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Xi
RESUMEN

Con el objetivo de determinar el efecto inhibitorio de Lacfobacillus casei
ATCC 393™ sobre ef crecimiento de Escherichia coli, se inoculd de
manera conjunta al queso fresco experimental tres poblaciones de
 Lactobacillus casei ATCC 393™ (103, 108 y 10% ufc/ml) y a una poblacion
de Escherichia coli ATCC 25922™ (10° ufc/ml). Los quesos fueron
almacenados a 8 x 2 °C por 10 dias, realizandose pruebas fisicoquimicas
y microbiclégicas diariamente. El recuento bacteriano permitié obtener las
curvas de crecimiento y los parametros cinéticos de crecimiento y
letalidad de las bacterias experimentales, las cuales fueron éjustadas con
el modelo de crecimiento poblacional propuesto por Baranyi y Roberts
(Cayré et al, 2007), usando la herramienta predictiva DMFit (Combase,
2010). Los resultados determinaron que el tratamiento con una poblacion
inicial de 10? ufc/ml de Lactobacillus casei, presentd un efecto bactericida,
permitiendo una mayor inhibicion y reduccién poblacional de Escherichia
coli, mientraé que él ti‘atamiehto con una poblacién inicial de-10° ufc/ml de
Lactobacillus casei, presenté un efecto bacteriostatico, permitiendo el
control de la poblaciéon iniciaj delj Escherichia coli. Asi mismo, la
acumulacién de bacteriocinas secretgdas por el Lactobacillus casei ATCC
393™ fue la probable causa de la iﬁhibicién del Escherichia coli y no la
produccion de acido lactico. La aplicacion de Lactobacillus casei ATCC
3‘93TM en concentraciones superiores a 10° ufe/ml, permite considerarlo
como un bioconservante para quesos frescos, Iogrando o-btener un queso

fresco inocuo y extendiendo la vida util del producto. -
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INTRODUCCION

La seguridad de los alimentos esta relacionada con la proteccion de la
salud de los consumidores, para tal fin se debe garantizar la calidad
higiénica de los mismos, controlando fodas las etapas de procesos y
rhuchas veces adicionando conservantes que permita la inocuidad

durante su vida comercial del producto.

Los quesos frescos si bien es cierto de origen ancestral sigue presente en
nuestra dieta, siendo en la actualidad los quesos mas populares en todos
los paises latinoamericanos, son los mas faciles de elaborar y uno de
mayor rendimiento; sin embargo, tambi.én son los de mayor riesgo
potencial de intoxicacion e infeccién, debido a que sus caracteristicas
permiten un rapido crecimiénto‘de los microorganismos que alteran el
alimentos y generan un riesgo péra el consumidor, es por ello la

preocupacion de asegurar la inocuidad del mismo.

En la actualidad el uso de las bacterias &cido-lacticas (BAL) en la
elabéracic’m de alimentos son ampliamente utilizadas en productos lacteos
.fermentadds. Una de las caracteristicas de este grupo de bacterias es la
produccion de acido lactico desencadenada por el metabo-lismo

microbiano, que aporta texturas y sabores caracteristicos al producto de
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origen. A demas de la produccion de acido lactico existe la produccion de
otros metabolitos considerados secundarios como los perdxidos, acidos
organicos, diacetilo y bacteriocinas. Esta ultima presentando actividad

antibacteriana.

El género Lactobacillus aporta no solo acido lactico al alimento si no
también bacteriocinas que de acuerdo a la concentracion en el producto
podria otorgar actividad antimicrobiana del genero gram negativo,
responsables del deterioro acelerado del alimento. La aplicacién del
Lactobacillus casei en la producciéon de quesos regula la carga inicial de
bacterias presentes en el producto, mejorando la condicién sanitaria del

queso, permitiendo prolongar el periodo de almacenamiento del producto.

En la presente investigacion se us6 Lacfobacillus casei ATCC 393™,
quien posee la capacidad de producir bacteriocinas, como principal
producto antibacteriano. La presenéia de este antibacteriano inhibe y
controla el crecimiento del Escherichia coli ATCC 25922™ presente en el

queso, garantizando la inocuidad del producto.



CAPITULO |

PROBLEMA

1.1 FORMULACION Y DEFINICION DEL PROBLEMA

El queso fresco, es uno de los productos lacteos de mayor consumo
popular, aceptado no solo por ser fuente de proteinas y calcio, sino

también por su variedad de usos, principalmente el culinario.

Muchos de los quesos frescos comercializados en el pais y en especial
los de produccién artesanal, son puestos a la venta en expendios
ambulatorios, mercados, etc., los cuales presentan elevada carga
microbiana, que refieja las deficiencias higiénicas en la manipulacion y
conservacion del producto, representando un riesgo para la salud del

consumidor {Cristobal y Maurtua, 2003).

La elévada carga bacteriana presentes en el queso fresco, se debe
principalmente a que éste, es un alimento que otorga la condiciones
adécuadas para el crecimiento acelerado de cualquier tipo de bacteria
que llegue al procjucto 'dﬁrante o despues de su elaboracion,
constituyendo un excelente sustrato . para -Ia proliferacion de

microorganismos como: Salmonella sp., Listeria “sp., Staphylococcus



aureus, Escherichia coli, entre otros. La presencia de estas bacterias en el
alimento, son las causantes de muchas intoxicaciones alimentarias,
causadas ya sea por microorganismos patdgenos o por las toxinas que

estos producen.

Debido a su alto contenido de nutrientes, alta actividad de agua (0.99), pH
ligeramente acido (5.6-6.3), favorecen el crecimiento de bacterias iniciales
o anadidas post-elaboracion. Si bien la sal utilizada para contribuir
sensoriamente con el producto, podria inhibir el crecimiento de las
bacterias presentes, la concentracion de sal permitida en el queso no es
la suficiente para ejercer un efecto inhibitorio considerable. Todas estas
caracteristicas del producto, hacen de él un producto perecedero, fuente y
vehiculo de bacterias patégenas, entre las que se encuenira Escherichia
coli, que indica un riesgo alimentario. La presencia de este patogeno en el
gueso puede reducirse considerablemente mediante una adecuada
higiene y buenas practicas de m_anufabtuha, considerando la aplicacion de
la pasteurizacion previa de la leche destinada a ‘la elaboracion del queso.
El uso de conservantes de origen quimico como propionatds y sorbatos,
también representa una altérnativa para impedir el crécimiento de no solo
baéterias, sino también de hongos cj.uienes podrian presentar un riesgo
para el consumidor. No obstante la tgndencia actual, es la busgueda de
alimentos libres de conservantes quimif:os; lo cual nos obliga a evaluar

nuevos métodos de conservacion, entre las que se incliiyén e! uso de

f



bacterias benéficas con propiedades inhibitorias de bacterias patogenas.
Es asi que la aplicacién de bacterias acido |acticas como el Lactobacillus
casei al queso, favorecen a las caracteristicas sensoriales del producto y
también podrian contribuir con su conservacion. Esta accién conservante
se explica por la produccion de acidos organicos, peréxido de hidrogeno y
bacteriocinas, este Ultimo considerado como un poderoso agente
antimicrobiano, que permitiia inhibir el crecimiento de bacterias
patogenas y deteriorativas presentes en el queso fresco {Ramirez et al,

2005).

La presente investigacion propone el uso del Lactobacillus casei ATCC
393™  debido a que se considera que este microorganismo posee
cualidades probidticas por la produccién de bacteriocinas como uno de
sus principales ‘productos antibacterianos. Debido a esta caracteristica es
justificable incorporar al Lactobacillus casei ATCC 393™ como un
conservante natural al queso freéco, para lograr inhibir el crec_imiento de
‘bacterias patégenas a nivel intestir];_al y que permitira coméArcializar‘ un

producto inocuo.

Finalmente, el problema fue planteado bajo la siguiente interrogante: ; Es
factible utilizar Lactobacillus casei ATCC 393™ para controlar o inhibir el
crecimiento del Escherichia coli, y que permita garantizar un producto

inocuo durante la vida comercial del queso fresco? -



1.2 IMPORTANCIA

El presente estudio permitira obtener informaciéon basica del uso del
Lactobacillus casei ATCC 393™, como una alternativa de conservante de
origen natural para inhibir el crecimiento de Escherichia coli, y asi
permitira garantizar la inocuidad del queso fresco, prolongando su tiempo
de vida util, ofreciendo beneficios econémicos a los productores de queso
fresco, ya que se extenderia la vida dtil del producto, y con ello mayor
tiempo de comercializacién y consumo del mismo. También permitira
reducir los ‘casos clinicos y los costos de tratamientos de enfermedades
reportadas por el consumo de este alimento contaminado con Escherichia

coli, causante de cuadros diarreicos a nivel infantil.

Ademas, el presente estudio permitira obtener evidencia cientifica que
servira como base para futuras investigaciones, aplicadas-al uso de esta

bacteria en el campo de la conservacion de otros productos lacteos.

1.3 JUSTIFICACION

La presente investigacion estudiara el efecto inhibitorio del Lactobacillus
casei ATCC 393™ sobre el crecimiento de Escherichia coli, que permitira

considerarlo como un conservante -natural y permita reducir las



incidencias por infecciones producto del consumo de guesos
contaminados con esta bacteria, reduciendo asi el uso de conservantes

de origen quimico como los sorbatos y propionatos.

Por otro lado, los resultados obtenidos generaran aporte cientifico y
tecnolégico para que el Lactobacillus casei ATCC 393™ pueda ser
incluido dentro de.las normas sanitarias del pais, que contribuyan a
comercializar productos inocuos. Cumpliendo con lo especificado en la

NTP 202.195 (2004).



CAPITULO I

OBJETIVOS

La ejecucién del presente proyecto tiene los siguientes objetivos:
2.1 OBJETIVO GENERAL

Utilizar el Lactobaciflus casei ATCC 393™ para controlar el crecimiento
del Escherichia coli ATCC 25922™ presente en el queso fresco

experimental.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar mediante ensayos microbiclégicos y fisicoquimicos, la
vida comercial del queso fresco experimental elaborado con

técnicas artesanales.

. Utilizar Lactobaciflus casei ATCC 393™ a una concentracion de 10°
ufc/mL para controlar el crecimiento de Escherichia coli en el queso

fresco experimental.



. Utilizar Lactobacillus casei ATCC 393™ a una concentracion de 10°
ufc/mL para controlar el crecimiento de Escherichia coli en el queso

fresco experimental.

. Utilizar Lactobacillus casei ATCC 393™ a una concentracion de 10°

ufc/mL para controlar el crecimiento de Escherichia coli en el queso

fresco experimental.

2.3 ALCANCES DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion determinara la actividad antimicrobiana de
Lactobacillus casei ATCC 393™ para inhibir o controlar el crecimiento de
Escherichia coli ATCC 25922™  En respuesta a los efectos de

Lactobacillus casei ATCC 393™ permitira garantizarlla inocuidad del

producto para el consumidor.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

3.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Cristobal y Maurtua (2003), evaluaron la calidad bacteriolégica de quesos
frescos artesanales comercializados a nivel ambulatorio en el distrito de
Pueblo libre, cuya temperatura de almacenamiento estuvo entre 14-22 °C;
se evalud la carga microbiana de bacterias aerobias mesofilas, coliformes
totales y fecales, Escherichia cofi, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis y Lactobacillus spp., y la supuesta accion bactericida de esta
Ultima bacteria sobre las anteriores. Los resultados indicaron que el
97,4% de las muestras estuvieron por encima de los valores maximos
permitidos por la NTP 202.087 (1982)1 para los diferentes
microorganismos: coliformes totales (74,2% de las muestras), coliformes
fecales (58,6%), Escherichia coli t28,1%) y Staphylococcus aureus
(87,2%). No se observé que la presencia de Lactobacillus spp. impidiera

el crecimiento de los microorganismos estudiados en los quesos.

T NTP vigente en el afic del estudio, posteriormente fue reemplaza por la NTP 202.185
{2004).



Cristébal (2008), aislé 341 cepas identificadas como lactobacilos de
gquescs artesanales provenientes de lima y provincias. Las especies de
lactobacilos aisladas con mayor frecuencia fueron Lactobacillus casei 56
% vy Lacfobaciﬂus plantarum 35.8 %. S6lo el 16.42 % de los aislados
presentaron actividad inhibitoria frente a Lactobacilfus acidophilus ATCC
4356. Los sobrenadantes de los cultivos bacteriocinogénicos se ajustaron
el pH a 6.5 con NaQOH 2.5 N, para descartar que la accién inhibitoria fuera
debida a los acidos orgéanicos. Por otro lado, Las bacteriocinas presentes
en los sobrenadantes de los diferentes aislados inhibieron el crecimiento
de cepas de Bacillus cereus UAQ5, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Shigella sonnei ATCC 9290 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Sin embargo, Listeria innocua

UPO1 fue resistente.

Francia y Santa Cruz (2002), aislaron cépas nativas acido lacticas,
proveniente de quesos frescos adquiridos de mercados vy pues.tos de
expendio ambulatoric de Lambayeqt};e. Evaluaron la actividad inhibitoria
de cepas prodUctoras de bacteriocilnas a través de la inhibicic’:n.del
crecimiento de Listeria spp., utilizada como cepa- indicadora. Se
identificaron 44 cepas de Lactobacillus, de las cuales 20 se reconocieron
como Lactobacillué plantarum y 24 Lactobacillus casei, 12 cepas fueron

identificadas como Pediococcus spp. vy 25 como Lactococcus spp., de las
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cuales el 90% de Lactobacillus plantarum y 50% Lacfobacillus casei

inhibieron el crecimiento de Listeria spp.

Gutiérrez, et al (2007), evaluaron la viabilidad de una bacteria acido
lactica nativa con actividad probiética en un gueso crema durante 15 dias.
Sus resultados indicaron que el queso crema ofrece una serie de ventajas
con respecto a las leches fermmentadas como vehiculo de
microorganismos probidticos: el pH, méyor consistencia, contenido graso
y capacidad tamponante, estos factores contribuyeron a la proteccion de

los microorganismos probidticos durante su almacenamiento.

Larrea, et al (2007), determinaron el efecto bacteriostatico y bactericida
del Lactobacillus casei frente a Escherichia coli, a través de la
determinacién de la concentracion | minima inhibitoria (CMI) y'
concentracion mlnlma bactenmda (CMB) de la SUSpenSIOn de esta cepa
en cond|C|ones de laboratorio, encontrado que para obtener un efecto
bacteriostatico del Lactobaciflus casei sobre el Escherichia coli se
nécesita un CMI de 64 pL/mL, miéntras que para obtener un efelcto
bactericida se necesité un CMB de _256 uL/mL capaz de lograr una lisis

celular y una reduccién del 99.99% de la poblacién inicial.

Lopez Diaz (20086), estudié diferentes sistemas de calentamiento para

pasteurizar leche destinada a la fabricacion de queso colonial
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(pasteurizacion lenta en el propio tanque de elaboracién, con sistemas de
calentamiento por hornallas, eléctrico, y con calentamiento por circulaciéon
de agua caliente), determinando la eficiencia de éstos en el control de la
flora microbiana de la leche cruda. Como resultado de la pasteurizacion
lenta de la leche en tanque abierto (65 °C/30 min), se redujo la poblacion
de Escherichia coli de 10° ufc/ml a 10° ufc/ml, permitiendo obtener quesos
colonial con padrones microbiologicos dentro de las normas. Asi mismo la
calidad microbiolégica de quesos Colonial fabricados con leche cruda
demostrd que el 100% de los quesos elaborados eran impropios para el

consumo.

Lépez Orozco (2004), determind un proceso estandarizado para mejorar
la vida en anaquel del queso tradicional ranchero (México). La aplicacion
de tratamiento térmico previo de la leche, uso de aditivos
antimicrobianos, almacenamiento en‘refrigeracién (4-6“_’C), la aplicacién
de programas de Iimpiéza y sén‘eamiento' de equipos, le permitieron
mejorar la vida en anaquel del producto de 10 a 15 dias. Asi mismo,
reporto que la humedad de este tipo de quesos se encuentra entre 46-57

% y un pH mayor o igual a 6.1.

Marquez y Garcia (2007), evaluaron el efecto inhibitorio de dos
concentraciones de nisina (10,0 y 16,7 mg/kg) sobre la poblacion de

Staphylococcus aureus, coliformes iotales, Escherichia coli, Salmonella
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sp. y Listeria monocytogenes en queso blanco tipo “telita” elaborado en
una queseria de Upata, Venezuela. Se enconird6 que las dos
concentraciones de nisina adicionadas al queso “felita” ejercieron un
~efecto inhibitorio sobre la poblacién de S. aureus presente como
microfiora contaminante en las mismas. No se detectd Salmonella spp., ni
Listeria monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas. Los
recuentos de coliformes totales y de E. coli (serotipos 0118 y 08)
encontrados en las muestras de queso “telita” sin nisina no mostraron
variacion al compararlos con los encontrados en las muestras de queso
“telita” suplementadas con las dos concentraciones de nisina ensayadas,

debido al espectro antimicrobiano de la nisina.

Mejia, et al (2007), evalud el efecto inhibitorio de 2 concentraciones de
sobrenadantes de cultivos de cepéé Lactobacillus sp. aisladas de hecés
de hiﬁos lactantes y muestras vaginales, sobre el crecimiento de
patégenos de prueba como Eschérichia cofi ATCC 25922™  encontrd que
la exposicion de este patégenb a! 10% de sobrenadante de cepas
Lactobac:’ﬂus spp., permitid obtener un efecto bacteriostatico, logrando
controlar el crecimiento de este patdgeno por 8 horas y que la éxposicién
a una concentracion de 50% de sobrenadante permite no solo la
inhibicién si no la reduccion poblacional, logrando un efecto bactericida.
'En el mismo estudio se descarté que el efecto inhibitorio de las cepas

Lactobacillus spp. se debia a la produccion de acidos organicos, mediante
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la exposicion de los mibroorganismos patdgenos de prueba al crecimiento
en un medio con una maxima concentracién de acido lactico (0.25%),
encontrando que el crecimiento de bacterias patdgenas se vieron
afectadas pero no en [a magnitud que se produjo en presencia del
sobrenadante del cultivo de Lactobacillus, ademas en ninguno de los

casos se observo lisis celular.

Ramirez, et al (2005), evaluaron la presencia y la actividad antimicrobiana
de las bacterias acido-lacticas (BAL) productoras de bacteriocinas
aisladas de quesos artesanales del estado de Hidalgo en México. El
espectro de actividad de estas cepas fue evaluado tanto frente a bacterias
Gram positivas como contra Gram negativas. De acuerdo a los resultados,
Vibric cholerae fue el microorganismo mas sensible, ya que el 26.06 %.de
las cepas de BAL analizadas lo ihhibieron. Por el contrario, se observo
cepas resistentes como Escherichia coli, Citrobacter, Proteus y Bacillus,
en las cuales menos del 1 % de las BAL tuvieron un efecto inhibitorio. Asi
mismo, cabe sefalar la inhibicion de Listeria monocytogenes que si bién
fue inhibida solo por el 2.42 % de las cepas de BAL, el grado de inhibicién
mostrado frente a las cepas a las que resultd sensible es considerable

(halos entre 4 y 7 mm).

Zambrano (2010), determind la viabilidad de un gueso probiético usando

Lactobacillus acidophilus. Evaludé en el producto caracteristicas fisicas,
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quimicas, microbiclégicas y organolépticas. Asi mismo, realizd un andlisis
de estabilidad del producto considerando la variacion de peso, pH,
sinéresis y contaminacion microbiana, medidos los dias 1, 7, 14 y 21.
Determind, que e! queso fresco es un vehiculo ideal para Lactobacillus
acidophifus pues las colonias se mantuvieron viables y sobre los niveles
minimos recomendables para considerar al producto como probidtico,
entre 10° y 107 UFC/g. El uso de los microorganismos en la fabricacion
del queso fresco no influyd en la humedad de los quesos, reportandose
una humedad promedio de 64.16%, pero si modificé algunas
caracteristicas como la acidez y pH durante su periodo de vida dtil (21

dias almacenado a 4-10 °C).

3.2 REVISION LITERARIA

3.21 LECHE

3211 Definicion

La leche es la materia prima principal para la elabora_c'ién de quesos. La
leche segun la definicion legal NTP 202.001, es el producto de la ordefa
completa y no interrumpida de vacas sanas bien alimentadas, en reposo y

exenta de calostro, la cual debe de poseer no menos de 3.0% de materia
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grasa y no menos de 8.20% de solidos no grasos. Otra caracteristica de
la leche fresca, es que debe de estar libre de antibiéticos, olores, materias
0 sabores extrafios. Asi mismo, la acidez de la leche destinada a la
elaboracién quesos debe encontrarse en el rango de 0.14 — 0.18 g Ac.

