 0.5y 0.75% p/v).

Teniendo en cuenta lo anterior, se decidié elaborar un queso fresco no prensado, con el
fin de reducir la pérdida de oligosacaridos en el suero. Por ello se escogié un queso tipo
cuajada, que es un producto colombiano caracterizado por ser moldeado y desuerado sin

ningun tipo de prensado, a diferencia de los quesos frescos como el campesino o panela.



48 Evaluacién de la inclusién de oligosacéaridos de avena y Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus como probidtico en quesos frescos

llustracion 4-1: Separacion de fases de leche adicionada con 1% (p/v) de oligosacéridos

de avena.

La adicién de los oligosacaridos de avena en estas concentraciones a la leche reducida
en grasa igualmente afecté la formacion de la cuajada. Visualmente se presentd una
separacion leve de fases con las adiciones al 0.5 y 0.75% (llustracién 4-2). Por otra parte,
el corte de las cuajadas en cuadros de 1x1x1 cm se dificulté en las muestras con adicién
de oligosacaridos, pues eran menos firmes y mas arenosas comparadas con el

tratamiento control sin adicion de oligosacaridos.

llustracion 4-2: Aspecto de la formacion de la cuajada. A) Cuajada sin adicién de
oligosacéaridos de avena. B) Cuajada con adicion de oligosacéaridos de avena al 0.25%.
C) Cuajada con adicion de oligosacaridos de avena al 0.50%. D) Cuajada con adicion de

oligosacaridos de avena al 0.75%.

Este comportamiento tuvo un efecto sobre el rendimiento quesero, como se observa en

la figura 4-1, pues la cuajada control y la cuajada con adicién de oligosacaridos al 0.25%
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presentaron diferencias significativas respecto a las cuajadas adicionadas con
oligosacéridos al 0.5y 0.75%. Las dos primeras presentaron un rendimiento promedio del
26.37 y 27.40% respectivamente; mientras que las Ultimas el rendimiento fue de 23.46 y
22.42%, respectivamente. Por otra parte, cuando el rendimiento se ajust6 por el
contenido de humedad, la cuajada con mayor inclusion de oligosacaridos (0.75%)
presento significativamente menor rendimiento (18.06%) en comparacion con la cuajada

control (20.41%), esto como consecuencia de una menor retencion de humedad.

El rendimiento de todas las cuajadas, tanto control como con oligosacéridos, fue superior
respecto al valor promedio para quesos frescos, que es de 15% segun lo sefialan Arce-
Méndez et al. (2015). Esto se debe principalmente a que como ya se menciono, la
cuajada no se somete al proceso de prensado, por lo cual retiene mayor cantidad de
agua y en consecuencia el rendimiento es mayor. Sin embargo, autores como Hosny et
al. (2016) en su estudio reportan rendimientos queseros entre el 20.8 y 24.7% para

guesos frescos suaves, que tampoco fueron prensados.

Rendimiento Rendimiento ajustado por humedad
a
30 3
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g / a ab ab b
o 20 /
c
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E
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@

5 4 I

O ﬁ T T 1

Control 0.25 0.5 0.75
Concentracién de oligosacaridos de avena (%)

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)
Figura 4-1: Rendimientos de las cuajadas con diferentes niveles de inclusion de

oligosacaridos de avena.

Por otra parte, la adicibn de algunos tipos de fibra como la inulina incrementa el
rendimiento quesero cuando se compara con un queso control (Alnemr et al., 2013). De
igual manera, con la inclusion de otros componentes de la fibora como la goma guar o
pectinas se reportan rendimientos de 17 y 18%; superiores al rendimiento promedio para

este tipo de quesos (Ochoa-Flores et al, 2013). Este incremento se debe
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fundamentalmente a la capacidad que tienen estos componentes de la fibra de formar
geles, que junto con su alta capacidad de retencién de agua, permiten incrementar el
contenido de humedad del queso, y por ende mejorar el rendimiento quesero (Karimi et
al., 2015).

Sin embargo, como se evidencid con la inclusiéon de B-glucanos de avena, la
incompatibilidad de estos con las micelas de caseina hace que se formen dos fases, una
inferior rica en caseinas, y una superior rica en B-glucanos. Esto sucede cuando al
agregar a la leche un biopolimero que no interactia, como en el caso de los 3-glucanos,
se produce la floculacion de las micelas de caseina, y estas como consecuencia de un
gradiente de presién osmoética se atraen las unas a las otras (Corredig et al., 2011). En
consecuencia, tal como se observa en la figura 4-1 los mayores niveles de inclusién de
oligosacéridos pueden implicar una disminucion en el rendimiento quesero, debido a esa

mayor incompatibilidad a mayores concentraciones en la leche.

4.3 Analisis fisicoquimicos

4.3.1 Contenido de humedad

Los contenidos de humedad y de humedad libre de materia grasa (HLMG) de las
cuajadas se presentan en la tabla 4-4. Se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre la cuajada con 0,25% de oligosacaridos y las demas cuajadas. Este
mayor contenido de humedad de la cuajada con 0.25% de B-glucanos concuerda con el

mayor rendimiento quesero.

Las cuajadas presentaron un alto contenido de humedad como consecuencia de la falta
de prensado. En general, el contenido de humedad para quesos frescos oscila entre el
50 y 60% (Ramirez-Lopez et al., 2012). Para el caso de la cuajada, al ser un producto
mas artesanal (a pesar de que existen cuajadas comerciales con registro sanitario), no se
cuenta con informacion amplia sobre valores promedios de su composicion. Por ello, se
determind el contenido de humedad de una cuajada comercial, y como resultado se
obtuvo un valor de 66.88% * 1.55%. Esto permite afirmar que el contenido de humedad

de las cuajadas elaboradas coincide con el de una cuajada comercial.

