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RESUMEN

La leche y el queso fresco son excelentes medios de crecimiento para muchos
microorganismos, que frecuentemente son asociados con enfermedades transmitidas
por los alimentos. El objetivo de esta tesis fue evaluar la eficacia de la nisina y el aceite
esencial de orégano (AEO) en el recuento de Staphylococcus aureus (S. aureus) en
leche y en la calidad fisicoquimica, microbiolégica y sensorial del queso fresco. La
leche pasteurizada (74 °C, 15 s) y enfriada se inocul6 con ~ 5.0 log ufc/mL de S. aureus
y se afiadié nisina a concentraciones de 0, 250 y 500 Unidades Internacionales (UI) por
mililitro; AEO a 0, 0.0025 y 0.005%. El andlisis microbioldgico se realizo por el
método de recuento en placa 3M™ Petrifilm™ Staph-Express. Se fabricaron 3 tipos
de queso a partir de leche pasteurizada con adicién de nisina (500 UI/mL), nisina:AEO
(500 UI/mL:0.0025%) y un control (sin adicién de nisina ni AEO) y se analizaron al
dia 1, 4 y 8 de almacenamiento a 4 °C. Los resultados mostraron que la adicion de 500
UI/mL de nisina reduce el crecimiento de S. aureus en leche (~ 1.6 log ufc/mL) en
comparacion a la leche sin adicién de nisina ni AEO; y aerobios meséfilos en queso
fresco (~ 1 log ufc/mL) en comparacion al queso control. Los quesos con adicion de
nisina y nisina:AEO, cumplieron con las especificaciones de calidad sanitaria e
inocuidad vigente hasta el dia 4 de almacenamiento, y la aceptacion sensorial fue
similar a la del queso control. En cambio, el AEO no tuvo un efecto significativo en la
reduccion de S. aureus en leche, y en los quesos frescos les confiere un aroma intenso
que no fue bien puntuado por los consumidores. La nisina es un potente antimicrobiano

que contribuye a la seguridad de la leche y el queso.

Palabras clave: leche; queso fresco; nisina; aceite esencial de orégano; S. aureus.
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ABSTRACT

Milk and fresh cheese are excellent growth media for many microorganisms, which are
often associated with foodborne diseases. The aim of this thesis was to evaluate the
efficacy of nisin and oregano essential oil (OEO) in the counting of Staphylococcus
aureus (S. aureus) in milk and in the physicochemical, microbiological and sensory
quality of fresh cheese. The pasteurised (74 °C, 15 s) and cooled milk was inoculated
with ~ 5.0 log cfu/mL of S. aureus and nisin was added at concentrations of 0, 250 and
500 International Units (IU) per milliliter; OEO at 0, 0.0025 and 0.005%.
Microbiological analysis was performed using the 3M™ Staph-Express Trifilm™
Plate Count method. Three types of cheese were manufactured from pasteurized milk
with the addition of nisin (500 IU/mL), nisin:OEO (500 IU/mL:0.0025%) and a control
(without the addition of nisin or OEO) and were analysed at day 1, 4 and 8 storage at
4 °C. The results showed that the addition of 500 IU/mL of nisin reduces the growth of
S. aureus in milk (~1.6 log cfu/mL) compared to milk without addition of nisin or OEQO;
and mesophilic aerobic in fresh cheese (~1 log cfu/mL) compared to control cheese.
The cheeses with the addition of nisin and nisin:OEO, met the health quality and safety
specifications in force until day 4 of storage, and the sensory acceptance was similar to
that of the control cheese. In contrast, OEO did not have a significant effect on the
reduction of S. aureus in milk, and in fresh cheeses it gives them an intense aroma that
was not well rated by consumers. Nisin is a potent antimicrobial that contributes to the

safety of milk and cheese.

Keywords: milk; fresh cheese; nisin; oregano essential oil; S. aureus.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

El queso fresco es un producto de consumo generalizado, siendo en la Unién Europea
(Francia) el segundo derivado licteo de mayor consumo después de la crema, tal y
como, lo presenta el estudio de tendencias de consumo de productos lacteos en la Unioén
Europea (Bouamra-Mechemache et al., 2008). Este queso se caracteriza por ser de
pasta blanda, de color blanco, y presenta un 41-59% de humedad, 5.3-6.5 de pH, 18-
29% de grasa, 17-21% de proteina y de 1-3% de sal (Hnosko et al., 2009). El queso
fresco tiene una vida util limitada de 3-7 dias, debido a su pH y humedad relativamente
altos (Zamora et al., 2012) que son aprovechados por los microorganismos para su
crecimiento y supervivencia (Fox et al., 2015) convirtiendo al queso en un producto de

alto riesgo para consumo humano.

La leche recién ordefiada en condiciones de asepsia puede contener microorganismos
entre 5x10° y 5x10* unidades formadoras de colonias (ufc) por mililitro, éstos pueden
ser: Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli verotoxigénico, Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes, y S. aureus (Lebrero et al., 2015). En general,
para eliminar y/o reducir la carga microbiana, la leche es sometida a tratamientos de
pasteurizacion. Sin embargo, las esporas y los mesdfilos resistentes al calor no son
destruidas (Fernandes, 2009). Uno de los microorganismos patégenos presente en leche
y quesos es el S. aureus, que produce enterotoxinas resistentes a la pasteurizaciéon y
esterilizacion (Food Safety Authority of Ireland, 2011). La leche se contamina con S.
aureus por varios mecanismos, tales como; leche sin tratamiento, ambientes de proceso

y manipuladores de alimentos (da Silva et al., 2020).

En la actualidad se utilizan conservantes naturales como las bacteriocinas, que son
péptidos antimicrobianos originados por distintas bacterias (Monroy et al., 2009). La
nisina demostro ser efectiva en el control de S. aureus en leche (Felicio et al., 2015;
Shi et al., 2017), queso fresco de Minas Gerais (Felicio et al., 2015) y queso Minas
Serro (Arqués et al., 2004).



El AEO posee actividad antimicrobiana por su contenido de timol y carvacrol
(Rodriguez-Garcia et al., 2016). La utilizacion del AEO en la reduccion de
microorganismos en leche y quesos ha sido ampliamente estudiada, por ejemplo; De
Souza et al. (2016) observaron reducciones de 1.5 log ufc/mL en S. aureus cuando
utilizaron 0.125% de AEO en queso brasilero, después de 24 h, luego Albado et al.
(2001), demostraron que el AEO posee actividad antimicrobiana frente a bacterias
grampositivas (S. aureus y B. cereus) y sobre bacterias gramnegativas, utilizando
placas de cultivo con halos de inhibicién, en 24 h. La adicién de AEO al queso cottage
disminuye el deterioro durante el almacenamiento prolongando su vida ttil (Asensio et
al., 2015). Por otro lado, Govaris et al. (2010) utilizaron la combinacién de nisina y
AEO a concentraciones de 500 Ul/g y 0.6%, respectivamente, mostrando mayor
actividad antimicrobiana frente a S. Enteriditis, con una disminucion de 1.8 log ufc/g,

en carne picada de oveja.

Sin embargo; no se han realizado pruebas de evaluacion sensorial en quesos frescos
con adicién de AEQO, tampoco se han determinado sus caracteristicas fisicoquimicas.
Por lo tanto, se utilizé concentraciones menores de AEO y nisina, en leche y queso,

para lo cual se realiz6 pruebas de evaluacion sensorial, microbioldgica y fisicoquimica.