Lactico/100 leche y el pH de 6.5 - 6.8 (Zambrano, 2010)

Para Schlimme y Buchheim (2002), la leche es una secrecién blanca
producto del ordefio de una o varias vacas, la cual se puede describir
como un sistema polidisperso donde la grasa se encuentra emulsionada
en forma de gotitas alrededor de una membrana, las pfoteinas se
encuentran dispersas y formando un coloide en forma de micelas vy la

lactosa es el carbohidrato principal y se encuentra disuelio.
3.21.2 Composicion quimica de la leche

La leche es un alim_ento adaptado para los recién nacidos de cada
especie que contiene en una forrpa faciimente absorbible, todos los
-nutrientes y a_gentes activos que el recién nacido necesita para el
crecimiento y el mantenimiento cdrporal. La composicion de la leche varia
dentro de una misma especie', estas’l'variaciones estan determinadas por
la raza, la edad, el estadio de lactacion, la alimentacion, el manegjo asi
como por el estado sanitario (Schlimhe Vi Buchheim, 2002). Por lo tahto

es dificil dar una composicién exacta de la leche de una especie animal.
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Las variaciones de la composicién de la leche cruda de vaca se muestra

en la Tabla N°1.

Tabla N°t Composicién media de la leche cruda de algunas razas

vacunas (%p/p)

zgﬁt:rlur; Jersey Parda suiza
Agua 87.0 85.4 87.1
Grasa 4.2 53" 29
Proteina 3.4 3.9 35
Lactosa 4.7 ‘ 4.7 46
Cenizas 0.75 0.75 0.75

Fuente: Schlimme y Buchheim, 2002
3.21.2.1 Grasa

La grasa de la leche esta compuesta sobre todo por grasas neutras
(triglicéridos) con algunos lipoides (fosfolipidos, carotenoides, tocoferoles,
aldehidos, etc.), que aunque en pequefias proporciones, tienen una gra.n
influencia en la elaboracién del qué§o, ya que. contribuye a su aroma y

cotor (Madrid, 1996).
3.2.1.2.2 Proteinas

Estan formadas por polimeros de a-aminodcidos, ademés pueden

contener otros compuestos. Su estructura basica son aminoacidos unidos



17

por un enlace peptidico entre cada grupo amino y carboxilo. Las proteinas
participan en un gran grupo de reacciones quimicas tales como oxidacion,

reduccion, hidrélisis y desaminacion entre otras (Revilla, 1982).

Segun la Figura N° 1, si se toma en cuenta las cantidades de diferentes
proteinas en ia leche, indiscutiblemente la caseina se encuentra en primer
lugar, ya que constituye el 80 % de las proteinas lacticas. Ademas, |a
caseina es la que da el color a la leche y juega un papel muy importante
en la elaboracién de quesos gracias a su coagulacién (se precipita
facilmente en medios acidos), para constituil; al final del proceso cerca del
25 % del queso terminado (Artavia, 1999). Ademas se observé que el
suero posee 1 % de proteina, lo que se puede comparar con el 3.4 % de

proteina de la leche (Schlimme y Buchheim, 2002).

Figura N°1 Distribucion de la proteinas de la Leche de vaca

7 80% insolubles en ;0 ' 25%
[Caseina) d) Queso

5

[ PROTEINAS ] p,

15-20% Solubles en H-0 :> 1%

% [Lactoglubulinas) | Suero

Fuente: Adaptada de Artavia, 1999.
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3.21.2.3 Carbohidratos

Practicamente la lactosa es el Unico azicar de la leche, aunque en ella
existan polidsidos libres y glucidos combinados en pequefias proporcion
(Madrid, 1996). La lactosa constituye la mitad de los sélidos no grasos y
cerca de un 4.7 % del total de la leche. Ademas, la propiedad mas
importante de la lactosa que esta puede ser transformada en acido lactico
por accion de las bacterias acido lacticas, siendo este el principal factor
de maduracion y fermentacion de los productos lacteos. También juega
un papel importante en el control microbiano cuando este se encuentra en

altas concentraciones en el alimento.
3.21.24  Sales minerales .

Las sales minerales en la leche se encuentran disueltas o formando
compuestos con'.la caseina. Las més numerosas son cailcio, potasio,
sodio y magnesio, que se encuentran como fosfato calcico, cloruro sédico,
‘caseinato calcico, etc. £l calcio se encuentra en dos formas en la leche. El
30% aproximadamente en solucion y gl réstante 70% en forma coloidal. El
fosfato calcico forma parte del complejo caseinico producido en Ia‘
cbagulacibn de la leche al fabricar quesos, contribuyendo al aumento del

tamafo de las micelas de caseina (Madrid, 19986).
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3.21.25 Vitaminas

La leche es rica en vitaminas, las cuales nos ayudan a una mejor
asimilacion de los nutrientes. Las vitaminas mas comunes en la leche son
las solubles en grasa (A y D) y las solubles en agua (vitamina C y el
complejo vitaminico B). Es por esta razon que los quesos son ricos en
vitaminas A, D y algunas del complejo B como las vitaminas By y B2

(Madrid, 1996).

3.2.2 QUESO FRESCO
3.2.2.1 Caracteristicas generales

En el Perd, el consumo de Queso Fresco, se ha incrementado, llegando al
75% en relacion al consumo de quesos madurados; esto debido a su bajo
costo, a sus caracteristicas nutricionales y usos variados (Calle y Solano,

2004).

Segin la definicion legal NTP 202.195, define al queso fresco
(tradicional), como el quéso blando, no madurado ni escaldado,
moideado, de textura relativamente firme, levemente granular, sin cultivos

lacteos, obtenido por separacion del suero después de la coagulacion de
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la leche pasteurizada, entera, descremada o parcialmente descremada, o

una mezcla de alguncs de estos productos.

Los quesos frescos tienen un alto contenido de humedad y no han sufrido
proceso de maduracion, por o que pueden tener sabor a leche fresca o
leche acidificada. Su consistencia suele ser pastesa y su color blanco. Por
tener un alto contenido de humedad en ia pasta (45-60%), su tiempo de
vida dtil resulta corto, debiendo ser consumidos en pocos dias. Su
transporte y conservacion se debe hacer a temperaturas de 4-10 °C; aun
manteniendo la cadena de fric son altamente perecederos (Madrid, 1996;

Villegas, 2009).

Los quesos frescos deben presentar una humedad mayor al 46 % y su
contenido de materia grasa en extracto seco mayor al 40 %.
Microbiologicamente debe cumplir con las caracteristicas presentadas en

la Tabla 2.

Los quesos se encuentran enti‘e los mejores alimentos del hombre siendo
una variedad ampliamente producida eh los paises de Latinoamérica por
la sencillez del procesamiento, su co-sto.més bajo y el rendimientc mayor
al obtenido en comparécién con otras variedades (Inda, 2000). El queso

fresco es un alimento reconocido por su alto valor nutricional debido a sus
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altas concentraciones de proteinas, calcio, rivoflavina y vitaminas A y D

(Dillon y Berthier, citado por Cerén 2008).

Tabla N°2 Requisitos Microbiolégicos para el Queso fresco

Requisito Conteo Maximo

(ufc/g)
Numeracion de coliformes 10?
Numeracién dg .Staphyfococcus 102
coagulosa positiva
Deteccion Sal/monella sp. Ausenciaen25g
Deteccién Listeria monocytogenes Ausenciaen 25 g

Fuente: NTP 202.195 (2004)

Tabla N° 3 Composicion quimica del queso fresco

Porcentaje {%)

Agua ' 45-65

Grasa : 17-26
Proteina 15-25
Carbohidratos . : 2-3.5
Sales Minerales - 2-45

Fuente: Adaptada de Calle y Solano 2004, Cerén 2008 y Collazos 1996.

220
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3.2.2.2 Alteracion del queso fresco

Por su alto contenido proteico, el queso fresco se constituye en el sustrato
adecuado para el crecimiento bacteriano. Las caracteristicas del queso
fresco (pH, humedad y nutrientes) permiten el desarrolio de muchos
microorganismos propios de la leche, de contaminacion ambiental y del

manipuleo del producto terminado y/o durante la produccién del mismo.

La flora microbiana varia con los distintos tipos de quesos e.inclusive
entre varios quesos del mismo tipo, dependiendo siempre de la carga
microbiana inicial de 1a leche y la eficiencia de la pasteurizacion. Entre los
microbrganismos que pueden generar un riesgo para el consumidor y que
puede presentar el queso fresco son: Coliformes, Escherichia coli, hongos
y levaduras, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Lactobaciﬂué Sp. Y |

Listeria monocytogenes.

La velocidad de deterioro o a[teracic?n del queso no solo depende de los
microorganismos presentes, sino también de la composicién quimica del
alimento y del tipo de carga inicial. Algunos factores relacionados que
afectan al crecimiento de las bacterias causantes "del deterioro del queso
fresco son: la actividad de agua presente en el alime.nto, pH. y ligera
.acidez del alimento que favorecen el crecifniento bacteriano, el

tratamiento térmico aplicado a la leche previo al procesamiento del queso,
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las condiciones ambientales en la cual se conserva el queso (temperatura
y humedad), y finalmente la relacion de dependencia entre los

microorganismos presentes en el queso {antagonismo o sinergismo).

La alteracién de los quesos es principalmente de dos tipos, el crecimiento
superficial de microorganismos, normalmente mohos, vy la producciéon de
gas, alteracion del sabori y. aroma, debida al crecimiento de
microorganismos en el interior de la masa del queso. Los quesos muy
acidos se alteran normalmente por accién de levaduras y mohos, pero la
alteracion bacteriana eé importante en las variedades de pH mas alto,
como el queso fresco blanco o el queso cotiage. Las bacterias mas
comunes son gram negativas, como las Pseudomonas y enterobacterias,
aunque también Enterococcus puede producir alteracion. En cuanto al
crecimiento de mohos produce una alteracion visible, muchas.veces
acompafiada de una lipdlisis y proteélisis intensa, siendo los responsables
mas frecuenites de esta alteracion los Penibillium-en un 60-80% de los

casos y Aspergiflus (Varmam y Sutherland, 1994).
3.2.2.3 Conservantes en queso fresco
En la actualidad el uso de conservantes de origen quimico en los

procesos de elaboracion de aliméntos se realiza con el afan de prolongar

su tiempo de vida comercial. Los sorbatos y propionatos son los
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conservantes mas comunes incluidos en las formulaciones de alimentos.
La elaboracion del queso fresco no esta ajena al uso de estos
conservantes que permite extender su vida en anaquel. Los conservantes
permitidos para su usoc en alimentos esta regulado por disposiciones
legales nacionales e internacionales, tal es el caso que la FDA/Codex
Alimentarius tiene permitido la aplicacion de ciertos aditivos en la

elaboracion del queso fresco (Tabla N°® 4).

Tabla N°4 Conservantes permitidos para quesos no madurados

NOMBRE DEL ADITIVO DOSIS MAXIMA

Acido sérbico ’
| 1 g/Kg de queso, s6lo o
Sorbato de potasio mezclado, expresado como acido
Sorbato de calcio ascorbico

NISINA 25 maKs

Acido propidnico

Propionato de sodio
‘ Limitada por las BPF
Propionato de calcio

Propicnato de potasio
Fuente: FDA/Codex Alimentarius. Codex Stan 221, 2001.

La alteracion del queso por mchos se suele retardar o impedir cuando al

propio quesc o a los materiales que se emplean para envolverios se les
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afiade acido sdérbico, sorbatos, acido propidnico o propionatos. Aunque
son mas eficaces a valores bajos de pH, siendo empleados en alimentos

cuyo pH tiene un valor proximo a 6.5 (Frazier y Westhoff, 2000).

El uso de conservantes quimicos como el Sorbato de potasio, que si bien
se usa fundamentalmente para prevenir las alteraciones provocadas por
mohos en la superficie del queso, también tiene efecto inhibidor sobre un
gran numero de bacterias (Franco et al, 2002). Para Lopez Orozco (2004),
el Sorbato de potasio es el aditivo antifungico mas abropiado en base a su
funcionalidad y a su costo, para su uso en quesos frescos con pH entre

5.0y 6.0.

3.2.2.4 Elaboracién de queso fresco

Las operaciones que se aplican para la ob_tencién.de.l dueso.generalmente
_involucran la acidificacion y de_shiql_ratacién de la leche en la cual se
concentra la grasa y la caseina de Ié leche por la coagulacién enzimatica
(quimosina) de la .caseina. En la elaboracion de los diferentes tipos de
quesos, existen diferentes pasos a seguir, siendo la adicidén del cuajo una

de las etapas mas importantes.
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42241 [hsumos

a. Leche

La leche es la materia prima principal en la elaboracion del queso fresco,
es fuente importante de lactosa y caseina. La caseina ocupa el 80%
aproximadamente de la fraccion nitrogenada de la leche, siendo
fundamental para la elaboracién de quesos, pues sobre ella actian los

coagulantes.
b. Cuajo

El cuajo es una enzima especifica llamada quimosina, la cual es
secretada en el abomaso (cuarto estomago) de los rumiantes y
tradicionalmente la principal fuente de suministro son los terneros
(Varmam y Sutherland, 1994). Frecuentemente utilizada en la fabricacion
de queso cuya funcién es separar el agua de la leche, llamado suero, de
la cuajada, a partir de la cual se fabrican los quesos. El accionar de Ia-
' guimosina es que actila directamente en un punto delimitado de la
caseina. Al romper dicha molécula se inicia la formacién de un gel que
atrapa‘ la mayoria de los bomponentés sélidos de la leche; este gel se

contrae poco a poco y al contraerse va expulsando suero. Al cortarse el
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gel en cubitos, se logra separar entre un 50-90 % del contenido inicial del

agua de la leche.

C. Sal comun

El cloruro de sodio {NaCl), comiunmente llamado sal, cumple un rol
importante en la elaboracion de quesos. La sal da forma y constrifie las
caracteristicas del queso. La sal tiene influencia en el desuerado, el cual a
su vez incide en el contenido de humedad del queso terminado. Al mismo
tiempo, la sal afecta la forma y caracteristicas de la corteza del queso,
influye en el sabor asi como en el desarrolio y supervivencia de bacterias

iniciadoras o no iniciadoras (Jonson y Paulus, 2005).
d. Cloruro de Calcio

El cloruro de calcio (CaCly), tiene como funcion darle mayor firmeza
mecanica a la cuajada. Esto es particularmente importante cuando se
trata de leche pasteurizada, porque Idurante la pasteurizacion, se da un
proceso normai de descalcificacion parcial de las caseinas. La ausencia
de cloruro de calcio hace que muchas veces la cuajada tenga poca
firmeza mecanica y, entonces, al cortarla, se generaran cantidades
innecesarias de "polvo“ o "finos" de cuajada, que se depositah en el fondo
de la tina de quese_ria y se van con el lactosuero, en lugar de contribuir al

rendimiento del queéo (Inda, 2000).
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42242 Etapas de la elaboracion de queso fresco
a. Recepcion de la Leche

La leche empleada en la elaboracion de quesos debe ser de buena
calidad, tanto de visté quimico como microbiolégico, incluso los niveles de
higiene exigidos para la leche de consumo directo, deben ser exigidos
para la leche destinada a la elaboracion de quesos (Madrid, 1996). La
leche debe de tener la acidez requerida y debe estar libre de impurezas,
siendo necesaria su filtracion para eliminar cuerpos extrafios en la
misma. Es importante aplicar en la leche una serie de pruebas vy
procedimientos para comprobar el estado de conservacién de la leche
que ingresa a proceso e involucran Ié determinacion de pH, la acidez

titulable y la estabilidad frente al alcohol.
b. @ Pasteurizado

La pasteﬁrizacién puede 'definlirse, como “un proceso higienizante
destinado a eliminar completamentel la- microflora patdégena de la leche,
disminuir considerablemente la microflora banal y destruir un alto
porcentaje de enzimas deterioradoras (Villegas, 2009). No obstante, el
calentamiento de. la leche origina la pérdida de su capacidad de

coagulacién por el cuajo. Sin embargo, tecnoldgicamente esta perdida
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puede ser reversible mediante la adicion de CaCl; (Varnam y Sutherland,

1994),

La pasteurizacion es un procedimiento fundamental en la elaboracién de
quesos frescos de corta maduracion y en los curados de no mas de 2
. meses (Martegani, 2006). Para quesos frescos existen dos métodos para
pasteurizar la leche; el primero consiste en calentar la leche a 63-65 °C,
durante 30 minutos (pasteurizacion lenta, LTLT) y el otro en calentarla
durante 15 segundos, a 72 °C (pasteurizacion rapida, HTST). Ambos
tratamientos son equivalentes en cuanto a su capacidad de destruccion
total de microorganismos patégenos (Inda, 2000; Villegas, 2009; Lopez
Orozco, 2004). Para Frazier y Westhoff (2000), la pasteurizacion lenta de
la ieche a 65 °C por 30 minutos es eficiente en la eliminacion de la flora
patégena inicial de la leche, permitiendo la reduccién del 99.9% de la

carga inicial.
c. Enfriado

El objetivo principal de esté etapa es acondicionar la leche (Temperatura,
correccion de calcio) que permita mejorar el rendimiento, la actividad y
formacion del cuajo. Con ia pasteurizécién la leche se pierde algunas de
sus propiedadesr coagulantes; pierde entre 8 y 30% de calcio soluble,

dando coagulos mas débiles y dificiles de desuerar, provocando perdidas
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por los tratamientos mecanicos a aplicar (Zambrano, 2010). El uso de
cloruro de calcio restituye parte de este calcio, pudiéndose agregar en
esta etapa el CaCl; en una proporcion no mayor del 0.02 % en relacion a
la leche que entré a proceso (Fernandez et al, 2004). Con la adicion del
cloruro de calcio facilitamos la coagulacién, mejora el rendimiento y en

definitiva la calidad final del queso.
d. Coagulado

La coagulacion de la caseina es el procesc fundamental de la fabricacién
del queso, y es consecuencia de la desest_abilizacién proteica y puede
llevarse a cabo mediante la accidon de proteinasas acidas como la
quimosina {coagulacion enzimatica) o por acidificacion a un valor de pH
proximo al punto isoeléctrico de las proteinas (Vamam y Sutherland,
1984; Zambrano, 2010). La coagulacidn enzimatica tiene lugar en dos
fases distintas, una fase proteolitica en la que las micelas de caseina se
desestabilizan por hidrdlisis de la k-caseina, formandose micelas de para-
k-caseina y una fase secundaria, mediada por el calcio, en la que las
micelas de paracaseina se agregan y precipitan. Con el tiempo van
formando una red con poros, dentrolde la cual se van acomodando los
glébulos grasos y el coagulo se va'héciendo mas firme po-r la continua
formacion de enlaces entre las micelas (Zambrano, 2010). Esta Uitima

fase requiere condiciones de reposo y una temperatura por encima de 20
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°C (Varnam y Sutherland, 1994). Para Zambrano (2010), la temperatura
optima de accion del cuajo esta alrededor de los 40°C pero se utiliza

menores para evitar la dureza del coagulo
e. Cortado y Batido

El corte de la cuaja inicial favorece la sinéresis. Durante el corte debe
evitarse la ruptura del coagulo y la correspondiente pérdida de materia
grasa y un deficiente sinéresis (Varnam y Sutherland, 1994). El tamaiio
del corte de la cuajada depende del tipo de queso y permitira obtener un
queso mas o0 menos humedo. Para los quesos.frescos se debe cortar en
cubos de 1 a 2 cm de arista, en lo posible de forma homogénea que
permita la salida de la mayor cantidad de suero posible por aumento de la
superficie (Zambrano, 2010). La agitacion o batido de la cuajada,
manteniendo la temperatura entre 38-40 °C, favorece a la sinéresis y la

eliminacion del suero.
f. Desuerado

Consiste en la separacion del suero de la cuajada, ya sea por filtracion o
“decantacion. Pudiéndose separar hasta el 90% del lactosuero.
Tecnolégicamente se puede realizar dos desuerados, en el primer

desuerado se elimina el 35-50% del lactosuero, el suero restante permite



32

la homogenizaciébn de la sal afiadida de manera directa. El suero
generaimente puede ser aprovechado para la elaboracion de otros

productos.
d. Salado

El salado es un procedimiento que se aplica en todo tipo de quesos. El
salado debe i'ea[izarse_ para lograr el sabor adecuado del queso, ademas
facilita el desuerado de la cuajada y tiene un papel conservante al inhibir
el crecimiento de bacterias no deseables, cuando este se encuentra en

concentraciones elevadas.

h. Moldeado

El moldeado permite que los coagulos se unan y formen una masa
continua, determinando asi la textura del queso y la forma definitiva

(Zambrano, 2010). Los orificios del molde permiten la salida del suero

retenido en el interior de la cuajada.
i. = Almacenado

La refrigeracién permite que el queso alcance su punto final de textura y -

presentacion. El almacenamiento en refrigeracion se debe realizar a una
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temperatura de 4 - 7 ° C, para impedir el crecimiento acelerado de los
microorganismos, sin afectar a las caracteristicas sensoriales del producto
| (IAC, 2004). La durabilidad del gqueso fresco es variable y depende de
que tan riguroso se fuera con la elaboracion, sobre todo en la
pasteurizacion, enfriamiento de la leche, manipulacién de la cuajada
durante el moldeado y almacenamiento del producto final (Fundacién para

la innovacion agraria de Chile, 2000).