Con respecto a la HLMG, se observa el mismo comportamiento, ya que la cuajada con

inclusion de oligosacéridos al 0.25% fue la que presentdé un mayor contenido (75.68 *
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0.57%), y se mostrd diferencia estadisticamente significativa en relaciéon con las otras
cuajadas. De acuerdo con los requisitos fisicoquimicos definidos en la NTC 750 para
gueso fresco, todas las cuajadas elaboradas se clasifican como quesos blandos, pues su
HLMG es superior al 68% (ICONTEC, 2009).

Tabla 4-4: Humedad de cuajadas con diferentes niveles de inclusion de oligosacaridos

de avena.

Adicidon oligosacaridos (%) Humedad (%) HLMG (%)

Control (0) 66.69+0.96°% 72.36+1.19°
0.25 69.25+1.26° 75.68+0.57°
0.50 66.11+0.512% 71.67+0.53°
0.75 65.38+0.50% 70.80 +0.32°

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05). HLMG: humedad libre de

materia grasa

De igual manera que sucede con el rendimiento, el contenido de humedad también
puede incrementar con la inclusién de algun tipo de fibra. Ochoa-Flores et al. (2013)
evaluaron el uso de diferentes agentes estabilizantes como carrageninas, goma guar y
pectina en queso panela, y encontraron mayores rendimientos asociados a mayores
contenidos de humedad, cuando la concentracion del compuesto incrementaba, excepto
con la pectina. En este caso se atribuy6 la reduccion de humedad a la incapacidad de
formacion de agregados caseina-pectina al pH normal de la leche. Sin embargo, como
también se evidencia en esta investigacién, las mayores concentraciones de
oligosacaridos no incrementaron el contenido de humedad con respecto de la cuajada
control como consecuencia de la incompatibilidad anteriormente mencionada entre estos
compuestos y las caseinas. No obstante, autores como Volikakis et al. (2004) atribuyen
un incremento en el contenido de humedad de queso en salmuera reducido en grasa con

respecto a uno entero, a la inclusion de hasta 1.4% de 3-glucanos en la leche.

4.3.2 Contenidos de grasa, proteinas y cenizas

Los resultados de los contenidos de grasa, proteinas y cenizas de las cuajadas se

presentan en la tabla 4-5.



52 Evaluacién de la inclusién de oligosacéaridos de avena y Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus como probidtico en quesos frescos

Tabla 4-5: Analisis fisicoquimicos de cuajadas con diferentes niveles de inclusion de

oligosacéridos de avena.

Adicion Grasa en base . )
oligosacaridos (%) seca (%) Proteinas (%) Cenizas (%)
Control (0) 23.54+138% 17.74+1.19°% 2.44 +0.24°
0.25 2756 +3.36% 14.88+0.49° 2.21+0.15%
0.50 22.92+0.72%  14.80+0.55° 2.27 +0.06 2
0.75 22.14+051° 1453+0.28° 2.57 +0.08 2
Cuajada comercial - 16.81 +0.81 1.47 £ 0.07

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa (P<0.05)

Grasa: El contenido de grasa en base humeda de la cuajada control y las cuajadas con
adicion de oligosacéridos de avena al 0.25, 0.5 y 0.75% fue de 7.83, 8.50, 7.77 y 7.67%,
respectivamente. Una vez se realizd la correspondiente determinacion del contenido de
grasa en base seca, se obtuvieron los valores presentados en la tabla 4-5, a partir de los

cuales se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las cuajadas.

Esta diferencia se dio entre el menor contenido de sélidos grasos presentado en la
cuajada con 0.75% de B-glucanos (22.14 + 0.51%), y el mayor contenido de grasa
obtenido en la cuajada con 0.25% de inclusion (27.56 + 3.36%), es decir, la de menor
contenido de B-glucanos. Esta dltima cuajada también obtuvo el mayor rendimiento
guesero, lo cual es coherente si se tiene en cuenta que a mayor recuperacion de grasay
otros componentes de la leche, y por tanto menores pérdidas de los mismos en el suero,
la eficiencia en el proceso de elaboracion del queso en términos de rendimiento quesero
se incrementa (Fox et al., 2017). En este sentido, el contenido de materia grasa de la
cuajada con mayor nivel de inclusiébn de oligosacaridos de avena se vio afectado
posiblemente por la inestabilidad de la matriz generada con su incorporacion a esta

concentracion.

La cuajada control y las cuajadas con inclusion de oligosacaridos al 0.5y 0.75%, al tener
<25% de materia grasa en extracto seco segun los requisitos fisicoquimicos establecidos
en la NTC 750 (ICONTEC, 2009), se clasifican como quesos semidescremados; mientras

la cuajada con 0.25% de inclusion se clasifica como un queso semigraso.
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Proteinas: El contenido de proteinas presento diferencias significativas entre la cuajada
control y las tres cuajadas con adicion de oligosacaridos de avena (Tabla 4-5). La
cuajada control obtuvo el mayor contenido de proteina con 17.74 £ 1.19%, similar al
determinado en la cuajada comercial analizada (16.81 + 0.81%). Se observé entonces
gue en las cuajadas con adicion de oligosacéaridos hubo reduccion del contenido de
proteina posiblemente como consecuencia de la floculacion de las caseinas, y del efecto
gue esto tiene sobre la formacion de la cuajada (Corredig et al., 2011). Al igual que
sucede con la grasa, cuando se presentan pérdidas de proteina en el suero durante la
elaboracion de quesos, se produce una reduccién del rendimiento quesero (Tudorica et
al., 2004). En general, el contenido de proteina de las cuajadas estuvo por debajo del 17
- 21% reportado para quesos frescos por Ramirez-Lopez y Vélez-Ruiz (2012) a

excepciéon del queso control.

