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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo general de este proyecto fue incrementar la calidad organoléptica y especificidad de los
quesos producidos por los pequefios productores de la IV Regién mediante el empleo de fermentos
lacticos locales que puedan reincorporarse a Ja leche pasteurizada. Dichos fermentos deberdn
conferir a los quesos cualidades organolépticas deseables y cumplir con los requisitos sanitarios.

El presente proyecto implicé la realizacién de 3 fases. La primera fue obtener y seleccionar cepas
lacticas de leche y queso de cabra que tuviesen propiedades tecnolégicas especificas,
posteriormente  se elaboré quesos en base a fermentos seleccionados y determinar la mejor
combinacién de cepas segln las propiedades descritas y los andlisis organolépticos a los que
fueron sometidos los quesos elaborados. Ademas, se efectuaron capacitaciones en Buenas Practicas
Agricolas (BPA) ¢ higiene de alimentos.

A partir de muestras obtenidas de diferentes etapas de la elaboracion de queso de cabra artesanal se
aisld, en medios de cultivos especificos, bacterias acido lacticas que luego fueron identificadas
fenotipicamente. De las mismas, se seleccionaron cepas con propiedades tecnclogicas en base a la
capacidad de producir diacetilo; exopolisacdridos, actividad lipolitica y acidificante. El perfil
general de la evolucion de la flora lactica durante el proceso de fabricacion del queso se realizd
mediante PCR y Geles de Electroforesis en Gradiente de Temperatura (TTGE). EI DNA bacteriano
de dichas muestras se extrajo usando un bead-beater (Biospec) vy luego se amplifico con partidores
universales o especificos (uno de ellos con un clamp GC) que amplifican la region entre V2 y V3
del rDNA 168 de eubacterias.

Los resultados obtenidos pueden resumirse en dos areas:

A nivel de productores. Se realizo capacitaciones en Buenas Pricticas Agricolas y de Manufactura,
enfocadas especificamente a temas de higiene y peligros biolégicos en alimentos, a 18 productores
participantes del estudio y otros 8 productores artesanales de la region. Luego se disefid y aplicé
una encuesta de cumplimiento de buenas practicas, actividad no contemplada en el proyecto
original, la cual permitié definir los temas prioritarios para la realizacion del segundo curso de
capacitacion.

A nivel de laboratorio. Las actividades estuvieron enfocadas a aislar y caracterizar las propiedades
tecnoldgicas de las bacterias lacticas provenientes de muestras de quesos de cabra artesanal, Se
aisld 507 cepas de bacterias lacticas, de las cuales 129 presentan actividad lipolitica, 247 son
productoras de diacetilo y 101 de exopolisacdridos. Ademas se evalud actividad acidificante y
antagdnica frente a 3 patogenos alimentarios. En base a los resultados obtemidos se diseiio,
estandarizd y elabordé 6 mezclas de fermentos lacticos para producir queso de cabra a nivel piloto
en una planta seleccionada. Posteriorinente se determind la inocuidad microbiotogica de los quesos
experimentales y controles al términc del periodo de maduracion de 30 dias. Estos quesos, fueron
luego evaluados por un panel de evaluacidn sensorial para determinar y cuantificar sus cualidades
organolépticas, textura y apariencia. Las cepas de los fermentos correspondientes a los tres quesos
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mejor evaluados (M1, M3 y M35) fueron identificadas fenotipicamente a nivel de especie
bacteriana, se deterrnind su susceptibilidad a los antibidticos y presencia de plasmidios. En base a
estos resultados se dispone de 3 fermentos que pueden ser usados en la elaboracién de que queso
de cabra a partir de leche pasteurizada, cuyo patentamiento esta en tramite.
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TEXTO PRINCIPAL

1. Cumplimiento de los objetivos del proyecto

Objetivo general del proyecto: “Mejorar la calidad organoléptica y la especificidad del queso de
cabra claborado con leche pasteurizada por quescrias de la IV region, mediante la utilizacion de
fermentos lacticos locales previamente caracterizados y seleccionados a partir de quesos
artesanales fabricados con leche cruda”,

Este objetivo se cumplio en un 100%, mediante la obtencion de dos quesos de cabra elaborados
con fermentos lacticos locales. Estos quesos fueron seleccionados a partir de un pancl de
evaluacion sensorial capacitado y resultaron con caracteristicas similares a los quesos artesanales
elaborados a partir de leche cruda (no presentaron diferencias significativas). Estos fermentos se
encuentran en etapa de estudio de factibilidad de patentamiento por parte de ta Universidad de
Chile, para posteriormente acceder a récursos que permitan su patentamiento conjunto con FIA.

Objetivos Especificos

1.1.Aislar, caracterizar y conservar las bacterias lacticas presentes en las diferentes etapas de
elaboracion de queso de cabra artesanal. 100%

En el proyecto original se propuso trabajar con 5 productores, de los cuales se obtendrian 5
muestras de leche, 5 de queso de 15 dias y 5 de quesos de 30 dias de maduracién, con un total
de 45 muestras a analizar. Sin embargo, con ¢l fin de aumentar la biodiversidad de las cepas y
debido al gran interés de los productores por participar, se estimd adecuado aumentar el
nomero de productores participantes a 1§ (permanentes) y 8 (momantdneos), incluyendo
muestras de productores del valle y cordilleranos, con lo que se logrd una mayor
representalividad de la flora lactica de la region. Esto se tradujo en un incremento del numero
total de muestras a 100 (Tabla 1), con un incremento del 220% respecto de la propuesta
original.

Tabla 1. Detalle de muestreo

ITEM N

N° de productores 26
N° total de muestras recibidas: 100
N° total muestras procesadas 100
Leche 29
Queso 15* 30
Queso 30* 33
Suero 8

*Incluye quesos de cordillera (n: 20)
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A la totalidad de las muestras obtenidas (100), se les efectué un control de calidad
microbioldégica mediante la determinacion de la presencia de microorganismos indicadores y
patdgenos seglin lo especificado en el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA).

Luego se procedid al aislamiento y cuantificacién de las bacterias lacticas (Lactobacillus
termoéfilos y mesofilos, Streptococcus spp., Lactococcus, Leuconostoc y Enterococcus spp.), las
que posteriormente fueron identificadas fenotipicamente a través de tincién de Gram,
caracteristicas culturales y pruebas bioguimicas.

1.2.Seleccionar las cepas ldcticas con propiedades tecnoldgicamente relevantes respecto a
actividades acidificante, lipolitica y antibacteriana, y a la produccion de exopolisacarido y
diacetilo. 100%

La totalidad de las cepas lacticas aisladas fueron sometidas a pruebas tecnologicas relevantes a
la produccion de queso. Luego de las pruebas tecnolégicas, se establecié un ranking de las
cepas lacticas segtn las propiedades sefialadas y se seleccionaron 10 cepas. Estas cepas fueron
utilizadas, en diferentes proporciones, para la obtencion de 6 fermentos para la elaboracion de
quesos en la planta piloto seleccionada,

t.3.Elaborar quesos experimentales en una queseria utilizando distintas mezclas de fermentos
kicticos locales seleccionados en base a sus propiedades tecnoldgicas. 100%

Para la primera etapa de elaboracion de los quesos, se utilizod una planta pilotoe que reuniera las
condiciones de higiene y produccién pasteurizada regueridas por el proyecto (planta lechera
“Las Majadas™). En ésta se elaboraron 6 quesos experimentales (con las cepas seleccionadas) y
un control que serviria como pardmetro de comparacion en la etapa de andlisis organoléptico.
Una vez finalizada la produccion, lo quesos fueron sometidos a una etapa de maduracion por
30 dias, para luego ser trasladados al Laboratorio de Microbiologia del INTA y la UTEM para
su analisis microbiolégico y posieriormente el organoléptico

|.4.Seleccionar la mejor mezcla de fermentos mediante evaluacion de la calidad organoléptica de
los productos obtenidos. 100%

Esta etapa se llevd a cabo en el Laboratorio de Anilisis Sensorial del INTA. La evaluacion de
calidad se realizd mediante un pancl de 12 jueces entrenados y los parametros medidos fueron:
apariencia, aroma, sabor y textura. Los resultados de este analisis permitieron seleccionar dos
fermentos que serian utilizados en la etapa posterior.
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1.5.Elaborar quesos a partir de leche pasteurizada utilizando la mezcla de fermentos seleccionada,
en las queserias participantes en el estudio. 100%

Una vez seleccionados los fermentos definitivos, éstos fueron enviados a 4 queserias
seleccionadas para elaborar guesos con leche pasteurizada. Una vez elaborados, los quesos
fueron sometidos a 30 dias de maduracidon, para luego ser trasladados al Laboratorio de
Microbiologia del INTA para realizar anilisis microbiol6gico y, una vez aprobado éste,
organoléptico.

1.6.Capacitar al personal de las queserias en buenas practicas y uso de los fermentos lacticos
locales en |a elaboracion de quesos de cabra artesanales. 100%

Durante el desarrolio del proyecto se efectuaron tres capacitaciones en BPA, higiene y peligros
microbioldgicos, que permitieron que algunos productores mas aventajados pudiesen
implementar medidas de higiene que les permitieran obtener quesos de mayor calidad e
inocuidad. Esta realidad no se cumplié en todos los casos, ya que los productores de menor
tamario no pudieron aplicar los conceptos entregados y en otros casos, como el de los
productores trashumantes, practicamente no existe posibilidad de asegurar la inocuidad. Este
es un aspecto que requiere de especial cuidado y trabajo continuo, ya que el nivel de
capacitacion de estos productores es muy bajo.

1.7.Evaluar comparativamente la produccion de quesos de cabra en base al fermento seleccionado
y un fermento comercial disponible. 100%

En el marco del proyecto se decision que la mejor forma de evaluar la calidad organoléptica de
los quesos era a través de un nuevo panel de evaluacion sensorial, Para esto se utilizo el mismo
sistema descrito en el objetivo 4 y ademas st entregaron muestras de quesos a FIA para que
fueran evaluados por un panel de expertos (voluntarios). Los resultados, que coincidieron en
ambos paneles, permitieron seleccionar un fermento como resultado final del proyecto.

1.8.Gestionar contactos con empresas que posean tecnologia o la intencion de producir en forma
comercial los fermentos desatrollados en el presente proyecto. 100%

En Chile no existen empresas dedicadas a la elaboracion y produccion de fermentos lacticos y
la totalidad de los fermentos utilizados en las queserias del pais son importados
{(principalmente desdc Francia). Por este motivo, la mejor opcidon para la continuidad y
aprovechamicnto de los resultados del estudio, es mediante la inversién en una planta piloto
que permita el desarrollo de los fermentos a escala semi-industrial y su disponibilidad para los
productores. Para esto, la planta debe ubicarse en la [V Region (La Serena u Ovalle), donde se
encuentra [a mayor parte de los productores de queso de cabra del pais.
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2. Aspectos metodologicos

Descripeidn de la metodologia efectivamente utilizada
Las metodologias aplicadas en la ejecucion del presente proyecto correspondieron a las propuestas
en el proyecto original exceptuando algunas modificaciones. Ellas fugron:

2.1. Control de calidad microbiologica de las muestras

En la totalidad de las muestras recolectadas (100) se determind la presencia de microorganistnos
indicadores y patdgenos segiin lo especificado en el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA).
Esto incluyo el recuento de Enterobacterias y de S. aureus, y la deteccion de Salmonella, mediante
medios selectivos, diferenciales. La confirmacion se realizé por pruebas bioguimicas y en acuerdo
con la metodologia especificada en el Manual de Analisis Bacteriolégico de la FDA, 8 Ed. (BAM-
8). Los microorganismos obtenidos en este analisis fueron almacenados en un cepario para ser
usados posteriormente en los ensayos de actividad antibacteriana.

2.2. Aislamiento cuantificacion de bacterias lacticas

A partir de las |00 muestras obtenidas, se uso sistemas de aislamiento en cultivo para los siguientes
Géneros bacterianos: Lactobacillus termofilos y mesdfilos, Sirepfococcus spp., Lactococcus,
Leuconostoc 'y Enterococcus spp. Los recuentos para esos mismos microorganismos fueron
realizados mediante dilucidn seriada de las mugstras y siembra en medios selectivos propuestos en
el proyecto. Todas las eepas aisladas (n= 507) fueron mantenidas y almacenadas en medio leche
descremada al 10% a -20°C, para posteriormente caractetizar sus propiedades tecnologicas.

2.3, ldentificacion fenotipiea de las bacterias lacticas

La identificacién fenotipica de las cepas aisladas, se realiz6 en base a tincién de Gram,
caracteristicas culturales y pruebas bioquimicas. Debido al aumento en el nimero de muestras, la
identificacion de especie con el sistema APl CH 50, solo se realizé en aquellas cepas con
propiedades tecnologicas relevantes y que fueron seleccionadas como fermentos locales.

2.4. Evaluacidon de cepas licticas con propiedades tecnologicas

Inicialimente, la seleccion de cepas con propiedades tecnoldgicas de cada une de los géneros
bacterianos propuestos en el proyecto, se inicid con una fase de screening de las 507 cepas aisladas,
a las que se determind las siguientes propiedades:

Actividad lipolitica: En una primera etapa, de acuerdo al Género bacteriano se evaluaron
diferentes sustratos y medios de cultivo utilizando el test de difusion en agar (Otertholm et al.).
Entre éstos se incluyo sustratos grasos tales como crema de leche, mantequilla, aceite de oliva,
Tween 20, Tween 80 y tributirina, ¢con o sin los indicadores Water blue, Spirit blue y Rhodamine
B. En tados los ensayos se incorporé cepas de referencia como Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y S. aureus ATCC 25923. Los que permitieron mejor lectura y resultaron mas sensibles para
el caso de Lactobacillus mesodfilos y terméfilos fueron ¢l agar MRS con tributirina al 1% o con
Tween 20 al 0,4%. En el caso de Lactococcus, Streptococcus y Leuconostoc se utilizé agar M17
con crema de leche al 1% y simultdneamente agar M17 con crema al 1% y Rhodamine B al 0.01%.
La adicion de este indicador permitié destacar el halo alrededor del crecimiento bacteriano
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produciendo fluorescencia bajo luz UV, La lectura de los halos de actividad fue observada a los 2-5
dias de incubacion en anaerobiosis y a la temperatura correspondiente. Para Enterococeus se usé
agar TSA crema 1%-Tween 20 0,4% y agar TSA tributirina 1%- Tween 20 0,4%. La lectura de los
a halos de actividad se midieron a los 2-5 dias de incubacion.,

Produecién de exopolisacaridos: Esta actividad se evalud en base a la presencia de filancia de las
cepas, caracleristicas de la colonia (brillo) y tincidon con tinta china. Para la produccién de
exopolisacaridos, las evidencias disponibles recomiendan utilizar varios azucares incorporados a
los medios de cultivo en alta concentracion. Los mejores resultados han sido obtenidos con glucosa
y sucrosa (Ruas-Madiedo et al). Es por elto que para Lactebacillus se empleo agar MRS con 5% de
glucosa y MRS con 5% de sucrosa. La filancia se determind a los 2 dias de incubacién. Respecto a
Enterococcus se usd agar TSA con 5% de glucosa y TSA con 5% de sucrosa y la lectura también
se realizd a las 48 hrs. Como cepas de referencia fue usada Klebsiella pneumoniae ATCC3883. En
el caso de Lactococcus, Streptococcus y Leuconostoc el crecimiento se realizo en medio M17
suplementado con 2% de sacarosa, puesto que se reporto mejores resultados en ensayos
preliminares. Se utilizé tinta china para visualizar la capsula en estas cepas lacticas, crecidas en
leche descremada al 10%, pues se ha descrito que esta condicién favoreceria la formacion de
capsula. La cuantificacion total se realizo de acuerdo a la metodologia de Tallon R. et al., para la
extraccion de EPS, seguida de la determinacion colorimétrica del contenido de azucar total segiin
la metedologia de Dubois usando glucosa come estandar. Los resultados se expresaron como pg/ml
de glucosa.

Produccion de diacetilo: Esta propiedad se evalud a través de la reaccion de Vogues Proskauer,
técnica colorimétrica donde el diacetilo reacciona con el grupo guanido de la creatina en presencia
de w-naftol medio alcalino, observéndose desarrollo de color rojo cereza intenso. Esta técnica
resultd mas conveniente que la de Monet et al., propuesta en el proyecto original, ya que permite
evaluar un gran numero de cepas, como en este caso, a través de un procedimiento sencille con
rapida lectura de los resultados. En el caso de Laciobacillus 1a prueba Vogues Proskauer se realizo
en cultivos en caldo MRS, mientras que para Enterococcus se usod caldo VP suplementado con
citrato 0.2%. Las evidencias en la literatura sefialan que la adicion de citrato tiene un efecto
positivo sobre a produccion de diacetilo (Petit ef al.). En el caso del caldo MRS no se agrego dadoe
que este medio lo tiene incorporado en su formulacién de base. Como control positive se usé la
cepa Enterobacter aerogenes de origen alimentario. El contenido en diacetilo de las muestras se
cuantificé por cromatografia gaseosa, segln lo descrito por Lee y Drucker (J Clin Microbiol 1975).
En breve, 10 a 20 ml de del sobrenadante se extrajeron con un volumen de dietil eter que contenia
0.2% (v/v} de acetato de etilo como estandar interno, utilizando un embudo de decantacion, y luego
se recolectd la fase organica. Se inyectaron 2 ul de eter en un cromatografo de pas Varian 3600
equipado con una columna capilar de 30 metros (Stabilwax-DA, Resteck, USA) y con un detector
de ionizacion de llama (FiD). El tiempo de elusién del diacetilo se determino usando diacetilo
comercial (Fluka).

Actividad acidificante: Las bacterias lacticas durante la fermentacion producen acido lactico
como principal metabolito de la degradacion de carbohidratos. La capacidad de producir acido asi
como la velocidad de produccidn, son fundamentales en la seleccion de cepas para ser usadas en la
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produccion de quesos. Esta propiedad se cuantifico segun !o publicado por Zaika y col. En breve,
se us6 medio de Zaika inoculado al 2% con un cultivo de la cepa en estudio y se incubo por 30
minutoas a 30°C. La acidez titulable se midid a las 24 horas. l.a velocidad de acidificacion fue
expresada como los ml de NaOH 0.1N requeridos para ncutralizar el medio a pH 7 en presencia de
fenolftaleina.

Actividad proteolitica: Se efectud por medicion de la liberacidn de aminoacidos solubles en acido
tricloroacetico (TCA) empleando el metodo espectrofotormetrico de OPA (Church y col.). Para ello
fas cepas fueron colectadas por centrifugacion a partir de un cultivo en leche descremada al 10% de
24 horas. Luego se realizo una suspension al 2% en el mismo medio para someterlas a una
desproteinizacion con TCA. Por centrifugacion se separd el sobrenadante (50 pl) el cual reacciono
con reactive de OPA (1 ml). Luego de § minutos se leyd la densidad optica (DQ) a 340 nm,

Actividad antibacteriana. Se determind la actividad antibacteriana de todas las cepas frente a
patégenos de alimentos. Inicialmente fue necesario evaluar el crecimiento de las cepas lacticas en
agar MH (pH 5.0 y pH7), medio de cultive en el cual se realiza el ensayo . Se realizd por la técnica
de spot en agar que consiste en diseminar sobre la superficie de agar Muller Hinton la cepa blanco
(Salmenella, Shigella o Staphylococcus aurew)en una concentracién de 104 UFC/ml y
posteriormente sembrar un spot de 5 ul de un cultivo de la cepa test correspondiente. Las placas
fueron incubadas en acrobiosis a 30°C y la lectura de los halos de inhibicion se realizo a los 7 dias.
Las cepas de Leuconostoc y Lactococcus se evaluaron en un ensayo de doble capa, en un medio en
condiciones de neutralidad para evaluar ¢l efecto de otros mecanismos inhibitorios, como peroxido
de hidrogeno o bacteriocinas.

2.5. Estudio de la evolucion de la flora lactica durante el proceso de fabricacion del queso

A partir de las muestras de leche y quesos almacenadas a —20°C se estudid el perfil general de la
microflora lactica mediante PCR y Gel de Electroforesis en Gradiente de Temperatura (TTGE). El
DNA bacteriano presente en las muestras de leche y de queso, asf como en los cultivos bacterianos
utilizados como marcadores se aislaron de acuerdo al protocolo de Ogier et al. modificado (AEM
2002, 3691-3701). 14 g de leche o 2 g de queso se homogenizaron en buffer citrato y luego se
centrifugaron 15 min a 15.000g para obtencr las células bacterianas. Las células fueron
resuspendidas en buffer TRIS, 4M isotiocianato de guanidinio y con SDS, incubadas 1 hora a 70°C
y luego batidas con 750ul. de esferas de zirconio en un Bead-beater 2 veces 5 minutos. Luego se
agregd PVPP y sc centrifugd 3 min a 15.000g para obtener el sobrenadante. El DNA fue extraido
con isopropanol, se purificd por precipitacién con etanol y se almacené en buffer TE a -20°C. La
calidad del DNA obtenido se verificd por gel de agarosa al 1,2%. El DNA obtenido se amplifico
mediante PCR utilizando los partidores universales HDA1-GC y HDA2 que amplifican 200 pb
(339-359) de la region V2 y V3 del rADN 168 de bacterias, y Platinum® Taq DNA Polimerasa
(Invitrogen). La eclectroforesis ¢n gradiente de temperatura (TTGE) se realizd con un aparato
BioRad Dcode System vy los geles se tifieron con SyberSafe, luego se les sacé fotos. Como
marcadores se utilizaron DNA aislados a partir de cutltivos de Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus, y amplificados con los mismos partidores.
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2.6. Seleccion_de cepas licticas en base a sus propiedades tecnoldgicas relevantes para
producir los fermentos lacticos que seran usados en la elaboracion de queso de cabra en
planta piloto

Conforme a los resultados de la cuantificacion de cada una de las propiedades tecnolégicas
mencionadas, se seleecion6 a 10 cepas que mostraron actividad alta y media y la expresion de mas
de una propiedad tecnolégica. En base a estos resultados se disefio 6 fermentos lacticos que serian
utilizados en la elaboracion de quesos a nivel piloto y definid cada una de las cepas que lo
conformarian.