3.2.3 BACTERIAS ACIDO-LACTICAS
3.2.31 Caracteristicas generales

Las bacterias écido—lécticas constituyen un grupo de microorganismos de
gran importancia en la industria alimentaria, ya que participan
fundamentaimente en los procesos de maduracion de muchos alihentos
fermentados como derivados Iéc;teog, carnicos e ofros. La fermentacion
de los alimentos por bacterias écidoélécticas (BAL) es una de las formas
mas antiguas de conservacion usadas por el hombre. Incluidos en eStos
alimentos est4n el yogurt, muchas variedades de quesos, salsas,

vegetales fermentados y productos de panaderia (Ramirez et al, 2005).
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Las bacterias lacticas se definen como microorganismos gram positivos,
generalmente inmdviles, no esporulados, y no reductores de nitratos.
Tampoco lictian la geiatina y no producen indol ni acido sulfhidrico. Son
anaerobios aerotolerantes ya que, aunque en dgeneral carecen de
catalasa, poseen peroxidasas y superoxidodismutasas gque destruyen,

respectivamente, el H?_O2 y el O; que se forman en condiciones de

aerobiosis (Martinez, 1996). Este grupo de microorganismos esta formado
por Streptococcus, Lactobacillus, Leqconostoc y Pediococc.as, cuya
caracteristica principal es la produccion de acido lactico. Uno de los
rasgos fisiologicos mas caracteristicos es su folerancia al acido como
- consecuencia obligada de su metabolismo, lo cual les ofrece una gran

ventaja para desarrollarse en los habitats donde se encuentran.

lLas actividades metabdlicas de las bacterias lacticas no sélo contribuyen
al desarrollo de las caracteristicas org.anollépticas y reoldgicas de los
alimentos fermentados, ademas, permiten pfeservar el valbr nutritivo y la
_salﬁbridad de la materia prima, propcé'rcionando un producto agradable al
consumidor y generando en €l un ambiente poco favorable para el
desarrollo de patdgenos y otros micrporganismos que pudieran alterarlos

(Martinez, 1996).

En la actualidad un gran namero de BAL son consideradas probitticas ya
que estas ejercen una accidon protectora contra la adherencia, la

colonizacion, la reproduccién y la accién patégena de agentes
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enteropatdégenos especificos, mediante distintas mecanismo de accion,
que aun no han sido completamente esclarecidos (Amores et al, citado
por Cartes, 2005). Las BAL utilizadas generalmente como probioticos
. pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus, Enterococcus y

Bifidobacterium.

3.2.3.2 Efectos pfotectorlinhibitorio de las BAL

Los microorganismos poseen distintas formas para sobrevivir y competir
en su ambiente, interactuando unas con otras; habiéndose definido dos
efectos de interaccion: un efecto sinérgico o un efecto antagonico. Un
claro ejemplo del efecto sinérgico se da en el cultivo clasico de yogurt
donde existe una protosimbiosis entre Streptococcus thermophilus y el
Lactobacillus bulgaricus. Mientras que el efecto antagonico se da por la
produccion de sustancias de defensa que le confieren un caracter
antagonico frente al crecimiento de microbrganismos patégenos. Este
efecto antagbnico se basa compnmgnte en la produccién de sustancias
que inhiben e interactuan mé§ 0 menos, especialmente con
microorganismos iniciadores relacionados y hasta con bacterias no

relacionadas (Heller, 2008).

La capacidad 'de_ producir 'grandes cantidades de acido lactico por
fermentacion de los carbohidratos presentes y la consecuente caida del

pH son los factores primarios en los que se basa la actividad
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antimicrobiana de las bacterias lacticas. Los acidos lipofilicos son capaces
de atravesar la membrana plasmatica e interferir con las funciones
basicas del metabolismo celular, disminuyendo el pH interno de la celula.
Asi se explica el amplio rango de microorganismos inhibides, con Ia Unica
excepcion de los organismos acidoduricos como levaduras, mohos y las
propias bacterias lacticas (Martinez, 1996). Asi pues, Ias‘BAL llegan a
proliferar en la mayoria de los habitats, constituyendo un claro ejemplo de

antagonismo microbiano.

Otro efecto antagénfco mostrado por las BAL consideradas probioticas, es
la competicion con los patégenos, no solo por los nutrientes, sino también
por el espacio fisico. Algunas de estas bacterias pueden inhibir la
adherencia de los agentes patogenos a los sitios receptores de la c€lula
animal por un mecanismo der bloque_o ggpeciﬁco del receptor, con lo que
se p.roduce una prevencion de la colonizacion de los microorganismos
patdégenos, por inhibicion competitiva e'n los lugares de adhesion
{Chauviere et al, citado por Cades, 2005) En geherél la privacién a los
agentes‘patégenos‘de los nutrientés especifilcos limita el desarrollo y
proliferacion de los mismos. Sin embargo, el complejo sistema
antagoni.sta de las bacterias lacticas no éélo se basa en Ia.produccic')n de
cido lactico sino que también participah activamente otros metabolitos
inhibitorios‘ que a pesar de ser. sintetizados en menor cantidad,
contribuyen significativamente al efecto antagénico. Entre ellos cabe

destacar la produccién de H>O» y otros derivados del metabolismo del Oo,
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CO;, compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados
deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, enzimas bacterioliticos,
bacteriocinas (Rojas y Vargas, 2007; Munos, 2003; Farias et al, citado por
Ramirez et al, 2005; Martinez, 1996). La produccion de estas sustancias
anti-microbianas es considerada como el principal mecanismo por el cual
las bacterias lacticas inhiben el crecimiento de diferentes bacterias
patogenas, como Escherichia coli, Streptococcus y Saimonella (Fons et

al, citado por Cartes, 2005; Gonzalez et al, 2003).

Tabla N° 5 Principales mecanismos de Accién propuestas para

las bacterias probioticas

ACCION MECANISMO

Biogueo de receptores especificos
Prevencion de la colonizacién por (adherencia) 'y . competencia por
microorganismos patdgenos nutrientes.

Produccion de sustancias con accion
- - . antimicrobiana (H;0;, bacteriocinas
Acti d P ’ ’
vnda antimicrobiana acidos organicos...).
Regulacion de la respuesta inmunitaria
Inmunomoduladora humoral y celular.

Disminucion en la actividad de enzimas
asociadas con la sintesis de lactosas,

Actividad enzimatica procarcinégenos, etc.

Fuente: Adaptada de Cartes, _2005
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3.2.3.3 Caracteristicas generales del género Lactobacillus

Son organismos gram positivos, inmodviles, no esporulados,
‘microaerdfilos, mejorando su crecimiento en anaerobiosis o bajo
reducidas presiones de oxigeno y entre 5 y 10 % de didéxido de carbono.
Su temperatura Optima de crecimiento se sitia entre 30 y 40 °C. Su
tolerancia al acido varia desde 0,3% hasta 1,9% de acidez titulable
(Gomes y Malcata, citado por Cartes, 2005). El pH Optimo para su
crecimiento se ubica entre 55 y 6,2, pudiendo desarrollarse a pH

menores de 5,0 (Kandler y Weiss, citado por Cartes, 2005).

El género Lactobacillus esta distribuido a través del tracto gastrointestinal
y genital, constituye una fraccion importante de la microflora presente en
el hombre. Su reparticion es afectada por distintos féctores
medioambientales, entre los que.se incluyen el pH, la disponibilidad de
oxigeno, los niveles de s-ustratos especificos, la presencia de secreciones
y las interacciones bacterianas. Es por ello que para que esta cepa sea
considerada un organismo probibtico, debe presenfar adecuada
estabilidad al acido clorhidrico y a la bilis, que permita su paso por todo el
tracto gastrointestinal, para que se gdhiera a la mucosa intestinal y que
colonice temporalmente el tracté gastrointestinal humano, produciendo

componentes antimicrobianos.
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3.234 Caracteristicas generales de Lactobacillus casei

Son bacterias gram positivas con forma de baston inmoviles, ias. cuales se
encuentran en pares 0 cadenas, son mesoéfilas heterofermentadoras
facultativas, las cuales producen acido lactico como principal producto
final de la fermentacién y no producen gas en presencia de glucosa. En
condiciones limitadas de glucosa, producen tres otros productos, acido
acético, etanol y acido férmico (Navarrete, 2007). Su nombre proviene
principalmente de la palabra “Caseus” que significa queso (Curry y Crow,
citado por Alvarado, 2008). Cada microorganismo esta rodeado de una
pared de aproximadamente 20 a 30 nm de grosor, la cual esta compuesta

de peptidoglicano, acido teicoico y proteinas.

Es una bacteria anaerdbica facultativa, no esporuladas, no productora de
catalasa, comunmente se encuentran en forma natural en vegetales
fermentados, leche, came, asi como en el intestino. Genera su energia a

partir de la glucosa de acuerdo a la siguiente reaccién:

CeH1206+ 2ADP + 2Pi ——»  2C;HgO3 + 2ATP + 2H,0

El acido lactico producido, se acumula en el medio, y el pH del medio

decrece. Cuando la concentracion de acido lactico incrementa a 16 g/l, el
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pH decrece cerca de 4, el crecimienfo microbianc cesa debido a la alta
concentracién del acido lactico (Ceron, 2008). Adicionalmente a la
produccion del acido lactico como producto principal, también produce

otros metabolitos como las bacteriocinas.

Debido a que este microorganismo ejerce beneficios sobre el organismo
del consumidor y a la actividad biologica que presenta esta cepa y otras
cepas benéficas se les emplea en la elaboracién de alimentos
lacteos probioticos. Con el términd “probidtico”, se ha definido a los
microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades adecuadas
ejercen una influencia positiva en la salud o en la fisiologl’a del hospedero.

(Schrezenmeir y Vrese, citado por Gonzalez et al, 2003).

Esta cepa probidtica, se ha corﬁpr—obado que es muy résiétente a'rangos
muy amplios de pHy temperatura, siendo ademas un complémento al
crecimiento del Lactobacillus acidophilus, un productor de la enzima
amilasa (una enzima digestiva de carbohidratos en la saliva y en el jugo
pancreatico de mamiferos). Se sabe que mejora la digestion, la tolerancia
a la leche y evita la diarréa. Por esta razén se emplea en la elaboracion

de diversos alimentos funcionales,
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3.2.4 BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR LAS BAL

3.241  Caracteristicas generales

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza peptidica
producidas por diferentes cepas bacterianas (Ramirez et al, 2005; Monroy
et al, 2009). Las bacteriocinas son un grupo heterogeneo de péptidos
sintetizados en el ribosoma con mas de 60 aminoacidos y pueden ser
péptidos de moléculas elongadas o péptidos de moléculas globulares con
un amplio rango de peso molecular (Fimland et al, citado por Rojas y
Vargas, 2007). Estas sustancias con frecuencia actian frente a las
bacterias mas estrechamente relacionadas con la especie productora
(Tagg et al, citado por Martinez, 199_6). Sin embargo ofros estudios
recientes afirman que también pueden actuér frente a .otras especies
bacterianas, hongos y algunos paréasitos (Monroy et al, 2009; Sablon et al,

citado por Gonzalez et al, 2003).

La produccion de bacteriocinas parece depender del crecimiento vy
actividad fisiologica de la cepa productora. De hecho, la mayoria de las
bacteriocinas que se han estudiadc; hasta el momento presentan una
cinética de metabolito primario y, en consecuencia, su produccion esta
correfacionada con el aumento de la biomasa (Martinez, 1996). La

actividad antibacteriana de las bacteriocinas producidas por las BAL, se
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pronuncia en la fase logaritmica temprana y la fase estacionaria por lo
que a la hora de aplicar las bacteriocinas a un alimento a partir de un
cultivo iniciador o para su purificacion, es importante considerar que la
etapa en la cual ia vellocidad maxima de produccion de la bacteriocina es
la fase log, por lo que aumenta la efectividad del proceso de accidn de
estos compuestos ante microorganismos alterantes o patégenos
importantes (Ogunbanwo et al, Pal et al, citados por Rojas y Vargas,

2007).

Las caracteristicas antagdnicas que han presentado las bacteoricinas
contra microorganismos patogencs présentes en los alimentos, permite
Ser considerados en la bioconservacién de alimentos, es decir, el uso de
bacterias lacticas, sus productos metabdlicos ¢ ambos que permitira
mejorar la seguridad y calidad de los alimentos que genera[mente no son

fermentados, como lo es el queso fresco.

En la actualidad las bacteriocinas p_roducidas por las bacterias lacticas
son las que encierran un mayor intel-’és ya que tienen el reconocimiento
de GRAS, por su siglas en inglés (Generally recognized as safe), es decir
son consideradas como microorganiémos seguros para la salud,rya que
tanto ellas como sus metabolitos .lhan sido consumidos en alimentos
fermentados por innumerables generaciones sin que hubiera efectos

adversos en la poblacion (son proteinas que al biodegradarse no forman
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compuestos secundarios). Ademéas tiene un papel importante en la
preservacion y fermentacion de alimentos, ademas de mejorar la calidad
higiénica en alimentos por i.nhibir la flora competitiva la cual incluye
bacterias deteriorativas y patdgenas como Listeria monocytogenes (Rojas

y Vargas, 2007; Monroy et al, 2009; Gonzalez et al, 2003).

De acuerdo al espectro de inhibicidn, existen bacteocricinas que son
activas frente a cepas o especies relacionadas como la lactococinas A, B,
My G, lactacina B, helveticina J, etc. Pero tambien existen bacteoricinas
que inhiben a un rango muchc mas amplio de microorganismos, entre los
que se incluyen patc’)génos y alterantes de alimentos Gram positivos
nisina, pediocinas, lactacina F, etc (Klaenhammer, citado por Martinez,
1996). Considerando la diferencia en peso molecular se entiende que
cada bacteriocina es diferente y que su uso en la industria alimentaria
como preservante, depende del microorganismo de deterioro o patdégeno

_que se desea controlar (Rojas Y Vargas, 2007).

El estudio de las propiedades fisicas y quimicas, modo de accién y
relaciones entre estructura y funcion de las bacteriocinas es necesario

para evaluar su potencial aplicaciones en alimentos {Nufez et al, 2007).
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3.2.4.2 Modo de accién de las Bacteriocinas

El blanco primario de accion de las bacteriocinas parece ser la membrana
plasmatica. Estas alteran la permeabilidad selectiva de la membrana de
las células vegetativas sensibles, provocando la inmediata e inespecifica
liberacién de iones, compuestos de bajo peso molecular y algo mas tarde
del ATP intracelular. Estas alteraciones provocan la disipacién completa o
parcial de la fuerza proton motriz (PMF) ocasionando desordenes
metabéli.cos secundarios que, en ultimo término, inhiben la generacion de
energia y la sintesis de macromoiéculas, lo que‘supone la muerte celular
(Monteville et al, citado por Martinez, 1996; Grande et a/, citado por Rojas
y Vargas, 2007). La PMF es un gradiente electroquimico compuesto de un
potencial de membrana (Ay} y de un gradiente de pH {(ApH), y es
necesaria para llevar a cabo gran parte de los procesos dependientes de

energia del metabolismo celular (Martinez, 1996).

La hipétesis mas aceptada sobrg como las bacteriocinas desestabilizan
las membranas es que, en funcion de su caracter catidnico, éstas serian
inicialmente. atraidas electrostéticamente por la supérficie celular (las
bacteriocinas se adsorben inespeé:ificamente a ceélulas sensibles, a
resistentes y a las propias células pfﬁductoras). Posteriormeﬁte, bien por
la presencia de un determinado potencial de membrana o por la

interaccidon con un receptor especifico o no, adoptarian una conformacion
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tal que les permitiria agregarse entre si formando aglomerados que se
reordenarian para dar lugar a una especie de cilindro hueco (poro} gue
atravesaria la matriz membranal, manteniendo las zonas hidrofilicas hacia

la parte interior del poro (Martinez, 1996).

La composicion y distribucion dé los fosfolipidos de la membrana celular
influye en la eficiencia de la asociacion de la bacteriocina con el
citoplasma, su insercion y la formacion del poro, es por este fendmeno
gue se debe la resistencia de alguhos de los microorganismos patégenos
frente a una bacteriocinas especifica (Cintas et al, citado por Rojas y

Vargas, 2007).

Otro mecanismo de accion propuesta scbre la permeabilidad de la
membrana celular por parte de las bactefiocinas, es gue estas
desestabilizan la membrana a modo de un detergente biologico (Abee et
al, Muriana, citados por Nunez ef al, ‘2007).‘ Los resultados de numerosos
experimentos apoyan la hipétesis ge formacién de poros frente a la
desestabilizacion de la membrana mediante una accion de tipo detergente
(Monteville ef al, citado por Martinei, 1996; Nufiez et al, 2007, Gonzalez

‘et al, 2003).

Un -esquema del modelo de pbracién se presenta en la Fig. 2. Los

monomeros de bacteriocina se unen a la membrana citoplasmatica a
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través de uniones electrostaticas con los fosfolipidos cargados
negativamente, luego se insertan en la membrana con una reorientacién
que depende del potencial de membrana. Este potencial podria estar
influenciado por el pH y la composicién fosfolipidica. Los monémeros se
agregan resultando en la formacién de un poro en la membrana, hacia
adentro de la regién de fosfolipidos se ubican los residuos hidrofilicos y
hacia fuera los hidrofobicos, con la consecuente salida de iones y la
pérdida de la fuerza protén motriz (FPM) a la que le sigue la muerte

celular.

Figura N° 2 Interaccién de los mondmeros de bacteriocina con la

membrana citoplasmatica: modelo de complejo de poracién

Bacteriocina
E__> } .
Formacion

I de Poros

—> Membrana Celular

Fuente: Doyle et al, 1997.
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3.2.5 CRECIMIENTO BACTERIANO

El crecimiento se define como un incremento en el nimero de células
microbianas en una poblacién, lo cual también puede ser medido como un

incremento en la masa microbiana (Madigan et al, 1999).

El ritmo de reproduccién de las bacterias suele ser una simple division en
dos nuevas células. El tiempo que tarda una poblacién en duplicarse se
llama tiempo generacional (Tg). Para las bacterias un ciclo de division se
.da cada veinte-treinta minutos (Madrid, 1996). Este ritmo de reproduccion
se ve frenado en la practica por factores Iimitantés gque condicionan [a

vida y desarrollo de las bacterias.
3.2.51 Factores que influyen en el crecimiento bacteriano

Las bacterias, como tode ser vivo, necesitan unas condiciones especiales
del medio que las rodea para poder desarrollarse adecuadamente. Es
preciso distinguir entre las variaciones de las condiciones externas gque

pueden soportar y las condiciones optimas para su desarrollo.

Factores intrinsecos.- se refiere a las propiedades fisicas y a la

composicion quimica del propio alimento. Entre los factores intrinsecos
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tenemos: Nufrientes, pH, actividad de agua, -constituyentes

antimicrobianos vy la estructura del propio alimento.

Factores extrinsecos.- determinado por los factores ambientales o
caracteristicas del ambiente donde se almacena el alimento: temperatura,

humedad y tensién de oxigeno.

Factores implicitos.- determinados por las relaciones que se
establecen entre los microorganismos presentes en el alimento, entre las
que se encuentran: la velocidad de crecimiento especifica, éntagonismo,

comensalismo y sinergismo.

Existen otros factores considerados de procesos, en la cual el alimento es
sometido a tratamientos tecnoldgicos que modifican [a microbiota inicial y

repercuten en la composicion final del producto.
3.25.2 Fases del crecimiento bacteriano

Siempre que se encuentres presente o se afiadan microorganismoes a un
alimento y las condiciones del medio sean apropiadas, las células
microbianas empezaran a multihlicame, pasando por una serie de fases
- consecutivas. Cuando se hacen recuentos periédicoé del nimero de

células microbianas y los resultados obtenidos se expresan con el
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logaritmo del nUmero de células por g o ml y se representan graficamente
como ordenadas, y las unidades de tiempo se representan graficamente
como abscisas , se obtiene una curva de crecimiento bacteriano (Frazier y

Westhoff, 2000).

En la Figura N° 3 se presenta la curva tipica de crecimiento de las

bacterias, donde se distinguen cuatro fases.

Figura N° 3 Curva tipica de crecimiento bacteriano

|

| i 1
" 1 1 !
o l 1 1
3 ! ! ‘
5 | | b
g Lag { ! Estacionaria ; Muerte
A o (C) { (D)
S I Exponencial | 1

' i
; | ! |
Tiempo

Fuente: = Adaptada de Madigan et al, 1999.