1.1. Descripcion y formulacion del problema

En el Peru el queso fresco, es un producto lacteo de consumo generalizado, cuya
produccion nacional en el afio 2020, segun el MIDAGRI (2021) fue de 6550 toneladas,
su elaboracién es artesanal e industrial, por lo que se elabora en las localidades para
luego ser comercializado en mercados. Sin embargo, la poblacién desconoce la calidad
bacteriologica del mismo, representando un riesgo para la salud (Vasquez et al., 2018).
En una investigacion, Cristobal & Maurtua (2003) encontraron altas cargas de
coliformes fecales, E. coli, aerobios mesofilos y S. aureus en queso fresco artesanal,

que representan un probable riesgo para el consumidor.

A partir de lo expuesto: ;Cudl serd la eficacia de la adicién de nisina y AEO, en el
recuento de S. aureus en leche y en la calidad fisicoquimica, microbioldgica y sensorial

del queso fresco?



1.2. Antecedentes

Estudios realizados por Cristébal & Maurtua (2003) y Aguirre (2015) sobre la calidad
microbioldgica del queso fresco comercializado en Lima y Trujillo, respectivamente,
encontraron que, los recuentos de las muestras analizadas sobrepasan los limites
maximos permitidos de la normatividad vigente, para microorganismos como:
bacterias aerobias mesoéfilas, coliformes totales, E. coli, S. aureus, Enterococcus
faecalis y Lactobacillus spp., esto significa que, existen deficiencias higiénicas en la

manipulacién del queso fresco artesanal, lo que representa un riesgo para la salud.

Felicio et al. (2015), evaluaron los efectos de la nisina sobre recuentos de S. aureus en
leche y queso fresco, encontrando que, 400 y 500 UI/mL de nisina adicionados en leche
inoculada con 5.0 log ufc/mL de S. aureus, redujeron en 1,3 ciclos logaritmicos los
recuentos de la bacteria, asimismo, estas concentraciones de nisina al ser utilizadas en
la leche de queseria inoculada con S. aureus, para la elaboracién de quesos frescos,
redujeron en 1,5 ciclos logaritmicos los recuentos de S. aureus. En otra investigacion,
Soares et al. (2011), encontraron reducciones en 1 y 2 ciclos logaritmicos en los
recuentos de S. aureus, durante la elaboracién del queso tradicional Minas Serro,
cuando se utiliz6 concentraciones de 100 y 500 Ul/mL de nisina, respectivamente.
Concluyeron que, la eficacia de la bacteriocina depende de la contaminacion inicial de
la leche y de las practicas de manipulacion del queso, sin embargo, con la adicion de
nisina a la leche cruda con bajos recuentos de S. aureus se logra un queso Serro mas
seguro. Arqués et al. (2004) encontraron recuentos de 4.67 y 4.60 log ufc/mL en leche
con nisina para L. monocytogenes y S. aureus, respectivamente, mas bajos que la

muestra control.

De Souza et al. (2016), demostraron que el AEO inhibe el crecimiento de S. aureus y
Listeria monocytogenes, al reducir hasta 2.0 y 2.5 log ufc/mL, respectivamente, debido
ala adicién de AEO a 0.125 y 0.25%, en caldo de queso semiduro. Asimismo, Albado
etal. (2001), confirmaron que el AEO posee actividad antimicrobiana frente a bacterias
gram positivas como S. aureus 'y B. cereus y sobre bacterias gram negativas, a través

del método semicuantitativo de incorporacién y de disco difusion en agar.



1.3. Objetivos

Objetivo general
Evaluar la eficacia de la adicién de nisina y AEO, en el recuento de S. aureus en leche

y en la calidad fisicoquimica, microbioldgica y sensorial del queso fresco.

Objetivos especificos

e Evaluar la eficacia de las concentraciones de nisina (0, 250 y 500 UI/mL), AEO (0,
0.0025 y 0.005%) y sus combinaciones en el recuento de S. aureus en leche.

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de quesos
frescos elaborados a partir de leche tratada con nisina 'y AEO durante 1, 4 y 8 dias

de almacenamiento a 4°C.

1.4. Justificacion e importancia

La salud y la vida de las personas depende de la calidad nutricional de los alimentos,
la cual a su vez depende de la calidad higiénica y sanitaria de estos, y su escasa
inocuidad provoca enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs), que en
América Central se identificaron enfermedades gastrointestinales debido a infecciones
e intoxicaciones bacterianas y eventualmente parasitarias, se muestran con sintomas de
diarrea, dolor de cabeza, vomitos y fiebres, los microorganismos responsables de
provocarlas son: coliformes fecales, C. botulinum, C. perfringens, S. aureus, Bacillus
cereus tipo emético, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica,

Shigella sp., Salmonella sp., Listeria monocytogenes (Kopper et al., 2009).

En el Pert, se ha evaluado la calidad bacteriolégica de los quesos frescos, y en la
mayoria de estos trabajos los recuentos microbianos sobrepasan los limites permitidos
por la Norma Técnica Peruana, indicando que la calidad higiénico sanitaria de los
quesos evaluados en algunas regiones del pais es deficiente, por lo tanto se concluyo
que su consumo es un riesgo para la salud del consumidor, y que en algunos casos
conlleva a contraer ETAs (Calampa et al., 2018; Vasquez et al., 2018; Cristobal y
Maurtua 2003).



El origen de esta alta carga microbiana en los quesos frescos, es porque existe una
deficiente préctica higiénico sanitaria en el ordefio y en la fabricacion de los productos,
o por lo regular el licteo destinado a la fabricacion del queso fresco no se pasteuriza.
Aun al aplicarse las nomas higiénicas de sanidad, si bien disminuye el nimero de
microorganismos, no desaparecen, debido a que, existen bacterias que producen
esporas que sobreviven a la pasteurizacion y pueden alterar el producto en lo posterior,

o también, por la contaminacién cruzada que pudiera existir.

Es por ello que, para una mayor seguridad en los productos lacteos, es necesario utilizar
conservantes naturales, como agentes inhibidores de microorganismos patégenos, y
que no alteren la calidad organoléptica de los productos, entre ellos se tiene a las
bacteriocinas que son producto de la sintesis y fermentacion de algunas bacterias
lacticas o también se tiene a los aceites esenciales de algunas plantas que actiian como
antiséptico frente a algunos microorganismos. En tal sentido, la presente investigacion
se enfocard en aplicar agentes antibacterianos como la nisina una bacteriocina y el

AEQ, en leche y quesos frescos.

1.5. Hipétesis

Hipaotesis general
La adicion de nisina y AEO mejora la calidad de la leche y quesos frescos.

Hipétesis especifica

e Laadicidén de nisina y AEO disminuye los recuentos del S. aureus en leche.
e La leche tratada con nisina y AEO mejora la calidad microbiol6gica manteniendo

la calidad fisicoquimica y sensorial de los quesos frescos.

1.6. Variables

1.6.1. Objetivo 1

Independiente: Nisina (0, 250 y 500 UI/mL) y AEO (0, 0.0025 y 0.005%) y

combinaciones.