Previo a la elaboracidn de los fermentos se realizo curvas de crecimiento bacteriano de las cepas
seleccionadas. Para ello cada cepa seleccionada fue cultivada en caldo MRS o Caldo M-17 a 37°C,
en anaerobiosis por 29 horas. Se midié espectrofotométricamente la densidad bacteriana en
diferentes tiempos (0, 3, 6, 12, 24 y 29 horas) y se determiné los recuentos bacterianos en medios
de cultivos especificos para cada cepa. Esta actividad permitié evaluar el crecimiento bacteriano de
cada cepa, identificar su fase de crecimiento exponencial y estandarizar los indculos.

2.7. Seleccién de la planta piloto

Para la scleccién de la planta a utilizar en {a elaboracidon de los quesos, se utilizé el siguiente
criterio: 1) que la planta tuviera una construccion adecuada y que permitiera la produccién segura
de los quesos, 2) que contara con un equipo de pasteurizacion de la leche y 3) que los resultados de
la encuesta de cumplimiento de buenas practicas fueran satisfactorios. En éste sentido solo una
queseria cumplio con la totalidad de los requetrimientos y en consecuencia fue utilizada para la
primera elaboracidn de los quesos con fermentos seleccionados.

2.8. Elaboracién de los quesos en planta piloto

En esta fase se elabord 6 quesos experimentales con las cepas scleccionadas y un control, que se
elabord bajo las mismas condiciones utilizadas en la queseria “Las Majadas”™ y bajo la supervisién
del Sr. Juvenal Cortés. Finalizada su maduracion a los 30 dias fueron trasladados al Laboratorio de
Microbiologia del INTA y la UTEM para su posterior analisis.

Las mezclas utilizadas fueron las siguientes:

Fermento N°1: Corresponde a la mejor cepa de cada una de las propiedades tecnolégicas probadas.

Fermento N°2: Incluye una cepa acidificante y productora de EPS, una proteolitica y una
productora de diacetilo.

Fermento N°3: Incluye dos cepas acidificantes, una productora de diacetilo y una proteolitica y
lipolitica.

Fermento N°4:Incluye una cepa con actividad lipolitica, una protealitica y una acidificante.

Fermento N°5: Incluye una cepa con actividad lipolitica, una proteolitica, una acidificante y una
EPS.

Fermento N°6: Incluye una cepa con actividad lipolitica, una proteolitica una acidificante y una
EPS en mayor proporcidn (1,5).
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2.9. Evaluacion de la inocuidad de los quesos experimentales

En cada uno de los quesos obtenidos se determind la presencia de microorganismos indicadores y
patogenos segln lo especificado por €l RSA. Se determind presencia de Salmonella, recuento S.
aureus y de Enterobacteriaceas. Todos estos parametros fueron ¢valuados segin la metodologia
recomendada por el Manual de Analisis Bacteriolégico, BAM -8 (FDA).

2.10. Evaluacion de la calidad de los quesos y seleccion de los mejores fermentos

Se evalud los parametros de apariencia, aroma, sabor y textura. Para ello se utilizd el test de
valoracion - descriptivo, con escala de Karlsruhe en amplitud de 9 puntos, en la cual 1 indica que el
parametro cvaluado estd muy disminuido y 9 que cumple con lo aptimo para ¢l producto. Se evalud
adem3s la aceptabilidad empleando una escala heddnica de nueve puntos, en que 9 corresponde a
“me gusta extremadamente™ y 1 “me disgusta extremadamente™.

L.os mejores mezclas de fermentos se seleccionaron en funcidn de las notas entregadas por el Panel
de Evaluacién Senserial

2.11. Identificacién de los fermentos seleccionados

La caracterizacidn fenotipica de los fermentos seleccionados se realizé en base a caracteristicas
microscopicas (Tincion de Gram), caracteristicas culturales, pruebas bioquimicas (catalasa,
reduccion de nitritos, movilidad e Indol) y la identificacién final de especie por fermentacion de
carbohidratos mediante galerias APl CHS0 y software API web 4.0.

Caracterizacion de las cepas seleccionadas: En las 10 cepas seleccionadas se evalud |a
susceptibilidad a los antibidticos y determiné la presencia de elementos genéticos
extracromosomicos o plasmidios.

La susceptibilidad a antibidticos fue evaluada mediante la metodologia de difusion en agar segin
recomendaciones de la NCCLS en agar Brucella con 5% de sangre de cordero, suplementado con
Vitamina K1 (1 ug/ml) y Hemina (Sug/ml) excepto para Enterococcus que fue evaluado en Muller
Hinton con 5% de sangre. Los antibidticos ensayados para cada uno de los géneros bacterianos
fueron:
e Lactobacillus sp: penicilina, ampicilina, amoxicilina, cefoxitima, vancomicina, tetraciclina,
eritromicina, metronidazol, gentamicina, kanamicina, cloranfenicol y clindamicina.
¢ Enterococcus sp: ampiciling, ciprofloxacino, vancomicina y gentamicina.
e Lactococcus sp: penicilina, ampicilina, eritromicina, cloranfenicol, vancomicina y
clindamicina.

La deteccion de plasmidios se realizd segln lo propuesto por: O’ Sullivan, et al (1993). En breve a
partir de un cultivo overnight se obtiene ¢l pellet bacteriano ¢l que es resuspendido en solucién de
Buffer TES con lisozima 30 mg/ml, seguida por una lisis alcalina y extraccion con fenot
cloroformo. La visualizacion de los plasmados se realiza en geles de agarosa al 0.7% tefiidos con
bromura de Etidium.
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2.12. Capacitacion de los productores
Durante el desarrollo del proyecto s¢ llevaron a cabo tres capacitaciones, donde se entregaron desde
conceptos generales de buenas practicas hasta microbiologia bdsica de alimentos.

La primera para entregar conceptos generales de inocuidad de alimentos (Buena Practicas
Agricolas y Buenas Practicas Manufacturas) a los productores participantes. Ademas durante esta
capacitacion se dio a conocer la inclusion de una nueva actividad, como es la implementacion de
encuestas de pre-auditoria de cumplimiento de prerrequisitos para HACCP de las plantas queseras,
con la finalidad de orientar las siguientes actividades de capacitacion segun las necesidades de los
productores (Anexo 2).

La segunda capacitacion tuvo por objetivo profundizar en temas relacionados a la inocuidad del
producto y peligros de contaminacton. En ésta se analizaron temas especificos relacionados con la
inocuidad del queso de cabra y los principales peligros de contaminacion y sus métodos de control.
Ademas se entregaron los resultados parciales obtenidos hasta la fecha y se explico a los asistentes
el sistema de seleccion de las queserias que participarian en la siguiente etapa, correspondiente a la
preparacion de quesos con las seis mezclas de fermentos seleccionados inicialmente.

En la tercera y ultima capacitacidn, se entregaron conceptos mas especificos sobre microbiologia
de alimentos, los patdgenos que pueden contaminar los alimentos, la importancia del lavado de
manos y equipos y las consecuencias de la contaminacion.

2.13. Principales problemas metodeldgicos enfrentados

El namero de bacterias lacticas aisladas fue muy superior al estimado en la propuesta ariginal {360
vs 507) motivo por el cua!l la identificacidn de especie se realizd solo en aquellas cepas
seleccionadas como fermentos para ajustarse al presupuesto solicitado. Por el mismo motivo en la
caracterizacién de propiedades tecnoldgicas como estrategia, en una primera etapa se implemento
métodos de screening para evaluar la produccién de exopolisacaridos, diacetilo y actividad
lipolitica en los aislados. En las cepas que resultaron positivas se cuantificaron estas propicdades y
posteriormente en una segunda etapa se determind las actividades acidificantes, proteoliticas y
anttbacterianas.

2.14. Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del provecto y razones
gue explican las discrepancias con las metodologias originalmente proptesta

La realizacién de los test para la evaluacion de actividad lipolitica fue necesario evaluar varios
sustratos para definir €l medio de cultivo que se us® [inalmente. Para la cuantificacion de
exopolisacarido con la metodologia originalmente propuesta los resultados obtenidos fueron
negativos, razon por la cual se implementd la téenica de Taflon R. ef al., para la extraccion de
EPS, seguida de la determinacion colorimétrica del contenido de azicar total segan la metodologia
de Dubois usando glucosa como estindar. Los resultados se expresaron como pg/ml de glucosa.
Esta metodologia es recomendada por la literatura para este tipo de cepas.
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v, o
P

iyt oAl 14 M
wrew o e 1

REEAAL AR

Actividad Programada

Actividad Realizada

Deseripcion de la
Actividad

Qbservaciones

Seleccidn de Productores

Seleccidn de Productores

Se selecciond a 18
productores de la [V
Region para la obtencion
de muestras de leche y
quesos (TNPROA).

Se incluyd a un numere de
productores  mayor  al
propuesto (18). Ademas se
cbtuvo muestras aleatorias
de 8 productores que no
participaron en forma
activa en el proyecto. Todo
esto con el fin de aumentar
las posibilidades de bio-

Capacitacion del personal
en toma dJe muestras

Capacitacién del personal
¢n toma de muestras

Se capacitd al Sr. Juvenal
Cortés en la correcta toma
de muestras y envio de las
mismas al laboratorio de
Microbiologia del INTA en
Santiago. e =

Reunién de aperlura

Ceremonia de Lanzamiento
y capacitacion inicial de
productores en BPA/BPM

Se efectwd acio con la
asistencia de autoridades
locales, represeniantes de
Fla, INTA, UTEM e
INPROA y 30 productores
de queso de cabra

diversidad de las cepas
lagticas.
No hay
Se aprovecho la

oportunidad para realizar
una capacitacion inicial en
higiene e inocuidad a los
productores participantes.

Tama de muestras

Toma de muestras

El Sr. Juvenal Cortés
{INPROA) realizé 10
tomas de mucstras en las
queserias y las envid al

Laboratorio en Santiago

No hay

Deteccion de patégenos ¢
indicadores

Deteccion de patdgenos e
indicadores

A la totalidad de las 100
muestras recibidas se les
efectuéd determinacién de
patdgenos e indicadores
segun los estipulado en el
RSA

Na hay

Aislamiento de bacterias
lacticas de leche y queso
de cabra.

Aislamiento de bacterias

licticas

El laboratorio de
Microbiologia del INTA
aisld de Lactobacillus
terméfilos (45) y mesofilns
(1423} y Enterococcus
(130). La UTEM cfectud ¢l
aislamiento de los géneros
Lactoeoecus, (79)
Strepiococcus (61) y
Leuconastoc (49).

Mo hay
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ldentificacion  feno ¥
genotipica de las baclerias
lacticas

Identificacion fenotipica de
bacterias l4cticas

La identificacion fenotipica
se realizd en base a tincidn
de Gram, caracteristicas
culturales y pruebas
bioquimicas.

La identificacién

genotipica se efectud una
vez finalizada la
caracterizacion de
propiedades tecnoidpicas.

MNo existe

Encuesta de evaluacian de
prerrequisitos e higiene

Se disefo y aplicé una
encuesta de cumplimiento
de BPA/BPM a los 13
produciares  participantes
en el proyecto, con el fin
de definir ¢l estado de
implementacion de
BPA/BPM.

Se considerd  necesario
realizar una encuesta para
determinar la situacion de
higiene e inocuidad de los
productos muestreados
para orientar megjor la
capacitacion programada.

Curso de capacitacion a

Curso de capacitacian a

Capacitacion a productores

productores en BPA/BPM | preductores en BPA/BPM | participantes  (18)  en
— higiene de alimentos — higiene de alimentos pricticas de higiene ¢
inocuidad ‘

Informe de resultados de

Estudio de evolucidn de la
flora Jactica

Estudio de evalucitn de la
flora lactica

Se extrajo y se amplifico el
DNA de las muestras y se
realizd TTGE

No hay

Informe de resuliados de

Resumen de la

Informe de resultados de

caracterizacion caracterizacion caracierizacion de las caracterizacion

| propiedades tecnolégicas

| de las cepas de bacterias

. . | lacticas aisladas

Screening de cepas | Screening de cepas | Se evalud las 507 cepas | No hay
productoras de diacetilo productoras de diacetilo aisladas mediante reaccion

_colorimétrica.
Screening de cepas con | Screening de cepas con | Se evalud las 507 cepas | No hay
actividad lipolitica actividad lipolitica aisladas utitizando el test

de difusidn en agar. -

Sereening de cepas Screening de cepas Se evalué las 507 cepas | No hay

productoras de
exopolisacaridos

productoras de
exopolisacaridos

aisladas en base a la
presencia de filancia de las
cepas, caracteristicas de la
colonia y tlincidn con finta
china.
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Curso de capacitacion a
productores en BPA/BPM
Microbiologia de
alimentos

Cursa de capacitacion a |

productores en BPA/BPM
Microbiologia de
alimentos

Capacitacion a productores
participantes en [nocuidad
en la produccion de queso
de cabra ¥y microbiologia

de alimentos

Producto del resultado de
las encuestas
impiementadas, se
determiné que la
aplicacién de un curso de
implementacion de BPA y
BPM cra prematura en este
grupo de preductores, por
[0 que se optd por un curso
de higiene v peligros
microbioldgicos.

Presentacion de resultados
en Congreso

Presentacion de resuliades
en XXV Congreso
Chileno de Microbiologia

Se presentan dos trabajos

relacionados al proyecto

No hay

Publicacidn

No se realizd

Envio de Publicaciéon en
Revista Journal Food
Protection u otra de similar
impacto

| una

Producto de los buenos
resultades del proyecto se
evaludé la posibilidad de
patentar las cepas
seleccionadas. Por esto, en
reunion  eotre el
abogade de la Universidad
y el de FIA, se acordé
suspender esta actividad
hasta no contar con algln
tipo de proteccion de la

| informacion.

Screening de cepas con
actividad proteaolitica

Screening de cepas con
actividad proteolitica

Se evalud las 507 cepas
aisladas mediante medicion

de la liberacion de
aminoacidos solubles en
acido tricloroacético
(TCA) empleando el

métoda spectrofotométrico
de OPA

Mo bay

Screening de cepas con
| actividad acidificante

Screening de cepas con
actividad acidificante

Se evalud las 507 cepas
aisladas mediante medio
Zaika al 2%

Mo hay

Screening de cepas con
actividad antibacteriana

Sereening de cepas con
actividad antibacteriana

Se determinéd la actividad
antibacteriana de todas las
cepas frente a patogenos de
alimentos.

No hay

Informe de propiedades
tecnologicas

Se¢ incluye en este informe

Resumen de la
caracterizacion de las
propiedades tecnalégicas
de las cepas de bacterias
lacticas aisladas

No hay

Selecoion de mezclas a
usar come fermentos

Seleceion de mezclas a
usar comn fermentos

| combinaciones

Se seleccionaron 10 cepas
con caracteristicas
tecnologicas deseadas, las
que en diferentes
dicron

No hay




Recuentos de
Enterchacteriaceas,
Salmonella, ¥ § awureus en

los 7 quesos de cabra

v
GOBIERNO DE CHILE s 5 o Sty
IOV ACION ACRAEIA
origen a los 6 fermentos a
! utilizar durante la
" | - produccion de quesos I
Produccién y conservacion | Preduccién y conservacion | Se formularon 6 fermentos | Ne hay
de mezclas de fermentos | de mezelas de fermentos para la produccion de
quesos N
| Elaboracién de quesos de Elaboracién de seis quesos | Sc elaboraron quesos con No hay
cabra con las mezclas de | experimentales y de un | leche de cabra pasteurizada
fermentos seleccionados queso control en una planta seleccionada,
Como control se uso un
| fermento comercial. Los
quesos se dejaron madurar
. N | durante ! mes.
| Evaluacién de la inocuidad | Evaluacion de 1a inocuidad | Control microbiologico | Los quesos de cabra
| de les quesos de los quesos | segin RSA de los 7 quesos | presentaron  recuentos de
(6 ensayos + 1 conwol}). | Enterobacteriaceas

levemente inferiores 2 los
establecidos por el RSA.

evalué la apariencia de los
quesos, su fextura y sus
cuatidades organolépticas

Evaluacién de la calidad de | Evaluacidn de la calidad de | Se realizé un panel de |5 de los 6 quesos
los quesos los quesos evaluacion sensorial que | experimenlales fueron
evalud la apariencia de los | evaluados mejor que el
| uesos, su textura Y Sus i control.
Nt * g ——— | cualidades organolépticas .= .
Presenlacién de resultados | Presentacion de resultados | Se presentan 5 trabajos | No hay
en Congreso en  XXVIIl  Congreso | relacionados al proyecto
Latinoamericano de |
' | Microbiologia ' .
Identificacién fenotipica de | ldentificacion fenatipica de | 10 cepas identificadas | No hay
los fermentos Ins fermentos | mediante utilizacion de
seleccionados seleccionados galerias APl
Elaboracion de quesos de Elaboracidn de quesos de Se elaboraron 2 quesos con | No hay
cabra en distintas cabra en distintas los fermentos
queserias, con las mezelas | queserias, con las mezclas seleccionados.
seleccionadas seleccionadas - _ g -
Evatuacion de la inocuidad | Evaluacion de la inocuidad | Se evaluardn los mismos | No hay
de los quesos de los quesos. pardmetros  considerados
| ] en el punto anteriormente o
Evaluacion de la calidad de | Evaluacién de la calidad de | Se realizé un panel de | Los dos quesos
los quesos los quesos evaluacion sensorial que | experimentales fueron

evaluados mejor que el
control.
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4. Resultados del proyecto

Los resultados que se informan corresponden a las actividades realizadas entre enero de 20035 vy
enero de 2007. Conforme a los objetivos propuestos en el proyecto, los resultados finales del
proyecto son:

Objetivo Especifico 1: Aislar, caracterizar y conservar las bacterias lacticas presentes en las
diferentes etapas de elaboracion de queso de cabra artesanal,

l.a seleccion de cepas de bacterias lacticas se mantuvo de acuerdo al disefio original de la
propuesta, es decir, fueron obtenidas un total de 100 muestras provenientes de tres etapas de la
produccion de queso de cabra artesanal, como son leche de cabra, queso de 15 dias v queso de 30
dias de maduracién. Los productos fueron obtenidos plantas queseras de la IV Regién. El ndmero
de productores que participaron de forma directa en el proyecto fue de 18, mas 8 productores que
aportaron en forma esporadica. Ademads, entre éstos se incluyeron 5 productores cordilleranos, que
aportaron mayor diversidad de cepas lacticas.

; : . 7 — ; Yol
A partir de las muestras obtenidas se aislaron en totalC507 cepal de bacterias lacticas
pertenecientes a los siguientes Géneros bacterianos: Lactobacillus, termofilos y mesoéfilos,

Streptococcus., Lactococcus, Leuconosioc y Enterococcus.

*  Enterococcus sp: 130 cepas . A
*  Laciobacillus mesdfilos. 143 cepas

*  Laciobacillus termofilos: 45 cepas

*  Lactococcus: 79 cepas

* Leuconostoc: 49 cepas

* Streptococcus sp: 61 cepas

Estas cepas permanecen almacenadas en el cepario del Laboratorio de Microbiclogia del INTA y
UTEM.

En 7 casos que se dispuso de las muestras de quesos de 15 y 30 dias de maduracion,
correspondiente al mismo productor, se estudié la evolucion de la flora lactica. Los resultados
mostraron que no existian diferencias significativas entre las poblaciones bacterianas estudiadas a
los 15 dias de maduracion (p 0.11) (Tabla 2). Esto revela que no hay una poblacién predominante
durante este periodo, sin embargo, se observa que el genero Skrepfococcus presenta un recuento
inferior al de las otras bacterias presentes (Mediana 10x10 UFC/gr). Hacia el final de la
r'ﬁﬁ_duracidn_@ dias) la situaciéon cambia y se observa un claro predominio _de Laciobaciilus
mesofilos respecto a Laciobacillus terméfilos (p 0.04). Lactacoccus sp. aparece como la segunda y
Streptococcus sp coma la tercera poblacion importante en este tipo de quesos, a pesar que la
diferencia en recuentos no alcance la significancia estadistica (Tabla 3). En la Figura 1 se observa
la evolucién de las poblaciones durante tedo e! periodo de maduracion, los valores corresponden a
la mediana de los recuentos de cada uno de los géneros bacterianos estudiado.
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Tabla 2. Recuentos de distintos géneros bacterianos (UFC/gr) en quescs de cabra artesanal de 15 dias de maduracién.
Los valores de la dltima fila corresponden a las medianas de cada uno de los géneros.