Fase Lag o de latencia: es el periodo de adaptacién o aclimatacién de la
bacteria al medio para iniciar su crecimiento. La presencia o extension de

este periodo depende del inoculo (estado fisiolégico, fase de crecimiento,
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tamano y tipo de microorganismo) y de la composicién del medio en el
que se inocula (condiciones fisicoquimicas del medio). Es decir, si las
condiciones para el desarrollo de esta Ultima son las adecuadas
(temperatura, nutrientes, humedad, etc.) apenas necesitara adaptacion

alguna (Madrid, 1996).

Fase exponencial: en esta etapa el crecimiento bacteriano es acelerado
y la veilocidad de multiplicacién o tasa de crecimiento es constante
(Frazier y Westhoff, 2000). Las condiciones del medio son las adecuadas
y la produccion de desechos metabélicos es poca para inhibir el desarrolio
de la propia bacteria. Durante esta fase cada microorganismo se divide a
intervalos constantes, y la poblacion se doblaré en el trascurso del tiempo

de generacion.

Fase Estacionaria: en esta etapa aun se reproducen las bacterias a un
ritmo menosl acelerado, prodUciéhdose muertes de otras células
existentes a una velocidad similar, e‘quilibr'éndos‘e el crecimiento bruto con
las muertes celulares. En esta etapa se agotan los nutrientes especiales y
se acumulan sustancias de desechos metabdlicos de las propias

bacterias alcanzan niveles inhibitorios (Madrid, 1996).

Fase de declive o muerte: en esta etapa el nimero de células que

mueren es mayor que el numero de células que se forman (Frazier y
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Westhoff, 2000). Se presenta la lisis masiva exponencial del cultivo,

debido al agotamiento de reservas de energia.
3.253 Modelamiento matematico del crecimiento bacteriano

Las curvas de crecimiento bacteriano nos permiten obtener los
parametros cinéticos de crecimiento propios de la bacteria en un medio
concreto. Estos parametros vienen a ser la descripciéon matematica del
comportamiento bacteriano. Estos parametros nos permiten evaluar y
caracterizar el comportamiento de la bacteria en un sustrato y tiempo

determinado.

Existen modelos matematicos que nos permiten estimar la poblacion
bacteriana en funciéon del tiempo. Entre los diferentes modelos
matematicos tenemos a los modelos primarios que tienen como objetivo
describir matematicamente la curva de crecimiento generada por los
microorganismos de interés bajo condiciones ambientales definidas con el
objeto de estimar los parametros cinéticos que caracterizan dicha curva:
tiempo de latencia, maxima velocidad especifica de crecimiento y maxima
densidad celular (Cayré et al, 2007). Entre los modelos primarios
tenemos: modelos sigmoidales, entre los que se encuentran las versiones
modificadas de los modelos Logistico y de Gompertz; modelos con una

funcién de ajuste, como el propuésto por Baranyi y Roberts, y modelos de
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compartimentos como el propuesto por Hills y Wrigth (Baty y Delignette-

Muller, citado por Cayré et al, 2007).

La propiedad mas importante de un modelo primario es que describa de
forma adecuada el crecimiento de los microorganismos y permita obtener
estimaciones precisas de los parametros que caracterizan dicho
crecimiento. Es asi que uno de los modelos matematicos mas usados
para estimar y ajustar el crecimiento microbiano es el modelo propuesto

por Baranyi y Roberts en 1994 (Cayré et al, 2007).
3.25.31 Baranyi y Roberts

El modelo de Baranyi y Roberts describe una curva bacterianalsigmoidea.
La diferencia principal entre este modelo y otras curvas sigmoidales como
la funcién modificada de Gompertz,,,el modelo logistico, etc., es que las
interfases son mas lineales que los de aquellas curvas sigmoideas
clasicas, las cuales tienen uné maybr pronunciacion en la curvatura de
estas interfases (DMFit, 2009). EI miodelo de Baranyi y Roberts tiene 4
parametros prinéipales valor inicial (Np), Tiempo de latencia (A), velocidad

maxima (Umax) Y el valor final (Nmax) (Figura N° 4).

El -modelo de Baranyi ha sido usado para ajustar las curvas de

crecimiento cominmente observadas en bacterias: curvas lineales,
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aquellas con fase de latencia, aquellas con fase de muerte o declinacién y

curvas sigmoides (Xiong et al, citado por Carrillo et al, 2007).

Carrillo et al (2007), uso el modelo de Baranyi para ajustar las curvas de
crecimiento del hongo Rhizopus oryzae generadas a diferentes
condiciones de crecimiento. El modelamiento permitié obtener los
parametros de crecimiento ajustados (velocidad especifica de

crecimiento, tiempo de latencia y crecimiento méximo).

Figura N° 4 Parametros cinéticos de crecimiento bacteriano en una

curva tipica: Modelo Baranyi y Roberts
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La expresion matematica del modelo de Baranyi y Roberts citado por

Cayré et al (2007) es:

-1+ exp (MmaxA) + eXp (Mmax-t)
Y(f) = Ymax + LN [ }

=1+ exp (Hmax-t) + eXp (Hmax.A + Ymax — Yo)
Donde:
y(t} = In N(t), siendo N(t) la densidad bacteriana (ufc.g™"} al tiempo t.

Yo = In Ny, siendo N, el valor asintético inferior y aproximadamente igual a

la densidad bacteriana inicial (ufc.g™).

¥max = IN Npax siendo Ny, el valor asintético superior y aproximadamente

igual a la maxima densidad bacteriana (ufc.g™).

Umax = mMaxima velocidad especifica de crecimiento (tiempo'1) o tasa de

mortalidad maxima (letalidad) en caso de una curva de supervivencia.

A= tiempo de latencia o retraso (tiempo). Definida generalmente como la
interseccion entre la tangente a la fase de crecimiento exponencial y

- el valor inicial.
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3.2.6 Escherichia coli

3.2.61 Caracteristicas generales

Taxonoémicamente las bacterias de la especie Escherichia coli pertenecen
a la familia Enferobactferiaceae. Son bacilos cortos, gram negativos,
guimioheterotrofos, catalasa positiva, oxidasa negativa, anaerobios
facultétiﬁos. Produce acido y gas a partir de la glucosa, lactosa, fructosa,
galactosa, maltosa, arabinosa, xilosa, ramnosa y manitol. La mayoria de
las cepas fermentan la lactosa, aunque algunas son fermentadoras lentas
de este azlcar. Nunca fermenta la dextrina, almidon, glucogeno e inositol

(Dos santos, 2007).

La mayoria de las cepas pertenecientes a la especie Eébherichia coli,
forman parte de la microflora normal del intestino del hombre y de los
animales de sangre caiien'te,'enéontréndose habitualmente en las heces.
Es por ello que su presencia en los alimentos es indice de contaminacion

fecal y senala un peligro potencial de posibles patogenos entéricos.
3.2.6.2 Escherichia coli: indicador de Higiene

En 1920, se introdujo la Qtilizacién del grupo total de las bacterias del

grupo coliformes como marcadores en el analisis microbiolégico de la
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leche pasteurizada y de los helados, basandose en el principio de que un
tratamiento térmico adecuado habria de eliminar todas las bacterias
presentes de este grupo y de que el envasado deberia impedir la
recontaminacion del producto (Dos santos, 2007). Pero en la actualidad

se distinguen dos grupos de microorganismos indicadores:

» Aguellos cuya presencia en los alimentos sefiala la posible presencia
simultanea de germenes patdgenos ecolégicamente relacionados.
Tales microorganismos podrian ser denominados “indices”. El

microorganismo clasico es Escherichia coli.

» Aquelios cuya presencia en los alimentos indica deficiencias en su
calidad higiénica. El término “microorganismos indicadores” seria
utilizado para este grupo de bacterias. Los microorganismos
indicadores mas conocidos * sen los coliformes. En la ieche
pasteurizada, por éjemplo, fa exis_fencia de bacterias de este grupo en
nimero que exceda a un valor de referencia experimental y
legalmente establecido puede poner de manifiesto o advertir diversas
deficiencias de este producto, entre ellas un tratami.ento térmico
insuficiente, una contaminacion posterior al tratamiento, o un
'aimacenémiento del producto final a una temperatura 'demaSiado-

elevada (Dos santos, 2007).
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Escherichia coli puede actuar como indice o como indicador, incluso en
un mismo alimento. Por ejemplo, su preéencia en numero significativo en
camarones precocidas y congeladas pone de manifiesto o un tratamiento
de inocuidad inadecuado (funcién indicadora), o la posible presencia de
microorganismos patdégenos de procedencia entérica (funcion de indice)

{Dos santos, 2007).
3.26.3 Escherichia coli enteropatégeno

Los serotipos de Escherichia coli a los cuales se les ha relacionado con
enfermedades diarreicas en hombres o brotes de inioxicaciones
alimentarias han sido denominados Escherichia coli enteropatdgeno
(EPEC). En el hombre, los sindromes de enfermedad como consecuencia
de la ingestion de EPEC se han dividido en dos grupos principales. El
primer grupo esta integrédo por cepas que elaboran una enterofoxina y
que producen una enfefmedad parecida al colera -0 enfermedad
enterotoxigénica en las personas (Ver Tabla N° 6.). Estas cepas
enterotoxigénicas suelen producir dos enterotoxinas, una toxina

termoestable y otra toxina termolabil, creyéndose que son las causantes-
de las enfermedades diarreicas de los nifios y de la diarrea del viajero.
- Para que se desencadene .Ias_ enfermedades enterotoxigénicas, se
precisa la ingestién de serotipds de EPEC capaces de elaborar las

enterotoxinas, seguida de la colonizacion de los microorganismos en el
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tramo superior del intestino delgado y de la produccién de Iés
enterotoxinas. Parece ser que las enterotoxinas intervienen en el paso de
agua a la luz intestinal. Esta acumulaciéon de liquido tiene lugar sin que se
produzca ninguna modificacion macroscépica importante en el epitelio

intestinal y sin que exista penetracion ni invasion de las bacterias.

El otro gran grupo esta integrado por cepas invasoras que elaboran una
citotoxina y originan una enfermedad invasora, colitis, o un sindrome
disenteriforme. Estos serotipos no elaboran enterotoxinas se multiplican
en el colon, e invaden o penetran en las células epiteliales de su mucosa,

produciendo los signos y sintomas que se describen en la Tabla N° 6.

Para que se presente tanto la enfermedad enterotoxigénicas como la
enfermedad invasora, se necesita una elevada dosis de EPEC. Por
consiguiente para que tenga lugar una abundante multiplicacién, los
alimentos deben estar contaminados masivamente o deben estar

incorrectamente conservados o refrigerados (Frazier y Westhoff, 2000).
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Tabla N°6 Caracteres de las enfermedades producidas por EPEC

Periodo de . . Alimentos
Agente causal incubacién Sintomatologia implicados
Fiebre, escalofrios,
C De 8a4d44 cefalalgia, mialgia,
epas haras, con retortijones abdominales
enterotoxigenicas ' ) . ’ _
una media de abundante diarrea , _
26 h acuosa (parecida a la Sucedaneos
shigelosis) del cafe,
salmdn, queso.
De8a2d4 Diarrea (deposicion que
Cepas invasoras horas, con parece agua de arroz),
una mediade vomitos, deshidratacion
11 h (parecida al colera)

Fuente: Frazier y Westhoff, 2000

3.264 Condiciones de crecimiento del Escherichia coli

La temperatura optima de crecimiento del microorganiémo es de 37 °C,
con un intervalo de 'crecimiénto _de 10-40 °C (Frazier y Westhoff, 2000).
Algunas cepas de Escherichia coli patdgeno son capaces de crecer a
temperaturas tan bajas como 7 °C y:tan altas como 46 °C. Sin embargo,
Escherichia coli O157:H7 tiene u_n'ihtervalo de crecimiento ligeramente
mas limitado, con una temperatura rhinima de crecimiento de 8 °C, una
méxima de aproximadamente 44 — 45 °C y una o6ptima de 37 °C (Dos
santos, 2007). Este microorganismo eé relativamente termosensible y

puede ser destriido con facilidad a temperaturas de pasteurizacion,
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mediante la coccidén del alimento y también durante su almacenamiento

en frio, sobre todo a la temperatura de congelacion.

Su pH optimo de creéimiento es de 7.0 a 7.5, con un pH minimo de
crecimiento de valor 4.0 y un pH maximo de crecimiento de valor 8.5
(Frazierr y Westhoff, 2000). Para Fuller, citado por Rodriguez (1994}, el
crecimiento del Escherichia coli puede detenerse ajustando el pH de un
medio de cultivo a 4,5 mediante la adicién de acido lactico o clorhidrico.
Este mismo autor administré leche fermentada por Streptococcus
thermophilus 'y Lactobacillus bulgaricus a lechones destetados,
observando cémo descendia el recuento de Escherichia coli en estdmago
y duodeno, afirmando que el efecto originado por el yogurt podia ser

reproducido por leche acidificada con acido lactico a un pH de 4,2.

En cuanto a la ay, se ha determinado que el Escherichia coli puede crecer
en un 6 % de NaCl y toleran mejor el ploruro_ sodico vy nitrito sodico que [as’
cepas tipicas de Salmonella spp. La cepa Escherichia coli O157:H7 es
capaz de crecer, aunque Ientamente,':en un caldo que contenga 6.5 % de

NaCl, pero no al 8.5 % (ICMSF, citado por Dos santos, 2007).
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3.2.6.5 Escherichia coli ATCC 25922

 El Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers, es una cepa control del
American Type Culture Collection (ATCC), cuyo nimero ATCC es 25922,
es un organismo aislado de casos clinicos. Su aislamiento se da en
medios selectivos a 37 °C en condiciones de aerobiosis. Asi mismo, esta
clasificado con un nivel de bioseguridad de grado 1, presentando un
riesgo biologico minimo para la salud (ATCC, 2011). Esta cepa bacteriana
puede ser utilizada como control en una gran variedad de utilidades, lo
cual nos permite conocer el grado de confiabilidad de los productos
comerciales o elaborados en el laboratorio. En la actualidad la cepé de
Escherichia coli ATCC 25922 es ampliamente utilizado como un control
de bacterias Gram negativas para diversos experimentos de laboratorio,
especialmente para los ensayos de susceptibilidad a los antibidticos (Uri,
1994). Ademas, tiene otrés aplicaciones en las que destacan: el control de
tension, deteccion de Escherichia coli y bacterias coliformes, evaluacion
de agar Mueiler-Hinton, medios de pruebas de control de calidad y
pruebas de sensibilidad de disco: céfalexina, cefaloglicina, cefaloridina,

ceflomicina, gentamicina, tetraciclina, entre otros.
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3.2.7 VIDA UTIL

3.271 Definicion

La aptitud para el consumo de un alimento no solo comprende el estado
higiénico-sanitario del alimento, sino también el valor nutricional y el
sensorial. En definitiva, la calidad, entendida como la adecuacion del
producto al uso o consumo a que va destinado segun la percepcién
subjetiva del consumidor (Herandez et al, 1999). Bajo esta percepcion
distintos autores han definido el concepto de vida util de la siguiente

manera.

Para Hernandez et al (1999), la durabilidad o vida util, es el periodo entre
la elaboracién y la compra al detalle de un producto alimenticio, durante el
cual dicho producto mantiene una ca!idad satisfactoria. Otra definicién del
mismé autor seria el tiempo durante el almacenamiento en el que el

producto mantiene su aptitud para el consumo.

Para Cantillo et al, citado por Novoa y Lopez (2008), la vida atil de un
alimento es el tiempo durante el cual este conserva su integridad nutritiva,

sus caracteristicas organolépticas y su calidad microbiolégica.
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Finalmente, podemos definir a la vida util del alimento, como el momento
en que uno o varios atributos de calidad se ven alterados como
consecuencia del paso del tiempo, de las condiciones de manipulacion vy -
de almacenamiento posteriores a su elaboracion, y que limite su

aceptabilidad ¢ implique un riesgo para la salud del consumidor.
3.27.2 Evaluacion de la vida ttil de un alimento

Los estudios de vida atil son importantes para definir la duracion de los
alimentos, siendo necesario para no sub o sobre dimensionar el tiempo

que realmente dura el producto {Valencia et al, 2008).

Para poder evaluar el tiempo de vida util sera necesario definir un
indicador de calidad. Este indicador varia en fuhcién del tiempo y puede
ser medido a traveés de pruebas fisico-quimicas (rancidez, bxidacién),
biolégicas (incremento de miGroOrgéhismos) y/o pl;uebas sénsoriales del

alimento (cambios de olor, color, y textura).

El estudio de vida (til se basa en la evaluacion de la calidad del indicador
en funcién del tiempo. El tiempo que demora el indicador al liegar al limite
critico es lo que se conoce como tiempo de vida Util. Pasado ese tiempo el

alimento se le considera deteriorado o no apto para el consumo. El
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indicador y su limite critico dependen de la naturaleza y composicién del

alimento y la normativa sanitaria vigente.

Novoa y Lopez (2008), evalué la vida Gtil del queso doble crema con dos
niveles de grasa, mediante pruebas sensoriales, basandose no en el
deterioro del producto, sino sobre el rechazo_ del consumidor hacia el
producto, ya que la calidad del productc cambia durante su
almacenamiento dependiendo del contenido de grasa, la cual tiene un
papel importante en el desarrcllo del sabor, aroma y textura durante el
almacenamiento, que pueden llevar a cambios en el grado de

aceptabilidad y por lo tanto su vida Util se puede afectar.

- En el caso de productos perecederos, como el queso fresco, un producto
fresco, de corta vida dtil, el cual proporciona las condiciones Optimas de
crecimiento bacteriano, se realiza la evaluacion de su vida util basadb en
su calidad higiénico-sanitaria. En este tipo de alimentos las pruebas
‘sensoriales pueden llevar a un tiempo de vida util errado, puesto que
sensorialmente puede ser apto, pero la calidad sanitaria puede implicar un
riesgo para el consumidor. Lo mismo serfa si se consideraria como
indicador al contenido de grasa para evaluar su vida util, ya que su
contenido de'grasa no se ve alterado en gran medida por las cdndit;ionés
de almacenamiento y por qué no posee proceso de maduracién en la cual

si existen fenémenos como la lipdlisis, cuya descomposicion de la materia
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grasa generaria un cambio en la calidad del producto. Entonces, el
estudio de la vida util del queso fresco se basa en el tiempo en la cual se
supera el recuento de células bacterianas permitida por la norma sanitaria

vigente.

Grisius et al, y Hough et al, citados por Lépez Orozco (2004), consideran
ademas de los diversos factores que intervienen en la evaluacién de la
vida de anaquel en productos lacteos, a la cuenta microbiologica como un
indice definitivo para determinar el tiempo de vida de anaquel final en

estos productos.

En la figura N°5, se muestra un ejemplo para determinar la vida util de un
~alimento que contiene 2% de NaCl, pH 6.2 y dos temperaturas de
almacenamiento (10 y 20 °C), los crecimientos bacterianos fueron
simulados con el ComBase Predictor (2010), tomando como indicador
microbioldgico las células E. coli presentes en el alimento, cuyo limite

critico considerado seria un recuento de 10° Ufc/g.

En esta simulacién se puede observar que el tiempo de vida util del
alimento se determina trazando una perpendicular a las abscisas
(Tiempo), desde el punto de intercepcion de la curva de crecimiento y el
limite critico establecido. El crecimiento del E. coli a 20 °C determino un

tiempo de vida util menor a 24 horas, mientras que el crecimiento del E.
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coli a 10 °C permitié un tiempo de vida util de 150 horas. Este ejemplo
nos muestra que la temperatura de almacenamiento es fundamental para

inhibir el crecimiento bacteriano y en particular para el E. coli.

Figura N°5 Simulacién de la estimacion de la vida til del queso

fresco a determinadas condiciones de almacenamiento.
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Fuente: ComBase Predictor, 2010 (Version en linea).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

A. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Centro
Experimental Tecnolégico de la Universidad Nacional del Callao (CET). La
elaboracion de los quesos frescos experimentales se realizd con técnicas
artesanales, llevandose a cabo en la planta piloto del CET. Asimismo los
analisis fisicoquimicos y microbiolégicos necesarios para la realizacion de
este trabajo, se efectuaron en los laboratorios de analisis microbiologicos
y en el laboratorio de analisis quimico del CET, entre los meses de enero

y agosto del 2010.

B. MATERIA PRIMA E INSUMOS

B.1 Materia prifna

La leche fresca de vaca fue adquirida del Establo Lima-Norie, ubicada en
[a Av. Chacra cerro S/N Carabayllo, QI cual posee las instalacionesl

adecuadas de ordeno semiautomatico, realizandose el ordefno dos veces

al dia (4 am y & pm). Posterior al ordefio la leche se mantuvo en un
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depdsito de almacenamiento refrigerado de acero inoxidable hasta el
momento de su venta. El transporte de la leche al centro de produccion
fue en una galonera de capacidad 20 Litros, cuyo material fue

polipropileno A/D blanco de primer uso (plastico virgen).