Dependiente: Recuento de S. aureus en leche.



1.6.2.Objetivo 2

Independiente:

¢ Tipos de queso: QO (queso fresco elaborado sin adicion de nisina ni AEO); Q1
(queso fresco elaborado a partir de leche con adicién de 500 UI/mL de nisina y
0.0025% de AEO); Q2 (queso fresco elaborado a partir de leche con adicion de
500 UI/mL de nisina).

e Tiempo de almacenamiento: 1,4 y 8 dias de almacenamiento a 4 °C.
Dependiente:

¢ Analisis microbiolégico: Aerobios mesoéfilos, enterobacterias y esporas.
e Anadlisis fisicoquimico: Grasa, pH y sélido totales.

e Sensorial: prueba descriptiva (textura, sensacidén acuosa y aroma), apreciacion.



Capitulo 2. MARCO TEORICO
2.1. El queso fresco

2.1.1. Términos y definicién

Segin el Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2011), se entiende por queso: “Al producto
blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no madurado, y que puede estar
recubierto, en el que la proporcion entre las proteinas de suero y la caseina no sea
superior a la de la leche, obtenido mediante: (a) coagulacion total o parcial de la
proteina de la leche, leche desnatada/descremada, leche parcialmente
desnatada/descremada, nata, nata de suero o leche de mantequilla/manteca, o de
cualquier combinacién de estos materiales, por accion del cuajo u otros coagulantes
1doneos, y por escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de
dicha coagulacion, respetando el principio de que la elaboracion del queso resulta en
una concentracion de proteina l4ctica (especialmente la porcion de caseina) y que por
consiguiente, el contenido de proteina del queso deberd ser evidente mads alto que el de
la mezcla de los materiales lacteos ya mencionados en base a la cual se elabor6 el
queso; y/o (b) técnicas de elaboracion que compartan la coagulacién de la proteina de
la leche y/o de productos obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las
mismas caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas que el producto definido en
el aparado (a)”. Asimismo, se entiende por queso fresco a: “los productos que estan

listos para el consumo poco después de su fabricacion”.

La Norma Técnica Peruana (NTP), sefiala que el queso fresco es el queso blando, no
madurado ni escaldado, moldeado, de textura relativamente firme, levemente granular,
sin cultivos lacticos, obtenido por separacion del suero después de la coagulacién de la
leche pasteurizada, entera, descremada o parcialmente descremada, o una mezcla de

algunos de estos productos (INDECOPI, 2004).
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Figura 2.1. Produccion de queso fresco a nivel nacional en porcentajes (MIDAGRI, 2021).

2.1.2.Producciéon y consumo

En el Perd, la producciéon de queso fresco para el afio 2020 fue de 6550 toneladas, de
las cuales, las regiones con mayor produccién fueron Lima y Cajamarca con 3077 y
1251 toneladas, respectivamente. La produccion de quesos de ambas regiones
representa un ~ 66% del total nacional. Asimismo, en el mismo afio en la region
Moquegua, la produccién de queso fresco fue de 37 toneladas, que representa un 0,57%
de la produccién nacional (Figura 2.1). Por otro lado, el consumo per capita de queso
fresco para el afio 2009 a nivel nacional fue de 2,4 kg por persona, mientras que en la

region Moquegua fue de 3,1 kg por persona (INEI, 2012).

2.1.3.Etapas de la fabricacion de quesos

La elaboracion del queso comprende en general cuatro etapas: la coagulacion, el
desuerado, el salado y el afinado (Eck, 1990), cuando no se lleva a cabo la tltima etapa

se denomina queso fresco, hoy en dia, se aplican procesos adicionales como: la



pasteurizacion o la regulacion de la composicion, es decir, agua, grasa, contenido de

sal y pH del queso (Walstra et al., 2006).

A continuacion, se desarrollan las etapas del proceso de fabricacion: (1) pasteurizacion,
es un tratamiento térmico, que se logra calentando la leche, a una intensidad de calor,
es decir, la combinacién de temperatura y la duracion del calentamiento, los procesos
mads comunes son: pasteurizacion baja, a 63 °C durante 30 min (Fox et al., 2015) 6 74
°C durante 15 s (Walstra et al., 2006). (2) Coagulacion, involucra la formacién de un
gel al coagular la caseina (Fox, 2011), y se puede lograr por accién de enzimas o 4cido
(o ambos) (Walstra et al., 2006). (3) Eliminacién del suero, mas conocido como
desuerado o sinéresis, es la pérdida o separacion del suero de las particulas de cuajada
(gel inducido por cuajo), y se realiza por contraccién del gel como proceso que fuerza
o exprime el suero de la matriz (cuajada) a través de los poros (Lucey, 2011). La
sinéresis del gel, se produce mas rdpidamente, cuando se corta o se rompe, y su
velocidad depende, de la precision del corte del coagulo (trozos y moldeo),
composicién de la leche (Ca®* y caseina), pH, temperatura de coccién (queso
madurado), velocidad de agitacion de la mezcla de cuajada y suero y, el tiempo (Fox y
Mcsweeney, 2004). El desuerado presenta en general dos fases: (a) desuerado
principal, donde la mayor parte del suero es eliminado, se realiza entre el fin de la
coagulacion y el final del moldeado; (b) desuerado complementario, que va desde el
desmoldado hasta el inicio del afinado (maduracién del queso), esencialmente es
debido a la operacion del salado y secundariamente al oreado (Eck, 1990). (4) Salado,
incorporacion de la sal en la superficie, o en la masa, o por inmersion en salmuera (Eck,

1990).

2.1.4. Composicion de los quesos frescos

a. Agua
El agua en el queso puede considerarse como agua total y estd constituida de agua
ligada y libre. El agua ligada estd firmemente asociada a las proteinas y otros elementos
del queso, y no estd libre como solvente, en tanto que el agua libre se asocia libremente

dentro de la red de proteinas y tiene capacidad solvente y es congelable a —40 °C



(Mcmahon et al., 1999). El contenido de agua en quesos frescos es alto como en los
tipos: blanco (Walstra et al., 2006), crema, cottage, quark, fromage, y ricotta (Schulz-
Collins y Senge, 2004). La composicidn de algunos quesos se observa en la Tabla 2.1

y la transferencia de los componentes de la leche al queso se observa en la Figura 2.2.

b. Carbohidratos

La lactosa es el principal hidrato de carbono, es un disacdrido que ofrece gran
importancia en la elaboracién del queso, pues es el sustrato para la accidén enzimatica
de las bacterias 4cido lacticas en el proceso de fermentacion lactica, propidnica,
alcohdlica y butirica en las que se produce &4cido lactico (de propiedades
antimicrobianas contra bacterias de la putrefaccion, bacterias gramnegativas y hongos),
anhidro carbénico, alcohol, dcido propidnico, acido butirico y otros compuestos, que
van a conferir a los quesos sus peculiaridades organolépticas (Revilla, 2009). La
lactosa, se pierde con el lactosuero durante la produccién de queso (MacCarthy et al.,

2013).