Lb. mesofilos Lb. terméfilos Strepiococens Enmterocovens  Lactococcus  Leuconostor
38x10° 70x10° 38x10° 40x107 16x10° 54x10°
10x10 10x10 32x10" 15x10° 37x107 10
16x10° 10x10 10 80x10° 30x10° 37x10°
14x10° 16x10 10 15x10* 22x10° 17x107
11x107 20x10° 10 19x10° 47x10* 10
13x10° 19x10° 10 12x10° 30x10° 40x10°
26x10° 10x10 10 70x10° 30x10 52x10°
26x10° 20 x10° 10x 10 12 x10° 30x10° 0x10°

Tabla 3. Recuentas de distintos géneros bacterianos {UFC/gr) en quesos de cabra artesanal de 30 dias de maduracion.
Los valores de la 4ltima fila corresponden a las medianas de c¢ada uno de los géneros.

Lb mesofilos Lb. terméfilos Streptococens Enterococons  Lactococeus  Lewconostor

10 20x10° 10x10 13x10° 29%10’ 15x10°
14x107 67x10° 10x10 18x10° 10x10 67x10°
80x10° 10 10x10 75x10° 11x10° 42x10°
10x10° 17x10° 10x10 16x10° 66x10° 10
30x10° 40x10° 60x10* 60x10* 68x10° 10x10°
45x10% 24x10° 22x10% 28x10° 45x10° 10
40x10° 20x10° 50x10° 60x10° 12x10° 30x10°
45x10° 10x10 40x10* 75x10° 30x10" 30x10°




A o @
GOBIERNO DE CHILE % :!“ é (:.::_;1:

FUMDAC KON PARA LA
INNOW ACION AGRAFRTA

Figura 1. Comportamiento de las poblaciones bacterianas durante la maduracion de quesos de cabra artesanal.

UFCigr

8 00E+07
T.00E+07
B,00E+07
5,00E+07
4, 00E+07
3.00E+07
2,00E+07 |
1,00E+07 1,

Lb termafiles  (Ch mesofiios Lacforoceris)  Strplococous  Leuconosior

15 dias de maduracion 30 dias de maduracién

Enterococcus

Lacrobagi safilos y 0C0Ce se mantuvieron con valores constante durante todo el
periodo cvaluado, lo que sugiere el importanitc rol que juegan estas bacterias tanfo en la fase de
acidificacién inicial , como en la maduracion de este queso fresco (propiedades proteoliticas y
lipoliticas). Enteracoccus sp. también se presenta con recuentos elevados hasta la fase final, lo que
puede obedecer en parte a I ancia o diversas condiciones ambientales gue tienen estas
bacterias. Con respecto a@m su mayor nivel lo obtienen a los 13 dias de maduramgn fo
que_coincide con_su capacidad de producir y tolerar condiciones de acidez. (f:acrobac:h__’)
@ermofilos disminuyen bruscamente sus recuentos lucgo de los 15 dias lo que se explica por las
condiciones de temperatura de maduracion de estos quesos (20-25° C). ?nversamente@
sp. alcanza valores importantes en la segunda fase lo que sugeriria un mayor rol durante la

Control de calidad microbiolégica de las muestras. En la totalidad de las muestras recolectadas
se determind ademds la presencia de microorganismos pau}oenos ¢ indicadores segin lo
especificado en el Reglamento Samtarm de los Alimentos (RSA). Esto incluyd el recuento de
En?é“rﬁacmy de . y la deteccién dc@mm’ﬁa y en leche cruda ademas se
determing el Recuento de Aeroms ‘Meséfilos (RAM). Los resultados muestran (Tabla 4) un alto
porcentaje de muestras (72%) que no cumplen el parametro Enterobactereaceas establecido en el
RSA. Este sugiere que hay deficiencias de las condiciones de higiene durante la elaboracion de
estos productos y enfatiza la nccesidad de capacitacion de los productores artesanales. Los
recuentos més altos fueron detectados en muestras de leche (108 UFC/ml) y quesos con 30 dias de
maduracién (10° UFC/g o ml). Cl patégeno S. awrens solo se detectd en muestras de queso {11%,
7/63) y para Salmonella todas las muestras fueron negativas.
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Tabla 4. Evaluacién microbiologica de leche, suero y quesos de cabra artesanales provenientes de la [V Regidn

Muestras que no cumplen RSA
Parametros Leche Q15 Q30 Suero
microbiologicos N (%) N (%) N (%) N (%)
RAM 8/29 (28) n/a n/a n/a
Enterobacterias 15/29 (52) | 24/30(80) |27/33 (82)| 6/8(75)
Salmonella 0 0 0 0
S. aureus 0 2130 (6) |5/33 (15) 0

Estudio de la evaluacién de la biodiversidad de la flora lactica durante el curso del proceso
de fabricacion de queso de cabra. Este objetivo también incluyo el estudio de la evaluacion de la
biodiversidad de la flora lactica durante el curso del proceso de fabricaciéon de queso de cabra. Para
ello se extrajo el DNA de muestras del valle y de la cordillera.

Muestras de leche: De un total de 21 muestras de leche sélo fue posible extraer ADN en 10. De
esas |0 muestras, 7 fueron analizadas mediante PCR-TTGE con partidores HDA-HDA2 y solo
una con los partidores LAC; en las demds muestras el PCR no dio resultado. En las 7 muestras
analisadas con los partidores HDAI-HDA2 se observaron a lo mas 2 bandas por carril y se
identificaron los géneros Lactococcus y Streptococcus. En la muestra analizada con los partidores
LAC se identifico Leuconastoc. Debido al bajo nimero de muestras de leche analizadas y a que
estas solo provenian de valle, no se consideraron los datos correspondientes en los analisis
posteriores.

Identificacion de las bandas dominantes ohservadas en los TTGE:

a) TTGE con partidores dirigidos a eubacterias (HDA1 y HDA2): Se analizaron, mediante
PCR-TTGE con partidores HDA1-HDA2, 56 muestras de queso con 15 dias o 30 dias de
maduracion (Q15 y Q30) provenientes de productores de valle y cordillera. Se observaron de [ a 3
bandas por carril, correspondientes a la microbiota dominante (Figuras 2 y 3). Al menos dos bandas
con igual movilidad electroforética fueron eluidas, reamplificadas y secuenciadas. Al total se
secuenciaron 24 bandas dominantes observadas en los perfiles de TTGE pertenecientes a 14 de las
56 muestras analizadas.



COBIERNG DE CHILE
FEINLIACICN B AILA | oA
[N ATION AGRAR A

Figura 2. Perfiles TTGE de los amplicones obtenidos con partideres dirigidos a cubacterias (HDDAI — HDAZ2} de
muestras de quesos de 15 ¥ 30 dias obtenidas de productores de valle. A, B y € son las bandas dominantes. La
identidad de las bandas se encuentra detallada en {a Tabla 5.
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Fipura 3. Perfiles TTGE de los amplicones obtenidos con partidores dirigidos a cubacterias (HDA! — HDA2) de
muestras de gquesos de 15 y 30 dias obtenidas de productores de cordillera. A, B y C son las bandas dominantes. La
identidad de las bandas s¢ encuentra detallada en la Tabla 5.
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Mediante sccuenciacion del ADNr 168 con HDAID estas bandas fueron identificadas como
Lactobacillus, Sireptococcus, Lactococcus y Weissellu con un 100% de similitud con las
secuencias depositadas en |a base de datos RDPIL (Tabla 5).
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Tabla 5. Géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con parlidores HDA{ — HDA2

P P e S S L L e W = = __%
bandas | Caorespondencia i “Tdentidad l largo secuencia | zana gﬁogrg[.g:‘g S madyfgcion B

o oo SONgEOEO [ ) | b) ' ile(F) | codilem(ff! ais ) Q306
A Lac:robscm‘us A \ 100_ ; " 100 16 (34%) i 8{35%) : 15 (60%) ; 12{48%} :

' B Srreptococcus_ 100 ;' _ oo Jo 15(32%) 0 9(3%) 0 14(58%) ¢ 13(52%) {

! ¢ ;toctococcus _ 100 100 [ 38 (83%) 1 18 (83%) _ i 24 (9%6%) . 24 (96%)

| D |Wesselia [~ 100 I 100 POoO% ;5% 1{4%) [ 2(8%) |

b)TTGE con partidores dirigidos a bacierias lacticas (LAC1 y LAC2): 48 muestras de Q15 y
Q30 fueron evaluadas por PCR-TTGE con partidores LAC1-LAC2 para bacterias lacticas. Se
observaron de | a 2 bandas por carril, correspondientes a |la microbiota dominante. Al menos dos
bandas de idéntica migracion fueron eluidas, reamplificadas y secuenciadas. 27 bandas dominantes
fueron escindidas de los geles de TTGE y secuenciadas. Los perfiles de 19 muestras amplificadas
can estos partidores se muestran en las Figuras 4 y 5.

Figura 4. Perfiles TTGE de los amplicones obtenidos con partidores dirigides a bacterias lacticas (LACI — LAC2) de
muestras de quesos de 15 y 30 dias obtenidas de productores de valle. E vy F son las bandas dominantes. La identidad
de las bandas se encuentra delallada en la Tabla 6.
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Figura 5. Perfiles TTGE de los amphcones obtenidos con partidores dirigidos a bacterias licticas (LAC1 - LAC2} de
muestras de quesos de 15 y 30 dias obtenidas de productores de cordillera. E, F y G son las bandas doninantes. La
identidad de las bandas se encuentra detallada en la Tabla 6.
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Mediante secuenciacién del ADNr 1685 con LACI estas bandas fueron identificadas como
Lactobacillus spp., Leuconostoc mesenteroides y Weissella paramesenteroides con un 98-100% de
similitud con las secuencias depositadas en el RDPII {(Tabla 6).

Aquellas bandas identificadas como Lactobacilius spp. corresponden en el RDPII a las especies
Lactobaciillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus pentosus, y Lactobacillus
sp., todas con un [00% de identidad.

Tabla 6. Especies bacterianas identificadas mediante secuenciacidn con partidores LAC1 - LAC2

T "1 denldad | largo | zonageografiea ., maduracidn
| bandas Comespondencia con ESPECIe) o T (oriencia " walle(F)  comilera (F) - G5 (F) 1 G30
: E Hactobaciius spp 1 180 T, 283 7 {d[48%) 9 (56%)  16{71%) L 11 (01%)
" F___|Leuconcsioc me’s’éﬁf&:??ci}éés‘"r"'i“ﬂﬁ L < T87d6w) 7 dd%) . AB(11%) 'E“_‘To“t's“f?ﬁ)'f
G Wessella paramesenterodes, 98 263, 0(O%) I 4(25%) 1 200%) (5%

Composicion de la microbiota Lictica por zona geogralica:

a) Frecuencia de cada género bacteriano amplificado con partidores dirigidos a eubacterias
(HDA1 vy HDA2): En las 56 muestras analizadas mediante TTGE con HDA1 y HDA2, 36
provenientes de valle y 20 de cordillera, se observaron bandas dominantes pertenecientes a los
géneros Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus y Weissella. La frecuencia de cada género en
funcién de su origen geografico esta mostrada en la Figura 6 y Tabla 5. Al comparar la frecuencia
de cada género bacteriano entre valle y cordillera se encuentra que la abundancia de Lactobacillus,
Streptococcus y Lactococcus es similar, siendo Lacfococeus el género mas frecuente en ambas
zonas geograficas encontrandose en un §3% de las muestras analizadas. El género rnenos frecuente,
Weissella, se encontrd sélo en muestras provenientes de cordillera.

Figura 6. Frecuencia de géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con HDA | — HDA 2 segin zona
geografica
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b) Frecuencia de cada especie bacteriana analizada eon partidores dirigidos a bacterias
lacticas: En 45 muestras analizadas mediante TTGE con LAC1-LAC2, 31 provenientes de valle y
14 de cordillera, las bandas dominantes corresponden a las especies Lactobacillus spp.
Leuconostoc mesenteroides y Weissella paramesenteroides. En ambas zonas geograficas
Lactobacilius spp. y Leuconostoc mesenteroides presentan una frecuencia similar (Figura 7 y Tabla
6). La especie Weissella paramesenteroides solo se encontrdo en un 23% de las muestras
pertenccientes a cordillera (Tabla 6).

Figura 7. Frecuencia de especies bacterianas identificadas mediante secuenciacién con LAC1 — LAC2 segin zona
geografica
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Composicion de la microbiota lactica en quesos con 15 y 30 dias de maduracién. A través de
las frecuencias correspondiente a los géneros (HDA) o especies (LAC) bacterianas anteriormente
descritos en los perfiles de TTGE de muestras de Q15 y Q30 de ambas zonas geograficas s¢ analizd
la composicion de la microbiota lactica en dos estadios de la maduracién. El universo de muestras
en este analisis fue de 36 muestras en frecuencia de géneres bacterianos (HDA) y 45 muestras en
frecuencia de especies bacterianas (LAC). En las Figuras 8 y 9 s¢ observa que la frecuencia no
varia significativamente entre Q15 y Q30. El género Lactococcus es el mas frecuente
encontrandose en un 96% de las muestras. Los géneros Lactobacilius, Leuconostoc y Sireptococcus
se encuentran en mas del 50% de las muestras de ambos estadios de maduracion. Weissella es el
género bacteriano menos frecuente encontrandose sélo en un 6% de las muestras de Q15 y Q30
{Tabla 5 y 6).
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Figura 8. Frecuencia de géneros bacterianos identificados con HDA 1 — HDA 2 segiin maduracion
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Fipura 9. Frecuencia de especies bacterianas identificadas mediante LACI — LAC2 segiin maduracion
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En conclusion el analisis de los quesos artesanales de cabra mediante técnicas moleculares basadas
en ¢l ADN bateriano indicé que la microbiota lactica dominante de estos quesos estd conformada
por 4 géneros bacterianos: Lactobacillus, Lactococcus, Sireptococcus y Leuconostoc. No se
encontraron diferencias importantes entre los quesos de valle y aquello de cordillera, Weissella
siende el Unico género bacteriano especifico de los quesos cordilleranos. No se observaron
tampoco diferencias sinificativas en la frecuencia de estos § géneros bacterianos durante la

maduracion.

Aplicacion _de encuesta de cumplimiento de pre-requisitos (Anexo 1): Otra actividad
complementaria al objetivo especifico | que surgié fue la necesidad de obtener informacion acerca
del nivel productivo de cada una de las empresas involucradas en el proyecto. Un primer andlisis
arrojé un nivel de cumplimiento promedio de un 54%, pero ademds se pudo observar que existian
diferencias significativas en cuanto al nivel de cada una de éstas plantas, por lo que la informacion
recopilada necesitd de un mayor andlisis para realizar un ranking de las empresas. El Figura 10
muestra ¢l resultade general
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Figura 10. Nivel de cumplimiento promedic de las queserias participantes en el estudio
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Conforme a este analisis las plantas queseras se clasificaron en tres niveles:

« Nivel 1: > 75% de cumplimiento. La planta comercializa en el mercado formal, con calidad

semi-industrial

« Nivel 2: > 50% de cumplimiento. La planta comercializa en el mercado informal, pero su

sisterna productivo permitiria pasar al mercado formal incorporando alguncs ajustes.

+ Nivel 3: < 50% de cumplimiento. La planta posee bajo nivel tecnologico o bien se¢ trata de
productores trashumantes, por lo que se requiere una alta inversion para optar al mercado

formal.

En este sentido se pudo observar que 6 plantas cumplian con el nivel | (Figura 11), § plantas con
nivel 2 y 7 plantas con nivel 3, lo que permiti6 realizar la primera seleccién de la planta que seria la
encargada de la primera etapa de produccion de los quesos con fermentos locales seleccionados.
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Figura 11, Nivel de cumplimiento de cada queserfa paricipante en el estudio
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Mediante los datos obtenidos, se realizaron visitas erientadas a las 6 plantas del nivel 1, donde se
selecciond a Las Majadas para realizar la produccion de quesos con los 6 fermentos seleccionados,
etapa que se encuentra en desarroilo en éstos momentos.

Objetivo Especifico 2: Seleccionar ccpas lacticas segiin sus propiedades tecnologicas respecto
a actividades acidificante, lipolitica y antibactertana, y a la produccion de exopolisacaridos y
diacetilo.

Para cumplir este abjetive y dado que el numero de cepas de bacterias licticas supero al estimado
(507 vs 360), se realizd un ranking de las cepas en cada una de las propiedades descritas, de
manera de pre-seleccionar las mejores y dentro de éstas seleccionar las que poscian las mejores
caracteristicas individuales ¢ bien que tuvieran mas de una de las propicdades mencionadas. Los
resultados obtenidos para cada actividad son:

1} Produccion de diacetilo:

En la fase de screening se e preseleccionaron cepas mediante la prueba de Voges-Proskauer, para
luego cuantificar su produccidn. Se abtuvicron un total de 317 cepas positivas para esta propiedad,
De estas se cuantificd mediante cromatografia gaseosa un lotal de 295 sobrenadantes donde los
resultados fueron Jos que se muestran ¢n la Tabla 7.
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Tabla 7. Screening de cepas productora de diacetilo

Diacetilo/acetato de etilo N° de cepas
No-productoras DA no detectable 133
Productoras bajas DA<l 127
Productoras medianas I<DA<S 29
Productoras altas 5<DA<I0 4
Productoras muy alta DA>10 2

Como resultado de esta actividad se obtuvo que 6 de los 295 sobrenadantes analizados presentaron
altos niveles de diacetilo, por lo que podrian ser usados para la elaboracion de quesos, ellas fueron:

a) QF 10-1: 29,1 UA (Lactobacillus termofilo)
b) QF 52-3: 13,5 UA (Streptococcus)

c) QF 36-1: 9,4 (Streptococcus)

d) QF 13-2: 9,2 (Lactobacillus terméfilo

e) QF 26-1: 7,2 (Enterococcus)

f) QF 15-2a: 6,2 (Enterococcus)

2) Actividad proteolitica:

Se detectaron 355/507 cepas con algin grado de actividad proteolitica en el ensayo en placa, las
que posteriormente fueron cuantificadas mediante la técnica del O-phtadialdehido (OPA). De
estas se obtuvieron 24 cepas con alta actividad, de las cuales se pre-seleccionaron 8 cepas que
presentaron actividad proteolitica importante (resultados expresados en unidades de DO a 340 nm):

a) QF 20-1a: 1,16 U (Lactococcus)
b) QF 52-5b: 1,05 U (Lactococcus)
c) QF 19-1b: 0,937 U (Streptococcus)

d) QF 18-1: 0,658 U (Enterococcus)
e) QF 99-2: 0,588 U (Streptococcus)
f) QF 26-1: 0,470 U (Enterococcus)

g) QF 64-A: 0,233 U (Enterococcus)
h) QF 40-4a: 0,230 U Lactococcus

3) Actividad acidificante:

Las 507 cepas lacticas fueron cuantificadas pro titulacion de la acidez total, ello permitio aislar 8
de ellas como potenciales participantes de los fermentos a utilizar. Las cepas con mayor actividad
acidificante pertenecieron al genero Lactobacillus. Los resultados fueron expresados en grados
Dornic (Iml NaOH 0.1 N neutraliza 10 mg de acido lactico y equivale a 10 grados Dornic). Las
cepas seleccionadas fueron:
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a) QF 12-3: 73 °Dornic (Lactobacillus termofilo)
b) QF 97-1: 68 "Dornic (Lactobacillus mesofilo)
c} QF 81-2: 68 °Dornic (Lactobacillus mesofilo)
d) QF 60-1: 62 °Dornic (Lactobacillus meséfilo)
e) QF 10-1; 60 °Dornic (Lactobacillus termofilo)
fy QF 1-I: 52 °Dornic (Lactobacillus meséfilo)
g) QF 95-3a: 42 °Dornic (Lactococcus)

h) QF 55-2a: 32 °Dornic (Lactococcus)

4) Actividad antibacteriana:

La actividad antibacteriana (Anexo 3) se evalud contra tres patogenos o cepas blanco coma son
Salmonella, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Estas 2 dltimas provenian de queso de
cabra artesanal. La gran mayoria de las cepas aisladas excepto las cepas del género Enterococcus
presenté actividad inhibitoria en contra las cepas blanco. Se obtuvieron 38 cepas con actividad
congsistente contra uno, dos o tres patogenos, En funcién de las que demostraron mayor actividad se
selecciond 10 cepas. A continuacidn se detalla la cepa indicando el patégeno contra el cual
presentd actividad inhibitoria

a) QF 10-6 (Lactobacillus terméfilo):  E. coli — Salmonella — S. aureus
b) QF 13-4 (Lactobacillus terméfila):  E. coli — Salmonella - S. aureus
¢) QF 96-2(Lactobacillus meséfilo):  E coli — Salmonella — S. aureus
d) QF 89-2(Lactobacillus mesofilo):  E. coli — Salmonella - S. aureus
e) QF 83-1(Lactobacillus meséfilo):  E. coli — Salmonella - S. aureus

f) QF 92-5(Enterococcus): S. aureus - Salmonelia
g) QF 98-15 (L.euconostoc): S, aureus - Salmonella
h) QF 10-1(Lactobacillus termofilo):  E. coli - Saimonella

i) QF 3-7° (Lactococcus): S. aureus

j) QF 12-5 (Enterococcus): S. aureus

5) Produccion de Exopolisacaridos (EPS):

Las 507 cepas fucron evaluadas por pruebas de finlancia y tincion de capsula, y en las positivas
posteriormente se cuantificd espectroscopicamente la produccién de exopolisacaridos (método de
Dubois). Se obtuvieron 59 cepas con una produccion mayor de 50 pg de exopolisacaridos (glucosa)
/10° UFC. De estas sc selecciond 10 cepas con niveles adecuados de produccion, las que se detallan
a eontinuacidn (resultados en ug/ml glucosa)

a) QF 75-2 (Lactobacillus meséfilo): 390,02
by QF 60-1 (Lactobacitlus mesdfilo): 379,81
¢) QF 45-3 (Lactobacillus mesdfilo): 378,9
d) QF 90-4 (Lactobacillus meséfilo): 372,6
¢) QF 78-3 (Lactobacillus meséfilo): 341

f) QF 16-2 (Lactobacitlus termdfilo): 172
2) QF 13-4 (Lactobacillus termdfilo): 145,06
h) QF 26-2 (Enterococcus): 89,21
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i) QF 97-1 (Enterococcus): 88,65
J) QF 39-A (Enterococcus): 56,69

6) Actividad lipolitica:

En el screening inicial realizado mediante crecimiento en agar M17 suplementado con | % de
Tributirina, o aceitc de oliva 0 crema de leche con rhodaminaB. se seleccionaron 109 cepas de
bacterias lacticas con actividad lipolitica, en las que posteriormente se cuantifico esta propiedad
mediante un ensayo de titulacion de dcidos grasos libres. Se detectd 26 cepas con alta actividad
(expresados en ml de gasto de NaQOH 50 mM) y de ellas se selecciond 16 cepas seleccionada como
potenciales fermentos:

a) QF 89-3 (Lactococcus): 49,7
b) QF 37-1(Lactococcus): 45,7
c) QF 68-7 (Lactococcus): 32,1
d) QF 43- (Streptococcus): 27,5
¢) QF 52-A (Enterococcus): 20,2
f) QF 29-2 (Streptococcus): 19,8
g) QF 48-2 (Enterococcus): 19,2
h) QF 48-1 (Enterococcus): 18,7
i) QF 83-1 (Enterococcus): 18,7
i) QF 21-B (Enterococcus): 18,5
k) QF 90-2 (Enterococcus): 18,5
[y QF 73-2b (Enterococcus): 18,3
m) QF 87-1 (Streptococcus): 18

n} QF 79-2 (Lactococcus): 12

o) QF 71-4 (Lactococcus): 11,8
p) QF 100-7 (Lactococcus): 11,7

En resumen de las 507 ccpas evaluadas, |1 (2.2%) tuvieron una alta actividad acidificante, 26
(5.1%) una fuerte actividad lipolitica, 24 (4.7%) una alta actividad proteolitica, 6 (1.2%) fueron
importantes productores de diacetilo, 59 (11.6%) mostraron altos niveles de EPS (>50pg/109bac) y
38 (7.5%) ejercieron un actividad bacteriana en contra de uno o mds patdgenos. Entre los generos
que destacaron los Lactobacillus, principalmente mesafilos, mostraron la mayor actividad para las
propiedades acidificante y produccion de exopolisacarido.
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Objetivo especifico 3: Elaborar quesos experimentales en una queseria utilizando distintas
mezclas de fermentos previamente seleccionados en base a sus propiedades tecnologicas.
Seleccion y produccion de los fermentos.