Figura N° 6 Galonera para el transporte de la leche

B.2 Cepas Experimentales

El cepario de Lactobacillus casei ATCC 393™ y Escherichia coli ATCC

25922™  fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia de LA

MOLINA CALIDAD TOTAL.

B.3 Insumos para la elaboracion del queso fresco

e Cuajo Marschall L75, marca DANISCO.

e Cloruro de calcio p.a. JM. Chemical.



e Sal comun.

C. MATERIALES Y EQUIPOS
C.1 Materiales

* Matraces de 250 ml

s Pipetasde 1y 10 ml.

» Probetas de 100 ml

¢ Placas Petri

¢ Bureta de 25 ml

* Vaso precipitado de 50 ml

¢ Luna de reloj

» Espatula de acero inoxidable

e Tubos de ensayo de 150 mm x 20 mm

+ Bolsas estériles para Homogenizador Stomacher®
C.2 Equipos

o Estufa esterilizadora, marca Memmert 20 °C a 250 °C (Alemania).

s Estufa incubadora, marca Memmert 20 °C a 50°C (Alemania).

+ Equipo de Bario Maria, marca Memmert 20 °C a 120°C (Alemania).

« Balanza analitica, marca Ohaus modelo adventurer (USA).

69
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+ Contador de colonias tipo “Quebec”, marca Karl Kolb (Alemania).
-& Refrigeradora, marca Faeda.
* Homogenizador Stomacher® Mod.400 (Alemania).

- » Potencidometro, marca VWR Scientific Mod.8025 (Alemania)

C.3 Reactivos/Medios de Cultivo

» Agua Peptonada Tamponada, Merck.

» Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), Difco™.

e Agar Mac Conkey, Merck.

e Caldo Man, Rogqsa y Sharpe (MRS), Britania®.
. Caldo Maltosa, Merck. |

e Hidroxido de Scdio (NaOH). J.M Chemical.

e Alcohol Etilico comercial de ° 70.

4.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se caracterizo por ser longitudinal estudiando la
variable a lo largo del tiempo establecido, por ser éste el determinante en
_la relacion causa efecto. Segln el analisis y alcance de los resultados fue
de tipo Experimental porque permitid manipular el factor causal para

determinar el efecto deseado. Ademas fue Aplicada porque el fin de este
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proyecto fue resolver un problema de naturaleza practica permitiendo

aplicar los resultados.

La investigacién tuvo un disefio experimental, donde se estudiaron un
grupo control y 3 tratamientos con 3 repeticiones cada una. Las variables
estudiadas fueron la concentracion (ufc/mL) de Lactobacillus casei ATCC
393™ y su efecto inhibitorio frente al crecimiento de las ufc/g de

Escherichia coli.

Cada iteracion se realizd cada 24 horas y quedo determinado el disefio de

la investigacion de la siguiente manera:

Grupo control (C): Queso fresco experimental, inoculado con

Escherichia coli a una concentracion de 10° ufc/mL

Tratamiento Expérimental 1 (T1): Queso fresco experimental, inoculado
con Escherichia coli a una conc_:entrac;ién de 10° ufc/mL y con

Lactobacillus casei ATCC 393™ a una concentracion de 10° ufc/mL

Tratamiento Experimental 2 (T2): Queso fresco experimental, inoculado
con Escherichia coli a una ' concenfracién de 10° ufc/mL y con

Lactobacillus casei ATCC 393™ a una concentracion de 10° ufc/mL
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Tratamiento Experimental 3 (T3): Queso fresco experimental, inoculado
con Escherichia coli a una concentracion de 10° ufc/mL y con

Lactobacilius casei ATCC 393™ g una concentracion de 10° ufc/mL

(*)Vida util del queso fresco: !Independiente de este disefic se
elabocraron quesos frescos mediante técnicas artesanales, sin
conservantes y sin inoculacion de bacterias in_iciadoras, ni experimentales.
Estos quesos permitieron la estimacién de su vida Uutil, -en nuestras

condiciones experimentales.
4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los quesocs frescos experimentales fueron elaborados e inoculados con
[as bacterias experimentales de acuerdo al disefio -experimental, de los
cuales se realizd un muestreo diariamente, la cual permitié su analisis
~correspondiente. El periodo de andlisis fue de 10 dias considerando el dia

de produccién (dia 0)
Posterior a su elaboracion y al muestreo, el producto se mantuvo
almacenado en refrigeracion a una temperatura de 8 £ 2 °C durante 10

dias.

En la Figura N° 7 se esquematiza la secuencia del trabajo experimental.
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Figura N° 7 Diseno experimental del estudio
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4.3 METODOS DE ANALISIS

4.3.1 LECHE FRESCA

4.3.1.1 Analisis Fisicoquimico

a. Determinacién de pH (NMX-F-317-S: 1978)

La determinacion de pH se realizd mediante un potenciometro VWR
Scientific. El cual se calibro con soluciones buffer de pH 7.01 y 4.01 a
temperatura ambiente. Para la medicidn, se colocé una muestra de 20 m}
en un vaso de precipitacién de 50 mi. El electrodo del potenciémetro,
previamente calibrado, se introdujo en la muestra por varios segundos,

hasta que se estabilizé la lectura de pH en la pantalla.

Figura N° 8 Equipo de Medicion de pH
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b. Determinacion de Acidez Titulable (AOAC 947.05:1998)

Se colocd 20 ml de muestra de leche en un vaso precipitado de 250 mli,
diluyéndose con agua destilada libre de CO; al dobie de su volumen. Se
agrego tres gotas del indicador fenolftaleina al 1% y se procedié a titular
con NaOH al 0.1N hasta obtener una coloraciéon rosa muy tenue que se
mantuvo por 30 segundos. Se report6 la acidez expresada en % de acido

lactico (1 mL NaOH 0.1N = 0.0090 g de acido lactico).

Figura N° 9 Titulacion de la Leche

C. Prueba de estabilidad frente al alcohol (NTP 202.030:1998)

Se coloco en un tubo de ensayo partes iguales de leche y alcohol etilico

(68-70 %), se mezclé invirtiendo el tubo una o dos veces y sin agitar. Los
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resultados se reportaron como positivos o negativos, siendo positivos si

habia presentado coagulacién de la leche.

Figura N° 10 Prueba de estabilidad frente al alcohol
4.31.2 Analisis Microbiolégico
a. Recuento de Coliformes Totales (Paez, 2009)

El recuento de coliformes totales se realizd mediante la técnica de
recuento en placa por siembra en profundidad en Agar Mac Conkey. Para
ello se tomé 10 mL de muestra y se colocd en un matraz de 250 mL, a la
cual se le adicion6 90 mL de diluyente (agua Peptonada al 1%), se agité
la mezcla y se consideré la primera dilucién, la cual permitié realizar las
diluciones seriadas necesarias. Para la siembra se inoculé 1mL de cada

dilucién en una placa Petri estéril, adicionandose 12-15 ml de Agar Mac
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Conkey, se procedid a homogenizar con movimientos circulares y en
forma de numero 8. Luego de solidificado el agar, se incubé a 35 °C por
24 horas. El recuento se realizé con ayuda de un contador de colonias

tipo “Quebec”. Los resultados se expresaron en Ufc/mL.

Figura N° 11 Colonias coliformes en Agar Mac Conkey

4.3.2 QUESO FRESCO EXPERIMENTAL

4.3.2.1 Analisis Fisicoquimico

a. Determinacién de Acidez Titulable (AOAC 920.124:1998)

A 10 g de muestra triturada se le adicioné agua destilada a 40 °C hasta el

volumen de 105 ml, se homogenizd con la ayuda de un homogenizador
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Stomacher® 400, por un tiempo de trabajo de 3-5 min, seguidamente se
procedio a filtrar la mezcla homogénea. Se tomd una alicuota de 25 mL
de la porcion filtrada, la cual representé 2.5 g de muestra. Se procedi6 a
titular la alicuota con NaOH 0.1 N, usando fenolftaleina como indicador.
Los resultados se expresaron como % de acido lactico (1 mL de NaOH =

0.0090 g acido lactico).
b. Determinacion de Humedad (AOAC 948.12:1998)

Se peso 2-3 g de muestra triturada, en una placa para humedad con tapa.
Se secd parcialmente con bafio de vapor con la tapa destapada por un
periodo de 15 min. Posteriormente se colocé la placa destapada en una
estufa graduada a 130 = 1 °C por un peériodo de 75 min. Finalizado el
tiempo se tapo, se dejo enfriar en una campana desecadora y se peso. El

porcentaje de humedad se determivn() de la siguiente manera:

% Humedad = % X 100%
Donde: |

W1: Peso de la muestra himeda (Peso inicial)

W2: Peso de la muestra seca (Peso final)
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4.3.2.2 Analisis Microbiolégico.

a. Recuento de Escherichia coli (Fangio et al, 2007)

Se peso 10 g de muestra, la cual permitid el recuento de coliformes
totales mediante la tecnica de recuento en placa por siembra en
profundidad en Agar Mac Conkey. Para ello se coloco la muestra y 90 mL
de diluyente (Agua Pept_onada) en una bolsa estéril y se procedié a
homogenizar por 5-8 min en un homogenizador Stomacher® 400._ La
muestra ya homogénea se vertié aun matraz de 250 mL, representando la
primera dilucion, de la cual se realizaron las diluciones seriadas
necesarias. Para la siembra se tomd 1 mL de cada dilucién y se inoculo
€en una placa Petri estéril, incorporandose 12-15 mL de Agar Mac Conkey
femperado a 40 °C, se homogenizd ch movimientos circulares y en forma
del numero 8. Las placas ya sq[idifigédas fueron incubadas a 377 °C por
18-24 horas. Concluido el periodo dg. incubacion se realizé la lectura con -
un contador de colonias tipo “Quebec”. Los resultados fueron expresados

‘en ufc/g.
b. Recuento de Lactobacillus casei (Ramirez et al, 2005)

Se pesd 10 g de muestra, la cual permitid- el recuento de las bacterias

acido-lacticas (BAL) presentes en la muestra, mediante la técnica de
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recuento en placa por siembra en profundidad en Agar MRS. Para ello se
colocd la muestra y 90 mL de diluyente (Agua Peptonada) en una bolsa
estéril y se procedidé a homogenizar por 5-8 min en un homogenizador
Stomacher® 400. La muestra ya homogénea se vertié aun matraz de 250
mL, representando la primera dilucion, de la cual se realizaron las
diluciones seriadas necesarias. Para la siembra se tomd 1 mL de cada
dilucién y se inoculd en una placa Petri estéril, incorporandose 12-15 mL
de Agar MRS temperado a 40 °C, se homogenizd con movimientos
circulares y en forma del numero 8. Las placas ya solidificadas fueron
incubadas a 37 °C por 24 — 48 horas. Concluido el periodo de incubacion
se realizd la lectura con un contador de colonias tipo “Quebec”. Los

resultados fueron expresados en ufc/g.

Figura N° 12 Colonias de Lactobacillus casei en Agar MRS
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4.4 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.41 ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA

Una vez recepcionada la leche se tomé una muestra de 200 ml que
permitio la realizacion de las pruebas que determind la calidad sanitaria y
fisico-quimica de la materia prima, considerandose los analisis descritos

en el Apartado 4.3.1.
4.4.2 ACTIVACION DE LAS CEPAS EXPERIMENTALES

La cepa de Escherichia coli ATCC 25922™ vy [actobacillus casei ATCC
393™ se activaron previamente a la elaboracion del queso y se realizé a
partir de un cepario almagenadb en urefrigeraci(’)n a 5-8°C, para lo cual se
tomd una muestra o inoculé para cuI?ivarIos en Qn tubo de ensayo de 180
mm x 20 mm con caldo Maltosa y Caldo MRS respectivamente, .
procediéndose a incubar a 37 °C por 24 horas. Luego se procedié a
sembrarlos en placas Petri con 'Agar Mac Conkey y Agar MRS
respectiyamente, mediante el método de siembra por estrias con la
finalidad de obtener colonias aisladas. Las placas sembradas con Agar
Mac Conkey se incubaron a 37 °C por 18-24 horas, mientras que las

placas sembradas con Agar MRS se incubaron a 37 °C por 24- 48 horas.
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4.4.3 INOCULACION DE LAS CEPAS EXPERIMENTALES

Habiendo obtenido las colonias de Escherichia coli ATCC 25922™ vy
Lactobacillus casei ATCC 393™ aisladas en su Agar respectivo, se eligié
de cada cepa una cantidad de colonias suficientes como para producir
una densidad comparativa a la mostrada por la escala referencial de Mc
Farland® (Ver Anexos). La inoculacién y su densidad poblacional se
realizaron de acuerdo al disefio de la investigacion, habiéndose usado las

escalas de Mc Farland 103, 10%y 10°.

Fig. N° 13 Escalas Mc Farland utilizadas como referencia

La inoculacion de las cepas experimentales se realizé durante el proceso

de moldeado de la cuajada, la cual se realizo asépticamente y se realizd

2 patrén referencial que permite obtener una probable poblacién inicial, la cual se
corrobora mediante el recuento bacteriano en placas, posterior a la inoculacién.
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una distribucidén homogénea del inoculo a través de la mezcla/agitacion de

la cuajada.
4.44 ELABORACION DEL QUESO FRESCO EXPERIMENTAL

Se realizaron cinco producciones de quesos frescos experimentales
mediante técnicas artesanales. Cada produccion correspondia a cada
grupo de estudio y para la elaboracién de todos ellos, no se uso
conservantes, ni cultivos iniciadores, y la variacién entre cada uno de ellos
estuvo determinada por la inoculacion de bacterias experimentales de
acuerdo al diseno de la investigacion. El primer grupo de estudio
correspondid al queso elaborado sin inoculacion de bacterias
experimentales, la cual nos permitié la estimacion de su vida util, y los
cuatro grupos restantes correspondieron a los quesos elaborados con
inoculacion de bacterias experimentales correspondiente al disefio de la

investigacion.

Las etapas de elaboracién se resumen en la Figura N° 14.
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Figura N° 14 DIAGRAMA DE ELABORACION DEL QUESO FRESCO

EXPERIMENTAL
LECHE
\ A Andlisis: pH, Acidez,
30L — RECEPCION [—) Prueba de Alcohol y
Recuento de E. coli.
A
PASTEURIZADO 63-85°C/30
min.
W .
CaClL,002% —» ENFRIADO |:> 38-39°C
Cuajo »
1 pastilla: 75 L leche ¥ 38.39°C |
COAGULADO 30-40 miin
ki
CORTADO DE LA CUAJADA Tamafo 1 - 1.5 cm?
Batido 5 min

i

PRIMER DESUERADO | ) Suero: 45-55 %

:

NaCl 1.5 % —» SALADO ::) Salado directo
SEGUNDO DESUERADO | [ Suero restante
o ¥
Inoculacion MOLDEADO
L. caseiylo E. coli
Mecanico /
PRENSADO — ageibend
‘ - -
PESADO ::) Rendimiento
8+2°C/10
ALMACENADCO dias

Fuente: Elaboracidn propia, para el presente estudio
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Para garantizar la inocuidad en la elaboracién del queso, se tom6é como
medida la esterilizacion de todos los materiales e insumos que se usaron
en el proceso de elaboracion (NaCl, CaCl,, pafos, moldes de acero
inoxidable, cuchillo y otros utensilios). La esterilizacion de estos

materiales se realizé en una estufa a 150 °C por 2 horas.

a. Recepcion

Se recepcion6 30 litros de leche fresca transportada en- bidones de.
capacidad 20 L. Una vez medido el volumen de leche que entrd a
proceso, se filtrd para eliminar cuerpos extrafios que pudieran estar
presentes en la leche. Posteriormente se tomé una muestra
representativa que permitio determinar el estado de conservacion de la

leche (Apartado 4.3.1)
b. Pasteurizado

El pasteurizado se realizé calentando la leche a una temperatura de 63 —
65°C por 30 minutos, para eliminar los microorganismos patégenos y

mantener las propiedades nutricionales de la leche.
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¢. Enfriado

La leche pasteurizada se enfri6 a una temperatura de 38-39 °C. Se
agregd CaCl, en una proporcion del 0.02 % en relacion a la leche. La
adicion de cloruro de calcio se realizé6 10 min antes de la adicion del

cuajo.
d. Coagulado

Se uso el porcentaje en peso de pastilla correspondiente para 30 L de
leche (1 pastilla coagula 75 L de Ieché), disolviéndose previamente en
agua hervida fria. Luego de la adicion del cuajo se agit6 la leche durante
un minuto para su distribuir homogéneamente. Se dejé en reposo. para
que se produzca la ‘coagulaciéh, lo cual tomd entre 30-40 minutos,

manteniendo la temperatura entre 38°C - 39 °C.
e. Cortado y Batido

El corte de la cuajada se realizé6 de modo homogéneo, cortandose con un
cuchillo estéril, en cuadrados de 1 — 2 cm de arista. Posterior al corte se
bati6 la cuajada para favorecer a la sineresis. La operacion de corte y

batido duré 10 minutos, posterior a ello se dejé reposar la masa por 5 min.
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f. Primer Desuerado

Se realizd la separacion del suero con ayuda de un utensilio previamente

esterilizado (cucharon), separandose un 45-55 % del suero.
g. Salado

Se anadid de manera directa 1.5% de sal en relacion al volumen de leche
procesada, distribuyendo homogéneamente por toda la cuajada mediante
agitacion del suero no retirado en la etapa anterior. Se dejo reposar por 8-

10 min, tiempo que permitio el ingreso'de la sal a la cuajada.
h. Segundo desuerado

El salado favorecio la expulsidn del suero del interior de la cuajada, el

cual permitio retirar en el segundo desuerado el 80-90 % suero existente,
i. Moldeado

Previamente al moldeado se inoculd las bacterias experimentales, cuyo
volumen a inocular se dio a razén de 1 ml de cepa activada con una
densidad poblacional determinada por el disefio experimental (Mc

Farand) por cada 100 g de cuajada. Se procedié a homogenizar la
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cuajada mediante agitacién siendo necesario la trituracién de la cuajada
para alcanzar una distribucion homogénea del inoculo. Posteriormente, la
cuajada fue colocada en moldes de acero inoxidable estériles cubiertos

con un pano estéril, siendo necesario compactar la cuajada.
j. Prensado

Uno de los fines del prensado, fue la reduccién del tiempo de desuerado
tradicional en quesos frescos (3-4 horas). Asi mismo, la trituracion de la
cuajada que permitié distribuir homogéneamente el inoculo hizo necesario
el prensado mecanico por un periodo de 20 min, para compactar mejor la
cuajada, permitiendo dar forma definida al queso y eliminar el suero

restante retenido en la cuajada.
k. Pesado
Permitio llevar registros de pesos y rendimientos por molde de queso.
. Almacenado
| Se almacend en refrigeracion, a una temperatura de 8 i”2°C pdr 10 dias.

Temperatura que permitidé el crecimiento adecuado de las bacterias

experimental, sin causar el deterioro fisicoquimico del producto.
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445 EVALUACION DE LA VIDA UTIL DEL QUESO FRESCO

EXPERIMENTAL

Se utilizé 3 moldes de quesos frescos experimentales, elaborados con
técnicas artesanales, sin presencia de cultivo iniciador, ni uso de
conservantes; cuyo peso aproximado fue de 1 kg, a los cuales se les
practicé los analisis fisicoquimicos y microbioldégicos, posteriormente

fueron almacenados a dos rangos de temperaturas (8 £ 2 °Cy 22 + 2 °C).

Para la estimacién de la vida util del queso fresco experimental, se
consideré como indicador la presencia de coliformes totales, cuyo limite
critico fue 10° ufc/g (recuento méximo permitido por la NTS N° 071

DIGESA/MINSA).
4.4.51 Muestreo de los quesos frescos experimentales

La toma de muestra y analisis de la misma se realizd diariamente por un
periodo de diez dias. Para el muestfeo se uso una espatula eétéri| que
permitio el corte del queSo manteniendo la asepsia necesaria. El pesado
de la rﬁuestra se realizé en una iuna de reloj estéril, muestreandose 10 g

de queso fresco para el analisis microbiolégico y 20 g de quéso fresco

para las pruebas fisicoquimicas. Luego de haber obtenido la muestra para
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los analisis, el queso experimental fue almacenado a dos rangos de

temperatura (8 £ 2 °Cy 22 £ 2 °C).
4.45.2 Analisis microbiolégico

Luego de obtenida la muestra de 10 g destinada al andlisis
microbioldgico, se procedié a cuantificar los coliformes totales presentes
en el queso. El recuento de coliformes totales se realizd por el método de

siembra en profundidad con Agar Mac Conkey (Apartado 4.3.2.2).
4.4.5.3 Analisis fisicoquimico

Una vez obtenidé la muestra aproximaaa de.20 g de queso, esta fue
triturada y homogenizada con un Stomacher® 400, procediéndose a
pesar 10 g para la determinacig’m de la acidez titulable, y.Io restante
permitié el pesado -de muestras para la determinacion de fa humedad

(Apartado 4.3.2.1).