Cenizas: Para el contenido de cenizas no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre las cuajadas, es decir, la adicibn de oligosacéaridos de avena en
distintas concentraciones no tuvo un efecto sobre el contenido de minerales (Tabla 4-5).
Sin embargo, en todas las cuajadas el contenido de cenizas fue superior al encontrado

en la cuajada comercial analizada, cuyo valor fue de 1.47 + 0.07%.

4.3.3 pH

El valor de pH de la cuajada control fue significativamente mayor al pH registrado para

las cuajadas con adicién de los oligosacaridos de avena (Figura 4-2).
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Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)
Figura 4-2: pH de cuajadas con diferentes niveles de inclusion de oligosacéaridos de

avena.
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Los valores de pH oscilaron entre 6.83 para la cuajada control y 6.78 para la cuajada con
mayor concentracion de [B-glucanos (0.75%), los cuales son considerados como
normales para quesos frescos. La cuajada comercial a la cual se le realizaron analisis
registré un valor promedio de pH de 6.72 + 0.06. Estos valores de pH pueden representar
una ventaja para la viabilidad de cultivos probioticos segun lo sefialan Escobar et al.
(2012).

4.3.4 Acidez titulable

En la tabla 4-6 se presentan los resultados de la acidez titulable para las cuatro cuajadas.
Se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre la cuajada control y las
cuajadas con adicion de oligosacéridos. La cuajada control fue la que presentd un
porcentaje de acidez titulable mayor (0.14 + 0.01%).

Tabla 4-6: Acidez de cuajadas con diferentes niveles de inclusién de oligosacaridos de

avena.
Adicion de oligosacéridos Acidez (%
(%) acido lactico)
Control 0.14 £0.01°
0.25% 0.11+0.01°
0.50% 0.11+0.01°
0.75% 0.12+0.01°
Cuajada comercial 0.18 £0.03

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05)

La acidez de la leche y derivados puede medirse de dos maneras, la primera por la
determinacion del pH, y la segunda por la medicion de la acidez titulable. Sin embargo,
existe una diferencia fundamental entre ambas, pues el pH mide la concentracién de
iones hidrégeno (H") disociados en la solucion, mientras que la acidez titulable mide la
concentracion total de iones hidrégeno, es decir, tanto disociados como no disociados
(Caprita et al., 2014). Se observa que la cuajada control, cuyo contenido de acidez es el
mas alto, es a su vez la que presentd un valor de pH més alto con respecto a las otras
cuajadas; es decir, los valores de acidez titulable y pH no estan estrictamente asociados.

En este sentido, la acidez titulable puede no ser la medida més exacta de la cantidad de
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acido lactico presente en leche o quesos, pues otros acidos formados a partir de
carbohidratos o del metabolismo de proteinas pueden contribuir a dicha acidez (Fox et
al., 2017). La acidez de todas las cuajadas fue menor en comparacién con la acidez
registrada por la cuajada comercial analizada (0.18 + 0.03%), y lo reportado por Guzman
et al. (2015) para quesos frescos (0.20%).

4.4 Analisis de perfil de textura

Los resultados del analisis de perfil de textura en términos de dureza, elasticidad,

cohesividad y masticabilidad de las cuajadas se encuentran consignados en la tabla 4-7.

Tabla 4-7: Propiedades texturales de cuajadas con diferentes niveles de inclusién de

oligosacaridos de avena.

Adicion de Masticabilidad
oligosacéaridos (%) Dureza (N) Elasticidad Cohesividad )
Control 15.48+3.24% 0.86+0.20% 0.35+0.10% 450+148°
0.25% 10.53+2.97* 0.78+0.11* 0.28+0.04° 240+1.16 %
0.50% 11.62+1.81* 0.92+0.03% 0.32+0.032 3.45+0.83%
0.75% 7.43+2.15° 0.68+0.05% 0.29 +£0.004 ? 1.48+0.47°
Cuajada comercial 13.80 + 2.58 0.93+£0.01 0.32£0.02 415+ 0.67

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa (P<0.05)

A continuacién, se discuten los resultados de cada uno de los parametros texturales de la

cuajada control y las cuajadas con inclusion de oligosacéaridos de avena.