En base a la informacién obtenida de la caracterizacion de las propiedades tecnol6gicas se realizd
un cruce de datos que permiti¢ identificar aquellas cepas que presentaron dos o mds de éstas
actividades, de forma de privilegiar su utilizacion en la elaboracion de los fermentos a utilizar en la
produceion de queso. De esta pre-seleccion se cligieron 10 cepas incluyendo cepas terméfilas y
mesofilas para formular 6 fermentos que fueron utilizados en la elaboracion de quesos a nivel

piloto.

l.as caracteristicas de cada mezcla de fermentos fueron;

Mezela N°I:
Mezcla N°2;

Mezcla N°3:

Mezcla N%4:
Mezcla N°5;

Mezcla N°6:

Incluye a la mejor cepa de cada una de las propiedades tecnoldgicas probadas.
Incluye una cepa acidificante y productora de EPS, una proteolitica y una
productora de diacetilo.

[ncluye dos cepas acidificantes, una productora de diacetilo y una proteolitica y
lipolitica.

Incluye una cepa con actividad lipolitica, una proteolitica y una acidificante.

incluye una cepa con actividad lipolitica, una proteolitica, una acidificante y una
EPS.

Incluye una cepa con actividad lipolitica, una proteolitica una acidificante y una
EPS en mayor proporeian (1,5).

Las cepas que conformaron cada uno de los fermentos fueron:

Mezcla N° 1

Cédigo cepa Género Cantidad Propiedad
Lactobacillus

QF 12-3 plantarum 1 Acidificante
Lactobacillus

QF 10-1 paracasel 1 Diacetilo
Lacfobacillus

QF 20-1A pentosus 1 Proteolitica
Lactabacillus

QF 60-1 brevis 1 Exopolisacarido
Lactococcus

QF 89-3 laciis 1 Lipolitica
Lactobacilius

QF 8341 piantarum 1 Antibacteriana
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Mezcla N° 2
Cddigo cepa Género Cantidad Propiedad
Lactobacilius Exopolisacarido +
QF 60-1 brevis 1 Acidificante
Lactobacilius
QF 10-1 paracasef 1 Diacetilo
Lactobaciilus
QF 52-5b paracasef 1 Proeolitica
Mezcla N° 3
Cadigo cepa Género Cantidad Propiedad
Laclobacillus
QF 12-3 | plantarum 1 Acidificante
Lactebacilus
QF B1-2 |plantarum 1 Acidificante
Lactococcus
QF 52-3a lactis 1 Diacetilo
Proteolitica +
QF 18-1 Enlgrocous sp. 1 Lipolitica
Mezcla N* 4
Cédigo cepa Giénero Cantidad Propiedad
Lactococcus
QF 839-3 faclis 1 Lipolitica
Lactobaciilus
QF 20-1A pentosus 1 Proteolitica
Lactobaciilus
QF 12-3 piantarum 1 Acidificante
Mezcla N° 5
Codigo cepa Género Cantidad Propiedad
Lactococcus
QF Bg-3 factis 1 Lipolitica
Lactobacillus
QF 20-1A pentosus i Proteolitica
Lactobaciilus
QF 12-3 | planfarum 1 Acidificante
Lactobacillus Exopolisacarido +
QF 60-1 brevis 1 Acidificante
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Mezcla N° &
Cédigo cepa Género Cantidad Propiedad
Lacfococous
QF 89-3 lactis 1 Lipolitica
Laclobacilius
QF 20-1A pentosus 1 Proteoiitica
Lactobacilius
Qf 12-3 | plentarum 1 Acidificante
Lactobacillus Exopolisacando +
QF 50-1 brevis 1.5 Acidificante
Mezcla Control
Fermento
comarcial

Previo a la preparacidn de los fermentos se realizd curvas de crecimiento bacteriano en condiciones
aptimas de desarrollo para cada una de las cepas seleccionadas. Ello permitié identificar la fase de
crecimiento exponencial y los maximos recuentos alcanzados para estandarizar los indculos finales.
La figura 12 muestra las curvas de crecimiento tipicas de 8 cepas. Los recuentos [ueron
determinados a las 0, 3, 6, 18, 24 y 29 horas (Tiempo 1, 2, 3, 4, 5 y 6 respectivamente). Todas las
cepas estudiadas alcanzaron su médximo recuento (10'UFC/m1) antes de las 18 horas de incubacién

a 37 ° en anaerabiosis, excepto Streptococcus sp.
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Figura 12. Curvas de crecimiento de 8 cepas incluidas en el estudio
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Elaboracion de los quesos: Una vez obtenidos los fermentos, estos fueron enviados a la planta
“Las Majadas” durante e] mes de Abril, planta que fue elegida en funcidn del cumplimiento de los
requisitos antes descritos. El proceso de preparacion de los quesos fue supervisado por el Sr.
Juvenal Cortes y siguié el siguiente esquerna (Anexo 4):

1} Pasteurizacion de la leche a 65° C por 30 minutos.

2) Adicion de 4 gramos de cloruro de calcio (20 gramos por 100 litros de leche trabajada).
3} Repeso por 10 minutos.

4y Aplicacion del fermento a 37°C,

5} Maduracion de la leche 20 minutos.

6) Adicion de cuajo. Formacian de la cuajada 40 minutos.
7) Corte de la cuajada.

8) Reposo 5 minutos.

9} Primera agitacion por 10 minutos.

10) Reposo 5 minutos.

11) Segunda agitacion por 10 minutos,

12) Reposo 5 minutos.

13) Pre-prensado en el suero

14) Desuerado.

15) Amasado con adicidn de sal.

16) Moldeado.

17) Autoescurrida.

|8) Oreo y salazbdn.

[9) Maduracion.

Esta etapa se cumplio exitosamente, en algunos quesos se observo una excesiva produceion de gas
durante el periodo de maduracion, sin embargo este hallazgo no alterd la calidad del producto final.

Evaluacion de la inocuidad de los quesos: Cumplido el tiempo de maduracién los quesos fueron
enviados al Laboratorio de Microbiologia para analisis de control de calidad antes de realizar la
evaluacion sensorial. Los resultados indican que los parametros S. aureus y de Salmonelia
cumplieron con la norma vigente en nuestro pais (tabla 8) Sin embargo a excepcién del queso
control, todos los quesos mostraron recuentos de enterobacteriaceas un poco altos para este
producto (niveles superiores a 10° UFC/g). Dado el tipo de microorganismo es probable que esta
contaminacion haya sido de tipo ambiental ya que fueron elaborados con leche pasteurizada.
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Tabla 8: Evaluacion de Parametros microbioltgicos segin RSA en quesos de cabra elaborados con fermentos locales.

Queso Mezcla de Enterobacteriaccas S. aureus Salmonella
4 Fermentos
| M1 1.8 10" <10 Ausente
2 M2 1.3 10° <10 Ausente
3 M3 4.7 10° <10 Ausente
4 M4 5.8 10° <10 Ausente
5 M3 9.2 10* <10 Ausente
6 M6 2.3 10° <10 Ausente
7 CONTROL <10 <10 . Ausente |

Evaluacion sensorial de quesos experimentales: Los resultados del Panel de Evaluacidn
Sensorial estin descritos en ¢l Anexo 5. En términos generales, la calidad sensorial de todas las
muestras evaluadas fue superior a la registrada en los testigos, Los resultados indican que todos los
quesos tienen buena aceptabilidad, sin encontrarse diferencias significativas entre ellos y dando
cumplimineto al objetivo de preducir un queso organolépticamente similar al artesanal a partir de
leche pasteurizada. Debido a que no s¢ encontraron diferencias significativas entre los quesos, se
utilizaron dos criterios para la seleccion de las 2 mejores mezclas, el primero fue el orden de
preferencias estimado por el panel y el segundo, que el menor nimero de cepas presentara la mayor
cantidad de caracteristicas tecnologicas (por ¢jemplo, una misma cepa con actividad antibacteriana
y produccién de diacetilo). Bajo este concepto, fucron seleccionados los fermentos | y 3.

Caracterizacion de los fermentos seleccionados: En esta etapa las cepas bacterianas que
conformaron los fermentos seleccionados fueron identificadas a nivel de especie y adicionalmente
se evaludé su susceptibilidad a los antibidticos y la presencia de plasmidios en las cepas
eventualmente resistentes. Estos dos Gltimos ensayos no fueron incluidos en el proyecto original,
pero nos parecio importante realizarlo ya que la evaluacion de la trasmision de genes de resistencia
a antibidticos constituye un criterio de exclusion para cepas que tienen como destino humanos. La
identificacion de las especies bacterianas de cada una de las cepas se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Identificacion bioguimica de la especie bacteriana de los fermentos seleccionados

Fermentos | Identificacién API
QF 12-3 L. plantarum ¢
QF 10-1 L. paracasei paracasei 2

QF 20-1* | L. pentosus

QF 60-1 L. brevis

Qr 89-3 L lactis |

QF 83-1 Lacrobacillus plantarum

QF 52-5B Lactobacillus puaracasei, spp paracaseil
QF 81-2 L. planiarum |

QF 52-3° Lactococcus lactis

| QF 18-1 Enteroccus grupo |
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Deteccion de plasmidios. Inicialmenie se evaluaron diferentes protocolos descritos para la
extraccion de plasmidios en bacterias Gram positivas. Los mejores resultados fueron obtenidos con
el protocolo rapid-mini-prep reportado por O'Sullivan, basado en una extraccion alcalina con una
alta concentracién de lisozima (30 mg/ml). En 2/10 cepas evaluadas se detectd la presencia de
plasmidios, una de ellas presenté 3 bandas con masas entre 2000 y 4000 bp, la otra cepa dos
bandas entre 3000 bp y 7000 bp.

Estudios de¢ susceptibilidad a antibidticos. Los resultados mostraron que las 9 cepas de
Lactobacilius fueron sensibles a los antibidticos ampicilina, amoxicilina y eritromicina. Se detects
resistencia a vancomicina (4/9), kanamicina (4/9), metronidazol (4/9), cefoxitina (4/9), penicilina
{2/9), tetraciclina (2/9), clindamicina (1/9) y gentamicina (1/9). La (inica cepa de enterococcus fue
sensible a todos los antibioticos probados.

El hallazge de cepas resistentes a la vancomicina ha sido reportada por varios autores, sin embargo
algunos sostienen que es una caracteristica intrinsica de estc género, aunque es actualmente
discutida ya que se ha observado variabilidad para algunas especies de Lactobacillus. Para
metronidazol y cefoxitina tambien se ha demostrado altos niveles de resistencia, concordando con
los resultados informados aqui.

Son escasos los estudios que evaluan la susceptibilidad a los antibioticos en el Genero
Lactobacillus ya que en general son considerados comensales, sin embargo esto ha tenido que
cambiar dado el amplio uso que estos microorganismos tienen como prebioticos. En cualquier caso
son muy escasos los articulos cientificos que los asocian a cuadros infeciosos (endocarditis u
otros),

Objetivo especifico 5. Elaboracién de quesos experimentales con los productores
participantes:

Conforme a la metodologia descrita anteriormente, en esta fase se prepararon quesos con leche de
cabra pasteurizada con los dos fermentos seleccionados (1 y 3). En esta elaboracién participaron 4
plantas, pero solo se consideraron los quesos provenientes de tres de ellas, ya que la calidad
microbioldgica de la cuarta queserfa demostro recuentos inaceptables para su consumo (Tabla 10)
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Tabla 10. Resultados microbioldgicos de quesos artesanales preparados en plantas pilotos

Fecha | Fermento Planta Enterobac- S, Salmonella Microorga-
| teriaceas Aureus nismos
16/11/06 | M1 A 1 <3 Ausente Fnterobacter
| Citrobacter
16/11/06 | M3 A 20x10 <3 Ausente
|
23/11/06 MI B 19« 10% <3 Ausente £ coli
Klebsiella
| fnterobacter
23/11/06 M3 B Myt 3 Ausente E. coli
| Klebsiella
Positive | Enterobacter
| Serratia
29/11/06 Ml C 43 x 10° <3 Auscite | Kiehsiedla
| Serranta
C. davisae
29/11/06 M3 C 52x10? <3 Ausente Enterobacter
Serretia
05/12/06 M D 38x 1D <3 Ausente K col
Servatia
05/12/06 M3 D 10x 10 <3 Ausente Enterobacter
| Citrobacier
[ 20111/06 | Control | <10 <3 Ausente

Evaluacion sensorizl de quesos experimentales: Los resultados del Panel de Lvaluacidn
Sensorial se encuentran detallados en el Anexo 6. Las conclusiones de este estudio indican que en
todas las muestras evaluadas la calidad sensorial fue buena, al igual que la aceptabilidad. En esta
ocasion la muestra control presentd mejor aceptabilidad que el resto de las muestras, pero sin
alcanzar significancia estadistica. Esto pudo deberse al tamarfio de los quesos, menor de 500 gr, en
comparacion a los preparados en el primer estudio pilote, en donde se elaboraron quesos de
aproximadamente 2,5 kg. Pensamos que esta variable hizo que este producto sufriera mayor
deshidratacion (a los 30 dias de maduracion} que el testigo. Esta situacion se generc por la baja
disponibilidad de leche en esta (ltima etapa. Aln asi los quesos mostraron buena apariencia, aroma
especifico del producto y sabor tipico y agradable.

Objetivo especifico 6. Capacitacion del personal de las queseria en higiene personal, buenas
prdcticas ¥ el correcto uso de los fermentos locales en la elaboracidn de queso de cabra.

En las tres capacitaciones realizadas durante la ejecucién del proyecto se aprecié gran interés de los
participantes en los temas revisados (Buenas Practicas Agricolas vy de Manufactura, Higiene e
inocuidad y peligros biolégicos). Los participantes tuvieron la oportunidad de conocer conceptos
nuevos y adquirir conocimientos para el control de peligros. En el proyecto no se contemplé una
evaluacién de las capacitaciones, pero se incluyd una encuesta para evaluar el cumplimiente de
pretrequisitos por parte de los productores con participacidn directa en cl estedio. Estos resultados
sirvieron de base pare definir los contenidos del segundo curso de capacitacion que se desarroll6
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en el mes de octubre de 2005. La tercera y ultima capacitacion, se llevd a cabo en el mes de enero
2007, en Ovalle y en ella se entregaron conceptos microbiologicos a los productores y se entregd
los resultados de su participacion en el proyecto (microbioldgicos y de elaboracién de quesos).

Respecto a la capacitacién en el uso de los fermentos esta se realizd solo con el personal de las
plantas que elaboraron los quesos experimentales, adicionalmente en cada ocasion se les entregd un
instructivo (Anexo 7). No se efectué una capacitacion masiva en el uso de fermentos ya que,
debido a que no se encontraron empresas dedicadas a la produccion de fermentos, no se llegé a un
formato comercial del producto.

Objetivo especifico 7. Evaluar comparativamente la produccién de quesos de cabra en base a
los fermentos seleccionados y un fermento comercial disponible

En todas las preparaciones de quesos experimentales se prepard un queso control con el fermento
comercial MA 16 que incluia las cepas Streptococcus lactis y Streptococcus cremoris. Como se
menciond, los quesos preparados con los fermentos experimentales en la evaluacion sensorial
superaron en su score al queso control y no tuvieron diferencias significativas con los quesos
artesanales.

Objetivos especifico 8: Gestionar contactos con empresas nacionales y/o internacionales que
posean tecnologia o la intencién de producir en forma comercial los fermentos

En nuestro pais no existen empresas que se dediquen a la produccion de fermentos comerciales,
ademas, en el Pais no existe infraestructura para desarroilar estos fermentos en forma comercial. En
este sentido, seria importante realizar una evaluacion de la factibilidad de instalar una planta piloto
en la IV Region, que pueda producir los fermentos en un volumen creciente en el tiempo.

Por otro lado, dados los buenos resultados obtenidos en la elaboracién de los quesos con las
mezclas seleccionadas, ya se dio inicio a los tramites de patentamiento de dichos fermentos. El
proceso lo lleva a cabo el Sr. Javier Ramirez, Abogado de la Vicerrectora de Investigacion y
Desarrollo de la Universidad de Chile, en conjunto con los Investigadores del Proyecto. En estos
momentos se encuentra en etapa de revisién el patentamiento de una o las dos mezclas
seleccionadas y una vez decidido esto, se postulard a fondos CORFO de patentamiento.

El proceso de patentamiento a seguir se discutio el dia 31 de mayo de 2006 en una reunién en la
sede de FIA, a la cual, ademas de los investigadores y el abogado Javier Ramirez, asistieron el Sr.
Sebastian Ganderats y la abogada Carla Verdugo por parte de FIA.
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5. Fichas técnicas y andlisis econémico

Con respecto a las fichas técnicas, no es posible entregar la informacion solicitada, dado que los
detalles de la composicidn y elaboracion de los fermentos para producir quesos, estAn en proceso
de patentamiento, gestion que esta realizando el abogado Sr. Javier Ramirez en representacion de la
Universidad de Chile en conjunto con el FIA,

El analisis econdémico se debia efectuar tomando en cuenta que se contactaria empresas nacionales
que produjeran el fermento de manera comercial. Al realizar estas gestiones vy confirmar que en
Chile no existe capacidad de produccién de los fermentos, se debe plantear la posibilidad de
efectuar un proyecto de implementacién de una planta piloto para su elaboracién comercial, lo que
escapa a los alcances de este proyecto.
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6. Impactos del proyecto

Conforme a las capacitaciones efectuadas, logramos que gran parte de los productores
comprendieran los riesgos involucrados en la produccion de queso de cabra y la responsabilidad
que recae sobre ellos para controlar tales peligros. En muchos casos, los temas tratados eran
desconocidos, lo que indica que las labores de capacitacién y entrega de informacién utilizadas
hasta la fecha no han sido todo lo efectivas que se esperaba.

La evaluacion de las encuestas permitié conocer la situacion actual de funcionamiento de las
plantas queseras incluidas en el estudio y la falta de conocimientos y recursos. Debido a esto, la
implementacion de buenas practicas agricolas es un trabajo que requiere de asesoria continua y
aporte de recursos economicos para que dichos productores esicn mejor preparados para enfrentar
las exigencias de los mercados actuales,

El proyecto permiti¢ disponer de informacién relativa a la biodiversidad de ta flora lactica de los
quesos de cabra artesanal de esta region, lo cual constituye un primer paso para acceder a una
denominacién de origen.