c. Grasa

Las grasas estdn constituidas de moléculas de acidos grasos individuales unidas al
glicerol, cadena principal de tres carbonos, el tipo mds comun se denomina triglicérido,
que contiene tres dcidos grasos unidos a una columna vertebral (Kongo y Malcata, 2015).
Un componente principal del queso es la grasa (Walther et al., 2008), y su contenido
varia segun el contenido de leche y el proceso de fabricacion de dicho producto lacteo.
Ademas, los tipos de grasas son los triglicéridos, los 4cidos grasos saturados y los
acidos grasos insaturados, incluidos los dcidos grasos mono y poliinsaturados que dan
sabor y textura al queso (Kwak et al., 2011). Cuando se ajusta el contenido de grasa de
la leche de queseria, se obtienen quesos con diferentes contenidos de grasa (expresados
como porcentaje de materia grasa en seco), el contenido absoluto de grasa para quesos

frescos es del 12% (Renner, 1993).
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Tabla 2.1. Composicién de algunos quesos frescos, por 100g (O’Callaghan et al., 2017).
Queso Agua Proteina Grasa Carbohidrato
(2 (€3] (€3] (2)
Queso cottage 79.1 13.8 39 2.1
Ricotta 72.1 9.4 11.0 2.0
Fresco! 70,0 11,0 8.0 3.0
"Walther et al. (2008)
100 1
/__: i Escalas
:/__ 1 en kg.
i
1
1
15 — \
Agua H
\
1
1
N 1
\\ \‘
\ \ Sal agregada
Otra ‘\\ .
10 = materia \ 3 10
seca ‘\
\\
‘\‘ Agua <
~ \
Minerales \\\\ ‘\
BRI 6
pabE —— |
s — Proteina
(Verdadera) Proteina A
Grasa Grasa — 2
0 —L— e 0
Leche

(2006).

d. Proteinas

Queso

Figura 2.2. Transferencia de componentes de la leche al queso adaptado de Walstra et al.

Las proteinas son cadenas de moléculas de aminodcidos conectadas por enlaces

suero (P-lactoglobulinas,

peptidicos (Kongo y Malcata, 2015). Las proteinas de la leche son de dos tipos distintos,
proteinas de

o-lactoalbiminas,

albimina

sérica e
inmunoglobulinas) y caseinas (cinco clases: ogq, Qgz, B-, 7-, y k-caseinas) (Varnam y

Sutherland, 1994). Entre las proteinas de la leche, las caseinas son la proteina principal

en el queso (Kwak et al., 2011). La proteina contenida en el queso se encuentra entre

~4-40% (MacCarthy et al., 2013) y varia inversa a la grasa (O’Brien y O’Connor, 2004).
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Laligera deficiencia en aminodcidos azufrados de la caseina, demuestra que la proteina
en el queso de 91 a 97, sea menor que en la leche de 100, respecto a su valor biolégico
(Walther et al., 2008). El 75-80% de la proteina total y aproximadamente el 95% de la

caseina se transfieren de la leche al queso fresco (Renner, 1993).

e. Vitaminas y minerales

Los lipidos de la leche detienen las vitaminas liposolubles A, D, E y K, en la cuajada
de queso (Parodi, 2004), el queso s6lo contiene una concentracién minima de vitaminas
hidrosolubles, alrededor del 15-20% y la otra fraccién es separada en el lactosuero
(Revilla, 2009). Los quesos son fuentes de vitamina Bi2, vitamina A, niacina,
riboflavina y folato (MacCarthy et al., 2013). Los quesos elaborados por coagulacion
con cuajo tienen un mayor contenido de calcio que los fabricados con coagulacion
acida (Renner, 1993). El calcio en el queso estd presente en una concentracion elevada,
equivalente a la de la leche (Recker ef al., 1988), esto se debe a la formacién de
complejos entre el calcio y péptidos de caseina que protegen el fosfato de calcio contra
la precipitacion, permitiendo la absorcion de calcio de caseina en el intestino (Ebringer
et al., 2008). El contenido de vitaminas y minerales de algunos quesos frescos se

observan en la Tablas 2.2 y 2.3.

Tabla 2.2. Contenido promedio de minerales (mg por 100 g) (Renner, 1993).

Queso Calcio Fésforo Sodio Potasio Magnesio
Queso fresco 90 190 30 120 9
Queso cottage 80 140 380 75 8
Mozzarella 400 340 450 100 16

Tabla 2.3. Contenido promedio de vitaminas (por 100 g) (Renner, 1993).

A B 1 Bz B@ B12 A,CTdO Tocoferol
Queso félico
(mg) (ng) (mg)  (ug) (ng) (ug) (mg)
Queso crema 0.44 27 0.26 45 1.0 15 0.9
Queso cottage 0.08 28 0.24 55 1.0 15 0.2
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2.2. Caracteristicas microbioldgicas

2.2.1.En leche

La leche es un buen medio de crecimiento para muchos microorganismos debido a su
pH casi neutro, su composicién bioquimica compleja y su alto contenido de agua; pero,
en el interior de la ubre es estéril debido al sistema inmune del animal y los agentes
antibacterianos secretados en ella, su temperatura es ~ 38 °C, asimismo, puede
contaminarse en el interior de la ubre, durante el ordefio o durante su almacenamiento,
es por ello que, existen varias fuentes de contaminacion: el aire, el suelo, el alimento,
el lecho de descanso, la maquina de ordefio, la ubre interior, la ubre y pezones
exteriores, el agua, el ser humano, las heces (Hassan y Frank, 2011), la mastitis y el
tanque de almacenamiento (Fox et al., 2016). Los microorganismos encontrados en la
leche (Tabla 2.4) se pueden dividir en tres grupos: patégenos productores de toxinas,

agentes de descomposicion, y productores de productos fermentados.

Uno de los microorganismos de importancia —desde el punto de vista de la salud—en la
leche y demas productos lacteos es el S. aureus. El hébitat natural de éste incluye la
piel y las membranas mucosas de los mamiferos. La mayor parte de la contaminacién
por esta bacteria ocurre durante el ordefio de los bovinos (Hassan y Frank, 2011). Los
Staphylococcus son cocos grampositivos parecidos a un racimo de uvas y son aerobios
y anaerobios facultativos, fermentadores de glucosa sin formacion de gas, capaces de
crecer en medios altamente salinos (hasta un 15% de NaCl). Ademas, tienen un poder
patégeno que se basa en supuraciones, septicemias, gastroenteritis e intoxicaciones
alimentarias, sobre todo las cepas patdégenas capaces de producir enzimas, como la
coagulasa, desoxirribonucleasa (DNA), fosfatasa, penicilasa, lipasa, etc., y toxinas

como la hemolisinas (a, B, d), la leucocidina y las enterotoxinas (Camacho, 2014).

Uno de los tratamientos empleados para reducir los recuentos microbianos es la
pasteurizacion. En la Tabla 2.5, se muestra el efecto del tratamiento de algunos

microorganismos encontrados en la leche antes y después de la pasteurizacion.
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Tabla 2.4. Grupos de microorganismos encontrados en la leche (Hassan y Frank, 2011).

Patogenos

Agestes de descomposicion

Productores de productos
fermentados

Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.

Campylobacter jejuni

Yersinia spp.
Salmonella spp.
Escherichia coli

Listeria spp.

Micobacterium spp.

Brucella spp.
Coxiella burnetii

Aeromonas spp.

Bacillus spp.
Clostridium spp.

Xanthomonas maltophilia

Klebsiella pneumoniae
Serratia spp.