4.4.6 EFECTOS DEL Lactobacillus casei ATCC 393™ SOBRE EL

-CRECIMIENTO DE Escherichia coli

El efecto que presenté la inoculacion de Lactobacillus casei ATCC 393™

sobre el crecimiento de Escherichia coli presente en el queso fresco
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experimental, se midi6 a través de sus parametros cinéticos de
crecimiento (velocidad de crecimiento y Tiempo de latencia), que se
obtuvo a partir de la curva de crecimiento obtenida mediante el recuento

de células presentes en el producto durante los 10 dias de estudio.

El efecto inhibitorio del Lactobacillus casei ATCC 393™ se present6 por
una reduccibn en el recuento poblacional de Escherichia coll,
representada por la disminucién de la velocidad de crecimiento o

decrecimiento acelerado (tasa de letalidad).

Para ello se utilizé 3 moldes de quesos frescos experimentales, de peso
aproximado de 1 kg por tratamiento o grupo experimental, a los cuales se
le practico los analisis fisicoquimicos y microbiologicos de acuerdo al

tratamiento en estudio.
4.46.1 Muestreo de los quesos frescos experimentales

La toma de muestra y analisis de la misma se realizé diariamente por un
periodo de diez dias. Para el muestreo se usé una espatula estéril que:
'permiti() el corte del queso manteniendo la asepsia necesaria. E‘l pesado
de la muestra se realizé en una luna de reloj estéril, muestreandose 10 g
de queso bara el anélfsis microbiolégico y 20 g de queso para'las pruebas

fisicoquimicas. Luego de haber obtenido la muestra para los analisis, el
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queso fue almacenado en una refrigeradora Faeda, a una temperatura de

almacenamiento de 8 £ 2 °C.
4.46.2 Analisis microbiologico

De acuerdo al tratamiento en estudio se realizaron los recuentos de las

bacterias experimentales correspondientes.
-a. Grupo control (C)

Los quesos elaborados correspondientes a este grupo, presentaron
unicamente la inoculacidbn de Escherichia coli ATCC 25922™ a una
densidad poblacional de 10° ufc/ml, realizdndose el recuento del
Escherichia coli, por el método de siembra en profundidad con Agar Mac
Conkey (Apartado 4.3.2.2). Este grupc experimental nwos permitio
determinar la cinética de _crecimiento del Escherichia coIiA teniendo como

sustrato, el queso.
b. Tratamiento 1 (T1)

Los quesos experimentales correspondientes a este tratamiento,
presentaron la inoculacion de Escherichia coli ATCC 25922™ a una

densidad poblacional de 10% ufc/mi y Lactobacillus casei ATCC 393™ a
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una densidad poblacional de 10° ufc/ml, realizandose el recuento del
Escherichia coli por el método de siembra en profundidad con Agar Mac
Conkey, y el recuento de Lacfobacillus casei se realizd por el mismo

método en Agar MRS (Apartado 4.3.2.2).
¢. Tratamiento 2 (T2)

Los quesos experimentales correspondientes a este tratamiento,
presentaron la inoculacion de Escherichia coli ATCC .‘25922TM a una
densidad poblacional de 10® ufc/m! y Lactobacilius casei ATCC 393™ g
una densidad poblacional de 10% ufc/ml, realizandose el recuento del
Escherichia coli por el método de siembra en profundidad con Agar Mac
Conkey, y el recuento de Lactobacillus casei se realizd por el mismo

método en Agar MRS (Apartado 4.3.2.2).
d. Tratamiento 3 (T3)

Los quesos experimentales correspondientes a este tratamiento,
presentaron la inoculacidon de Escherichia coli ATCC 25922™ g .una
densidad poblacional de 10° ufc/ml y Lactobacillus casei ATCC 393™ g
una densidad poblacionél de 10° ufc/ml, realizandose el recuento del

Escherichia coli por el método de siembra en profundidad con Agar Mac
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Conkey, y el recuento de Lactobacillus casei se realizd por el mismo
método en Agar MRS (Apartado 4.3.2.2).

N

4.4.6.3 Analisis fisicoquimico

Las pruebas fisicoquimicas realizadas fue la misma para todos los grupos
o tratamientos experimentales. Para ello una vez obtenida la muesfra de
20 g aproximadamente de queso, se trituré y homogenizé con un
Stomacher® 400, procediéndose a pesar 10 g para la determinacién de la
acidez titulable, y lo restante permitid el pesado de mueétras para la

determinacion de la humedad (Apartado 4.3.2.1).

4.4.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La existencia de efectos de las concentraciones del Lactobacillus casei
ATCC 393™ sobre el crecirhientc .de Escherichia coli para cada
concentracidon experimental (UFC/mL) se midi6 a través de sus
parametros cinéticos de crecimiento y letalidad (velocidad de crecimfento
(Hmax), Tiempo de latencia (A), Crecimiento poblacional (C), Velocidad de
“muerte celular o letalidad (-K)y reduécién poblacional (R)), qﬁe se obtuvo

de cada concentracion durante los 10 dias de estudio.
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La semejanza o diferencia de cada curva de crecimiento se establecid
‘mediante el analisis de varianza ANVA, con un nivel de significancia
p=0.05, utilizando las iteraciones realizadas. El procesamiento de los
datos se realizd con el programa DMFit®, que permitié ajustar los
parametros cinéticos de crecimiento de las bacterias de acuerdo al
modelo de crecimiento poblacional propuesto por Baranyi y Roberts

(Cayré et al, 2007).

La estimacidén del mejor efecto significativo de inhibicién del crecimiento
de Escherichia coli se obtuvo por las comparaciones multiples que son
posibles con 3 unidades repetitivas para 3 tratamientos, aplicando uh
diseno de Tuckey. El procesamiento de los datos se realizé con el
programa estadistico XLSTAT 2010, complemento para Microsoft Office

Excel 2007.

* DMFit, Herramienta predictiva online, 2009 (ComBése-USDA)
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CAPITULO YV

RESULTADOS

El presente estudio tuvo como objetivo utilizar al Lactobacillus casei
ATCC 393™ para controlar el crecimiento del Escherichia coli ATCC
25922™ presente en el queso fresco experimental elaborado con técnicas

artesanales, y se obtuvo los siguientes resultados:

5.1 La leche fresca utilizada como materia prima para la elaboracion de
los quesos frescos experimentales, fue analizada para determinar su
calidad fisicoquimica y microbiolégica. Los parametros fisicoquimicos
considerados fLJeron la acidez, pH y su estabilidéd frente al alcohol. Los
valores promedios fueron: acidez 0.1516 £ 0.074 g acido lactico/100 g
leche, pH 6.63 £ 0.11 ’y no presentd coagulacion frente al alcohol en todos
los tratamientos (Cuadro N5 1). En |"efilacic')n a la calidad microbiolbgica de
la leche se realizé el recuento de Coliformes totales (CT), teniendo como
-recueﬁto promedio 5.8 x 10* £ 1.5 ufc/ml, valor por encima de lo requerido
por la NTP 202.001. Asi mismo se practicd el recuento de CT posterior al
proceso de p,asteurizacié'n con el fin de determinar [a eficiencia del
tratamiento térmico, encontrandose ausencia de CT o en éu_ defecto se

encontré valores < 10 ufc/mi (Cuadro N° 2).



CUADRO N°1

Resultados de las pruebas de estabilidad practicas a la leche

destinada a la elaboracién de quesos frescos experimentales

Acidez

Tratamiento g Ac. Lactico/100 g pH delil;igﬁol
: Leche

Vida Util (V.U) 0.1575 6.80 No coaguld
C {control) 0.1507 6.50 No coagulé
T1 0.1530 6.62 No coaguld

T2 0.1575 6.65 No coagulo

T3 0.1395 6.58 No coagulo

X+D.8S 0.1516 £ 0.074 6.63 + 0.11 Estable
CUADRO N° 2

Recuento de cdliformes totales (CT) practicado a la leche cruda y

leche pasteurizada

Leche Cruda

Tratamiento

Leche Pasteurizada

ufc/ml ufc/ml
Vida Util (V.U) 4.5x10* <10
C (contro!) 5.4 x10* <10
T1 4.8 x10° <10
T2 6.0 x 10" <10
T3 8.5x 10 <10
X+DS 58x10"+1.5 €10
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5.2 Se estim6 la vida Gtil del queso fresco experimental, el cual fue
elaborado con técnicas artesanales, sin uso de conservantes, ni cultivos
iniciadores; los cuales fueron almace'nados a dos rangos de temperaturas
(8x2°Cy224+ 2 °C). La evaluacion de la vida util se realizé a través del
recuento de los coliformes totales (CT), que permitié determinar la curva
de crecimiento y sus respectivos parametros cinéticos de crecimiento, a
estos dos rangos de temperaturas. El crecimiento de los coliformes totales
(CT) en los quesos experimentales almacenados a 8 + 2 °C, se manifestd
posterior a las 24 horas de su elaboracién, no habiéndose detectado
poblacion inicial (No,= 0 log ufc/g). Asi rhismo, el crecimiento de los CT
presentd un tiempo de latencia (A) de 27.45 + 5.40 horas y una velocidad
maxima de crecimiento (Uus) de 0.06 + 0.01 log ufc.g”/hora, alcanzando
una poblacion maxima (Nu.x) de 5.83 = 0.22 log ufc/g. Por otro lado, el
crecimiento de los coliformes totales (CT) en los quesos experimentales
almacenados a 22 * 2 °C, se inici6 con una poblacion (No) de 0 log ufc/g,
presentando un tiempo de latencia (Aj de 3.88 £ 1.23 horas y una maxima
velocidad de crecimiento (pmax) de O.QQ + 0.01 log ufc.g™'/hora, alcanzando
una poblacién maxima (Nmax) de 9.59 £ 0.33 log ufc/g (Cuadro N° 3,

Grafica N° 1).
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CUADRO N° 3
Parametros cinéticos promedios del crecimiento de coliformes
totales (CT) en quesos experimentales, almacenados a dos rangos

de temperaturas: 8+ 2°Cy 22 + 2°C

Parametro 8+2°C 22+ 2°C
No [log ufe/g] 0.00%+ 0.00 0.00% + 0.00
Nuadlog ufc/g] 5.83%+ 022 9.59 + 0.33
Umax [(log ufc/g)horas] 0.06° + 0.01 0.09% + 0.01
A [horas] 27.45% + 5.40 3.88" £ 1.23

Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P=<0.05)

GRAFICA N° 1
Curvas de crecimiento promedio de coliformes totales (CT) del queso
experimental, almacenado a dos rangos de temperaturas: 8+*2° Cy

22 + 2°C
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La comparacion de los parametros cinéticos de crecimiento de los CT
obtenidos a dos rangos de temperaturas (8 + 2 °C y 22 + 2 °C) presentd
diferencias estadisticamente significativas Py s < a= 0.05 (t-student para
M: tc= 4.35 >tt= 2.92 y para A: {c= 5.25 >tr= 2.92), De acuerdo a las
condiciones y técnicas de elaboracion del queso experimental, la
temperatura es considerada como la unica barrera de inhibicion
bacteriana, siendo esta la causante de la diferencia entre los parametros
cinéticos de crecimiento de CT de los quesos almacenados a dos rangos

de temperatura.

La estimacion de la vida (til del queso fresco experimental se realizé en
funcién de la maxima poblacién permitida por la norma sanitaria vigente
. (NTS N° 071 DIGESA/MINSA), cuya maximo recuento permitido de CT es
10%ufc/g (3.0 log ufc.g'/hora). Este valor critico permitié trazar una
perpendicular al punto de intercepcion de la maxima poblaciéon permitida y
cada curva de crecimfento, permitieﬁdo estimar los tiempos de vida util
para cada queso  fresco almacenado a cada ‘rango de temperatUra
(GRAFICA N° 2). De esta manera se estimé la vida util de los quesos
almacenados a 8 + 2 °C, encont}réndose un tiempo de vida util promedio
de 78.68 * 4.52 horas, mientras que la vida util estimada para los quesos
almacenados a 22 + 2 °C fue de 37.09 = 3.70 horas (Cuadro N° 4). La
estimacion de la vida util a estos dos rangos de temperaturas presenté

diferencia estadisticamentelsigniﬁc‘:ativa' P<0.05 (1c=69.22 >ty=2.92).
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CUADRO N° 4
Tiempo de vida (til estimado para el queso fresco experimental

almacenado a dos rangos de temperaturas: 8+ 2°Cy22+2°C

Repeticion v-aB2 VUa2:2
1 83.80° 41.35°
2 76.97° 35.08"
3 75.26" 34.83°
X+D.S 78.68° + 4.52 37.09° £ 3.70

Superindices diferentes en una rnisma fila indican diferencias significativas {P<0.05)

GRAFICA N° 2
Estimacion de la vida Gtil del queso fresco experimental almacenado

a dos rangos de temperaturas: 8 £¥2°Cy 22 + 2°C
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Ademas del recuento de CT para la estimacién de la vida util del queso
fresco experimenfal, se realizd el recuento de bacterias acido lacticas
(BAL) nativas del queso, para determinar sus parametros cinéticos de
crecimiento y el posible efecto inhibitorio de estas sobre el crecimiento de
los CT que .se pudieron desarrollar en el queso eXperimentaI (Cuadro 6,
Grafica 3). El crecimiento de las BAL en los quesos experimentales
almacenadoé a 8 = 2 °C se caracteriz6 por tener una poblacion inicial (No)
0.05 = 0.03 log ufc/g, presentando un tiempo de latencia (A\) de 47.68 £
10.56 horas y una velocidad maxima de crecimiento (umax) de 0.07 + 0.01
log ufc.g'/hora, alcanzando una poblacién maxima (Nug,) de 9.82 +0.25
log ufc/g. Por otro lado, el crecimiento de las BAL en los quesos
almacenados a 22 + 2°C, se caracterizo por no presentar tiempo de
latencia (A), tuvo una poblacion inicial (N,) de 0.08 £ 0.04 log ufc/g, una
velocidad maxima de crecimiento (Uvax) de. 0.071 % 0.004log ufc.g'/hora,
alcanzando una poblacion maxima (Nméx) de 9.59 % 0.01 log ufc/g. En la
comparacion de los parametros cinéticos de crecimiento (Nuax ¥y Hmax) @
estos dos rangos de temperaturés, no se encontré6 diferencias
estadisticémente significativa (P> 0.05). Se encontré diferencia
estadiéticamente significativa en la poblacion inicial ‘(No) y el tiempo de
latencia (M) de las BAL presentes en los quesos almacenados a estos dds
rangos de temperatura P<0.05 (Para A: tc= 7.82>tr= 2.92), siendo la

causa de la diferencia la temperatura de almacenamiento.
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Como se puede observar en la Grafica N° 3 y Grafica N° 4, el crecimiento
de las BAL nativas del queso, no presentd efecto inhibitorio sobre la
poblacion de CT del queso fresco experimental, solo la temperatura de

almacenamiento limité el crecimiento de los CT presentes en el producto.

CUADRO N°5
Parametros cinéticos de crecimiento de las Bacterias Acido Lacticas

del queso experimental almacenado a8 +2°Cy 22 +2°C

Parametro 8 +2°C 22 +2°C
N, [log ufc/g] o 0.05% £ 0.03 0.08% £ 0.04
Nwas{log ufc/g] 9.82% +0.25 9.59% + 0.01
Umax [log ufc.g'/horas] 0.07% + 0.01 0.071% £ 0.004 -
A[horas] . 47.68%+10.56 0.00° + 0.00

Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)
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GRAFICA N° 3
Curva de crecimiento de Coliformes Totales (CT) y Bacterias Acido

Lacticas (BAL), presentes en el queso fresco almacenado a 8 + 2°C.
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GRAFICA N°4
Curva de crecimiento de Coliformes Totales (CT) y Bacterias Acido

Lacticas (BAL), presentes en el queso fresco almacenado a 22 £ 2°C
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5.3 Para determinar el efecto inhibitorio de las concentraciones de
Lactobacillus casei ATCC 393™ sobre el crecimiento de Escherichia col,
inicialmente se determiné la cinética de crecimiento de Escherichia coli
(EC) en queso fresco experimental, para ello se inoculé una poblacién de
10® ufc/ml tomando como referencia la escala de Mc Farland (C: Grupo
control). El queso fresco experimental elaborado se mantuvo en
refrigeracion a 8 + 2 °C durante los 10 dias de experimentacion. La
Grafica N° 5, muestra la curva promedio de crecimiento de EC presente
en el queso experimental, cuyo parametros cinéticos de crecimientos
promedios fueron los siguientes: poblacién inicial (Np) 2.256 + 0.198 log
ufc/g, tiempo de latencia (A) 21.97 + 4.19 horas y Ia‘velocidad maxima de
crecimiento (u) 0.054 + 0.005 log ufc.g™'/hora, alcanzando una poblacién

maxima (Nuax) de 5.70 £ 0.21 log ufc/g (Cuadro N° 6).

CUADRO N° 6
Paf'émetfos cinéticos de crécimiento del Escherichia coli (EC) en el

queso fresco experimental (Grupo control: C)

Parametro Media _ DEesv’iacién
standar
N, [log Ufc/g] 2.256 0.198
Nwax [log Ufc/g] 5.70 0.21
Hwvax [log ufc.g”'/horas] 0.054 0.005
A [horas] ; 21.97 4.19
C [log ufc/g] (*) 345 0.16

" {*) Crecimiento poblacional, en la fase de crecimiento (C= Nitax- No)
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GRAFICA N° 5
Curvas de crecimiento de Escherichia coli (EC) inoculado en el

queso fresco experimental (Grupo control: C)
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54 Se midio el efecto inhibitorio de una poblacién de 10° ufc/ml de
Lactobacillus casei ATCC 393™ sobre el crecimiento de una poblacion de
10°® ufc/ml de Escherichia coli (EC), inoculados conjuntamente al queso
fresco experimental (Tratamiento 1). Para determinar el efecto de la
poblacién inoculada de Lactobacillus casei (LC), se considerd el
comportamiento de la curva de crecimiento y los parametros cinéticos de
crecimiento alcanzados en el desarrollo del EC. Dichos valores promedios
fueron los siguientes: poblacion inicial (No) 2.26 + 0.32 log ufc/g; tiempo
de latencia (A) 23.61 £ 7.28 horas y la velocidad maxima de crecimiento

(Umax) 0.041 % 0.004 log ufc.g'/hora. Esta velocidad permitid que la
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poblacién maxima (Nma.x) de 4.44 £ 0.17 log ufc/g se alcance a las 96
horas, momento en el cual empieza una reduccion poblacional a razon de
-0.007 % 0.001 log ufc.g”'/hora, que permiti6 reducir la poblacién méaxima
en 0.67 £ 0.09 log ufc/g, en un periodo de 144 horas (Grafica N° 6). Asi
mismo, el crecimiento del Lactobacillus casei (LC) se caracterizdé por no
presentar tiempo de latencia, iniciando su crecimiento con una poblacién
(No) de 3.20 + 0.09 log ufc/g, su maxima velocidad de crecimiento (pax)
fue 0.033 + 0.003 log ufc.g™'/hora, lo cual permitid se logre una poblacion

maxima (Nuax) de 5.65 £ 0.07 log ufc/g (Cuadro N° 7).

GRAFICA N° 6
Curvas de crecimiento de Escherichia coli (EC) y Lactobacillus casei

(LC), inoculados en el queso fresco experimental (Tratamiento 1)
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CUADRO N° 7
Parametros cinéticos de crecimiento y letalidad del Escherichia coli
(EC) y Lactobacillus casei (LC) en el queso fresco experimental

(Tratamiento 1)

Crecimiento EC LC
N, [log Ufc/g] 2.26% £ 0.32 3.20° +0.09
Numax [log Ufc/g] 4.44% £ 017 5.65° + 0.07
Hmax [log ufc.g fhoras] 0.041% £ 0.004 0.033% + 0.003
A [horas] 23.61°+7.28 0.00°+ 0.00
C [log ufc/g] 2.18%+0.23 2.46°% £ 0.07
Letalidad
- K [log ufc.g/horas] (*)  -0.007 + 0.001 -
N¢ [log ufc/g] 3.71+0.14 -
R Tlog ufc/g] (**} 0.67 £0.09 -

Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).
(*} Velocidad maxima de letalidad o muerte celular, en la fase de declive.
{**)Reduccion poblacional, en la fase de declive (R=Nya— Ni.