En cuanto a la elaboracion de quesos, los preparados con las mezclas de fermentos seleccionados
fueron en su mayoria mejor evaluados que los quesos controles, tanto por el panel de evaluacion
sensorial como por los pequenos productores que participaron en su elaboracion. Esto se traduce en
gue es posible obtener quesos de dptima calidad organoléptica que cumplan con los estandares de
calidad e inocuidad requeridos por los mercados tanto nacional, como internacional.

Dado los buenos resultados obtenidos, los productores se encuentran muy motivados hacia la
mejora continua y tienen interés en seguir participando y apoyando proyectos de este tipo. Un
trabajo permanente en el tiempo y enfocado a las necesidades de capacitacion de los productores en
temas de higiene, les permitird poder contar con productos inocuos y con esto acceder a mercados
formales.

Los excelentes resultados del proyecto, con la obtencién de numerosas cepas con caracteristicas
deseables, nos han motivado a iniciar el proceso de patentamiento de la 2 mezclas de fermentos
seleccionadas, lo que se encuentra en etapa de estudio por parte del abogado de la Universidad de
Chile, Sr. Javier Ramirez. En una segunda etapa se optara a fondos propios de la Universidad y de
Corfo para realizar un patentamiento en conjunto con FIA.

Desde ¢! punto de vista econémico el empleo de estos fermentos debera significar una disminucion
en 1os costos que hoy pagan por el producto importado.

Por (ltimo, aunque falta el desarrollo comercial de los fermentos, esperamos que su uso por parte
de los pequefios productores de queso de cabra de 1a [V Regidn, los impulse en su meta de alcanzar
mercados furmales y de mejores precios para sus quesos.
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Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto

Técnicos

Durante el mes de abril de 2005, las instalaciones eléctricas del INTA sufrieron un alza de
voltaje que se tradujo en la pérdida de equipos tanto en el laboratorio (incubadores, freezer)
como en las oficinas (impresoras, computadores). El mayor problema para el proyecto fue la
pérdida de un freezer de -83°C, donde se encontraban las cepas de bacterias ldcticas aisladas
hasta esa fecha. Los cultivos debieron ser recuperados y almacenados en otros freezers, aunque
se registrd una pérdida de un 5% de las cepas. Debido al alto costo de reparacion (sobre 31
millén), el equipo fue dado de baja y los cultivos fueron trasladados a equipos de -20°C.

Durante la primera etapa del proceso de preparacion de los quesos, se€ controlaron los
pardmetros directamente asociados a la adicion de los fermentos, pero no se puso mayor
atencion en labores propias del sistema productivo del queso de cabra. Debido a esto, algunos
de los quesos elaborados tenian un exceso de sal y una parte importante de cllos presentaron
niveles de enterobacterias mayores a los permitidos por el Reglamento Sanitario de los
Alimentos (<107). Por esta razon, se repitié parte de esta labor mediante la preparacién de
nuevas mezclas de fermentos (3) y elaboracién de nuevo batch de quesos. Con esta actividad
(na contemplada en el proyecto original) se espera disminuir factores externos, como el salado
del queso, en los analisis organolépticos restantes.

Administrativos

Durante el desarrollo del proyecto hubo problemas permanentes con las rendiciones de cuentas
por parte de la Universidad Tecnologica Metropolitana (UTEM), lo que dificulto ia elaboracion
de los informes financieros en los periodos establecidos. Los principales problemas son la
entrega de documentos incompletos y erréneos, o que retrasé el sistema de contabilidad.

l.a Asistente Técnico Srta. Sandra Cofre Avendafio que trabajaba con ¢l Prof. Martin Gotteland
en ¢l marco del proyecto F1A presentd su dimisién a principios de junio y fue remplazada por la
ingeniera en Alimentos Srta. Natalia Vega.

La Asistente Técnico Srta. Maria José del Valle que trabajaba con el Prof. Gustavo Faindez en
el marco del proyecto FIA presentd su dimision el 31 de marzo de 2003 y fue remplazada por el
Sr. Issa Cazor, cstudiante de la Carrera de Ingeniera en Alimentos.

"Todos estos reemplazos fueren comunicados y aprobados por FIA.,
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8. Difusion de los resultados
Ceremonia de lanzamiento

» Tipo de actividad realizada y objetivo principal: Ceremonia de Lanzamiento del proyecto
(Anexo 8)

» Fechay lugar de realizacion: Agosto 2005, La Serena, IV Region Chile

» Temas tratados o exposiciones realizadas
= Presentacién del proyecto ante autoridades locales y productores de la IV Region.

o Destinatarios de la actividad: Comunidad y productores de queso de cabra de la 1V Region

» Identificacion de los expositores:
* Pedro Hernandez, SEREMI 1V Region
= Sebastian Ganderats, Responsable Proyecto (FIA)
*  Guillermo Figueroa, Coordinador general del proyecto (INTA, Universidad de Chile)

» Caracteristicas: Actividad que contd con la asistencia de los productores participantes en el
proyecto, autoridades regionales, medios de comunicacion locales y comunidad en general.

» Resumen de la actividad:
Objetivo: Dar a conocer el proyecto y sus objetivos ante la comunidad de la IV Region, asi
como el compromiso y respaldo de FIA y las autoridades locales a la realizacion del proyecto.
Conclusiones: La actividad contd con una gran asistencia por parte de productores de queso de
cabra de la IV Regidn, quienes plantearon sus inquietudes ante los requerimientos establecidos
por el proyecto. Ademas destacaron la importancia que tienen iniciativas de esta indole sobre la
produccién de queso y como consecuencia, sobre la economia de 1a Region.

Capacitaciones:

Taller de capacitacion N°1 (Anexo 9)

« Tipo de actividad realizada y objetivo principal: Capacitacion de Productores Participantes en el
Proyecto en Inocuidad de alimentos (BPA y BPM)

= Fecha y lugar de realizacion: Agosto 2005, La Serena, IV Region Chile

¢ Temas tratados o exposiciones realizadas
= Aseguramiento de |a inocuidad en |a produccién caprina.

« Destinatarios de la actividad: Productores de queso de cabra de la IV Region

 ldentificacién de los expositores:
« Alvaro Figueroa, Ingeniero Agrénomo con jornada parcial en el proyecto, INTA,

Universidad de Chile

« Caracteristicas: Se traté de una actividad centrada en los productores de queso de cabra de la IV
Region involucrados directamente en el proyecto, pero que permanecié abierta a todos los
productores interesados.
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Resumen de la actividad:

Objetivo: realizar una capacitacion inicial de los productores participantes en el estudio en
temas de calidad e inocuidad de alimentos, con énfasis en Buenas Practicas Agricolas y de
Manufactura en la produccion de quesos artesanales.

Conclusiones: Los participantes presentaron sus inquietudes y plantearon su desconocimiento y
preocupacion frente a los resultados obtenidos en muestras de sus productos, asimismo se
mostraron interesados en participar de la encuesta y de futuras capacitaciones que les permitan
mejorar sus condiciones de trabajo y con esto entregar productos més sanos y seguros. Muchos
de ellos tienen real interés en comercializar sus productos a través de canales formales, por lo
que ¢l cumplimiento de las exigencias establecidas en el Reglamento Sanitario de los
Alimentos (RSA) es prioritaria para €l desarrollo de su actividad.

Taller de capacitacion N°2 (Anexo 10)

Tipo de actividad realizada vy objetivo principal: Segunda Capacitacion de Productores
Participantes en ¢l Proyecto en Inocuidad del queso de cabra

Fecha y lugar de realizacion: Diciembre 2005, Ovalle, IV Region Chile

Temas tratados o exposiciones realizadas

» Inocuidad en la elaboracién del queso de cabra.

* Principales peligros de contaminacion y métodos de control.

Destinatarios de la actividad: Productores de queso de cabra de la IV Region participantes en el

estudio

Identificacion de los expositores:

* Guillermo Figueroa (INTA), Jefe de proyecto.

» Alvaro Figueroa (INTA), Ingeniero Agrénomo con jornada parcial en el proyecto.
Caracteristicas: Se traté de una actividad centrada en los productores de queso de cabra de la [V
Region involucrados directamente en el proyecto.

Resumen de la actividad:

Objetivo: Realizar una segunda capacitacion a los productores participantes en el proyecto en
temas relacionados a la inocuidad del producto y peligros relacionados.

Conclusiones: Aunque debido a la fecha de realizacion de la capacitacion (diciembre) hubo un
importante numero de productores que no pudieron asistit, se estina que se lograron los
objetivos establecidos, ya que los participantes presentaren sus inquietudes respecto de los
temas tratados y otros, tales como la falta de continuidad de los proyectos financiados con
fondos estatales. E| interés de participar en las etapas posteriores del proyecto es manifiesto por
parte de los productores y su asistencia fue considerada en la seleccion de la queseria para la
segunda etapa.
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Taller de capacitacion N3

Tipo de actividad realizada vy objetivo principal: Tercera Capacitacion de Productores
Participantes en el Proyecto en Inocuidad del queso de cabra

Fecha y lugar de realizacién: Enero 2007, Ovalle, IV Region Chile

Temas tratados o exposiciones realizadas

* Peligro microbiolégicos en la produccion caprina.

Destinatarios de la actividad: Productores de queso de cabra de la IV Region participantes en el
estudio

Identificacién de los expositores:

* Guillermo Figueroa (INTA). Jefe de proyecto.

*  Alvaro Figueroa (INTA), Ingeniero Agréonomo con jornada parcial en el proyecto.
Caracteristicas: Se traté de una actividad centrada en los productores de queso de cabra de la 1V
Region involucrados directamente en el proyecto.

Resumen de ]a actividad:

Objetivo: Realizar la tercera capacitacion y entrega de resultados microbioldgicos a los
productores participantes en el proyecto. En esta oportunidad se entregd informacion sobre los
principales patdgenos involucrados en Jla contaminacion de los quesos, las vias de
contaminacion y formas de control.

Conclusiones: Los productores asistentes presentaron sus inquietudes y con ello se generd un
debate que fue de gran utilidad para evitar problemas futuros. Al interiorizarnos mas sobre la
realidad del proceso productivo y los problemas determinados en los analisis microbiologicos,
se generaron planteamientos en base a ejemplos aplicados al rubro, por lo que en nivel de
entendimiento fue mayor al de capacitaciones anteriores.

Presentaciones a congresos

Presentacidn a XX VII Congreso Chileno de Microbiologia (Anexo 11)

Fecha y lugar de realizacion: Octubre 2005, Pucén, Chile

Temas tratados o exposiciones realizadas

1. Propiedades tecnolégicas de Lactobacillus sp. aislados de leche y queso de cabra.

2. Propiedades tecnologicas de cepas de Enterococcus aislados de quesos de cabra artesanal
Destinatarios de la actividad: Comunidad cientifica y profesionales del area

|dentificacion de los expositores:

»  Guillermo Figueroa, INTA — Universidad de Chile (1)

»  Miriam Troncoso, INTA — Universidad de Chile (2)
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Presentacion a XX VIHI Congreso Latinoamericano de Microbiologia (Anexo 12)

» Fecha y lugar de realizacidn: Octubre 2006, Pucdn, Chile
e Temas tratados o exposiciones realizadas

L. Deficiente calidad microbioldgica de los quesos de cabra artesanales de la IV region

2. Buenas pricticas en productores de quesos de cabra artesanal de la [V region

3. Evolucién de microbiota ldctica durante la maduracién de queso de cabra artesanal

4. Caracterizacion de las propiedades tecnologicas de bacterias lacticas aisladas de guesos

artesanales de cabra

5. Descripcion mediante PCR-TTGE de la microbiota lactica de quesos artesanales de cabra
+ Identificacion de los expositores:

»  Alvaro Figueroa, INTA — Universidad de Chile (1-2)

= Patricia Rivas, INTA — Universidad de Chile (3)

» (ustavo Faiindez, UTEM (4)

* Yael Codriansky, INTA (5)

Ceremonia de Clausura

« Tipo de actividad realizada y objetivo principal: Ceremonia de Clausura del proyecto

» Fechay lugar de realizacién: Enero 2007, La Serena, 1V Region Chile

» Temas tratados o exposiciones realizadas
= Presentacion de los resultados del proyecto ante autoridades locales, Encargados de FIA y

productores de Ja 1V Region.

» ldentificacion de los expositores:
* QGuillermo Figueroa, Coordinador general del proyecto. INTA, Universidad de Chile
= Patricio Navarro, Director de INPROA
» (German Araya, Director Subrrogante, INDAP IV Region.
* Hugo Rojas, Director del Programa Caprino, INDAP iV Region.
= Mauricio Caiioles, Jefe Unidad de Estudios y Proyectos, FIA

s Caracteristicas: La actividad contd ademas con la asistencia del Sr. Sebastian Ganderats (F1A),
Alvaro Figueroa (INTA), productores participantes en el proyects y comunidad en general.

» Resumen de la actividad:
Obijetivo: Dar a conocer los resultados finales del proyecto, sus alcances y sus proyecciones
futuras que aseguren la utilizacion de los resultados.
Conclusiones: La actividad logré el objetivo de entregar los resultados frente a los productores
de la 1V Regidn y reunid a autoridades que pueden entregar continuidad a la labor iniciada en la
Region.




ry - ] o)

& < ¥
' g

\\' Y] Ll camAsE ) G

$ GOBERNO DE CHILE, A s W Srascanrane
FUNDACKN PANRA LA ot

INMOWACION AGRARIA

Conclusiones y recomendaciones

La evaluacion de la calidad microbioldgica de los quesos experimentales de leche de cabra
mostré que un porcentaje importante de éstos, a pesar de la pasteurizacion, no cumplen con
los parametros establecidos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos. Esto confirma
deficiencias de las condiciones de higiene durante su elaboracion y enfatiza la necesidad de
capacitacién continua orientada a las Buenas practicas de Higiene y de Manufactura a los
productores artesanales.

La incorporacion al proyecto de un mayor nimero de productores permitié obtener un mayor
namero de cepas, disponiendo asi de un universo representativo y con mayoer diversidad de
las cepas disponibles. Al total se logro aislar 507 cepas lacticas perteneciendo a los generos
Lactococeus, Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus y Leuconostoe. lLuego se
caracterizd un pool de cepas destacables por sus actividades acidificantes, proteasicas,
lipasicas, antibacterianas y productoras de diacetilo o de exopolisacarido. Estas cepas
podrian ademas, ser estudiadas en el futuro en cuanto a diversos aspectos, como por ¢jemplo
en su capacidad probidtica.

Como resultado concreto del proyecto, se logrd obtener dos mezclas de fermentos que fueron
utilizadas con éxito para la elaboracidn de quesos, siendo bien evaluados tanto por
productores como por ¢l panet de evaluacion sensorial.

El éxito de estas dos mezclas de fermentos sugiera que tiemen alta potencialidad de ser
comercializados, por lo que se dio inicio al proceso de su patentamiento.

En Chile no existe en la actualidad la capacidad de produccién de fermentos a escala semi
industrial o industrial, lo que dificulta el desarrollo future de los fermentos y su accesibilidad
por parte de los productores de queso.

Si se consideran los puntos antes descritos, es recomendable continuar la labor iniciada a
iravés de la capacitacion continua de los productores, efectuar los estudios e inversiones
necesarias que permitan la produccién del fermento a escala comercial y efectuar nuevas
investigaciones que permitan el desarrollo de productos nuevos de alta calidad e inocuidad y
con mayor valor agregado, necesarios para el desarrollo del sector.
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10. Otros aspectos de Interés

La ejecucion del presente proyecto permitio la formacion de recursos humanos, es decir, financio
los proyectos de tesis de ires alumnos de pregrado, entre los que se incluyen dos futuros Ingenieros
en Industria Alimentaria y un Ingeniero en Biotecnologia Molecntar, cuyos resumenes de tesis se
adjuntan en el Anexo 13. Las tres tesis se encuentran finalizadas y en etapa de revisién por parte de
las comisiones académicas respectivas.
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11. ANEXOS

ANEXQ 1: Ficha datos personales

FICHA REPRESENTANTE(S) LEGAL(ES)

Agente Postulante

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Representante Legal del Agente Postulante

Nombres Fernando

Apellido Paterno Vig

Apellido Materno Del Rio

RUT Personal -

Nombre de la  Orpanizacion o/ Instituio de Nutricidn v Tecnologia de los Alimentos (INTA)

Institucion donde trabaja

RUT de la Orpganizacion 60.910.000-1 .
Tipo de Organizacion Pablica | x |Privada
Cargo o actividad que desarrolla en ella | Director

Direccion (laboral} El Libano 5524

Pais Chile

Regitn Metropolitana

Ciudad o Comuna Macul

Fono 978141 |

Fax 2214030

Celular -

Email [Vio@ima.cl

Web www.inta.cl

Género Masculino | T| Femenino
Etnia {B) Sin clasificar
| Tipe (C) Profesional

{A), (B). (C). Ver notas al final de esie anexe
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Agentes asociados

{'_I‘ipo de actor en el PI’OECIIO (é) Representante Legal de! Agente Asociado

'Nombres Miguel
Apellido Paterno Avendaiio
Apellido Materno Berrios

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacin o | Universidad Tecnolégica Metropolitana (UTEM)
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacién 70729100-1
Tipo de Organizacion Plblica | x |Privada
Cargo o actividad que desarrolla Rector i
! Direceion {laboral) Dieciocho 161
Pais Chile
Regidn : Metropolitana . Sy
Ciudad o Comuna Santiago 2
| Fono 562 6964123 _
| Fax 562 6981311 w——
| Celular o i |- : i .
| Email rectoria.casacentral@utem. ci
Web www.ulem.cl S
Género Masculino Li | Femenino 1
Etnia (B) Sin clasificar
Tipo {C) Profesional L

| Tipo de actor en el Proyecto {A) | Representante Legal del Agente Asociado

| Nombres Rolando Arturo

| Apellido Paterno Michea

| Apellido Materno ) Mundana - - _
RUT Personal

Nombre de Ila Organizacién o | Instituto Naciosal de Promocidn Agraria (INPROA)
Institucién donde trabaja

RUT de la Organizacion 70.008.570-8
Tipo de Organizacion Publica | | Privada - { X
Cargo o actividad que desarrolla SubDirector
Direccidn {laboral) Federico Froebel i676,
Pais Chile -
Region Metropolitana N
Ciudad 0 Comuna Providencia
| Fono > 2252720
| Fax ) 2050318 -
Celular .
Email r.michea@inproa.cl
Web ) www.inproacl
Género Masculino | x | Femenino |
Einia {B) $in clasificar
Tipe (C) Profesional o, Sy

FICHA COORDINADORES Y EQUIPO TECNICO
(Esta ficha debe ser llenada tanto por el Coordinador Principal, Coardinador Alterno y cada wno de los integrantes del Equipa
Técnico)
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Tipo de actor ep el Proyecto (A)

—

Coordinador Principal

Nombres Guillermo
Apellido Paterno Figueroa

Apellido Materno

Gronemeyer

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacién o Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA)
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacidn 60.210.000-1

Tipo de Organizacidn

=

Pablica | x |Privada |

Carge o actividad gque desarrolla

Profesor Asociado, Jefe de Laboratorio de Microbiologia

Profesidn

Tecnblogo Médico

Especialidad

Microbiologia

Direccién (laboral)

El Libano 5524

Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Magcul

Fono 9781474
| Fax 2214030 —
Celular 98251264
| Email gfipueroa@uchile.cl

Web www.inta.cl =

Genero Masculino | x [Femenino
Etnia (B) Sin Clasificar

Tipe (C) Profesional

| Tipo de actor en el Proyecto (A)

Coordinador Alterno

Nombres

Martin

Apellide Paterne

Goltteland

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacion o | Instituto de Nutricion y Teenelogia de los Alimentos (INTA)
Ipstitueién donde trabaja )

RUT de la Orpanizacién 60.910.000-1

Tipe de Organizacion Pablica | x | Privada |

Cargo o actividad que desarrolla

Profesién

Fisiologo

Especialidad Fisiologia y fisiopatologia
Direccidn (laboral) El Libano 5524

| Pais Chile

| Region Metropolitana

| Ciudad o Comuna Macul )

' Fono 9781523
Fax 2214030
Celular - o
Email meotieta@inta.cl
Web www.inia,cl
Género Masculino | x |Femenino
Etnia (B) Sin Clasifigar
Tipo (C) Profesional
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Tipo de actor en el Prayecio (A) Equipo Técnico
Nombres Gustavo Ranl
Apellido Paterno Faiindez
Apellido Materno Zamora
RUT Personal
Nombre de In Organizacion o | Universidad Tecnoldgica Metropolitana (UTEM)
Institucién donde trabaja
RUT de la Organizacion 70.729.100-1
| Tipo de Organizacién Pablica L x | Privada [
| Cargo o actividad que desarraolla x Profesor Asociado
| Profesion . Bioquimico
Especialidad Microbiologia
Direccion (laboral) [ Macul 1242 ] ]
| Pais Chile
Regidn Metropolitana
Ciudad o Comuna | Macul ~
Fono i 7877123 } -
Fax 7877095
Celular 90454777
Email gfaundez@utem.cl :
Web www.utem.cl - e
Géncro Masculino _r x | Femenino
Etnia (B) Sin Clasificar 5
Tipo {C) Profesional
[ Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo Téenico
Nombres Miriam Rosa
Apellido Paterno Troncoso
Apellido Materno Herrera ~ .

| RUT Personal
Nombre de la  Organizacién o | Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA)