Proteus spp.
Enterobacter sakazakii
Hafna alvei
Actinomices spp.
Leptospira spp.
Levaduras y mohos
Virus

Protozoos

Bacterias psicrotéficas
Pseudomonas fluorescens

Moraxellaceae

Shewanella putrefaciens
Flavobacterium spp.
Alcaligenes spp.

Coliformes

Bacilus grampositivos

formadores de esporas
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Geobacillus stearothermophilus

Bacillus coagulans
Clostridium tyrobutyricum

Clostridium sporogenes

Bacterias del 4cido lactico
Lactobacillus spp.
Lactococcus spp.
Propionibacterium spp.
Enterococcus spp.
Micrococcus spp.

Levaduras

Mohos

Lactococcus spp.

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Streptococcus spp.
Streptococcus thermophilus
Leuconostoc spp.

Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris

Lactobacillus spp.

Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus
Lb. delbrueckii subsp. Lactis,

Lb. acidophilus

Lb. Helveticus
Lb. helveticus subsp. jugurti

Propionibacterium spp.

Coryneform Bacteria
Bifidobacterium spp.
Pediococcus spp.
Micrococcus spp.
Levaduras

Mohos

Tabla 2.5. Microorganismos en leche cruda y pasteurizada (Fernandes, 2009).

Condicion de la leche de queseria

Microorganismo

Leche cruda

Gram-negativo:

Leche pasteurizada

Post-pasteurizacion

Verocytotoxigenic Escherichia coli
Salmonella
Gram-positivo:
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Gram-positivo:
Micrococos
Enterococos
Esporas de Bacillus
Esporas de Clostridium
Gram-negativo:
Coliformes
Psicrofilos
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2.2.2.En queso

El queso puede contener flora natural favorable, como resultado de la seleccién en la leche de
estreptococos, lactococos y lactobacilos, o por afadir directamente estos como cultivos
iniciadores, aunque, los quesos se contaminan con patégenos por la leche cruda de
queseria y por supervivencia en el proceso de elaboracion, o posterior a la fabricacién
si las medidas de sanidad en la fabrica no se cumplen para evitar la recontaminacién

(D’Amico y Donnelly, 2017).

Los microorganismos estdn presentes en el interior y en la superficie del queso,
pudiendo causar defectos de sabor y textura debido a su crecimiento (Walstra et al.,
2006). Los defectos microbianos mds comunes del queso son el desarrollo de gases
tempranos y tardios. La formacion temprana de gas ocurre dentro de 1 6 2 dias después
de la fabricacion, caracterizado por la aparicion de agujeros pequefios en el queso, que
es causado por bacterias coliformes y/o levaduras a partir de la lactosa, produciendo
H> y CO», respectivamente, y es una problemética de los quesos blandos y semiduros

(Cogan, 2011).

Un elevado contenido de coliformes fecales, coliformes totales y E. coli en los quesos
frescos demuestra que el producto estd contaminado, debido a leche de fabricacién
quesera usada o por los procedimientos de fabricacion y comercializacion deficientes.
Asimismo, el elevado recuento de bacterias aerobias mesofilas evidencia malas
condiciones sanitarias en la produccién y la presencia de S. aureus representa un riesgo

potencial para la salud del consumidor (Cristébal y Maurtua, 2003).

a. Aerobios mesdfilos

Es un grupo de microorganismos capaces de reproducirse en presencia de oxigeno a
temperaturas medias de entre 25 — 40 °C, que incluye gérmenes patégenos y no
patégenos (de alteracion, saprofitos, etc.). Asimismo, algunos microorganismos no
patdgenos en elevadas cantidades pueden ser agentes etiolégicos de enfermedad, como

Pseudomonas, Proteus y Bacillus (Camacho, 2014).

15



b. Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae es un grupo grande y heterogéneo de bacterias

gramnegativas, obtienen su nombre por la localizacién habitual como saprofitos en el

tubo digestivo (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010), son aerébicos y anaerébicos

facultativos, no esporulados, méviles o inmdviles, que fermentan la glucosa, reducen

los nitratos a nitritos, son citocrooxidas negativos y crecen en medios que contienen

sales biliares (Camacho, 2014). Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, se

encuentran de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion y son parte de la

flora intestinal normal de muchos animales, incluido el ser humano; las mas frecuentes

son: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia (Murray et al., 2014).

Tabla 2.6. Microorganismos en algunos quesos frescos comercializados.

Queso fresco

artesanal! Queso fresco>  Queso fresco® Queso Aro*
Gram-negativo
Aerobios mesdfilos 6.6 log ufc/g 5.0 log ufc/g 5.6 logufc/g 8.1 log ufc/g
Coliformes totales 29 lognmp/g 3.8 lognmp/g 3.5 lognmp/g 6.9 log ufc/g
Coliformes fecales 2.9 lognmp/g 3.7lognmp/g 3.1 log nmp/g -
Escherichia coli 2.4 log nmp/g  Positivo - 6.7 log ufc/g
Salmonellaen 25 g - - - Presencia
Psicréfilos - - - 8.1 log ufc/g
Gram-positivo
Staphylococcus aureus 5.4 log ufc/g 3.6 log ufc/g 5.1 logufc/g 5.8 logufc/g
Enterococcus faecalis 2.7 log nmp/g - - -

Enterococcus spp.

6.6 log ufc/g

! Cristobal y Maurtua (2003)

2Vasquez et al. (2018)
3 Calampa et al. (2018)
*Gonzdlez y Franco (2015)
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c. Esporas

Las esporas son células resistentes al calor, a sustancias quimicas agresivas y a la
radiacién (Madigan et al., 2015). La espora es una estructura deshidratada formada por
multiples capas que protege a la bacteria y le permite vivir en un estado de latencia,
posee una membrana interna, dos capas de peptidoglucano y una capa de proteina
semejante a la queratina externa, en condiciones ambientales adversas, como la
desaparicion de un nutriente, las bacterias pueden pasar de un estado vegetativo a un
estado de latencia o de espora; algunas bacterias pertenecientes a los géneros como

Bacillus y Clostridium son capaces de formar esporas (Murray et al., 2017).

2.3. Especificaciones sanitarias de leche y queso fresco

El Decreto Supremo N° 007-2017 (MINAGRI, 2017), establece los requisitos que
deben cumplir la leche cruda, pasteurizada y queso fresco (Tabla 2.7), destinados al

consumo humano.

Tabla 2.7. Criterios microbioldgicos de calidad e inocuidad de la leche cruda, pasteurizada y
queso fresco (MINAGRI, 2017).

Limite por mL

Agente microbiano Unidad Categoria Clase n ¢

m M
Leche cruda
Aerobios meséfilos ufc/mL 3 3 5 1 5x10 10°
Coliformes ufc/mL 4 3 5 3 10? 10°
Leche pasteurizada
Aerobios meséfilos ufc/mL 3 3 5 1 2x10* 5x10°
Coliformes ufc/mL 5 3 5 2 1 10
Queso fresco
Coliformes ufc/g 5 3 5 2 5x10? 10°
Salmonella sp. PoA/25¢g 10 2 5 0 A
Escherichia coli nmp/g 6 3 5 1 3 10
Staphylococcus aureus  ufc/g 3 5 2 10 10?
Listeria monocytogenes P o A/25¢g 10 2 5 0 A

17



Categoria: grado de riesgo que representa los microorganismos en relacion a las condiciones previsibles
de manipulacién y consumo del alimento.