" Dureza: De acuerdo con el andlisis de varianza y la comparacién de medias, se
evidencian diferencias significativas entre las cuajadas para el pardmetro textural de
dureza. Esa diferencia se dio entre la cuajada control (15.48 £ 3.2 N) y la cuajada con
mayor inclusiébn de oligosacaridos de avena (7.43 + 2.15 N). La adicion de los
oligosacaridos genera cuajadas mas blandas, debido a su incompatibilidad
termodinamica con las caseinas, impidiendo la adecuada formacion de un gel
tridimensional que le dé estructura a las cuajadas. La cuajada comercial analizada

present6 un valor promedio de dureza de 13.80 + 2.58 N, similar al de la cuajada control.
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. Elasticidad: Para este pardametro textural no se presentaron diferencias
significativas entre cuajadas, y tampoco se observé una tendencia de los resultados. De
acuerdo con Baghdadi et al. (2018) la elasticidad se encuentra relacionada con el
contenido de grasa en los quesos. Aquellos con una reduccion del contenido de sélidos
grasos tienden a ser més elasticos. Otros autores como Aydinol y Ozcan (2018), quienes
evaluaron la inclusiéon de B-glucanos en queso Labneh; y Castro (2014) quien determind
el efecto de la adicion de dextrano en un queso semigraso, también reportan una
reduccion de la elasticidad cuando el contenido de grasa fue menor. Esto podria deberse
a una menor cantidad de glébulos de grasa dispersos en la matriz de proteinas del queso
(Mayta-Hancco et al., 2019). Por otra parte, la elasticidad de la cuajada comercial
analizada fue similar a la de las cuajadas evaluadas, con un valor promedio de 0.93 +
0.01.

" Cohesividad: Respecto a este pardmetro, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las cuajadas. Benjamin et al., (2018) no encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los polisacaridos adicionados a un queso
fresco semiduro (carrageninas, alginato de sodio y goma garrofin), aunque si sefalaron
una tendencia de incremento en la cohesividad cuando la humedad del queso era menor
con respecto al control; sin embargo, estos polisacaridos si presentaron una interaccion
con la red de proteinas del queso. Esto difiere de lo reportado por Tunick y Hekken
(2009) para los quesos frescos que registraron valores de cohesividad similares a los de
las cuajadas (0.25-0.30), y cuya relacion con la HLMG es directamente proporcional, es
decir, si la humedad era mayor, la cohesividad también. En el caso de la cuajada
comercial analizada se obtuvo un valor promedio de cohesividad de 0.32 + 0.02,

similares a las obtenidas por las cuajadas evaluadas.

" Masticabilidad: Para este parametro si hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las cuajadas. Esta diferencia se dio entre la cuajada control (4.50 +
1.48 N) y la cuajada con inclusién de 0.75% de oligosacaridos de avena (1.48 + 0.47 N).
La masticabilidad segin Bourne (2002) esta relacionada con el esfuerzo requerido para
romper los enlaces internos del alimento, y por lo tanto se entiende como la fuerza
necesaria para reducir apropiadamente el alimento con el fin de ser ingerido; es decir, se
requiere una mayor fuerza para la masticacion de la cuajada control con respecto a la

cuajada con la mas alta inclusion de B-glucanos. Este parametro es el producto de la
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dureza, cohesividad y elasticidad (de Moraes et al., 2018); por lo tanto al encontrarse
diferencias entre la dureza de estas dos mismas cuajadas, la masticabilidad también se
vio afectada. Igualmente, a medida que la cohesividad se vea afectada por el contenido
de humedad, y la elasticidad por el contenido de grasa en la cuajada, la masticabilidad
también sufrira cambios. La cuajada comercial analizada tuvo un valor de masticabilidad

de 4.15 + 0.67 N, es decir, similar al de la cuajada control.

4.5 Color

Los resultados de las coordenadas de color L*, a* y b* de las cuajadas se encuentran
consignados en la tabla 4-8.

Tabla 4-8: Coordenadas de color L*, a* y b* de las cuajadas con diferentes niveles de

inclusion de oligosacéridos de avena.

oIigoAsdall(c:léor?dgi (%) L* ar b
Control 89.97+0.88 ¢ 0.27+0.21% 1544+1.32°
0.25% 89.03+2.03%® -0.001+0.23% 13.69+0.99°%
0.50% 87.94+1.12% -0.29+0.81% 13.17+2.34%
0.75% 85.77+0.70 ° 0.09+0.33% 15.38+0.96°

Cuajada comercial 89.89+0.11 1.03 £ 0.06 14.76 £ 0.09

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa (P<0.05)

. Coordenada L*: Segun los resultados obtenidos del ANOVA para la variable de
luminosidad, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la cuajada
control (89.97 + 0.88) y la cuajada con inclusion de 0.75% de oligosacéaridos de avena
(85.77 £ 0.70). En general, pese a que no existieron diferencias entre las demas
cuajadas, se percibié una tendencia de reduccion en el valor de esta coordenada a
medida que incrementd la concentraciéon del extracto de B-glucanos en las cuajadas.
Asimismo, el valor promedio de luminosidad de la cuajada comercial analizada (89.89 +
0.11) fue similar a los registrados para todas las cuajadas.

De acuerdo con Juan et al. (2013), la luminosidad de quesos frescos puede verse
modificada por el contenido de sélidos grasos, pues en quesos reducidos en grasa se

evidencié menor luminosidad en comparacion con quesos enteros, ya que los glébulos
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de grasa son parcialmente responsables de la reflexiéon de los rayos de luz dispersos en
la leche (Piazzon-Gomes et al., 2010). Esto coincide con obtenido en la cuajada de
0.75% de inclusion, que también present6 el menor contenido de grasa. Adicionalmente,
atribuyen estos resultados a la inclusion de inulina, que puede contribuir a la dispersion
de la luz, y por ende a la opacidad de los quesos. En este sentido, la adicion de otros

oligosacaridos como B-glucanos de avena podria tener el mismo efecto.

. Coordenada a*: Para la coordenada de indice verde-rojo (-a*, +a*) no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las cuajadas, y sus valores
fueron marcadamente inferiores al valor promedio registrado por la cuajada comercial
analizada para esta coordenada de color, que fue de 1.03 + 0.06.