55 Se midié el efecto inhibitorio de una poblacién de 10° ufc/ml
Lactobacillus casei ATCC 393™ sobre el crecimiento de una poblacién de
10° ufclml de Escherichia colfi (EC), .inoculados conjuntamente al queso
fresco experimental (Tratamiento 2). Para determinar el efecto de la
poblacién inoculada de Lactobaciffus casei (LC), se considerd el
comportamiento de la curva de crecimiento y los parametros cinéticos de
crecimiento alcanzados en el desarrollo del EC. Dichos valores promedios
fueron los siguientes: pbblacién inicial (Ny) 2.42 + 0.25 log ufc/g; tierﬁpo
de latencia (A) 18.69 + 2.94 horasr y la velocidad maxima de crecinﬁiento'

0.013 £ 0.008 log ufc.g'1/hor§, permitié que se alcance a las 96 horas la
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poblacion maxima (Nyayx) de 3.04 £ 0.09 log ufc/g. El crecimiento de EC
presento uné reduccién poblacional a partir de las 96 horas de
experimentacién, a razon de -0.005 % 0.002 log ufc.g”'/hora, que permitié
reducir la poblacién maxima en 0.65 = 0.12 log ufc/g, en un periodo de
144 horas (Grafica N° 7). Por ofro lado, el crecimiento de Lactobacillus
casei (LC) se inicié con una poblacion (N,) de 5.66 £ 0.21 log ufc/g,
presentando un tiempo de latencia. (A) de 51.61 £ 7.20 horas y la maxima
velocidad de crecimiento (umax) 0.059 + 0.004 iog ufc.g'/hora, permitio
que alcance una poblacidn maxima (Nyax) de 7.95 £ 0.04 log ufc/g

(Cuadro N° 8).

CUADRO N° 8
Parametros cinéticos de crecimiento y letalidad del Escherichia coli
(EC) y Lactobacillus casei (LC) en el queso fresco experimental

(Tratamiento 2}

Crecimiento " EC LC

N, [log ufc/g] 2422 +0.25 5.66° + 0.21
Nuax [log ufc/g] 3.04% + 0.09 7.95° + 0.04
UMax [log ufc.g /horas] 0.013% £ 0.009 0.059° + 0.004
A [horas] | 18.69° + 2.94 51.61° + 7.20
C [log ufc/g] 0.61°£0.17 2.28%+ 0.24
Letalidad '
- K [log ufc.g™/horas] -0.005% £ 0.002  -0.003 + 0.001
N; [log ufc/g] 2.38% + 0.07 747°+0.12
R [log ufc/g] 0.65% +0.12 047°+0.15

- Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05}.
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GRAFICAN°7
Curvas de crecimiento de Escherichia coli (EC) y Lactobacillus casei

(LC), inoculados en el queso fresco experimental (Tratamiento 2)
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56 Se midié el efecto inhibitoric de una poblacion de 10° ufc/ml
Lactobacillus casei ATCC 393™ sobre el crecimiento de una poblacién de
10° ufc/ml de Escherichia coli, inoculados conjuntamente al queso fresco
experimental (Tratamiento 3). Para determinar el efecto de la poblacion
inoculada de Lactobacillus casei se consideré el comportamiento de la
curva de crecimiento y los parametros cinéticos de crecimiento
alcanzados en el desarrollo del EC. El crecimiento del EC se inicié con
una poblacién (N,) de 2.53 + 0.19 log ufc/g y se caracterizé6 por no
presentar tiempo de latencia (A=0). La velocidad maxima de crecimiento

(Mmax) 0.017 £ 0.002 log ufc.g™/hora, permitié que alcance una poblacién
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maxima (Nuax) de 3.29  0.25 log ufc/g a las 48 horas de experimentacion.
El crecimiento de EC presentd una reduccion poblacional a partir de las
72 horas de experimentacién, a razén de -0.029 + 0.005 log ufc.g '/hora,
que permitié reducir la poblacion maxima en 3.06 = 0.19 log ufc/g, en un
periodo de 168 horas (Grafica N° 8). Por otro lado, el crecimiento de
Lactobacillus casei (LC) presentd una poblacién inicial (Ny) de 8.49 £ 0.12
log ufc/g, un tiempo de latencia (A) de 21.21 * 1.56 horas y su maxima
velocidad de crecimiento (Mmax) 0.003 £ 0.001 log ufc.g'1/hora, permitié
que se logre una poblacion méximé (Nmax) de 8.84 + 0.08 log ufc/g

(Cuadro N°9).

CUADRO N° 9
Parametros cinéticos de crecimiento y letalidad del Escherichia coli
(EC) y Lactobacillus casei (LC) en el queso fresco experimental

(Tratamiento 3)

Crecimiento = - EC LC

N, [log ufc/g] 2.53% +0.19 8.49° £ 0.12
Nwmax [log ufc/g] 3.29° £ 0.25 8.84° £ 0.08
HUmax [log ufc.g '/horas] 0.017% £ 0.002 0.003° + 0.001
A[horas] 0.00% + 0.00 21.21°+ 1.56
C [log ufc/g) 0.75% +0.13 0.35% +0.14
Letalidad

- K [log ufc.g™'/horas] -0.029 + 0.005 .
N [log ufc/g] , - 0.22+£0.06 -

" R [log ufc/g] o 3.06 £ 0.19 -

Superindices diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).



112

GRAFICA N° 8
Curvas de crecimiento de Escherichia coli (EC) y Lactobacillus casei

(LC), inoculados en el queso fresco experimental (Tratamiento 3)
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5.6 Con los parametros cinéticos obtenidos del crecimiento de
Escherichia coli (EC) en los cuatro tratamientos, se procedié a determinar
el mejor tratamiento o concentracién de inoculacion de Lactobacillus casei
(LC) que permitioé lograr la inhibicién de la poblacién inicial de EC en el
queso fresco experimental. El Cuadro N° 10, presenta los parametros de
crecimiento/letalidad del EC de los 4 tratamientos que nos permitié

determinar el mejor tratamiento.



113

CUADRO N° 10
Parametros cinéticos de crecimiento y letalidad del Escherichia coli

(EC) de los cuatro tratamientos

CRECIMIENTO LETALIDAD
C  Uax A -K R
log ufc/g log Ufc.g™'/h horas | logUfc.g'/h log ufc/g

3.45°+0.16 0.054°+0.005 21.97°+4.19 - -

2.18°+0.23 0.041"°+0.004 23.61°+7.28 -0.007°+0.001 0.67*+0.09
0.61°+0.17 0.013°+0.009 18.69°+2.94 -0.005% £ 0.002 0.657 £0.12
0.75°+0.13 0.017°+0.002  0.00° + 0.00 -0.029° + 0.005 3.06° +0.19

Superindices diferentes en una misma columna indican diferencias significativas

(P<0.05).

Los parametros cinéticos de crecimiento para los grupos o tratamientos
experimentales presentados en el Cuadro N° 10, evidenciaron gque los
tratamientos 1, 2 y 3, los cuales fueron expuestos a la accion de
Lactobaciflus-casei (LC), presentaron menor crecimiento poblacional (C) y
menor veloc_idad maxima de crecimiento (pmax), que el grupo control (C).'
Entre los tratamiento 1, 2 y 3, los Tratamientos 2 y 3, presentaron un
menor crecimiento poblacional (C) y menor velocidad maxima de
crécimiento (KMax)- rEntre estos Ultimos, el tratamiento 2 permitid obtener
un mayor tiempo de latencia (A), lo que indica que la inoculacion de LC a-
una concentracion de 10° ufc/ml en queso'fresco, presenta un “efecto

conservante” por prolengar el tiempo de latencia del EC y permitii' un
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minimo crecimiento poblacional, consiguiendo inhibir el crecimiento por un
tiempo (A) de 18.69 £ 2.94 horas, limitando su crecimiento con una menor
velocidad maxima de crecimiento (Pmax) 0.013 + 0.009 log ufe.g™'/hora, lo
cual se manifestd en un menor crecimiento poblacional (C) 0.61 £ 0.17 log
ufc/g, en 96 horas de experimentacion (Grafica N° 9). La comparacién de
los parametros cinéticos de crecimiento del EC del grupo control y los tres
tratamientos, indican que existe diferencias estadisticamente significativas
entre los parametros de velocidad maxima de crecimiento y crecimiento
maximo poblacional (P = 0.05), siendo la causa de la diferencia, la
concentracion inicial de Lactobacillus casei inoculada al queso fresco

experimental.

GRAFICA N°9

Curvas de crecimiento promedio de EC de los grupos o tratamientos

3
h
b
-
>
»

—»=EC Control

%
\
/;f
f‘z‘
!
3

0 24 48 72 96 120 144 168 192 2L06 240

Hora




115

Los parametros cinéticos de muerte celular o letalidad (fase de declive)
presentados en el Cuadro N° 11, permitié determinar el mejor tratamiento
para la inhibicion del EC, a través de la velocidad de hueﬂe celular (-K) y
de la reducciéon poblacional (R). La comparacién de los parametros
cinéticos de letalidad de los tres tratamientos experimentales, indicé que
existe diferencias estadisticamente significativas entre los parametros —K
y R de los tres tratamientos (P < 0.05), siendo la causa de la diferencia la
concentracion inicial de Lactobacillus casei inoculada al queso fresco
experimental. Asi mismo, el tratamiento 3, el cual presento la inoculacion
de LC a una concentracion de 10° ufc/ml, permitié una mayor inhibicién de
la poblacion existente de EC (“efecto inhibitorio”), logrando una mayor
velocidad de muerte celular (-K) -0.029 + 0.005 log ufc.g™'/hora, que
permitid una reduccion poblacional de 3.06 £ 0.19 log ufc/g, en 168 horas
de experimentacion. Estos valores fueron superiores a los‘ valores
obtenidos en los tratamientos 1 y 2. Por otro lado, ia comparaciéon del
efecto inhibitorio de los tratamientos experimentales fue medido-‘a través
de sus parametros de letalidad (-K y R), mostrando que existen diferencia
significativa entre las medias }de los parametros del tratamiento 3 y los
tratamientos 1y 2 (Cuadro N° 11). La diferencia en el efecto inhibitorio del
tratamiento 3 respecto a los tratamientos 1 y 2, fue debido a qué esta
presento mayor concentracion de Lactobacillus caséi y permitié ser
considerado como el mejor tratamiento experimental para la inhibicion de

Escherichia coli.
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CUADRO N° 11
Prueba de Tukey {HSD) entre los tratamientos, con un intervalo de

confianza de 95%

Diferencia entre [as Medias Estimadas

Contraste

-K R
T3vs T2 0.0252 2.4072
T3vs T1 0.023? 2.393*
T1vs T2 0.002° 0.013°

{®) Diferencia significativa. {°) Diferencia no significativa.

5.7 Finalmente se evalud los parémetros fisicoquimicos de acidez y
humedad de los quesos con tratamientos experimentales, grupo control y
vida atil. En el Cuadrb N° 12 y la Grafica N° 10, se presenta los valores de
humedad inicial, final y la pérdida de humedad que presentaron los

quesos durante los 10 dias de evaluacion fisicoquimica.

CUADRO N°12
Valores de humedad de los quesos frescos correspbndientes a vida

util y tratamientos experimentales

%H (Dia 0)

%H (Dia 10)

Perdida %H

V.U 58.89 + 0.60 54.96 £0.09  3.93°10.69
Control 54.50 £ 0.71 51.12+0.35  3.38°+0.35
T1 60.44 £ 0.89 55.99+0.36 4.45% +0.54
T2 58.95+0.14 53.84 £ 0.21 5.11% £ 0.07
T3 61.87 £ 0.98 58.04 £ 0.12 3.84°£0.86

Superindices diferentes en

~ (P<0.05).

una misma columna indican diferencias - significativas



117

El porcentaje de humedad inicial (Dia Q) de todos los guesos frescos
experimentales analizados, estuvieron entre 54.50 % y 61.87 % de
humedad, valores por encima del requisito minimo de humedad exigido
por la NTP 202.195, el cual indica una humedad = 46 %. La evaluacion
del porcentaje de humedad durante los 10 dias de experimentacion en los
quesos frescos del grupo control, tratamientos experimentales y vida (til,
permiti® determinar la pérdida de humedad, donde el queso fresco
destinado a la evaluacion de vida til presentd una peérdida de humedad
(3.93 %), mientras que la pérdida de humedad de los quesos con

tratarﬁiento experimentai, presentaron reducciones desde 3.38 % hasta
511 %, este Ultimo correspondiente al Tratamiento 2. Asi mismo, la
comparacion entre tratamientos no encontrd diferencias estadisticamente
significativas-entre los valores de pérdida de humedad de los quesos con

tratamientos experimental, grupo control y vida util (P > 0.05).

Por otro lado, se realizd la évalua_cién de Ia.produccién de &cido lactico a
través de la determinacion de acidez titulable. Los resultados obtenidos se
‘muestran en el Cuadro N° 13 y Grafica N° 11, donde se puede apreciar
que la acidez inicial obtenida en todos quesos analizados, mostré un
mismo valor 0.108 g acido lactico/100 g queso y la mayor produccion de
acido lactico se presento en los quesos correspondientes al Tratamiento
-2, con una acidez final de 0.288 g &acido lactico/100 g QUeso.' La

comparacion de los valores de produccion de acido lactico de los
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tratamientos experimentales, grupo control y vida util, indicé que existe
diferencia significativas entre los valores obtenidos (P < 0.05), esta
diferencia se debi6 principalmente a la diferencia en la poblacion inicial de
Lactobacillus casei presente en el queso fresco experimental, y como
consecuencia los Tratamientos 2 y 3 presentaron una produccion de acido

lactico significativamente mayor que el grupo control, tratamiento 1 y vida

atil.

CUADRO N° 13
Valores de acidez titulable de los quesos frescos experimentales
correspondientes a vida util, control y tratamientos experimentales

(expresado en g ac. lactico/100g queso)

Acidez inicial Acidez final Produccion
V.U 0.108+000  0.153£0.01  0.045%°+0.01
Control 0.108 £ 0.00 0.135 £ 0.01 0.027° + 0.01
T1 0.108 £ 0.00 0.144+0.00  0.036"°+0.00
T2 0.108 £ 0.00 0.288 + 0.00 0.180°+ 0.00
T3 | 0.108 £ 0.00 0.270 £ 0.00 0.162° + 0.00

Superindices diferentes en una misma columna indican diferencias significativas

(P<0.05).
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GRAFICA N° 10

Evaluacién de la humedad en los quesos frescos correspondientes a

vida util, control y tratamientos experimentales
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CAPITULO VI

DISCUSION

5.1 Lla leche fresca utilizada como materia prima para la efaboracién de
los quesos frescos experimentales, reportd buena calidad fisicoquimica,
cumpliende con los valores de acidez y su estabilidad frente al alcchol
establecidos por la NTP 202.001, cuyoc rango de acidez requerida es de
0.14-0.18 g acido lactico/100 g leche. Asi mismo, el pH se encontré dentro
del rango de pH 6.5-6.8, que es reportado por Zambrano (2010). Los
'resultados fisicoquimicos épﬁmos de la leche se debieron principalmente
a las condiciones de almacenamientc posterior al ordefio, en razén de
que el establecimiento posee un tanque de almacenamiento refrigerado
que permitié que la leche mantenga sus propiedades adecﬁadas hasta el
expendio. Por otro lado, la leche que ingresé a procesc presentd un
elevado recuento de coliformes totales =10°ufc/ml, el cual supero el
requisito microbioclégico de la NTP 201.001; no obstante el analisis
microbiolégiéo posterior a la pasteurizacién confirmo la eficiencia del
tratamiento térmico encontrandose poblaciones de coliformes totales < 10
ufc/rﬁl. Resultados semejante's fueron reportados por Lopez Diaz (20086),
quien encontré en la Ieche'cruda destinada a la elaboracion de queso‘
colonial (Brasil), una poblacién de E. -coli de 105Ufc/ml, y el recuento

posterior a la pasteurizacion lenta en tanque abierto, fue 100ufc/m.1. Ambos
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resultados permitieron la reducciéon del 99.9% de la carga inicial de
coliformes, lo mismo expresado por Frazier y Westhoff (2000), el cual
indica que la pasteurizacién lenta de la leche a 65 °C por 30 minutos es

eficiente en la eliminacion de la flora patdgena inicial de la leche.

5.2 El estudio de vida util estuvo basado en estimar el tiempo en la
cual el queso fresco experimental, elaborado con técnicas artesanales
(libre de conservantes y sin presencia de cultivos iniciadores) mantenia su
calidad microbiolégica almacenado a dos rangos de temperatura, donde
se consideré6 como indicador la presencia de coliformes totales, cuyo
limite critico 10 ufc/g, el cual esta establecido en la norma sanitaria NTS
N° 071 DIGESA/MINSA (2008). El tiempo estimado de vida util para el
queso fresco experimental almacenado a 8 £+ 2 °C fue 78.68 + 4.52 horas,
considerandose una vida uti  mayor que la estimadé en el queso
almacenado a 20 * 2 °C. Cabe mencionar que el corto tiempo de vida util

estimada para los quesos frescos experimentales se debié a la técnicas y

condiciones de elaboracién de los quesos experimentales y sobre todo a 'j

la temperatura a la cual fue almacenada el queso, considerando que el
rango de temperatura adecuada para la conservacion del queso vy
sugerido por diversos autores esta entre 2 — 6 °C, rango de temperatura
que permite no solo mantener las caracteristicas fisicas y quimicas del
producto, sino} que constituye la principal barrera para _Ia inhibicién del

crecimiento bacteriano influyendo en la cinética de crecimiento de los
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coliformes totales, y por consecuencia en el tiempo de vida util estimado.
Si bien existe escasa literatura relacionada a determinar la vida util del
queso fresco elaborado sin conservantes o cultivos iniciadores, existen
autores que han estimado la vida util del queso fresco elaborado en otras
condiciones y técnicas de elaboracidén como: Zambrano (2010), quien
estimdé la vida atil de un queso fresco probidtico (Lactobacillus
acidophilus) y utilizando cultivos iniciadores, en 21 dias, manteniendo el
producto a temperaturas comprendidas entre 4-8 °C. Asi mismo, Lépez
Orozco (2004), estimo la vida util de un queso fresco de pasta 'blanda tipo
‘ranchero”, en 15 dias. En su estudio considero la pasteurizacion, uso de
conservantes quimicos y un exhaustivo control de higiene de los
manipuladores y de equipos para garantizar este periodo de vida en
anaquel, considerando la conservaciéon del producto entre 2 y 4 °C. Como
se observa, la vida util del queso fresco depende mucho de las
condiciones de elaboracion, uso de conservantes y sobre todo la
aplicacion interrumpida de la cadena de frio, lo que permitiria alargar el

tiempo de vida util del queso elaborado en condiciones inocuas.

Por otro lado, el recuento de bacterias acido-lacticas (BAL) nativas del
gueso fresco, no tuvo efecto inhibitorio sobre los coliformes nativos del
producto. Al respecto Cristébal y Maurtua (2003), reportaron resultados
similares al evaluar la calidad bacteriolégica de quesos frescos

artesanales comercializados a nivel ambulatorio, cuya temperatura de
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almacenamiento estuvo entre 14-22 °C. En dicho estudio encontraron que
el 97.4 % de las muestras analizadas estuvieron fuera de los valores
establecidos por la NTP vigente, y que la presencia elevada de
Lactobacillus sp. (10° ufc/g), no favorecié a la reduccidon de bacterias
coliformes ni patégenas como el Escherichia coli. Estos resultados se
deben a que no todas las bacterias acido-lacticas aisladas de quesos
frescos poseen propiedades inhibitorias y las que poseen se encuentran

en poblaciones insuficientes para alcanzar el efecto deseado.

5.3 En cuanto al efecto inhibitorio de los tratamientos experimentales,
el queso fresco experimental sin inoculacion de Lactobacillus casei
(Grupo Control), mostré6 un crecimiento acelerado del Escherichia coll,
debido a que no estuvo expuesto a conservantes o inhibidores de
crecimiento bacteriano, sélo la temperatura de almacenamiento limitdé su
crecimiento por 24 horas. En tanto, el crecimiento del Escherichia coli en
el queso experimental con tratamiento 1 (10° ufe/ml de Lactobacillus
casei), se vio afectado cuando el Lactobacillus casei alcanzé su poblacion
maxima, dando inicio a su fase estacionaria a ‘las 96 horas de
experimentacion. Al respecto Madrid (1996), indica que es en esta etapa
donde se alcanza niveles inhibitorios producto de la acumulaciéon de
desechos metabdlicos de las propias bacterias. La produccion de acidos

organicos, H,0O,, bacteriocinas y ofros compuestos por parte de
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Lactobacillus casei, son los que afectan y limitan el crecimiento del

Escherichia coli.