Clase: Es la clasificacion que se d4 a los planes de muestreo por atributos, pueden ser de 2 6 3.

n: Ndmero de unidades de muestra seleccionada al azar de un lote, que se analizan para los
requerimientos de un determinado plan de muestreo.

c¢: Nimero maximo permitido de unidades de muestra rechazables en un plan de muestreo de 2 clases o
nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un nimero de microorgansmos
comprendidos entre m y M en un plan de muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un nimero de unidades
de muestra mayor a c se rechaza el lote.

m: limite microbioldgico que separa la calidad aceptable de la rechazable. En general, un valor igual o
menor a m, representa un producto aceptable y los valores superiores a “m” indican lotes aceptables o
inaceptables.

M: Los valores de recuentos microbianos superiores a M son inaceptables, el alimento representa un
riesgo para la salud.

P = Presencia, A = Ausencia.

ufc = Unidades formadoras de colonias.
nmp = Nimero mas probable.

2.4. Uso de bacteriocinas en la elaboracion de quesos frescos

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana, segregadas por un gran
numero de bacterias para inhibir el crecimiento o destruir microorganismos patdgenos
(Monroy et al., 2009). Son péptidos bioactivos secretados extracelularmente y
sintetizados ribosdmicamente que tienen un efecto bactericida o bacteriostatico sobre
otras bacterias, existen bacteriocinas representativas caracterizadas a partir de bacterias
del acido lactico, y son: Nisina (A y Z), lacticin 481, lactocin S, carnocin U149,
variacin, lacticin 3147, lactococcin A, lactococcin B, lactococcin M, lactacin F,
mesenterocin 52B, curvaticin FS47, sakacin A, sakacin P, carnobacteriocin A y B,
pediocin PA-1, leucocin A-UAL-187, enterocin 1146/A, piscicolin 126, y

mesenterocin (Molloy et al., 2011).

2.4.1.Nisina

Es una bacteriocina producida por ciertas cepas de la bacteria acido lactica (BAL)
Lactococcus lactis Sub sp. lactis, inhibe una amplia gama de bacterias Gram-positivas,
incluidas cepas o especies de Streptococcus, Staphylococcus, lactobacilos, micrococos,
Lysteria y la mayoria de las especies que forman esporas de Clostridium y Bacillus.

Las bacterias Gram-negativas, las levaduras y los hongos normalmente no se ven

18



afectados (Molloy et al., 2011). La nisina es utilizada como conservador de alimentos,

reconocida como GRAS (del inglés Generally Recognized as Safe).

La nisina es un péptido bactericida contra células sensibles, que al minuto de la adicién
ocasiona una muerte rapida. Esta bacteriocina afecta la sintesis de la pared celular y la
integridad de la membrana celular, utiliza su segmento N-terminal para adherirse al
lipido II como molécula de acoplamiento, especificamente en el resto de carbohidratos
orientados fuera de la membrana celular; la bacteriocina cambia su orientacién con
relacion a la membrana y se inserta en esta dltima, que involucra la translocacién de su
extremo carboxilo C-terminal a través de la membrana, varios péptidos al unirse en el
lugar de insercion ocasionan que se forme un poro transmembranal que permite la fuga

de aminodcidos y ATP (Cotter et al., 2005; Wiedemann et al., 2001).

2.5. Uso de aceites esenciales en la elaboracion de quesos

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromdticos extraidos de diferentes partes
de plantas especificas, bien conocidas especialmente por sus propiedades aromaéticas y
antibacterianas (Tabla 2.8) que pueden utilizarse como aditivos para aumentar la

seguridad y la vida util de alimentos (Amatiste et al., 2014).

Tabla 2.8. Actividad antibacteriana del aceite esencial de orégano (Albado et al., 2001).

Diametro de halo (mm)

Cepa D.D.* I
Gram positivos
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 28 29
Bacillus cereus (salvaje) 14 16
Gram negativas
E. coli ATCC 25922 16 16
Salmonella tiphymuriom Aislado 15 16
Vibrio cholerae ATCC 14033 15 15
Salmonella cholerae suis ATCC 14028 14 18
Pseudomona aeruginosa ATCC 24853 R R

*D.D.=Disco difusion;
I= Incorporacién; R= Resistente.
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Capitulo 3. METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacion de esta tesis es experimental y el nivel de la investigacion es
explicativa, como lo expresa Gallardo (2017) la intencién es revelar que la variable

independiente ocasiona variaciones en la variable dependiente.

3.2. Ambito temporal y espacial

El ambito temporal es transversal, porque se realiz6 en el periodo de tiempo

correspondiente a los afios (2018 - 2019).

La leche se obtuvo del fundo “La Hoyada”, ubicado en el Centro Poblado de Yacango,
del distrito de Torata, de la region Moquegua. Los andlisis fisicoquimico,
microbioldgico y sensorial, asi como la elaboracidn de los quesos frescos se realizaron

en los laboratorios de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial - UNAM.

3.3. Poblacion y muestra

Poblacion
Productores de leche de C.P. de Yacango.

Muestra

e Fundo la “Hoyada”
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3.4. Procedimientos
3.4.1.Obtencion de la leche y pasteurizacion

Se utiliz6 leche fresca de vaca proveniente de criadores locales del fundo “La Hoyada”
(Yacango - Torata, Perti), y las muestras se recolectaron en recipientes refrigerados
para uso exclusivo de la leche (cooler) a ~ 4 °C y se trasladaron a los laboratorios de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua, Perd. Las
muestras de leche se pasteurizaron a 72 + 1 °C durante 15 s en botellas de vidrio con

un bafio termostatico provisto de un agitador (YCW-10E, GEMMY, USA).

3.4.2.Preparacion de nisina y aceite esencial de orégano

Se utiliz6 nisina en polvo de Lactococcus lactis (contenido de nisina al 2.5% m/my
potencia > 10° Ul/g) que fue comprado de la empresa Merck Peruana SA (Sigma-
Aldrich, N5764, USA). La solucién madre de nisina se prepard disolviendo 0.1 g de
nisina en 10 mL de HCL 0.02 M para obtener una concentracién de 10* UI/mL. Esta
solucién se calenté a 80 °C durante 7 min en un bafo termostitico (YCW-10E,
GEMMY, USA), se mantuvo a —20 °C antes de su uso. Se prepararon concentraciones
de 0, 250 y 500 UI/mL de nisina, adicionando 0, 0.025 y 0.05 mL de solucion madre a
10, 8.975 y 8.95 mL de leche pasteurizada, respectivamente.

Se utiliz6 AEO con un indice de refraccion de 1.6506-1.512 a 20 °C, adquirido de la
empresa Merck Peruana SA (Sigma-Aldrich, W282812, USA). Se prepararon
concentraciones de: 0, 0.0025 y 0.005% de aceite esencial en 100 mL de leche

pasteurizada, respectivamente.