Tampoco se observé una tendencia con la inclusion de los oligosacaridos de avena pese
a que todas estuvieron cerca al valor neutro. Aydinol et al. (2018) por su parte
encontraron tendencias hacia valores negativos del pardmetro a*, cuando incluyeron B-

glucanos en la formulacién de queso Labneh.

" Coordenada b*: Respecto al indice azul-amarillo (-b*, +b*) tampoco se
encontraron diferencias significativas entre las cuajadas evaluadas. Ademas, los valores
registrados para esta coordenada de color fueron cercanos al valor promedio presentado
por la cuajada comercial analizada, que fue de 14.76 £+ 0.09. Por consiguiente, todas las
cuajadas tuvieron tendencia al amarillo, como era de esperarse. Los colores entre el
rango de amarillo-rojo son responsabilidad de la presencia de carotenoides en la leche,
gue a su vez dependen de la composicién de la dieta de las vacas, ya que estas no son
capaces de sintetizarlos, pero si de transferirlos a la leche (Fox et al., 2017). Con
respecto a los B-glucanos, Aydinol et al., (2018) si encontraron mayores valores para
esta coordenada cuando estos fueron adicionados a queso Labneh, pues el extracto de

oligosacaridos de avena es de color amarillo.

4.6 Concentracion de oligosacaridos en la cuajada

Con el fin de determinar la cantidad de oligosacaridos de avena retenidos en términos de
mg/g de cuajada, y el correspondiente porcentaje de retencion con respecto a la cantidad
adicionada en cada formulacién, se empleé el método espectrofotométrico de turbidez
descrito en el numeral 3.3.7. A continuacion, en la tabla 4-9 se presentan estos

resultados.
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Tabla 4-9: Concentracion y retencion de oligosacéaridos en quesos frescos tipos tipo
cuajada con diferentes niveles de inclusion de oligosacéaridos de avena.

Adicion de Concentracion de Retencidn de oligosacaridos
. .y oligosacaridos (mg/g de (%)
oligosacaridos (%) .
cuajada)
0.25% 4.99+0.56° 56.56 + 8.83
0.50% 7.84+0.69° 37.89+4.26°
0.75% 11.46+1.19° 35.39+4.44°

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa (P<0.05)

Para la concentracion final de oligosacaridos en términos de mg de oligosacéaridos de
avena/g de cuajada se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tres niveles de inclusion (0.25, 0.50 y 0.75%). Asimismo, como era de esperarse esta
concentracion final fue proporcional con respecto al porcentaje de inclusion inicial; es
decir, a medida que este incrementd, la cantidad de mg de oligosacaridos/g de cuajada
fue mayor también. Por el contrario, la retencién de oligosacéaridos en las cuajadas
disminuyé a medida de que el contenido de inclusién inicial fue mayor. Para esta variable
también se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las cuajadas,
siendo la cuajada con 0.25% de inclusién la diferente con respecto a las otras dos, y la

gue mayor retencion de oligosacaridos tuvo con 56.56 + 8.83%.

Estos resultados son congruentes con lo encontrado en los andlisis fisicoquimicos y de
textura de las cuajadas, en los cuales se encontré que a mayores concentraciones de 3-
glucanos en un queso fresco como la cuajada, se presenta una mayor inestabilidad en la
matriz, y en consecuencia no hay una adecuada coagulacion. Esto a su vez implica la
formacion de dos fases, una de las cuales es rica en oligosacaridos, y la otra en caseinas
como lo reportan Ye (2008), Corredig et al. (2011) y Sharafbafi et al. (2014). Finalmente,
las caseinas al ser las proteinas implicadas en la coagulacion quedan en el queso, y los
oligosacéridos se pierden en gran proporcion en el suero. Por eso, a pesar de que la
concentracion final de oligosacéridos por gramo de cuajada fue mayor con el contenido

de inclusiéon mas alto (0.75%), menor fue la retencion de estos dentro de la matriz.
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4.7 Analisis de estabilidad en almacenamiento de queso
panela

Los analisis de estabilidad en almacenamiento se realizaron sobre quesos panelas con el
probidtico Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, que contenian 0 y 0.25% de
oligosacéaridos de avena. Se escogidé esta concentracion ya que fue la que presenté
mejores resultados en el queso tipo cuajada. Se determinaron el pH, la viabilidad del
probidtico, el analisis de perfil de textura, el color instrumental, los analisis
microbioldgicos (coliformes totales, fecales, mohos y levaduras) a los dias 1, 7, 14 y 21
de almacenamiento.

4.7.1 pH

La figura 4-3 contiene los resultados de la determinacién de pH para cada dia de
medicién durante el almacenamiento de los quesos elaborados. Se observa que hubo
diferencias significativas entre quesos (control + probiético y con 0.25% de oligosacaridos
de avena + probiético) para cada dia de analisis, asi como diferencias estadisticamente

significativas entre los cuatro dias de medicion en el almacenamiento para cada queso.

Se evidencia también que el pH de ambos quesos descendié constantemente durante el
almacenamiento en refrigeracion. Para el caso del queso control con probiético se
registré un pH promedio de 6.57 al dia 1, menor al registrado por el queso de 0.25% de
oligosacaridos + probiético (6.75). Asimismo, se observa que este Gltimo mantuvo su pH
hasta el dia 14 por encima de 6.0, contrario al obtenido por el queso control; sin
embargo, ambos quesos al final del almacenamiento registraron valores promedio de pH

menores a 6.0.
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Dia 1l Dia7 Dia 14 Dia 21

Dias de almacenamiento
H Control M 0.25% Oligoscéridos + Probidtico

Letras mayusculas (A, B) diferente indican diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre quesos.