Institucién donde trabaja

'RUT de la Organizacién 60.910.000- | =

Tipo de Organizacién Publica [ % |Privada L
Carpo o actividad que desarrolla en ella | Responsable Laboratorio, Diag. Microbiol6gico, Caract, Flora lactica,
Profesion Tecndlogo Médico

Especialidad | Microbiologia

Direccidn (laboral) El Libano 3524 - i
Pais Chile

Regidn Metropolitana

Ciudad 0 Comuna Macul

Fono | 6781474

Fax ] 12214030

Celular -

Email mironco(@inta.cl

Web www.inta.cl

Género Masculino | |Femenino X

Emia (B) Sin Clasificar
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| Tipe (C) [Profesional
Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo Técnico =
Nombres Alvaro Frangisco
Apcllido Paterno Figueroa |
Apellido Materno Olivares |
RUT Personal |
Nombre de Ia Organizacion o | Instituto de Nutricion y Teenclogia de los Alimentos (INTA)
 Institucién donde trabaja
RUT de Ia Organizacidn 60.910.000-] .
Tipo de Organizacidn Publica | x |Privada |
Cargo o actividad que desarrolla Desarrollo de proyectos y docenle en temas de [nocuidad Alimentaria
-l {(HACCP, BPA)
Profesion [ngenierc Agrénomo
Especialidad Sistemas de Gestion de Calidad e Inocuidad |
Direccion (laboral) El Libano 5524
Pais Chile
Regidn Metropolitana ==
Ciudad 0 Comuna Macul -
Fono 9781474
Fax 2214030
Celular -
Email afigueroa@inta.cl = L
Web www.inta.cl -
Género Masculino | x | Femenino
Etnia (B} : Sin Clasificar
Tipe (C) = Profesional

Tipo de actor en el Proyecto (A) | Equipo Téenico

Nombres Patricia Carolina

Apellido Paterno — Rivas

Apellido Materno Sanchez

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacién o | Instituto de Nutricidn v Tecnclogia de los Alimentos (INTA}
Institucion donde trabaja

RUT de la Qrganizacion 60.910.000-1

Tipo de Organizacion Publica | x |Privada |
Cargo o actividad que desarrolla Bioguimico

Profesian ] Bioguimico

Especialidad Microbiologia .
Direccion (1aboral) El Libano 5524

Pais Chile

Regi6n Metropolitana o J
Ciudad o Comunz Macul

Fono 9781475

Fax _ 2 2214030 . _ . ol
Celular - B

Email privasi@inta.cl

Web www.inta.cl _ : _
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Género Masculino | |Femenino | x
Etnia (B) Sin Clasificar
Tipe (C) Protesional
| Tipe de actor en el Proyecto {A) Equipo Técnico
Nombres Relando
Apellido Paterno Michea -
Apellido Materno Mundaca
RUT Personal
Nombre de Ila Organizacijon Instituto Nacional de Promocion Agraria (INPROA)
Enstitucion donde trabaja
RUT de la Organizacion 70.008.570-8
| Tipe de Organizacién Piblica | | Privada X
Cargo o actividad que desarrolla Subdirector
Profesibn Economista Agrario
| Especialidad Evaluacién y seguimiento de costos de produccion
| Direccion (laboral) Federico Froebel 1676 B
| Pais Chile
| Regidn Metropolitana
| Ciudad o Comuna Providencia
Fano 2252720
Fax 2050318
Celular - i
Email r.michea/@inproa ¢l
Web wwaw inproa.cl
Género Masculino [ x [ Femenino
Etnia (B) Sin Clasificar
Tipn {C) - Profesional
Tipo de actor en el Proyecto (A) Equipo Técnico
Nombres Juvenal
Apellido Paterno Cortés
Apellido Materno Rojas
RUT Personal
Nombre de la  Organizacidn Institute Nacional de Promocién Agraria {INPRCA)
Institucidn donde trabaja s
RUT de la Organizaciin 70.008.570-8 e
Tipo de Organizacién Pablica | _| Privada X

Cargo o actividad que desarrolla

Asesor IV Region

Profesion

Técnico en Ganado Caprine y produccién de quesos

Especialidad

BPA caprino v produceidn de quesos de cabra

Direccion (laboral)

Federico Froebel 1676

Pais

Chile

Regidn

Metropolitana

Ciudad o Comuna

Providencia

Fono 2252720
Fax 2050318 o
Celular -

Email

r.micheai@inproa.cl
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LERE 2

IS GOBIERNO DE CHILE A ey
IR/ ACION AGRARTA o
| Web www.inproa.cl
Género Masculino | x | Femenino |
Etnia (B) = | Sin Clasificar
Tipo (C) Técnico
Tipo de actor en el Proyecio (A) -Equipo Técnico _
Nombres Victor
Apellido Paterno Calderdn
Apellido Materno Leiva
RUT Personal - i
Nombre de Ia  Organizacion o | Instituto Nacional de Promocién Agraria (INPROA)
| Institucién donde trabaja
| RUT de la Organizacién | 70.008 570-8
Tipo de QOrganizacion | Publica | [Privada L X
Cargo o actividad que desarrolla en ella | Coordinador Regional
| Profesién [ngeniero en Ejecucion Agrario )
Especialidad Técnicas Pecuarias |
Direccion (laboral) | Federico Froebel 1676 i
Pais Chile
Regidén Metropolitana _
Ciudad o Comupa Providencia i
Fone 2252720
Fax ; 2050318 b
Celular -
Email r.michea@inproa.cl
Web www.itproa.cl
Género Masculino | x |Femenino
Etnia (B) Sin Clasificar
Tipo (C) Técnico
FICHA PARTICIPANTES O BENEFICIARIOS DIRECTOS
(Esta ficha debe ser [lenada por cada uno de los bengficiarios directos o participantes vinculados al proyecto)
Tipo de actor en el Proyecto {A) Beneficiario directo
Nombres Gustavo
Apellido Paterno Hemindez
Apellide Materno Valdivia
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o | Quesos de Leche Santa Cristina
Institucidn donde trabaja ~
RUT de la Organizacién N
Publica | |Privada X

Tipe de Organizacion

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Representante Legal

Profesion

Especialidad -

Direecidn (laboral) 6 km al este de quebrada seca y al oeste de Ovalle

Pais Chile » |
Region ¥ =

Ciudad o Comuna Ovalle

Fono
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&P GOBIERNO DE CHILE
FUNLACION PARA LA
INNOVACION AGRAREA

CORAENG 4 0
PG P
RO T A R

Fax L .
Celular 3 - =~
Email -

Web e - Ry——
| Género Masculino |x | Femenino |
Etnia (B) Sin clasitficar = |
Tipo (€) Productor individual pequeio

Tipo de actor en el Proyecto (A) Beneficiario direcio |
Nombres Luis

Apellido Paterno Villar

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o[ Campo Linde

Institucién donde trabaja ‘
RUT de la Organizacion |
 Tipo de Qrganizacién ' Puiblica I | Privada [x |

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Representante Legal

Profesion

Especialidad >
Direccion (laboral) Cerrillos de Tamaya s/n
Pais Chile
| Regién v
|_(_'_?iudad o Comuna Orvalle
| Fono -
| Fax -
Celular - 3 )
Email -
Web -
| Género ) ; Masculing [x | Femenina
Etnia (B) Sin clasificar
Tipo {C) | Productor individual pequefic

Beneficiario directo

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Nombres lsmelda
Apellido Paterno Contreras .
Apellido Materno Zarriente : =

_R_UT Persanal

Nombre de la Orgar;izacién 0
Institucion donde trabaja

(Queserfa lsconza

| RUT de la Qrganizacién

Tipo de Organizacion

I__‘ Privada

Publica

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Representanie Lepal

Profesion

| Especialidad 7 ’

Direceion (laboraly Bolsico Las Breas, Rio Huriado

Pais — cnike = ||
| Regién v v
| Ciudad o0 Comuna Ric Hurtado .

Fono
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by GOBIERNO DE CHILE X Z ot on:
RS
Fax =X, .
Celular
| Email
| Weh -
Género Masculino ,| ,| Femening 'i
Etnia_(B) Sin clasificar E =
| Tipe_(C) Productor individual pequeio
Tipo de actor en el Proyecto (A) ‘Beneficiario dirccto
Nombres — Nicanor —3 _
| Apellido Paterno Rojas B i -
Apellide Materno Pasten I
RUT Personal B
Nombre de la Organizacién o | Sociedad Tres Robles
Institucion donde trabaja e
RUT de la Organizacién
Tipe de Organizacidn Piblica . | | Privada | x
| Cargo o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal -
| Profesion - z L
| Especialidad A L
Direccidn {laboral) Hurtado calle s/n -
Pais 1 Chile
Rerion 1V
| Ciudad 0 Comuna Ovalle
| Fono
| Fax - s
Celular -
Email - B
Web -
Género | Masculino |x [Fernenino
| Etnia {B) | Sin clasificar
| Tipo (C) | Productor individual pequerio
| Tipe de actor en ¢l Proyecie (A) Beneficiario directo
Nombres Maria Saledad
Apellido Paterno Vicuna
Apellide Materno Baeza
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o |La Palma de Pachingo
Institucion donde trabaja
'_RLLT de la Organizacion = B
| Tipo de Organizacién Piblica | | Privada x|
| Carge o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal ) —
Profesién = =
Especialidad -
Direccién (laboral) Pachingo
| Pais Chile
Region . v
Ciudad o Comuna | Ovalle = x

Fono
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9 COBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

Fax -

Celular -

Email -

Web -

Género Masculino l | Femenino X
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Productor individual pequeiio
Tipo de actor en el Proyecto (A) Beneficiario directo

Nombres Juan

Apellido Paterno Ruilova

Apellido Materno Leal

RUT Personal

Nombre de la  Organizacibn o Las Majadas de Camarico
Institucién donde trabaja

RUT de la Organizaciéon

Tipo de Organizacidn Publica | j Privada X
Cargo o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal

Profesidn -

Especialidad -

Direccién (laboral) Las majadas de camarico

Pais Chile

Region v

Ciudad 0 Comuna Punitaqui

Fono -

Fax -

Celular -

Email -

Web -

Género Masculino [x [ Femenino
Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Productor individual pequefio
Tipo de actor en el Proyecte (A) Beneficiario directo

Nombres Hernaldo

Apellido Paterno Diaz

Apellido Materno Miranda

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacibn o | Sociedad Agricola Los Aromos
Instituciéon donde trabaja

RUT de la Orpanizacion

Tipo de Organizacién Piblica | [Privada X
Cargo o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal

Profesion -

Especialidad -

Direccién (laboral) Campo Lindo

Pais Chile

Regién v

Ciudad o Comuna Ovalle

Fono -
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&89 COBIERNO DE CHILE N2/ T A cwnon
P R,

Fax -

Celular -

Email -

Web -

Género Masculing I'x | Femenino

Etnia (B) Sin clasificar

Tipe (C) Productor individual pequeiio

Tipo de actor en el Proyecto (A) Beneficiario directo

Nombres Luis

Apellido Paterno Marin

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizacién o | Sociedad Agricola Los Aromos

Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion

Tipo de Organizacién Publica | | Privada [x

Carpgo o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal

Profesion -

Especialidad -

Direccion (laboral) Quintallaco

Pais Chile

Region v

Ciudad o Comuna Coquimbo

Fong -

Fax -

Celular -

Email -

Web -

Género Masculino Lx—| Femenino |

Etnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Productor individual pequefio \

Tipo de actor en el Proyecto {A)

Beneficiario directo

Nombres Anibal
Apellido Paterno Torres
Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de Ila Organizacién o
Institucién donde trabaja

El Rincén Azul

‘ RUT de la Organizaciéon

Tipo de Organizacion

| [Privada

Publica

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Representante Legal

Profesion

Especialidad

Direccién (laboral)

Almirante Latorre, Qlla de Caldera

Pais Chile
Region 1V
Ciudad o0 Comuna La Serena
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GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA La,
INNCOVACTION AGRARIA

1 ; .
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oo ne it h
R e w e

Celular . -

| Email -

Web -

Género Masculino |x | Femenino
Etnia (B) - Sin clasificar

_ Tipo (©) Productor individual pequerio

' Tipo de actor en el Proyecio (A)

Beneficiario directo

Nombres L.uis

Apellido Paterne | Contreras

Apetlido Materno . i !

'RUT Personal |

Nombre de¢ la Organizacién o La Higuera 3
Institucién donde trabaja

| RUT de la Organizacion . . —

| Tipo de Qrganizacign Publica | [ Privada X

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Representante Legal

Lmeesién 3
| Especialidad -
Direccién (laboral) Olla de Caldera .
Pais Chile
}Jlegidn _ v -
Ciudad ¢ Comuna La Serena -
Fono -
Fax -
Celular - =
Email - =
Web -
Género Masculino | x | Femenino |
Etniz (B) Sin clasificar
Tipo (C) | Producter individual pegquefio |

Tipo de actor en el Proyecto (A)

Beneficiario directo

| Tipo de actor en el Pro&zto {A)

Beneficiario directo

Nombres

Felipe

i Apellido Paterno

Rivera

| Apellido Materno

RUT Persomal

Nombre de la Orgaﬁzaeién 0

Institucién donde trabaja

El agua de la negra

| RUT de¢ la Organizacion

Publica

| Tipo de Organizacion
| Carge 0 actividad que desarrolia en ella |

| [Pprivada

Representante Legal

Profesion

| Especialidad - —

Direccion (laboral) Olla de Caldera .=
Pais Chile

Regibén v
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&9 GOBERNO DE CHILE
FUNDACICH PARKA LA
INNOVACION AGRARIA

@& T £
7L e e

[ty P

Ciudad 0 Comuna ] La Sercna -
Fono "
Fax
Celular -
Email -
Web - -
Género Masculino |x [ Femenino |
! Etia (B) Sin clasificar |
[ Tipe (C) | Productor individual pequefic ,l
i Tipo de actor en el Proyecto (A) Beneficiario direclo
Nembres Lerenzo
| Apellido Paterno Torres = -
| Apellido Materno
RUT Personal
Nombre de la Organizacién o | La Lajita
Institucién donde trabaja
RUT de la Organizacidn |
| Tipo de Organizacion | Pablica | | Privada X
| Cargo o actividad que desarrolla en ella | Representante Legal =)
Profesién 3
 Especialidad ® - -
| Direccion (laboral) | Almirante Latorre, Olla de Caldera
Pais Chile |
Regidén 1V |
Ciudad o Comuna La Serena |
Fono -
Fax -
Celular -
| Email
| Web -
Género Masculing | x [ Femenino |
Etnia (B} Sin clasificar =
Tipo (C) Productor individual pequefic
| Tipo de actor en el Proyecio (A) Beneticiario directo
Nombres Aldo
Apeltido Paterno Cortés ) »
Apellido Materno i
RUT Personal
Nombre de la Organirzacion o] Los Nifiles
Institucién donde trabaja -
RUT de la Organizaciéon
 Tipo de Organizacidn | Publica | |Privada X
Cargo o actividad que desarrolta en ella | Representanie Legal
Profesiin -
Especialidad -
Direccidn (labaral) Almirante Latorre, Olla de Caldera
Pais Chile o
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[ GOBIERNG DE CHILE
3 FEINDACION PARA La
INNOY ACION AGRARLA
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 Regidn v

Cindad o Comuna La Serena

Fono -

Fax -

Celular - ol

Email -

Weh -

Género Masculino [x | Femenino
Ltnia (B) Sin clasificar

Tipo (C) Productor individual pequeiio

Tipo de actor en el Proyects (A)

Beneliciario directo

Nombres

Gabriel

Apellido Paterne

Vergara

| Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de Ila Organizacién o
Institucion donde frabaja

RUT de la Organizacién

| Tipo de Organizacién

| Piblica !

_' Privada

Cargo o actividad que desarrella en ella

Prafesion

Especialidad

Direecion (laboral)

Quintallaco

Pais

Chile

Region

IV

Ciudad o0 Comuna

Coquimbo

'ono

Fax

Celular

Email

Web

Género

Maseculino

E

| Femening

Etnia (B)

Sin clasificar

Tipo_(C)

! Productor individual peguefio

| Tipo de actor en ¢l Proyecto (A)

Beneficiario directo

Nombres

Erlinda

Apellido Paterno

(Garcia

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de Ia Organizacién o
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacién

| Tipo de Organizacidén

| Piblica |

| Privada

X

Cargo o actividad que desarrolla en ella

Profesion

_Especialidad

Direccién (laboral)

Quintallaco

Pais

| Chile
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g& GOBIERNO DE CHILE Ny nil e s
TNORCONAGREA T
| Regidn v
Ciudad o Comuna Coquimbo
Fono 1981214
Fax y )
Celular -
Email -
Web -
Género _ [Masculino | [Femenine X
| Etnia (B) Sin clasificar
| Tipo (C) =, Productor individual pequefio
Tipo de actor en el Proyecto (A) | Beneficiario directo
Nombres | Eliana j
Apellido Paterno | Conés
Apellido Materno | Acuiia
RUT Personal
Nombre de Ia Organizacion o
Institucién donde trabaja
RUT de la Organizacion
Tipo de Organizacion Phblica | | Privada X
Cargo ¢ actividad que desarrolla en elta
Prafesion -
| Especialidad -
Direccidn {laboral) Quintallaco
Pais Chile
Regién 1V B
Cindad 0 Comuna Cogquimbo
Fono 51.240030
Fax
Celular -
Email -
Weh -
Género Masculino |—‘ Femenino X
Etnia (B) Sin ciasificar 4
Tipo (C) Productor individual pequeiio
Tipo de actor en el Proyecto (A) Beneficiario directo
Nombres Raodolfo
Apellido Paterno Villar
| Apellide Materne
RUT Personal
Nombre de la  Organizacion o Piedra Larga
Institucion donde trabaja -
RUT de la Organizacidn
Tipo de Organizacién Piblica L—l Privada X
Cargo o actividad que desarrolla en ella | Persona Natural ) —
Profesion -
Especialidad -
Direccidn (laboral) El Espinal de Chalinga
Pais Chile g
Regidn v
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B3y COBIERNO DE CHILE 2 E R ﬁ Tt
Ciudad o Comuna Ovalle
Fong 639542
Fax -
Celular -
Email -
Web -
Género Masculing |x [ Femenino
Etnia (B) Sin clasificar
Tipe (C) Productor individual pequefic
Tipo de actor en ¢l Proyecto {(A) | Beneficiario directo
Nombres | Augusto
Apellido Paterue | Robledo

Apellido Materno

RUT Personal

Nombre de la Organizaciéin o
Institucién donde trabaja

Los Maitenes Mocho

RUT de la Qrganizacion

Tipo de Organizacidn

| —‘ Privada

Publica

Carge o actividad que desarrotla en ella

Persona Natural

Profesion

Especialidad -

Direccién (laboral) Almirante Latorre, Olla de Caldera
| Pais Chile ] B
Regidn IV g
Ciudad o Comuna La Serena

Fono = 5

Fax -

Celular -

Email p -

Web -

Género | Masculing Ix | Femenino

Etnia (B}

Sin clasificar

| Tipo (C)

Productor ind ividua!_pequeﬂo
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INNOVACION AGRARIA
ANTECEDENTES GLOBALES DE PARTICIPACION DE PRODUCTORES
REGION TIPO PRODUCTOR GENERO GENERO ETNIA TOTALES
FEMENINO MASCULINO {INDICAR SI
CORRESPONDE)
PRODUCTORES PEQUENOS 4 14 18
v
PRODUCTORES MEDIANDS- x X X X
GRANDES

ANTECEDENTES ESPECIFICOS DE PARTICIPACION DE PRODUCTORES

| NOMBRE UBICACION PREDIO Superficie | Fecha ingreso |

‘ Region Comuna | Direccion Postal Has al proyecto
Ggs?avo Herndndez {Sia v Ovalle ” Enero 2005
Cristina) i | - ) | b

| Ismelda Contreras (Isconza) v Rio Hurtado | X Enero 2005

| Nicanor ROjﬂS (Sociedad Tres v Rio Hurtado X Enero 2005

| Robles)

| M* Soledad Vicuiia (La Palma) v Ovalle X Enero 2005

i Juan Ruilova (Las Majadas) v Qvalle X Enero 2008

| Hernaldo IDl’az (Soc. Agricola v Ovalle X Enero 2005
Los Aromos) y
Luis Villar {Campo Linde) IV Qvalle | X Enero 2005
Luis Marin 1V | Coquimbo | X Enero 2005
Anibal Torres (E! Rincén Azul) v La Serena X Enero 2005
Luis Contreras {L.a higuera) v La Serena X Enera 2005
Falipe Rivera (Bl Agie de la v La Serena X Enero 2003
Negra) |
Lorenzo Torres (La Lajita) v La Serena X Enero 2005 |
Aldo Cortés {Los Nifiiles) 1KY La Serena X Enero 2005
Gabriel Vergara v Coguimbo X Engro 2005
Erlinda Garcia v Coquimbo X Enero 2005
Eliana Cortés v Coquimbo X Enero 2005
Rodolfo Villar (Piedra larga) v Ovalle | X Enero 2003
Augustﬂ Robledo  (Los v .3 Serens N Enero 2005
Maitencs)
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FUMEYAC IO PARA LA
INNOVACION AGRARIA

ANEXO 2: Encuesia de evaluacion de cumplimiento de Buenas Practicas Apgricolas y de
Manufactura.