3.4.3. Activacion e inoculacion de S. aureus

Se utiliz6 pellets liofilizados de Staphylococcus aureus subsp. aureus (cédigo 0485E7,
ATCC® 6538™), que fueron comprados de la empresa GenLab del Pertd SAC. Para su
activacion se introdujo un pellet de cepa de microorganismos Epower™ en un matraz

Erlenmeyer que contenia 100 mL de solucién tampon fosfato estéril (solucion madre,
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pH 7.2) previamente calentada a 36 °C. Esta suspension se introdujo en una incubadora
(Binder BD53, Alemania) a 37 °C durante 30 min para su hidratacién completa. Luego,
se agitd el material hidratado hasta obtener una suspensiéon homogénea. Se estima que
la concentracién de microorganismos de esta preparacion es de 5.00-5.99 log ufc/mL

de S. aureus aproximadamente.

Un mililitro de suspensiéon homogénea fue inoculado en 10, 8.975 y 8.95 mL de leche
pasteurizada enfriada de acuerdo a las combinaciones de nisina y AEO (Tabla 3.1).
Luego, se mezcl6 con un vortex (Velp Scientifica F202A0175, Italia) a una velocidad
de 1800 rpm durante 20 s. En la inoculacién se utilizaron tubos con tapa estériles y se
realizé dentro de una cabina de flujo laminar vertical (JRS, JSCB-1200SL, Corea) de

acuerdo al flujograma ilustrado en la Figura 3.1.

3.4.4.Determinacion de S. aureus

Para el anélisis de S. aureus en leche, se utiliz6 el método de recuento en placa 3M™
Petrifilm™ Staph Express (AOAC, 2003.08) de acuerdo a los procedimientos
establecidos por el fabricante (3M Microbiology, USA). Para obtener la dilucién 10!
se homogeneizé 1 mL de leche inoculada de S. aureus y 9 mL de diluyente estéril
mezcldndolo con un vortex (1800 rpm, 20 s). Se realizaron diluciones decimales hasta
10 en tubos con tapa estéril. La inoculacién se realizé incorporando 1 mL de la
muestra diluida en el centro de cada placa. Luego, el indculo se distribuy6 presionando
suavemente con el esparcidor en el drea circular de la placa. Las siembras de S. aureus
realizadas en placas Petrifilm, se incubaron a 37 + 1 °C durante 24 + 2 h. Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

3.4.5.Produccion de queso fresco

Las leches previamente pasteurizadas y enfriadas en lotes de 9 L, se calentaron a 32 °C
con agitacion manual suave previo a la adicion de CaClz (0.03% p/v), NaCl (1% p/v)
y agentes antibacterianos. La coagulacién de la leche se realizé con 0.02 g/L de cuajo
CHY-MAX Powder Extra NB (actividad > 2080 IMCU/g, quimosina 100%, Chr
Hansen SA, Dinamarca) a 32 °C durante 45 min. Después, la cuajada se cort6 en cubos

de ~ 1 cm, y se mantuvo en reposo a 37 °C durante 15 min. La cuajada fue llenada en
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moldes de polietileno de uso alimentario (500 g, Primo SAC, Brasil) y el suero fue
drenado en el propio molde durante 2 h a temperatura ambiente (~ 23 °C), de acuerdo
al flujograma ilustrado en la Figura 3.1. Los quesos envasados se almacenaron a 4 °C

durante 8 dias.

Se elaboraron 3 tipos de quesos frescos: queso elaborado a partir de leche sin adicién
de nisina ni AEO (control, QO0), queso elaborado a partir de leche con adicién de 500
UI/mL de nisina (Q1), y queso elaborado a partir de leche con adicién de 500 Ul/mL
de nisina y 0.0025% de AEO (Q2).

3.4.6. Analisis fisicoquimico de quesos

Para determinar el contenido de grasa en los quesos se utilizé el método de Van-Gulik
(ISO, 1975), introduciendo 3 + 0.2 g de queso desmenuzado en la copa del butirémetro
para queso, y posteriormente adicionando 15 mL de 4cido sulftrico al 72% y 1 mL de
alcohol isoamilico (densidad = 0.811g/mL). Los butirémetros se cerraron y mezclaron
hasta una digestion completa del queso. Posteriormente, el butirdmetro se colocé en un
bafio isotérmico a 75 °C durante 5 min, y se centrifugé durante S min a 1350 rpm. La

lectura se realiz6 directamente sobre la columna graduada del butirémetro.

Para determinar el pH en queso, se homogeniz6 10 g de muestra de queso desmenuzado
en agua destilada a una razon de queso/agua (1:10), luego se filtré en un vaso de
precipitado y se tom6 la medida del pH en la suspension de queso utilizando un pH-

metro (SI Analytics, Handylab 100, Alemania).

El porcentaje de sélidos totales en los quesos se determinaron utilizando el método de
desecacion en estufa a 102 °C (IDF, 2004), introduciendo ~ 3 g de queso desmenuzado
en placas de aluminio previamente secadas y enfriadas y que a su vez contenian ~ 15 g
de arena seca de mar. Posteriormente, las muestras de queso fueron mezcladas con la
arena de mar mediante el uso de una varilla de vidrio. El secado se realiz6 en una estufa
(Memmert, UNSS, Alemania) a 102 °C durante 24 h. Los porcentajes de solidos se

determinaron por diferencia de masa.
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Tabla 3.1. Tratamientos y factores de disefio.

Tratamiento AEO (%) Nisina (UI/mL)
1 (control) 0 0
2 0.0025 0
3 0.005 0
4 0 250
5 0.0025 250
6 0.005 250
7 0 500
8 0.0025 500
9 0.005 500

3.4.7. Andlisis microbiolégico de quesos

Para realizar los andlisis microbioldgicos se realizaron las diluciones adecuadas en
agua de peptona. Para obtener la dilucién inicial 10" se tomaron 10 g de queso que

fueron diluidos en 90 mL de agua peptona estéril (GranuCult™

, Merck, Alemania)
durante 2 min. Las siguientes diluciones decimales se ejecutaron con agua peptonada
hasta 10”. En los procesos se empleé la técnica de vertido en placa. La siembra de
mesofilos aerobios se realizd6 en medio agar de conteo de placas PCA (MO091,
Himedia™, India) que se incubaron a 30 °C durante 48 h. Las enterobacterias fueron
sembradas en agar bilis al rojo violeta (VRBA, TM Media) y se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Para el andlisis de las esporas, las muestras de queso diluidas en agua
peptonada se sometieron a un choque térmico (85 °C, 15 min) y enfriado
inmediatamente en un bafio con hielo a 4 °C. La siembra se realiz6 en medio PCA y
fueron incubados a 30 °C durante 48 h. Todas las pruebas se realizaron por triplicado

y los resultados se expresaron en UFC/g. Los analisis se realizaron a 0, 4 y 8 dias de

almacenamiento a 4 °C.

3.4.8. Analisis sensorial de quesos

Para el anélisis sensorial de los quesos frescos se utilizo una prueba descriptiva y de
aceptacion, donde participaron 8 consumidores habituales de queso fresco. Las

muestras de queso se cortaron en tajadas y se colocaron en platos blancos y se
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codificaron con 3 digitos al azar. En los intervalos de prueba entre quesos se ofrecieron
aguay galletas a los consumidores para disipar los sabores y olores. Primero, se solicitd
a los consumidores que indicaran las diferencias de percepcion de textura (dureza),
sensacion acuosa y aroma de los quesos frescos en comparacion al queso control (QO).
La escala utilizada fue: O = no existe diferencias; + 1 = diferencias minimas; + 2 =
diferencias notables; + 3 = diferencias considerables; + 4 = diferencias muy
considerables (Anexo 1). Por dltimo, los consumidores organizaron los quesos segtin
su apreciacion en una escala hedénica de 9 puntos, donde 9 = gusta extremadamente,

5 =no gusta ni disgusta y 1 = disgusta extremadamente (Lawless & Heymann, 2010).