Letra minascula (a, b, ¢, d) diferente indica diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) durante el almacenamiento.

Figura 4-3: pH durante el almacenamiento de queso panela con probiético y queso

panela con oligosacaridos de avena (0.25%) y probiético.

Este descenso marcado de pH puede estar relacionado con la presencia del cultivo
probidtico, que al ser una bacteria acidolactica promueve la acelerada acidificacién del
gueso fresco, tal como indican Guerra-Martinez et al. (2012), quienes reportan un
descenso de pH de 6.40 a 5.90 en 15 dias en queso panela adicionado con un cultivo
iniciador. Arteaga-Marquez et al. (2016) también reportaron menores valores de pH en
gueso costefio (queso fresco colombiano) con adicién de cultivos probidticos respecto a
uno sin probiéticos, como consecuencia de la produccion de acido lactico a partir de la

lactosa.

4.7.2 Viabilidad del probiético

En la figura 4-4 se presentan los resultados de viabilidad de Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus durante los dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento de los quesos en
refrigeracion a 4 °C. Se observa que el queso control y el queso con 0.25% de inclusion
de oligosacaridos de avena presentaron diferencias estadisticamente significativas para
la viabilidad del probiético al dia 1 de almacenamiento, ya que la concentracién de Log

UFC/g fue menor en el queso con adicion de oligosacéridos, por lo cual no se hizo
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necesaria su comparacion durante el resto del almacenamiento. Por el contrario, pese a
gue hubo una ligera disminucion en el recuento durante el almacenamiento, ninguno de
los quesos presentd diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad del
probidtico entre las cuatro mediciones realizadas en el tiempo, es decir, se mantuvo

viable hasta el dia 21 de almacenamiento.

8
7.5 a a
> 7 -
O
L
D 6.5 -
S
- 6
5.5 -
5 -
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Dias de almacenamiento
H Control M 0.25% Oligoscaridos + Probidtico

Letras mayulsculas (A, B) diferente indican diferencia estadisticamente significativa

(P<0.05) entre quesos.
Letra minascula (a, b, ¢, d) diferente indica diferencia estadisticamente significativa

(P<0.05) durante el almacenamiento.
Figura 4-4: Viabilidad del probiodtico Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (Log UFC/q)
durante su almacenamiento adicionado en quesos panelas con 0 y 0.25% de inclusién de

oligosacaridos de avena.

La menor concentracién inicial del probidtico en el queso con inclusién de B-glucanos de
avena puede deberse a una menor estabilidad de esta matriz con respecto al queso
control, que implica una mayor pérdida en el suero, pues el probiético fue adicionado
antes de la coagulacion de la cuajada. Sin embargo, en ambos quesos se logré alcanzar
y mantener una concentracion entre 10°y 10® UFC/g, ideal para lograr los beneficios que
tienen los microorganismos probidticos sobre la salud humana (Vinicius et al., 2018),
(Kerry et al., 2018).
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4.7.3 Analisis microbioldgicos

Los resultados de los analisis microbioldgicos realizados al queso control y al queso con
probidtico y adicion de oligosacéridos de avena al 0.25% para coliformes totales,
coliformes fecales, y mohos y levaduras se encontraron por debajo de los requisitos
establecidos en la Norma Técnica Colombiana 750 para queso fresco (ICONTEC, 2009)
y la Resolucion 1804 del Ministerio de Salud (1989). Esto confirma en primera medida las
buenas practicas de manufactura que se tuvieron durante la elaboracién de los quesos, y
en segunda, que este tipo de quesos en términos microbiolégicos puede tener una vida
util de por lo menos 21 dias (Tabla 4-12).

Tabla 4-10: Analisis microbioldgicos durante el almacenamiento de queso panela con

probidtico y queso panela con oligosacaridos de avena (0.25%) y probiético.

Queso Dias de Coliformes Coliformes Mohosy
almacenamiento totales fecales levaduras
1 <100 <3 <10
7 <100 <3 <10
Control
14 <100 <3 <100
21 <100 <3 <100
1 <100 <3 <10
0.25% oligosacéridos + 7 <100 <3 <10
prOblOUCO 14 <100 <3 <100
21 <100 <3 <100
Valor maximo permitido - 1000-5000 0 100-500

Resultados similares reportan Alvarez Avendafio et al. (2009), que para queso
campesino (queso colombiano homélogo al queso panela) observaron incrementos en el
recuento de mohos y levaduras a partir de la sexta semana, es decir, bajo condiciones de
refrigeracion a 4 °C ese es el tiempo de vida util, mientras que a una temperatura de
almacenamiento de 10 °C los parametros microbiol6gicos permitieron establecer una vida

util de solo 4 semanas.
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4.7.4 Analisis de perfil de textura

Los resultados del andlisis de perfil de textura para los parametros de dureza, elasticidad,
cohesividad y masticabilidad de los quesos frescos tipo panela con probiético y adicion
de oligosacéridos de avena al 0.25% + probiético durante el almacenamiento a 4 °C se

encuentran consignados en la tabla 4-13.