By, Proyecto FlA-P|-C-2004-1-P-040
E MEJORAMIENTC DE LA CALIDAD Y DIFERENCIACION DE QUESOS DE GABRA ELABORADOS CON LECHE
aw‘m Vi PASTEURIZADA MEDIANTE LA INGORPORAGION DE FERMENTOS LACTICOS LOGALES SELECCIONADOS
o

ANTECEDENTES PERSONALES

Nombre de la Lecheria

Propietario:
RUT;
Locahdad.
Comuna;
Provincia:

Teléfono: Fax: E-mail:
Numero de trabajaderes 1 mas de 1
Si es mas de ung, que fundion desempefia cada uno
1
2
3
4

Tipo de elaboracién
1. Estabulada
2. Mowvil
3. Producgion en cordillera
4. Otro Especificar

MNombre del producior Firma
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BNNOVACION AGRARIA

REBANO Y ESTABLOS

ESPECIFICACIONES

OBSERVACIONES

Superficie total

Propia / arriendo / ofro

N® Animales

Hembras

Machaos

Raza

|Estado genera! observado

Sanidad animal

Asisiencia de médico veterinario

Plan de manejo sanitario de animales

Inscrilo en PABCO

Sl J NG

por qué:

item

Caracteristica

Sl

Cumple

NO

Observaciones

Establo

Dimensiones {1m2/animal)

Material de sueio

Tierra

Cemento

Sistema de ventilacion {lucarna)

Alojamientos para animales

Comederos

Bebederos

|Patic de gjercicios

~ [Maternidad

Agua

Proteccién a T®

Cumplimiento |

Cumplimient #iDIV/Q!




LY COBIERNO DE CHILE
FLINIACION PARS |4
INNOVACZION AGRARIA

SALA DE ORDENA
Dimensicnes.
Capacidad:

m2
animales/hr

WELAE LT
Tl P s
TR LFE, KA

item

Cumple
Si NO

Observaciones

Uso propio

Sistema

Manual

Automatico (equipas de ordefia)

Ubicacion de la sala

Alslamiento
Olores def galpén

Fatic de ejercicios

Sala de espera

Corrales

Galpones de alimento

Agua potable

Proteccién

Temperatura

__precipiaciones

Viento

Enfriamiento y almacenamiento de lache

Registros

Cumplimiento

Cumpl (%)  #iDIV/D!

HIGIENE

[item

|

Adecuada egular

Malo

Sala de ordefia (instalaciones)

Piso

Parades

Techos

ventanas

Lavamanos

Equipos (ordedador automatico)

Utensilios {(fambores, cucharones, etc)

Manipulador

Uso de ropa de trabajo

Apreciacidn general

Guantes

Mascarilla

Dalantal

Jayas

Pragrarma de limpieza
Sala

Equipos

Registros
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FUNDACION PAILA La
Q" INNOVACION AGRARIA

q:‘ GOBIERNG DE CHILE

Infraestructura planta productiva

q
\\ I

(R

5%

LS 1L
[
MAZWALY & FEL

Item

Observaciones

Fhicacién

Luz

Accesos asfaltados

|Agua potable (3 It leche)

Cuenta con cerco

Pediluvio

Sala recepcidn

Almacenamignts por argen

Lugar de toma de muestras

Estangue isotermice (T°%)

Zona sucia {lavado)

Romana

Registics

Sala de Elaboracién

Filtracion

Pasteurizacidn (85%30 min)

Enfriamiento

Tina {inaculacion, coaguladea)

Moldeado

Prensado

Registros

| Agitacion y desuerado

Sala de Lavado

[Camara Maduracién/Salado

Sala controlada

Temperaiura

Humedad

Filtro de aire

Estanterias de maduracion

Fanel de control

Termdmetro

Higrémetro

Hermética y con control de T°

Materizl aislante y lavable en...

Estarflerias de maduracidn

Suelo

Paredes

Techo

Pueartas

Existen cantos en paredes y techo

[Registros

Sala de envasado/almacenaje

Repisas

Linea de embalaje

Registros




' &9 GOBIERNO DE CHILE
FLINIBACICH PALA LA
IMNOVACION AURARIA

Servicios higiénicos

Duchas

Excusadas

Lavamanos

Guardaropa

Sector de cambig de ropa

Sugerencia (H y M separado)

Lavamanos plast/fisrro enlozado/Ainox

Conexion de agua PVC o PP

Bodega de materiales

Insumos (separados y rotulados)

Estanterias y envases p/producto

Regstros

0

Otros parametros generales para toda la planta

Malla mosquitera en ventanas

[Pintura antihonhos, lavable

Techos herméticos

Desagues de concreto o eternit

Mat oxidable c/antiox y pintura bca

Pisos

Inclinacion 1 a 2%

Material lavable

Sistema de eliminacion de basura

Se encuentra ale ado del sec, prad,

Sistema de contiol de plagas

Registros

HIGIENE

ltem

Adecuado

Regular

Malo

Sala de ordefa (instalaciones)

Piso

Paredes

Techos

Yenlanas

Lavamanos

Equipos (ordefadar automatico)

Utensilios (tambores, cucharones, etc)

Manipulador

Uso de ropa de trabajo

Apreciacion general

Guantes

Mascarilia

Delamal

Joyas

|Programa de limpieza

Sala

Equipos

Registros
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Control sobre la leche y envases

Cumple
item Sl NO Observaciones
Procede del mismo lugar )
Se compra a otro productor
El almacenamiento refrigerado

T*° de transporte es superior a 4°
Se realizan analisis de

Calidad

Inocuidad
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Sannago - Chile UNIVERSIDAD DE CHILE Universidad de las Naciones
Fax - (56) 22214030 INSTITUTO DE NUTRICION Unidas
Phone, (50) 2 6781425 Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

E-mail* 1zacariai@inta cl Laboratorio de Evaluacion Sensonal Area Alimentos

Santiago, 29 de mayo de 2006

INFORME DE EVALUACION SENSORIAL DE QUESOS DE CABRA

Ei presente informe contiene los resultados de la evaluacion de calidad sensorial de siete muestras de queso
de cabra.

Obijetivo: Evaluar la calidad sensorial de las siete muestras de queso de cabra.

Metodologia

Identificacion de las muestras:

Las muestras de queso fueron codificadas de la siguiente forma:
Muestra A: QF 106 M3

Muestra B: QF 105 M2

Muestra C: QF 104 M1

Muestra D: QF110 Testigo

Muestra E: QFI07 M4

Muestra F: QF109 M6

Muestra G: QF 108 M5

Mesa Redonda

Previo a la realizacion de las sesiones individuales de evaluacion de calidad sensorial se realizd una mesa
redonda con todos los panelistas, con ¢l objetivo de que los panclistas identifiquen las caracteristicas
sensoriales propias del queso de cabra, validen las pautas disefiadas para evaluar la calidad sensorial del
queso de cabra, y conozcan el test de evaluacion de calidad que se utilizo en las evaluaciones de estos
productos. En esta sesion se presenté la muestra D correspondiente al testigo QF110.
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Presentacion de las muestras

Se realizaron 4 sesiones de evaluacion de calidad sensorial en las cuales se dieron a degustar 2 muestras de
quesa y en la ltima sesidn, una sola muestra.

Las muestras de queso fucron presentadas a cada panelista en pocillos individuales y codificadas con
digitos de tres nimeros al azar. Tanto el orden de degustacién de los productos como el orden de
presentacion a cada persona fue designado al azar.

Panelistas: La evaluacion de calidad se realizd con un panel de 12 jueces entrenados pertenecientes al
INTA.

Calidad organoléptica:

Se utilizé el test de valoracion - descriptivo, con escala de Karlsruhe en amplitud de 9 puntos, en la cual 1
indica que el pardmetro evaluado esta muy disminuido y 9 que cumple con lo 6ptimo para el producto. Por
gjemplo 1 para sabor significa: "Extrafio, desagradable, malo™ y 9 “caracteristico del producto, agradable,
especifico”.

Los parametros medidos fueron: apariencia, aroma, sabor y textura. Se evalud ademés la aceptabilidad
empleando una escala hedOnica de nueve puntos, en que 9 corresponde a “me gusta extremadamente” y |
*me disgusta extremadamente”.

Resultados
Calidad organoléptica

Tabla 1. Test de valoracion de calidad de 7 muestras de queso de cabra®.

Apariencia | Aroma | Sabor | Textura | Calidad total |
Y EVEE G 7.8°
B 80" 725 | 68" | 76" | 7.4°
C B 7.5° 7.6% 79 TP
D 7_7ab ?,8a ?'7511.‘: -?la | 7'Sa
E 8.2%* il I el N 2 7.5
F | B3% | B0 7™ |1y 7.7°
T o % ¢ 7.9° 7.8 LT 7.9°

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas( p<0.05)

En la tabla 1 se presentan los valores promedios de los distintos pardmetros evaluados y se observa lo
siguiente;

Apariencia: Las muestras A, B, C, E, F y G presentaron para este atributo un valor sobre ocho que
significa que la apariencia es “muy buena, atractiva, uniforme y caracteristica del producto”, no hay
diferencias significativas entre ellas. En cambio la muestra D presenté un valor de 7.7, que significa que la
apariencia es * buena, natural, uniforme y tipica del producto”, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa respecto de las muestras F y G ( p<0.05).
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Aroma: Todas las muestras presentaron un aroma “bueno, caracteristico del producto™, el rango de valores
obtenidos para este atributo fluctud entre 7.5 y 8.0, no hay diferencias significativas entre ellos. En las
muestras A, B y E se percibié un aroma mas suave y tipico a pesar que no hay diferencias significativas can
el resto.

Sabor: En general el sabor fue evaluado como “bueno” {tipico, suave, ligeramente dcido) con un rango de
valores entre 6.8 a 7.8. L.a muestra B presento el valor mas bajo (6.8) el cual es estadisticamente diferente
de la muestra G, que presentd el valor mas alto. Las muestras A. C y E fueron percibidas por los panelistas
un poco mas dcidas que ¢l resto, por otra parte las muestras B, C y F se encontraron mas saladas

Textura: La textura fue evaluada entre “buena” y “muy buena” que corresponde a suave, firme, y tipica del
producto. No hay diferencias significativas entre las muestras. Se encontrd una textura mas cremosa en las
muestras A, B y E, mientras que la muestra D fue percibida como mas firme y dura.

Calidad Total: Para obtener este valor se ponderd los pardmetros apariencia, aroma, sabor y textura en un
20, 30, 30, y 20% respectivamente. Se puede observar que todas las muestras tienen valores sobre 7.4, lo
que corresponde a calidad sensorial grade 1, que significa que ¢! producto es de buena calidad
arganoléptica.

Aceptabilidad: La aceptabilidad en todas las muestras fue buena, ya que se encontraron valores entre 6.9 y
7.8. Se observa una tendencia a una mejor aceptabilidad en la muestra G, A, Cy [J a pesar de que esta
diferencia no es estadisticamente significativa.

Muestra Aceptabilidad

e

7.3
6.9
6.9°
7.8°

o|nlmoloe|

Conclusiones

1. La calidad sensorial de todas las muestra evaluadas fue buena.
2. Los resultados de la aceptabilidad de los quesos evaluados indican que tados tienen buena
aceptabilidad sin encontrarse diferencias significativas entre ellas.
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Santiago - Chile UNIVERSIDAD DE CHILE Universidad de las Naciones
Fax . {56)2 2214030 INSTITUTO DE NUTRICION Unidas
Phone (56)2 6781429 Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

E-mail dgenzalez(gjinte cl Laboratorio de Evaluacion Sensorial Area Alimentos

izacens(@ine ¢l

Santiago, 18 de diciembre de 2006

INFORME DE EVALUACION SENSORIAL DE QUESOS DE CABRA

El presente informe contiene los resultados de la evaluacidn de calidad sensorial de nueve muestras de
queso de cabra de las cuales 3 comresponden a muestras controles.

Objetivo: Evaluar 1a calidad sensorial de nueve muestras de queso de cabra y comparar 1a calidad de las
muestras experimentales con [as muestras controles.

Metodologia
Identificacidn de las muestras:

Las muestras de queso fueron codificadas de la siguiente forma:
Muestra H: QF 124 — M3

Muestra 1; QF 125 =T (Coentrol}

Muestra J: QF 123 — M1

Muestra K: QF 128

Muestra L: QF 129

Muestra M: QF Control

Muestra N: QF Control

Muestra O; QF 130

Muestra P; QF 131

Presentacion de las muestras

Se realizaron J sesiones de evaluacion de calidad sensorial en las cuales se dieron a degustar 3 muestras de
queso y cada caso dos correspondian a muestras del estudio y una a control.

Las muestras de queso fueron presentadas a cada panelista en pocillos individuales y codificadas con
digitos de tres niimeros al azar. Tanto el orden de degustacién de los productos como el orden de
presentacion a cada persona fue designado al azar.
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Panelistas: La evaluacion de calidad se realizd con un panel de 12 jueces entrenados pertenecientes al
INTA.

Calidad organoléptica:

Se utilizé el test de valoracion - descriptivo, con escala de Karlsruhe en amplitud de 9 puntos, en la cual 1
indica que €] parametro evaluado estd muy disminuido y 9 que cumple con lo dptimo para ¢l producto. Por
gjemplo 1 para sabor significa; "Extrafio, desagradable, malo™y 9 “caracteristico del producto, agradable,
especifico”.

Los pardmetros medidos fueron: apariencia, aroma, sabor y textura. Se evalud ademas la aceptabilidad
empleando una escala hedénica de nueve puntos, en que 9 corresponde a “me pusta extremadamente™ y 1
“me disgusta extremadamente™.

Resultados
Calidad organoléptica

Tabla 1. Test de valoracion de calidad de 12 muestras de queso de cabra*.

| Apariencia | Aroma | Sabor |Textura | Calidad total
H 8.0° 7.5 | 6.9% 7.3° 7.4%
[ 84" 76 | 78> | 82° 7.9°
1 __G 71" | 64° | 68° 7.0°
K 720 6.7° 6.3° 6.8° 6.9° |
L 76° 7.0% 67* | 68" 7.0* |
M 7.8° T | wreEl e 730 i
N 7.4° 68" | 73°" 7.1° Jo* |
O 7.6° 71" | §6° 6.8° 7.0°
P 73" il R 720

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

En la tabla 1 se presentan los valores promedios de los distintos pardmetros evaluados y se observa lo
siguiente:

Apariencia: La apariencia del producto en general fue bien evaluada, ya que los valores de todas las
muestras analizadas, estdn sobre 7.0 que significa que la apariencia es “natural, uniforme y tipica del
producto”. La mejor apariencia la obtuve la muestra H e I, con valores de 8.0 v 8.4 respectivamente,
Existen diferencia significativa en la apariencia entre la muestra I, y las muestras K, N y P. Sin embargo
todas se ubican en una buena apariencia.

Aroma: La mayocria de las muestras evaluadas tiene un valor sobre 7.0, que indica que el aroma es
“especifico del producto”. S6lo la muestra K y N tignen un valor ligeramente inferior a 7.0 (6.7 — 6.8),
valor que significa “adn con aroma especifico™. Sélo en las muestras I es estadisticamente distinta de la

muestra K.
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Sabor: Los valores encontrados para sabor, van desde 6.3 (K) a 7.8 (I} que significan respectivamente
“Aun con buen sabor” y “Tipico, bueno, agradable”, La muestra | fue significativamente diferente de las
muestras |, K, Ly O.

Textura: La mejor textura la obtuvo la muestra | con un puntaje de 8.2 que significa “muy buena, tipica,
firme”, mientras que las muestras J, K, L y O alcanzaron un valor de 6.8 que indica que la textura es
“normal, satisfactoria”,

Calidad Total: Para obtener este valor se ponderd los pardmetros apariencia, aroma, sabor ¥ textura en un
20, 30, 30, y 20% respectivamente. Se puede observar que la mayoria de las muestras preseniaron valores
sobre 7.0, lo que corresponde a calidad sensorial grado i, que significa que el producio es de buena calidad
organoléptica. La inica muestra que presenté un valor bajo siete (6.9) es la muestra K, que por estar muy
cercano al sicte se puede decir que su calidad es ligeramente inferior al resto pero alin buena.

Aceptabilidad: La aceptabilidad en todas las muestras fue buena, ya que se encontraron valores entre 6.5 v
8.1. Se encontrd diferencia significativa entre la muestra I, con relacién a las muestras J, K, Ly O. En la
tabla 2 se observan que los valores de aceptabilidad para las diferentes muestras evaluadas fluctian entre
6.5y 8,1, Cabe hacer notar que los valores mas altos de aceptabilidad fueron para las muestras control ( I,
My P)con valores de 8.1, 7.3 y 7.1 respectivamente.

Tabla 2. Valores promedio de aceptabilidad de las muestras de queso de cabra.

Muestra Aceptabilidad

Tl?
81"
7.0°
6.5"
6_8 o
13%
= :?.2al:
6.8°
?} ah

TIQO|Z|IZ i ml— ==

Conclusiones
1. La calidad sensorial de todas las muestras evaluadas fue buena.

La aceptabilidad de las muestras de queso evaluadas en general fue buena, presentando una mejor
accptabilidad las muestras control.



FUNDACKSN PARA LA, Preriipertil
INNOVACION AGRARIA

VJ-\ i T .
o OVY
{E@ GOBIERNO DE CHILE Wi, s M ameeeow

Anexo 7. Instructivo de utilizacion de fermentos seleccionados para la elaboraciéon de quesos

@

El Libana 5524 UNIVERSIDAD DE CHILE Umiversidad de les Naciones
138-11 INSTITUTO DE NUTRICION Unudas
Santiage - Chule Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

Fax . (56)2 2214030 Unidad de Investigasidn
Fono * (36)2 9781474/ 1475 y Docencia

PROYECTO: FIA -PI-C-2004-1- P - 040
MEJORAMIENTO DE LA CALIDAD Y DIFERENCIACION DE QUESOS DE CABRA ELABORADOS
CON LECHE PASTEURIZADA MEDIANTE LA INCORPORACION DE FERMENTOS LACTICOS
LOCALES SELECCIONADGS

INSTRUCCIONES PARA PREPARACION DE FERMENTOS

Fermentos. En un tubo cénico de 15 ml encontrara cada fermento listo para su uso. La dosis de cada fermento esta
calculada para 20 Litros de leche de cabra pasteurizada.

Los fermentos son

s Fermento | para 20 It de leche
* Fermento 2 para 20 It de leche
s Fermento 3 para 20 It de leche
» Fermento 4 para 20 It de leche
* Fermento 5 para 20 It de leche
¢ Fermento 6 para 20 It de leche

¢ Fermenio Comercial

Preparacion: Agregue leche de cabra a cada tubo y mezcle suavemente, invirtiendo el tubo, homogenice bien ¥y
agregue el contenide completo a 20 Litros de leche de cabra pasteurizada.

2 O

Fermento Leche de cabra

Recuerde que este fermento esta preparndo para 20 lts de leche.

=  No usar oiro volumen de Leche
= Utlizar todo ¢l contenido del tubo
* 5y uso es exclusivo para este proyecto



; B
$$ COBIERNG DE CHILE S NG ey

FLINLYACH PARS La
NEOWACION ACRARLA

ANEXO 8: Presentacion Ceremonia de Lanzamiento del Proyecto FIA-P1-C-2004-1-P-040. La
Serena, abril de 2005,
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Proyacto Fla-PI-C-2004-1-P-040

“Me{orarmlanto de la calidad y Diferenciacién de Quesos do
Cabma Elaborados con Leche Pasteurdzada Mediante la
Incorporacion de Fermentoa Lacticos Lacales
Seleccionadoa”

Prof, Guillermo Figueroa G.

NTA
La Serena, 25 de gbrl de 2003

Capacitacion a productores y Reunion de apertura

e

+ Presentacién de BPA para
produclores del proyecio

Alvaro Frquerca

» Ceremonia de lanzamiento del
proyecto
Pedroc Heméndez (SEREM))
Sebastian Ganderats (FIA}
Gullams Figueroa {(IMTA}

= 9 Proyecte FIA-PIC-2004-1 P 040
! e Santiags, 29 da sgasta de 205
== o ) 1
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ANEXO 9: Presentacion “Aseguramiento de la inocuidad en la produccidn caprina”. La Serena,
abril de 2005. Capacitacidon N°1,
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ANEXQO 10: Capacitaciébn N°2 Presentacién de resultados parciales proyecto
“Aseguramiento de la inocuidad en la produccién caprina”. Ovalle, diciembre de 2005.
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ANEXO 11: Presentaciones efectuadas en XXVII Congreso Chileno de Microbiologia. 13 al 16 de
Octubre, Pucdn 2005.

PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE CEPAS DE ENTEROCOCCUS AISLADOS DE QUESOS
DE CABRA ARTESANAL (Technological properties of Enterococcus strains isolated from goat
cheese). Rivas P, Troncoso M, Figueroa A. y Figuerca G. privasi@inta.ci Laboratoric de Microbiologia y
Probidticos, INTA, Universidad de Chile.