Los quesos freécos con tratamiento 2 y 3, presentaron una mayor
inhibicién que el tratamiento 1, teniendo como principal factor causal del
efecto inhibitorio la concentracion inicial de Lactobacillus casei. En el
queso fresco experimental con tratamiento 2 (10° ufc/ml de Lactobacillus
casei), se encontrd un minimo crecimiento de Escherichia coli, y la
poblacién maxima mostré una ligera reduccién poblécional a partir de las
96 horas de experimentacion. Los resultados obtenidos demostraron un
control en el crecimiento poblacional del Escherichia coli durante los 10
dias de experimentacion, determinando que la inoculacién de 10° ufc/ml
de Lactobacillus casei presentd un “efecto bacteriostatico” frente a la
poblacién de Escherichia coli. Asi mismo, el desarrollo del Escherichia coli
en ei queso fresco experimental con tratamiento 3, fue claramente
inhibido a partir de las 72 horas de experimentacion, reduciendo la
poblacién inicial de 2.53 log ufc/g a 0.22 log ufc/g de Escherichia coli en
10 dias de experimentacion. Si bien no se obtuvo una inhibicién completa
de la carga inicial, el efecfo inhibitorio permitié tener un recuento final
dentro de los valores establecidos por la norma sanifaria vigente. La
inoculacion -de 10° ufc/ml de Lactobacillus casei en queso fresco
experimenta_l, presento un “efecto bactericida” frente a la poblacion inicial

de Escherichia coli, pudiéndose alcanzar la inhibicion completa en un
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tiempo mayor, sobre todo en quesos que sufren un proceso de
maduracién prolongado o superior a 10 dias. Resultados semejantes
fueron encontrados por Mejia et al (2007), quienes inhibieron el
crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 con la presencia de 10% de
sobrenadante de cultivo de cepas Lactobacillus aisladas de heces de
nifos lactantes y muestras vaginales, logrando una inhibicion del
crecimiento por un periodo de 8 horas. A las 24 horas el crecimiento
alcanzé valores cercanos al control. Sin ‘embargo, al utilizar el 50% del
sobrenadante, no sélo se produjo la inhibicidon del crecimiento si no que
luego de 3 horas de incubacfén hubo una reduccién de la poblacion. Al
respecto los autores indican que aparentemente, a bajas concentraciones
el efecto es bacteriostatico afectando tan solo a un cierto nimero de
células, las restantes crecerian lentamente hasta alcanzar -.un nimero
equivalente al control, mientras que a 50%, todas las células presentes
fueron afectadas y no sélo se impidié el crecimiento, sino que se provoco
su lisis celular, indicando que a eéta proporcion de sobrenadante, el
agente responsable de la muerte celular actu6 como un agente
bacteriolitico. Al respecto Larrea et al (2007), determinaron el efecto
vbacteriostético y bactericida del Lactobacillus casei frente a Escherichia
coli, a través de la determinacién de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) de la suspensién de esta
ceba en condiciones de laboratorio, encontfando qUe para obtener un

efecto bacteriostatico del Lactobacillus casei sobre el Escherichia coli se
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necesita un CMI de 64 pL/mL, mientras que para obtener un efecto
bactericida se necesité un CMB de 256 uL/mL capaz de lograr una lisis
celular y una reduccion del 99.99% de la poblacién inicial. Ambos estudios
indican que para obtener un mayor efecto en la inhibicion del Escherichia
coli, depende de la concentracién de Lactobacillus o su sobrenadantes, a
la cual se expone al patégeno, encontrando que a bajas concentracion se
puede obtener un efecto bacteriostatico, mientras a concentracion
superiores, el efecto puede presentarse como bactericida, causando la
lisis celular. La determinacion de esta ultima permitiria la aplicacion en
diferentes alimentos con el fin de garantizar la inocuidad del producto y

permitiria extender el periodo de vida util.

5.4  La produccion de acido lactico por parte del Lactobacillus casei, fue
_ significativamente mayor en los quesos con tratamientos 2 y 3,
principalmente se debid a que estos tratamientos present_aron poblaciones
iniciales superior al tratamiento 1. La méxima produccién de acido lactico
se observd en el queso con tratamiento 2, con una produccion de 0.180 g
acido lactico/100 g queso, én 10 dias de experimentacién. No obstant_e, fa
produccion de acido lactico en Ios‘ tratamientos 2 y 3, no permitiod
determinar si gjercian un efecto inhibitorio considérable ’puesto que el
Eschen"chia coli es una bacteria que puede soportar un valor de pH de 4.0
(Frazier y Wesfhoff, 2000). Al reépeto, Fuller citado por Rodriguez (1994),

afirma que el crecimiento del Escherichia coli se puede inhibir en leche
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acidificada con acido lactico a un pH de 4,2. La acidez en el queso fresco
puede ser un factor inhibitorio, si el acido lactico se encuentra en
concentraciones elevadas capaces de reducir el pH del medio donde se
desarrolla la bacteria. Para Cristébal (2008), quien aislé cepas de
Lactobacillus casei que presentaron actividad ihhibitoria frente al
organismo indicador (L. acidophilus) después de su ajuste a pH 6.5 con
NaOH 2.5N, indica que la acciéon inhibitoria de los Lactobacillus no es
debida a la produccion de acidos organicos, entre ellos el acido lactico.
Asi mismo Mejia et al (2007), descartaron que el efecto inhibitorio de los
sobrenadantes de cepas Lactobacillus se debia a la produccién de acido
lactico, _exponiendo a los microorganismos patbégenos de prueba> al
crecimiento en un medio con una maxima concentracion de acido lactico
(0.25 %), encontrando que el crecimiento de bacterias patégenas se
vieron afectadas péro no en la magnitud que se produjo en presencia del
sobrenadante del cultivo de Lactobacillus, ademas en ninguno de los

casos se observo lisis celular.

Finalmente, la humedad inicial de los quesos frescos del grupo control,
tratamientos experimentales y vida (til, se encontraron por encimé del
requisito minimo de humedad exigido por la NTP 202.195, el cual indica
una humedad = 46 %. No se encontré diferencia significativa en la pérdida
de humedad de los .quesos frescos ex}periment'ales evaluados. La

diferencia entre la humedad inicial de los quesos elaborados se debid
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principalmente a que no se pudo controlar la presién ejercida a los quesos
y la pérdida de humedad dada por la sinéresis en el queso (pérdida de
humedad durante el almacenamiento), se debié por qué no se considero
un tiempo prudente de desuerado en refrigeracion antes del analisis
correspondiente, ya que la refrigeracion previa al desmoldado permite que
el queso logre su punto final de textura y presentacion, ayudando a la
eliminacién casi total del lactosuero retenido en la cuajada del queso. A
pesar de estas condiciones de trabajo, la humedad inicial se encontro
entre 54.50%y 61.87 %, valores similares a los reportados por Zambfano
(2010), quien reportd un porcentaje de humedad promedio de 64.16%
para quesos frescos probiéticos, lo cual Coincidié con lo establecido por
Lépez Orozco (2004), quien indica que la humedad del queso fresco

ranchero (México), se encuentra entre 47 y 57%.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El almacenamiento de los quesos frescos experimentales por encima del
rangc de temperatura recomendada (2-6 °C), permitieron un adecuado
crecimiento de las bacterias experimentales, y nos permitidé afirmar que no
hubo inhibicion de! crecimiento del Escherichia coli debido a la
temperatura de almacenamiento, sino posiblemente por la influencia de
L actobacillus casei. Asi mismo, se evidencio que la produccion de acido
lactico por parte del Lactobacillus casei, no fue el responsable de la

-inhibicidon del Escherichia coli.

La aplicacion de las concéntraciones de Lactobacillus casei ATCC 383™
inoculadas al queso fresco, determindé que es necesario la presencia de
esta bacteria en poblacidnes por encima- dé 10° ufe/ml para obfener un
efecto considerable en la inhibicion de Escherichia coli. S.iendo asi, la
inoculacion de 10° ufe/ml de Lactobacillus casei al queso fresco, permitio
controlar la poblacion presente de Escherichia coli durante los 10 dias de
experimentacion mostrando un efectd bacteriostatico. Mientras que la
inoculacién de 10° ufc/ml de Lactobaciﬂué casei ATCC 393™, permitié la

reduccién poblacional de Escherichia coli presente en el producto hasta
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valores permitido por la NTS N° 071 DIGESA/MINSA, mostrando un

efecto de tipo bactericida.

La estimacion de la vida Util del queso fresco experimental elaborado con
técnicas artesanales, sin uso de cultivos iniciadores y sin conservantes,
resulto muy corta (78.68 + 4.52 horas, almacenado a 8 + 2 °C), a pesar de
ser esta mayor a la vida Gtil estimada_para los quesos a[macénados az22
+ 2 °C (37.09 %= 3.7 horas), los resultados nos permiten confirmar la
importancia de la cadena de frio como una técnica de conservacion de
alimentos perecederos. No obstante, los resultados obtenidos se debieron
por las condicicnes y técnicas de elaboraciéon, asi como también la
-ausencia de cultivos iniciadores y conservantes, que son las primeras

barreras de inhibicién bacteriana.
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CAPITULO Viii

RECOMENDACIONES

Se recomienda el aislamiento, purificacion, caracterizacién y la
evaluacion de las bacteriocinas secretadas por el Lacfobacillus casei
ATCC 393™, en diferentes dosificaciones, sustratos y frente a otras
cepas patdégenas de prueba, a fin de que esta pueda ser aplicada y

considerada como un aditivo alimentario.

Se recomienda el estudio de esta cepa probiética en conjunto con
otras cepas probiéticas o iniciadores, que permitan lograr mejores
efectos inhibitorios y mejorar a su vez la calidad sensorial del

producto.

Se recomienda la evaluaciébn de la vida Otil del queso fresco
probiético, considerando no soélo la evaluacion microbioldgica vy
fisicoquimica, sino también la realizacion de pruebas complementarias

como perfil de textura y el analisis organoléptico del producto.

Se recomienda el estudio de costos de aplicacién de esta cepa a la
industria quesera. El estudio de factibilidad econdémica permitiria
conocer la rentabilidad de la aplicacion de esta cepa en comparacion

con los conservantes tradicionales.
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ANEXO N° 1

NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS
MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD SANITARIA E INOCUIDAD PARA
LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE CONSUMO HUMANO
(NTS N° 071 — MINSA/DIGESA-V.01. Pagina 8)

1.8 Quesos no madurados |gueso fresco, mantecoso, ricotla, cabang, crema, petit suisse, mozarella,
ucayalino, otros).

Agente microbiano Categoria | Clase n L Himite por ‘g
2 PM
Coliformes 5 i 3 ' 5 2 5y 1w’ 10°
Staphylooctus sUrRUS 7 L3 5 2 10 1
Eschenchia coil 5 3 5 1 3 10
Listeria monacylogenss 10 2 9 0 Ausencia 25 g -
Saimonafis $p. 10 2 5 0 Ausencia /25 g

1.9 Quesos madurados {camember, brie, requefort, gorgonzola, cuartirolio, cajamarca, tilsit, andine,
majes, characato, sabandia, dambo, gouda, edam, parla, emmental, gruyere, cheddar, provolane,
amazonico, parmesang, otros). :

Agente microhiano Calegoria | Clase n € Limlepor s
. A m M
' Colfformes 5 | 3 5 2 23107 107
Siaphylococcus aureus i 3 5 1 10 107
{isteris monacytogenas - 10 2 3 a Ausencia /25 g -
Saimonela sp |10 ¢ § 0 Ausencia /25 g -
110 Quesos procesados {fundidos: laminados, rallados, en pasta, en polvo).
Agente microbiano I Cateneria | Clase n c Limite por g
: m M
Coliformes | 6 | 3 5 1 10 10
Staphylococcus aureus I 5 i 4 107
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ANEXO N° 2

PROTOCOLO DE DETERMINACION DE Lactobacillus casei

MUESTREO Y PREPARACION DE DILUCIONES

Desecho Ultima
“ I /\ Dilucion
Agua
! [ Peptonada )
3 /

\
e %

Bolsas Estériles
Stomacher

£

. Dllumon homogenea 2 -3
Queso inoculado 2°->10 3°->10
©. T, T2y T3) 1° Dilucién 10™
iml 1ml 1ml
SIEMBRA
{Difusion)
x!: v vV v v v v v

AGarMRS — /0 70T R T

10-12mi i‘x.r_,.v» - sL"'»:,:’ E\“"'.’:Z «»’r' <~-, \‘~ i ’ ( ;’ -’ '-f':_'(;,:-”w‘ q\*- — g ‘\'“';’;
T°: 40-45°C '

INCUBACION
37°C x 48 - 72 Horas

.

LECTURA

Colonias Caracteristicas
UFC

Fuente: Ramirez et al, 2005.
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ANEXO N° 3

PROTOCOLO DE DETERMINACION DE Escherichia coli

MUESTREO Y PREPARACION DE DILUCIONES
10 ml 10 m! ‘0 mi

1 Desecho Ultima
| 1 /\ Ditucion
Agua

Peptonada )ﬁf
F o
Bo]sas Estériles ® mI f 3 " 3

Stomacher
Dllucufm homogenea o . " 3
1° Dilucion 10™ z-210 3*>10

Queso inoculado
{C, Tt, T2y T3)

iml 1ml 1ml
SIEMBRA

{Difusion)

Agar Mc {/‘l‘,ﬁ—- - :, B r,,‘ ‘ , e ~ﬂ (:.-‘-“‘_,.i .Fi ‘!r ‘7-;“, " (",, i (-",«"' :v {r__f‘._\w- :. {l__‘.'er‘_ﬂ
Conkey T T T T I S D S TP YORRR
10-12 mi

T°: 40-45°C

iNCUBACION
37°C x 48 -72 Horas

LECTURA

Colonias Caracteristicas
uFc

Fuente: Fangio et al, 2007.
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ANEXO N° 4

DIAGRAMA EXPERIMENTAL DE LA INVESTIGACION

ACTIVACION DE CEPAS OBTENCION DEL INOCULO INOCULACION DEL QUESO
T C: E.c 10° UFC/mL
Cepa P fg,‘l?he’ ichia | . T1: Ec 10°UFC/ml + L.c 10° UFC/mL
R ¢ % Inoculacién 2. E ¢ 10° UFC/mI + L.¢ 10° UFC/mL
o 10°UFC/mlL | T3: E.c 10° UFC/ml + L.c 10° UFC/mL
C D
E r
] ;
; (o) Lactobaglllus6 i s
& casei 10°, 10
Caldo Maltosa o MRS 9 ;

Escherichia coli - - Cultivo @ Recoleccidn de colonias y 107 UFC/mL % Moldeado

Lactobacillys ~ Caldo MaltosaoMRE, . . Turbidez Nivel 0.5 Queso Inoculado

ca.;ei ATCC 37°C X 24h ;et\gar Selective Escala Mc Farland 10 UFC/mi 1 Kg aprox.

393™ )

’ ﬂ MUESTREQO
MUESTREO Y PREPARACION DE DILUCIONES ANALISIS MICROBIOLOGICO ﬂ L
Determinacion L. casei . iy
— é’l § DIFUSION (placa petri) 10" 107 REFRSI +E2FE"C\CION
. AGAR MRS Dia @ @ @ B
Dilucién homogénea 10 ml Dia @ @ @

1° Dilucién 10° < g

Bolsas Estériles

1Ml LECTURA
@ Dia = &= NCUBACION

Stomacher (37°C/48-72h)
10 ml Determ;nua:':i:sn E. coli
10ml Agua | INCUBACION
Peptonada DIFUSION (placa petri) 100 "0 (37°C 18- 24n) INTERPRETACION
: AGAR Mc Conkey
(Diluyente) | / " bia @ @@
) — 3 =l ANVA
3> 107 10 ml "f/ D i [ Velocidad Tuka)(;5
b “ LE: Crecimiento p< 0.
_-ﬂ—"‘“—r—-ﬁj _
Homogenizador 10 mi {r D Dla @ @@ n=
Stomacher 400 Desecho Ultima Dilucién >

T lag = Tiempo de Latencia



149

ANEXO N° 5
IDENTIFICACION DE Lactobacillus casei ATCC 393™, MEDIANTE EL

SISTEMA DE IDENTIFICACION API

AT 3¢3

7 N op .
Lo nety

f’@fﬂ/{}“}

£ . B v - ’ T
f
- ,

-}‘.

. A g AR, A - NS T
3 . ] | o . g A .
i i ) ; < : 3 :
’ a4 2 b & L7 2 I . :

el .

pi

']

B =l
A N Ui el ool - -
: . T " W . W @ k=]

i socn

yop
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ANEXO N° 6

CERTIFICADO DE CALIDAD DE Lactobacillus casei ATCC 393™

ALCUNUMBEKD  av3

ORGANISM:  Lacrobacilius saxel

LOT: 2652436 FEON DATE: 202801 ~

Bacteral cells suspended inean approgrisje cryoprotectant.

FRODUCT DESCRIPTION

STORAGE: ~dried cultires ,}I» .
ultures :
RA I mat{i 3 defresteysie Tlhs wiil mmme ihe Vials 1 fx}::easas:scmseraz’

ngen («156°Ch ¢ praferved Borfoligrrern strage, mors m:xrx o mﬂﬁ

QUALITY REQUIRE; _ A
After preservation. sumpie vials ure opened aud evaluaied for the following atiributes:

e Cxun mm and ceil orphology

{953

e {olony characiorishis, zs appropuiate

2
&

Ssmple vials arr opened 2nd che
L&

hﬂmucai 1estss-

'a

Y

¥ ATCC, 4“‘"5‘*

;’ T

sadod foruse in humsns.

‘;,? ,_3 ,m‘. S

if? s ] DEiE g 1A e - - N
:&e! it mm g A it ( ks T O contast your
EEy j o .
L BT s fianes PP . Y g
Ol - vy * N
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ANEXO N° 7

ESCALA DE McFARLAND*

Fundamento

E!l patrén o la escala de McFarland consiste en una serie de tubos
herméticamente cerrados, previamente calibrados y con una densidad
6ptica diferente originada por la aparicidon de un precipitado de sulfato de
baric (SO4Ba) resultante de la reaccidon entre el cloruro de bario (Cl.Ba) al
1,175% (0,048 M) y el acido sulfurico (H2SO4) al 1% (0,36N). Esta
turbidez  puede interpretarse  Opticamente o© por métodos
espectrofotométricos y cada una de ellas se corresponde a una
concentracion conocida de bacterias/mL. Para cada cepa bacteriana hay
qué establecer la equivalencia entre la turbidez de cada fubo y la masa o

la concentracion de bacterias (cel/mL) que genera una turbidez similar.
Conservacion

El estandar de McFarland puede ser almacenado hasta por 6 meses en la
oscuridad y a temperatura ambiente entre 22° a 25°C. Sin embargo, se
recomienda almacenarse a ser posibles en refrigeracion.

Cuidados

* Cabeza H. Enrique. (2008). “ Manual Teorico Practico de Microbiologia Predictiva™ .
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Descartar después de 6 meses o antes si su volumen es menor. Antes de
cada uso, debe agitarse muy bien usando un shaker, hasta que el
precipitado blanco de sulfato de bario se haya disuelto en todo el medio.
Para asegurar la densidad del estandar de McFarland asi preparado
puede ser chequeado usando un espectrofotdmetro con una celda de
cuarzo de 1-cm; para el estandar 0,5 de McFarland, la absorbancia a una‘
longitud de onda de 625 nm puede estar entre 0,08 a O0,1.
Alternativamente, el aseguramiento del estandar de McFarland puede ser
verificado por ajuste de una suspension de una cepa control (por ejemplo,
E. colf ATCC 25922) a la misma turbidez, preparando diluciones seriadas
1:10, y realizando el respectivo recuento en placa. La suspension asi
ajustada puede tener un conteo de 1,5x10%ufc/ml.

"Para levaduras el estandar 0,5 de McFarland es equivélente a una

suspension de 10%ufc/ml.
Préparacién

Se adicionan cantidades crecientes (o decrecientes segun corresponda)
~de BaCly*2H20 al 1,175% (p/v) en HxS0, al 1% (v/v) de acuerdo a Iar
siguiente tabla para obtener la equivalencia deseada:

| Los estandares de turbidez se preparan en tubos similares a los qﬁe se

emplearan para preparar la suspension del inoculo. Despues, el tubo
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debe ser bien tapado usando una tapa rosca con teflon, Parafilm, o algin
ofro medio que evite la evaporacién del mismo. Esta escala de 3x10% a
3x10° bacterias por mL es de gran utilidad en cuanto que, en la mayoria
de los experimentos, los conteos quedaran dentro de estos limites,

excepto en los casos de muy bajo crecimiento.

1 0.1 9.9 10,0 3x 10°
2 02 9,8 10,0 6 x 10°
3 0.3 9.7 10,0 9 x 10°
4 0,4 9.6 10,0 12 x 107
5 0,5 95 10.0 15 x 10°
6 0,6 9.4 10,0 18 % 10°
7 0,7 9,3 10,0 21 x 107
8 0,8 G2 10,0 24 x 10°
9 0.9 9,1 10,0 27 x 10°
10 1.0 8.0 10,0 30 x 10°