Para el caso de dureza hubo diferencias estadisticamente significativas entre los quesos
durante todo el almacenamiento, pues el queso con oligosacaridos de avena fue menos
duro con respecto al control, similar al comportamiento en las cuajadas. Asimismo, en
ambos quesos se observaron diferencias significativas entre el valor de dureza al dia 1
con respecto al resto de dias de almacenamiento como consecuencia de la pérdida de
humedad. A partir del dia 7, el valor de dureza no mostré6 cambios significativos. Autores
como Tunick y Hekken (2009) reportaron una relacion inversamente proporcional entre el
contenido de humedad de quesos frescos y la dureza de los mismos. Guerra-Martinez et
al. (2012) ademéas de reportar esta misma relacién, tampoco encontraron cambios

significativos en la dureza de queso panela a partir de la segunda semana.



oligosacéridos de avena (0.25%) y probiético.

Tabla 4-11: Andlisis de perfil de textura durante el almacenamiento de queso

panela con probidtico y queso panela con

Parametro Queso Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Control 33.41+1.20"® 70.48+4.37"® 94.76 + 2.60 *° 73.54 + 2,23 A%
Dureza (N)
025% + Prob. 21.48 +2.305% 5501 +2.44°° 47.33+1.87 8% 51.40 + 3.57 ©P
Control 3.29+0.04 %@ 2.81+0.13 7% 1.40+0.18*¢ 1.77 £ 0.30 AP
Elasticidad
025% + Prob. 3.32+0.06 @ 3.39+0.06 %2 2.67 +£0.26 52 3.40 £ 0.04 B2
Control 0.81 + 0.09 @ 0.80 + 0.02 "@ 0.81+0.017@ 0.83+0.01™
Cohesividad
025% + Prob. 0.60 + 0.01 B2 0.55 + 0.04 B2 0.64 + 0.08 B2 0.64 + 0.05 B2
Masticabilidad Control 88.85+852"% 158.38+14.19"% 107.30+11.51"% 107.55+15.73"¢
(N) 025% + Prob. 43.07+522% 10432+135°%  79.78+7.38°® 11178+ 10.16°"

Letras mayusculas (A, B) diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre quesos.

Letras mindsculas (a, b,
almacenamiento.

c) diferentes

indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre dias

de
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Respecto a la elasticidad no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
dos quesos al dia 1. Por el contrario, si las hubo a partir del dia 7, cuando la elasticidad
del queso control comenzé a disminuir a través del tiempo de almacenamiento, cosa que
no sucedid con el queso con contenido de oligosacaridos. Por su parte, la cohesividad de
cada queso no se vio afectada por el almacenamiento de los mismos; sin embargo, entre
guesos si fue estadisticamente significativa durante todo el tiempo de almacenamiento.
En cambio, Guerra-Martinez et al. (2012) si evidenciaron cambios significativos en la
cohesividad de queso panela durante el almacenamiento asociados, segun sefialan, a

cambios en el pH.

Por ultimo, la masticabilidad al estar relacionada con los otros tres parametros del perfil
de textura también presentd diferencias estadisticamente significativas entre los dos
guesos durante el almacenamiento. Para el queso control no se evidencié diferencia
entre las cuatro mediciones realizadas en el tiempo, mientras en el queso con
oligosacéridos si. Estos valores de masticabilidad son similares a los encontrados por
Volikakis et al. (2004) para quesos en salmuera, bajos en grasa y con contenidos de

humedad similares a los quesos panela evaluados en la presente investigacion.

4.7.5 Color

Los valores promedio para las coordenadas de color de los quesos frescos tipo panela
con probidtico con y sin adicion de oligosacéridos de avena, se presentan en la tabla 4-
14. Estadisticamente, en el caso de la luminosidad de cada uno de los quesos no se
observaron diferencias significativas entre las cuatro mediciones durante el
almacenamiento, es decir, al dia 21 ninguno de los quesos habia sufrido cambios en esta
coordenada, como se esperaria debido a la pérdida de suero que van sufriendo en el
almacenamiento, 0 con la presentacion de protedlisis y formacion de compuestos que
opacan el producto (Ramirez-Lopez et al., 2012).

Respecto a la coordenada a*, a pesar de que al dia 1 los quesos no presentaron
diferencias significativas, si lo hicieron a partir del dia 7, momento a partir del cual
también increment6 el valor en ambos quesos. Para la coordenada b*, solo el queso
control mostré diferencia significativa al dia 21 de almacenamiento, mientras el queso
con oligosacaridos no evidencié cambios estadisticamente significativos. Estos cambios
de color, como indican Benedettiet al. (2005), podrian estar atribuidos principalmente a la

oxidacién y actividad lipolitica.
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Tabla 4-12: Coordenadas de color L*, a* y b* durante el almacenamiento de queso
panela con probidtico y queso panela con oligosacéaridos de avena (0.25%) y probidtico.

Parametro  Queso Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Control 87.66+0.87"* 88.61+0.68"% 88.29+0.31"* 88.38+0.92"
L* 025%  87.96+0.20"* 85.82+1.13°* 86.93+0.57°* 86.90 + 1.09 "
+Prob.
Control -0.34+0.09"* 0.16+0.06"° 0.23+0.02"° 0.12+0.06""
a* 025%  -0.62+0.24"* -0.49+0.14%® .0.12+0.04%° -0.23+0.06°°
+Prob.

Control 13.97+0.397% 13.36+0.68"% 14.30+0.05"* 17.00+0.71"°

b* 025% 12.21+0.42°% 12.13+1.38"% 13.33+0.95"® 13.31+1.22°52
+Prob.

Letras mayusculas (A, B) diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre quesos.

Letras minudsculas (a, b) diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre dias de almacenamiento.