Los quesos artesanales de cabra de la IV Region sen altamente valorades por ¢l consumidor pero no
cumplen los criterios de inocuidad. Estos quesos poscen una rica flora lactica que determinan su aroma y
sabor. Entre ellos destacan los Enterococcus en quesos de 15 (1 1x107UFC/g) y 30 dias (57x106 UFC/g) de
maduracion, flora que es eliminada con los procesos de pasteurizacidn. Objetivo: Evaluar mediante técnicas
de screening actividad lipolitica, produccién de diacetilo y exopolisacaridos en cepas de enterococos
provenientes de quesos de cabra. Metodologia: La actividad lipolitica se evalud en 83 cepas en agar crema-
Tween 20 y agar tributirina. Los halos de actividad fueron observados a las 48 horas de incubacion. La
produccidn de exopolisacarido se evalué en 53 cepas en TSA glucosa 5% y TSA sucrosa 5%. La presencia
de filancia se determind a las 48 horas de incubacion. La produccidn de diacetilo se analizd en 84 cepas
mediante la reaccion de Vogues-Proskauer, Resultados: Los resultados mostraron que 23/83 (28%) cepas
poseian actividad lipolitica, mientras 3/53 (6%) expresaren filancia en agar sucrosa y solo una cepa mostro
ambas propiedades. La produccién de diacetilo fue detectada en 66/84 (79%) de las cepas estudiadas.
Conclusion: Las cepas de Enterococcus evaluadas pueden encontrar potencial aplicacion en la produccién
que quesos de cabra pasteurizados mejorados. Proyecto FIA-PI-C 2004-1
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PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE LACTOBACILLUS SP. AISLADOS DE LECHE Y
QUESO DE CABRA. (Thechnological properties of Lactobacillus sp isolated [rom goat cheese).
Vega N, Troncoso M, Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia y Probidticos, INTA, Universidad de
Chile

Las Bacterias Acide Lacticas participan en procesos fermentativos y de maduracin del queso, entre ellas
destacan las especies del génere Lactobacillus ya que contribuyen al desarrollo de las caracteristicas
organolépticas y reologicas deseables del producto, ademas de contrarrestar €l crecimiento de
MICIOOrganismos patogenos, sin embargo al pasteurizar la leche son eliminados. Objetivo. Seleccianar
cepas de Lactobacillus de leches y quesos artesanales de cabra que posean propiedades tecnoldgicas para
aplicacion indusirial. Méiodos. Se realizd un screening de la actividad lipolitica, produccion de
exopolisacarido (EPS) y produccion de diacetilo en 143 cepas de Lactobacillus meséfilos provenientes de
leches y quesos de cabras artesanales de la 1V Region. La actividad lipolitica se evalué en agar MRS con
tributirina y tween 20. La produccién de EPS se evalué en agar MRS 5% de sucrosa y MRS 5% de glucosa.
La produccion de diacétilo se realizé mediante €l método Voges — Proskauver en caldo MRS. Resultados.
80 de las 143(56%) cepas resultaron productoras de diacetilo; 30 (21%) y 24 (17%) mostraron filancia en
medie con glucosa y sucrosa, respectivamente. Actividad lipolitica se detecté en s6lo 2 cepas (1%).
general, 16 cepas (11%) de las 143 probadas fueron capaces de producir al menos dos de las propiedades
tecnclogicas desecables. Estas cepas serdn luego probadas como fermentos en la produccion de quesos.
Proyecto FIA-PI-C-2004-1
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ANEXO 12: Presentaciones efectuadas al XXVIIl Congreso Chileno y XXVIil Latincamericano
de Microbiologia. 23 al 26 de Octubre, Pucon 2006.

CALIDAD MICROBIOLOGICA DE QUESOS DE CABRA ARTESANALES DE LA 1V REGION.
Figueroa A, Troncoso M, Rivas P, Adriazola P., Figueroa G. afiguerca@inta.cl. Laboratorio de
Microbiologiz y Probidticos, INTA, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Introduccién: Los quesos artesanales de cabra se producen principalmente en la 1V Regién {80%), y son
una importante fuente del ingreso familiar de sus habitantes. Los ingresos son magros por la contaminacion
con patdgenos, que inhibe la demanda. Objetivo: Determinar la calidad microbiolégica de leche y quesos
producidos por pequedios productores de [a IY Regidn, Métodos: Se analizaron 100 muestras: 37 de leche,
30 de queso fresco (15 dias) y 33 de queso maduro {30 dias). Las muestras se transporiaron refrigeradas
(4°C) al Laboratorio de Microbiologia del INTA, donde se determind la presencia de S. aurews y
Salmonella, junto con RAM y recuento de Enterobacteriaceas. Resultados: Los resultados de la leche
mostraron que 9/36, {25%) tenia un RAM superior a 10° gr/ml (rechazo RSA). Para queso fresco, resulté
que 3/29 (10%) tuvo recuentos de S. qureus superiores a 10° gr/ml (rechazo RSA) y 26/29 (90%) sobrepast
los 10% ge/ml de Enterabacteriaceas (rechazo RSA). Para queso maduro, 6/29 (21%) superd los limites de S.
aureus y un 76% (25/33) los de Enterobacterias Conclusiones: La presencia de baja contaminacidn en ia
leche de cabra y ¢l incremento de ella en los quesos, confirma el no cumplimiento de las Buenas Practicas
Agricolas y de Manufactura y limita su acceso a los mercados formales de comercializacidn.
Financiamiento: FIA-PI-C-2004-1-P-040
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BUENAS PRACTICAS EN PRODUCTORES DE QUESO DE CABRA ARTESANAL DE LA IV
REGION. Figueroa A, Troncoso M, Rivas P, Gotteland M, Figueroa G. aligueroa@inta.cl. Laboratorio de
Microbiologia y Probidticos, INTA, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

Introduccién: La comercializacién de quesos de cabra artesanales se efectia principalmente en mercados
informales, ya que no cumplen con los requisitos minimos de inocuidad. Los programas de Buenas
Practicas permiten mejorar {os sistemas preductivos tanto en la calidad como en la inocuidad Objetive:
Determinar e! nivel de cumplimiento de pre-requisitos por parte de pequefos productores (X 184 animales)
de queso de cabra de la [V Region. Material y Métodos: Se disefid y aplicd un checklist de evaluacién de
pre-requisitos (infraestructura, BPA, BPM y BPH) a 18 productores de queso de cabra, entre junio y julio
de 2006 ademés de una inspeccion directa de las plantas. Las plantas fueron ubicadas en tres niveles de
cumplimiento: Nivel 1 {= 75%); Nivel 2 (50 - 74%); Nivel 3: (< 50%). Resultados: Se observ$ un bajo
nivel de cumplimiento de pre-requisitos, con un promedio de 54%. Los resultados ubicaron 6 plantas en el
nivel 1; 5 en nivel 2 y 7 plantas en nivel 3, indicando que 9/18 (50%) de los productores cuenta con un
nivel de implementacion inferior al 50%. Ademds ninguna de las plantas se encuentra registrada en el
programa PABCO (SAG). Conclusiones: La mitad de los productores no cumple con las exigencias
minimas de calidad ¢ inocuidad de sus quesos. Capacitacion y recursos son requeridos con urgencia.
Financiamiento: FIA-PI-C-2004-1-P-040
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EVOLUCION DE MICROBIOTA LACTICA DURANTE LA MADURACION DE QUESO DE
CABRA ARTESANAL. Rivas P', Troncoso M', Faindez G, Figueroa A', Morales ME' v Figueroa G',
privasi@inta.cl. 'Laboratorio de Microbiologia y Probitticos, INTA, U.de Chile, 2 Lab Biotecnologia,
UTEM, Santiago de Chile.

Los quesos de cabra artesanales de la IV Regidn son de buena calidad organoléptica, pero de baja calidad
microbiclogica debido al emplec de leche no pasteurizada. Objetivo: Identificar y cuantificar la microbiota
cido-lactica en la maduracion de quescs de cabra elaborados por PYMES de la 1V Regién. Métodos: Se
analizaron 7 quesos de cabra artesanal a los 15 y 30 dias de maduracién. Se aislo e identificé mediante
pruebas bioquimicas: Lacfobacillus mesofilos v terméfilos, Strepiococcus, Enterococcus, Lactococcus y
Leuconostoc. Se cuantificd mediante recuento en placa en medios selectivos y especificos para cada
género. Los recuentos se expresaron como la mediana (UFC/gr). Resultados: Lactobacillus mesofilos,
Leuconostoc y Enterococcus mostraron recuentos altos (10°- 107 UFC/gr) y constantes durante todo el
periodo de maduracion, Lactobacillus termdfilos en cambio mostraron una caida brusca en los recuentos,
de 20 x10° con 15 dias, a 10% UFC/gr a los 30 dias. En cambio cepas de Streptococcus tuvieron un aumento
significativo en sus recuentos, desde 10° UFC/gr a 40 x10° UFC/gr hacia el final del periodo de
maduracion, Conclusion: Se dispone de la microbiota lactica asociada a la maduracion del queso de cabra
en la IV Region, fermentos que podrian servir para elaborar un producto regional e inocuo preparado con
leche de cabra pasteurizada. Financiamiento: FIA-PI-C-2004-1-P-040
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CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES TECNOLOGICAS DE BACTERIAS LACTICAS
AISLADAS DE QUESOS ARTESANALES DE CABRA. Faindez G, Troncoso M, Rivas P, Figueroa
A, Gotieland M, Figueroa G. Lab. Biotecnologia, UTEM, Santiago, Chile. gustavo_faundez@yahoo.com
Laboratorio de Microbiologia y Probiéticos. INTA, Universidad de Chile, Santiago Chile

La microbiota lactica contribuye activamente a la calidad de los quesos. Se caracterizaron las propiedades
tecnologicas de bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales de cabra de la IV Region. Se aislaron 507
cepas (143 Lacrobacilius mesdfilos, 45 Lactobacilius termdfilos, 130 Enterococcus, 79 Lactococcus, 49
Leuconostoc y 01 Streptococcus). Se evaluaron las actividades: 1) acidificante (titulacion de acidez total);
2} lipolitica (liberaciéon de acidos grasos libres a parlir de tributirina); 3) proteolitica (liberacion de
aminodcidos libres a partir de proteinas de leche al 10%); 4) productora de diacetilo (medicion por
cromatografia a partir de los sobrenadantes de cultive}; 5) productora de exopolisacarido (EPS) (método de
fenol-4cido sulfirico); 6) antibacteriana frente a Salmonella, S. aureaus y E. coli (ensayo de inhibicion en
placa). De las 507 cepas evaluadas, 11 (2,2%) tuvieron una alta actividad acidificante, 26 (5.1%) una fuerte
actividad lipolitica, 24 (4.7%) una alta actividad proteolitica, 6 (1.2%) fueron importantes productores de
diacetilu, 59 (11.6%) mostraron altos niveles de EPS (>50ug/109bac) ¥ 38 (7.5%) ejercieron un actividad
bacteriana en contra de uno o mas patégenos. Estos microorganismos podrian ser de interés a nivel
agroindustrial. Financiamiento: F1A-PI-C-2004-1-P-040
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DESCRIPCION MEDIANTE PCR-TTGE DE LA MICROBIOTA LACTICA DE QUESOS
ARTESANALES DE CABRA. Codriansky Y, Romero ), Navarrete P, Faindez G, Figueroa G,
Gotteland M. vaelcodri@yahoo.com Laboratorio de Microbiologia y Probidticos. INTA, Universidad de
Chile. Santiago. Chile.

Se evalud la biodiversidad de la microbiota lactica dominante de quesos artesanales de cabra producidos en
valle y cordillera de la IV Region. Se extrajo el ADN bacteriano total de 70 muestras de quesos de 15y 30
dias de maduracion. Se amplifico el ADNr 165 mediante PCR con partidores especificos para baclerias
lacticas y los amplicones obtenidos fueron separados por electroforesis en gradiente de teimperatura
(TTGE). Posteriommente se secucnciaron las bandas de interés para su identificacion. Se observaron entre |
¥ 5 bandas por muestras. El indice de biodiversidad de Shannon no presentd diferencias significativas entre
muestras de 15 ¥ 30 dias (0.61 = 0.08 vs (.55 £ 0.10) ni entre muestras de cordillera ¥ de valle (0.57 £ 0.13
vs 0.58 + 0.11}. Los géneros Lactobacillus y Leuconostoc se encontraron en todos los productos analizados
mieniras que Emnterococcus y Weissella se observaron sélo en muestras de cordillera. La microbiota lactica
presente en los quesos no varia seglin la zona geografica y permanece constante durante ¢l proceso de
maduracion del guese Financiamiento: FI1A-PI-C-2004-1-P-040

DESCRIPCION MEDIANTE PCR-TTGE DE LA MICROBIOTA LACTICA DE QUESOS ARTESANALES DE CARBRA
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Anexo 13. Resumenes de tesis desarrolladas durante el proyecto.

Caracterizacion de la microbiota lactica de quesos artesanales de cabra mediante PCR-

TTGE-secuenciacion
Memoria de Titulo Entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los requisitos para optar al Titulo
de Ingeniero en Biotecnologia Molecular por:
Yael Carolina Codriansky Rodriguez

Director de Tesis: Dr. Martin Gotteland; Co-Director de Tesis: Dr, Jaime Romero
Profesor Patrocinante: Dra. Margarita Carti

RESUMEN

Antecedentes: Un factor importante en la elaboracion de quesos artesanales es la flora lactica
naturalmente presente en la leche después de la ordefia, y que participa tanto en el proceso de
fermentacion como en el de maduracién del queso. Dicha microbiota lactica forma un ecosistema
complejo que es especifico para cada tipo de queso e influye sobre sus caracteristicas
organolépticas. Dicho ecosistema no ha sido caracterizado en el caso de los quesos artesanales de
cabra elaborado en Chile. Objetivo: Caracterizar la microbiota lactica durante el proceso de
elaboracion de quesos artesanales de cabra provenientes de zonas de valle o de cordillera de la IV
Regién. Material y métodos: Se extrajo ADN bacteriano a partir de muestras de leche y de quesos
con 15 y 30dias de maduracion. Luego se amplifico dicho ADN por PCR usando partidores, HDA
para eubacteria o LAC para bacteria lacticas, que amplificaban regiones variables del ADN
ribosomal 16S. Los amplicones obtenidos fueron separados por electroforesis en gradiente
temporal de temperatura (TTGE) y los perfiles de bandas obtenidos fueron comparados en funcién
de la proveniencia de los quesos (valle o cordillera) y de su tiempo de maduracién (15 o 30 dias).
Las principales bandas que diferian por su movilidad electroforética fueron eximidas y el ADN
presente en ellas fue eluido, reamplificado por PCR y luego secuenciado para identificar las bandas
originales. Resultados: En las muestras de leche analizadas se detectaron los géneros Streptococcus
y Lactococcus con los partidores HDA y Leuconostoc con LAC. Se observé que la microbiota
dominante en los quesos esta constituida por los 4 géneros bacterianos Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus y Leuconostoc, en orden decresciente. Al comparar las muestras de valle y cordillera
se observo que Weissella era el unico género que difiera entre ambas origenes, siendo presente solo
en las muestras de Cordillera. No se detectaron cambios importantes en [os géneros bacterianos
detectados entre los quesos de 15 y 30 dias de maduracion. Las bandas correspondientes a
Lactobacillus sp. fueron identificadas por secuenciacién como L. plantarum, L. paraplantarumy L.
pentosus. Conclusion: Los quesos de valle y cordillera se diferencian solo por la presencia de
Weissella en esos ultimos. Las poblaciones dominantes del queso no varian entre los 15 y 30 dias
de maduracion.




— ;
&5 @ @
(f" GOBIERNG DE CHILE oy NN/ sarson

FLINDACION PAILA LA X
INNOVACION AGRARIA

“IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LACTOBACILLUS Sp. AISLADOS DE
LECHES Y QUESOS DE CABRA”

Trabajo de Titulacién para optar al Titulo de Ingeniero en Industria Alimentaria en la Universidad Téenica
Metropolitana
Natalia Vega Salpado

Profesor Guia: Sr. Guillermo Figueroa Gronemeyer; Profesor Patrocinante: Sr. Gustavo Falindez
RESUMEN

Los quesos artesanales de la [V Region ufilizan leche de cabra cruda para su elaboracion. Esto se
realiza en condiciones de ordefia e higiene que normalmente son muy primitivas y que
generalmente no cumpien con los requerimientos del Servicio Nacional de Salud por lo que el
producto suele presentar altos niveles de contaminacién y por lo mismo son fuentes de
intoxicaciones en los consumidores.

Debido a esto se ha comenzado a pasteurizar la leche de cabra con el fin de disminuir el riesgo de
contaminacion del producto y a su vez eliminar intoxicaciones. Sin embargo con este
pracedimiento se elimina a los microorganismos patogenos, pero también acaba con la flora lactica
autéctona, la cual esta relacionada con la fermentacion, maduracién y con las caracteristicas
organolépticas que le dan la especificidad propia de cada queso.

El objetivo de este estudio fue aislar e identificar propiedades tecnolégicas de cepas de
Lactobacillus sp. aislados de leches y quesos de cabra para ser usados posteriormente como
fermentos ldeticos.

El estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia v Probidticos del INTA, de 26 queserias de
la IV Regién. Analizdndose un total de 87 muestras de tres periodos de produccion, de ellas 25 son
leches, 29 son quesos de 15 dias y 33 son quesos de 30 dias de maduracion.

El recuento promedio de Lactobacilos meséfilos en leches fue de 2,6 x 10" UFC/ml; en quesos de
15 dias fue de 1,0 x 108 UFC/gr. y para quesos de 30 dias fue de 1,7 x 10® UFC/gr. Para el caso de
Lactobacilos terméfilos el recuento promedio en leches fue de 6,3 x 10° UFC/ml; para quesos de
15 dias fue de 7,2 x 10° UFC/gr. y para quesos de 30 dias fue de 1,8 x 10* UFC/gr.

Obteniéndose 143 cepas de Lactobacilos mesofilos y 37 cepas de Lactobacilos termoéfilos, la
confirmacion de estas cepas fue mediante una serie de pruebas bioquimicas tales como catalasa,
movilidad, hidrdlisis de la esculina, indol y reduceién de nitritos.

Con el objetivo de seleccionar las cepas con propiedades tecnolégicas dptimas para la formulacion
de los fermentos iniciadores se evalio las actividades acidificantes, actividades lipoliticas,
produccion de exopolisacaridos y diacetilo, y actividad antibacteriana frentc a enteropatdgenos en
las cepas anteriormente mencionadas.

De los resultados obtenidos, se puede decir que los Lactobacillus poseen relativamente alta
produceién de exopolisacaridos y de diacetilo, también una elevada actividad antibacteriana, escasa
actividad acidificante y nula actividad lipolitica y proteolitica.

De lo anterior se infiriere que el conjunto de Lactobacilos hace de ellos un buen fermento lactico,
sin embargo ¢s importante estudiar distintos tipos de especies, combinacion entre las mismas y la
cantidad de fermentos a afiadir para lograr un efecto positivo en el desarrofio del sabor y aroma del

queso.
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SELECCION DE CEPAS LACTICAS CON PROPIEDADES PROBIOTICAS AISLADAS
DE LECHE Y QUESO DE CABRA ARTESANAL
Trabajo de Titulacion para optar al Titulo de ingeniero en Industria Alimentaria en la Universidad Técnica
Metropolitana
Karen Rios Muller
Catherine Gutierrez Muiioz

RESUMEN

Las bacterias lacticas se encuentran en el ambiente, alimentos fermentables y ser humano. Estas
tienen una amplia aplicacién en la industria alimentaria, y son considerados organismos GRAS
(Generally Recognized as Safe). Diversos estudios han mostrade que las cepas lacticas son
beneficiosas para la salud humana, particularmente aquellas con caracteristicas probioticas. Las
cepas probidticas se pueden consumir en alimentos (alimentos funcionales) o en concentrados
bacterianos disponible comercialmente y utilizados internacionalmente (Lactobacillus GG,
Lactobacillus LA — 1). Los beneficios reportados incluyen disminucién de los sintomas de diarrea,
estimulacién del sistema inmune, alivio y prevencién de los sintomas de intolerancia a la lactosa,
actividad anttcancerigena.

El objetivo de nuestro estudio fue seleccionar cepas acido lacticas, con propiedades probidticas
aisladas de leche y quese de cabra artesanal de la IV Region y se realizé en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Tecnolégica Metropolitana (UTEM),

Se incluyeron 700 cepas lacticas aisladas en los medios selectivos MRS, M17 y ST las que se
mantuvieron conservadas a — 70 °C.

En la seleccion de las cepas, se utilizo primero un ensayo de actividad antibacteriana usando la
técnica de doble capa. Las cepas que presentaron esta actividad, se incluyeron en los ensayos para
determinar resistencia a condicienes dcidas (pH 3) y a bilis (0.5, 1.0 y 2.0 %). Las cepas que
presentaron una mayor resistencia a acidez y bilis fueron seleccionadas para el ensayg in vitro de
adhesion a células intestinales humanas. Se identificd un ndmero reducido de cepas que
presentaron adherencia, mediante PCR.

Del total de 700 cepas estudiadas, 26 presentaron actividad Inhibitoria no atribuible a acidez en
contra de los microorganismos patdgenos o alteradores ensayados (Salmonella, E. coli 0157, S.
aureus y Pseudomona sp). De estas 26, 12 mostraron vna alta tolerancia a pH acide (3,0) y a
concentraciones de bilis de 1% o mas. Se realizé un ensayo in vitro de adherencia con la linea
celular Caco-2, de origen intestinal humano cuales con estas cepas, presentande 5 de ellas
resultados positivos. Se identificaron a nivel de género 3 cepas seleccionadas resultando ser de los
géneros Lactobacillus, Lactococcus ¥ Pediococcus. Estas cepas se han seleccionado para
posteriores estudios que puedan llevar a una potencial utilizacién en alimentos funcionales
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