4.7.6 Pérdida de peso

Los resultados para la pérdida de peso durante el almacenamiento de los quesos
panelas se encuentran resumidos en la tabla 4-15. Se evidencian diferencias
estadisticamente significativas entre el queso control con el cultivo probiético y el queso
con 0.25% de oligosacaridos y probidtico para cada dia de medicion durante el
almacenamiento. Asimismo, se observan diferencias significativas entre las cuatro

mediciones a través del tiempo, para cada uno de los quesos.

Tabla 4-13: Pérdida de peso (%) durante el almacenamiento de queso panela con

probidtico y queso panela con oligosacaridos de avena (0.25%) y probidtico.

Queso Dial Dia 7 Dia 14 Dia 21
Control 598+0.51%% 11.66+0.28"° 1553+0.32*° 17.81+0.417¢
0.25% 8.31+0.66% 16.80+0.20% 20.17+0.12% 23.69 +0.39 B¢
oligosacéridos +

probidtico

Letras mayusculas (A, B) diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre quesos.
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Letras minusculas (a, b) diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre dias de almacenamiento.

Se evidencia también que la pérdida de peso en cada uno de los quesos incrementé a
medida que el tiempo de almacenamiento fue transcurriendo. Esta pérdida fue
significativamente mayor para el queso con probidtico y adicién de oligosacéridos, pues
al dia 21 se registr6 un promedio de 23.69% de peso perdido, en comparacién con el
17.81% registrado por el queso control en este mismo punto del almacenamiento.

Estos valores de pérdida de peso al dia 21 son similares a los reportados por Cerqueira
et al. (2010) para quesos con recubrimiento comestible a base de galactomananos
(19.6%), comparados con quesos sin dicho recubrimiento (23.4%). Estas pérdidas de
peso estan relacionadas principalmente con la sinéresis que se da en este tipo de
alimentos a través del tiempo, y la consecuente pérdida de suero. Ochoa-Flores et al.
(2013) encontraron una mayor sinéresis en queso panela pasados 15 dias cuando la
concentracion de agentes estabilizantes como carragenina y goma guar incrementaban.
De acuerdo con lo obtenido en esta investigacion, la adicion de B-glucano de avena
tampoco tuvo un efecto positivo sobre la sinéresis del queso panela, posiblemente
atribuido a la incapacidad de interactuar con la red de proteinas, y por ende retener mas

agua dentro de la matriz.



5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La aplicacién de ultrasonido a 55 °C o sin control de temperatura tuvo un efecto
positivo sobre el rendimiento de extraccion de oligosacaridos de avena, en
comparacion con el método convencional. Este efecto se explica por el fenémeno de
cavitacion inducido por el ultrasonido, que libera energia producto de la explosion de
pequefias burbujas, lo cual se ve reflejado en una mayor transferencia de masa y
liberacion de oligosacaridos. Por el contrario, el extracto obtenido por el método
convencional fue el que presentd el mayor porcentaje de azlcares totales, es decir
gue presentdé menos impurezas, ya que durante la aplicacion de ultrasonido se puede
extraer compuestos de otra naturaleza (proteinas, almidones, etc). Sin embargo, en
términos de contenido de azlcares/100 g de avena, los métodos con aplicacion de
ultrasonido a 55 °C fueron superiores al convencional, debido a que el rendimiento de
extraccion fue mayor.

La inclusion de B-glucanos de avena evidencié un efecto positivo en el rendimiento
guesero asociado a un incremento en el contenido de humedad, cuando la
concentracion fue de 0.25%. Sin embargo, la adicién de estos oligosacaridos al 0.50
y 0.75% evidencio la incompatibilidad termodinamica que tienen estos compuestos
con las caseinas de la leche, ya que hubo separacion de fases y una mayor dificultad
de formacién de la cuajada a medida que la concentracion fue mayor. Esto conllevo a
una menor retencion de estos en la cuajada, en comparacion con la concentracion de
0.25% como consecuencia de dicha inestabilidad, y a una menor dureza y
masticabilidad de las cuajadas frente a la cuajada control.

La estabilidad de los quesos panela con adicidon de oligosacéaridos al 0 y 0.25% e
inclusion del probidtico Lactobacillus casei subsp. rhamnosus no difirid, pues se
garantizé por al menos 21 dias bajo refrigeracién a 4 °C y empacados al vacio, lo

cual evidencia a su vez las buenas practicas de manufactura con que fueron
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elaborados. Igualmente, la viabilidad del probiético Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus se mantuvo durante los 21 dias del almacenamiento por encima de la
concentracion minima recomendada para probiéticos en ambos quesos, lo que hace
al queso tipo panela un buen vehiculo para el suministro de estos microorganismos

benéficos.

5.2 Recomendaciones

® Realizar un andlisis sensorial de cuajada y queso panela con inclusién de
oligosacéaridos de avena por medio de una prueba de consumidores, ademas de un
panel entrenado, con el fin de determinar las caracteristicas de estos y compararlas

con los respectivos controles.

®  Comparar los resultados de textura y color instrumental con resultados de analisis
sensorial con el fin de establecer si los resultados en esta investigacion son
percibidos por los sentidos de los consumidores y de los panelistas entrenados.

®  Evaluar la inclusién de los oligosacéaridos de avena en otro tipo de matrices lacteas,
incluso en otro tipo de quesos, donde se dé mas facil su incorporacién, pues existen
estudios exitosos en queso crema.

®  Evaluar la adicién de los oligosacaridos de avena en otro punto de la elaboracion de

los quesos, con el fin de disminuir su pérdida durante el desuerado.
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