El andlisis sensorial se realiz6 al dia 2 y 5 de almacenamiento, luego de comprobar su
aptitud mediante la realizaciéon de andlisis microbioldgicos considerando la NTS N°

071 MINSA/DIGESA (2008).

3.5. Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de nisina y AEO en el recuento
microbiano de S. aureus en leche, se utilizé un disefio factorial 3% = 9 tratamientos, que
corresponden en combinar dos factores en tres niveles cada uno (Tabla 3.1). Los datos
obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), determinando diferencias
significativas entre tratamientos mediante la prueba Duncan (P < 0.05). de todos los

datos y los dias de muestreo.

Para evaluar las propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales de los
quesos frescos, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA). Se utiliz6 un disefio en
bloques completos al azar (DBCA) considerando los procesamientos de queso como
bloques, los tratamientos aplicados a los quesos como factor principal dentro de los
dias de almacenamiento. Para la comparacién multiple de los promedios de los datos,

se utiliz6 la prueba de Duncan a un nivel de significacién de P < 0.05.

En ambos estudios, los andlisis de los datos se realizaron mediante el programa R

version 1.4.1103.
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Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Recuento microbioldgico de S. aureus en leche

La adicién de 0.0025 y 0.005% de AEO a la leche, no redujo los recuentos microbianos
de S. aureus después de 24 h de incubacién en comparacion con la leche control (sin
adicion de nisina ni AEO) (Tabla 4.1) aunque se observa una ligera disminucién de ~

0.22 y ~ 0.15 log ufc/mL, respectivamente.

Sin embargo, la adiciéon de 250 y 500 UI/mL de nisina redujo significativamente los
recuentos microbianos de S. aureus en ~ 1 'y ~ 1.3 log ufc/mL después de 24 h de
incubacion a 37 °C, respectivamente, en comparacion a la leche control (Tabla 4.1). En
diferentes muestras de leche reconstituida al 10% (m/v) con concentraciones de 400 y
500 Ul/mL de nisina, Felicio ef al. (2015) reportaron una reduccion de ~ 1.3 y un
incremento de ~ 1.2 log ufc/mL de S. aureus, respecto al control, después de 8 y 24 h
de incubacién a 37 °C, respectivamente. En otra investigacién, una concentracion de
10000 UI/mL de nisina en muestras de leche UHT con 0.04% de grasa fue capaz de
reducir 4.68 y 0.37 log ufc/mL de S. aureus, respecto al control, después de 4 y 24 h de
incubacion a 37 °C, respectivamente. Este comportamiento fue atribuido a las bacterias

resistentes a la nisina (Arqués et al., 2011).

En las combinaciones de AEO y nisina ocurre un leve incremento del recuento de S.
aureus (tratamientos 5, 6, 8 y 9) respecto a los tratamientos 4 y 7. Debido a que, el
aceite esencial y la grasa del queso, reducen la actividad inhibidora de la nisina. Dean
y Zottola (1996) descubrieron que la nisina tenia menor inhibicién contra Listeria
monocytogenes, en helados con 10% de grasa que, con 3%. Coma et al. (2001)

reportaron que la grasa al interactuar con la nisina reduce su actividad inhibidora.
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Tabla 4.1. Recuento microbioldgico de S. aureus en leche pasteurizada a diferentes dosis de

nisina y AEO después de 24 h de incubacién a 37 °C.

Tratamiento Aceite esencial de orégano Nisina Promedio de S. aureus

(%) (UI/mL) (log ufc/mL)

1 (control) 0 0 3.54 £0.08

2 0.0025 0 3.31£0.142

3 0.005 0 3.39 £0.04 2

4 0 250 2.20 £0.33

5 0.0025 250 2.66 +0.00 ™

6 0.005 250 2.73+0.02°

7 0 500 1.88 +0.48 ¢

8 0.0025 500 2.41 £0.08

9 0.005 500 2.3240.31°4

Distintas letras en la misma columna (a, b, ¢ y d) indican diferencias entre tratamientos

(P<0.05).

4.2. Analisis fisicoquimico de quesos

Tabla 4.2. Andlisis fisicoquimico de quesos frescos a 1, 4 y 8 dias de almacenamiento a 4 °C.

) Quesos'
Dia
Qo Q1 Q2

1 16202030 16232064 16,1504l
Grasa (¢/100g) 4 168354058  17.30% 061  16.65 % +0.54

8 17504 £0.50 178044020  17.67 % £0.76

1 6.56 +0.26 6.59 +0.21 6.49+0.16
pH 4 6.68%0.19 6.62+0.18 6.57+0.23

8 6.75+0.27 6.71+0.13 6.74 %020

1 35412046  3628£090 3525 +0.68
Sélidos totales 4 370854061  37.16%+054 3671 +0.67

(g/100g de queso)

37.71 42+ 0.67

37.96 42+ 0.61

37.75 4+ 1.03

Los datos representan promedios + desviacion estandar. Distintos superindices en la misma fila
(a, b, ¢) indican diferencias entre tipos de quesos o en las columnas (A, B, C) indican
diferencias entre los dias de almacenamiento (p < 0.05).
1QO0: queso fresco elaborado sin adicién de nisina ni AEO; Q1: queso fresco elaborado a partir
de leche con adicién de 500 UI/mL de nisina y 0.0025% de AEO; Q2: queso fresco elaborado

a partir de leche con adicién de 500 UI/mL de nisina.
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La composicién de los quesos frescos se muestra en la Tabla 4.2. La adicién de nisina
y AEO a la leche de queseria no variaron el pH de los quesos mostrando valores de
6.49 a 6.74. Estos valores fueron similares a los obtenidos por Hernando (1998) en
queso de Burgos, Al-Holy et al. (2012) en quesos blancos en salmuera, Zamora et al.

(2012) y Mayta-Hancco et al. (2019) en quesos frescos.

El contenido de grasa de los quesos frescos no fue afectado por la adicién de nisina y
AEOQ (Tabla 4.2.). Sin embargo, durante el almacenamiento los valores se incrementan
levemente debido a que, cuando la leche se convierte en queso, la caseina y la grasa se
concentran, mientras que los otros componentes de la leche, especialmente el agua, se
eliminan principalmente junto con el suero (Walstra et al., 2006). El porcentaje de grasa
promedio en todos los quesos frescos fue de ~ 16%, cumpliendo con la denominacién
de quesos frescos (NTP 202.95-2004). Dato similar a los mostrados por Sieber et al.
(2011) con 18.5% en queso fresco, O’Callaghan et al. (2017) con 11% en queso ricotta.

En cuanto a sélidos totales de los quesos frescos con y sin adicién de nisina y AEO se
aprecia que no se presentd diferencia significativa en los datos obtenidos entre los
tratamientos (Q1 y Q2 respecto de QO0), no obstante, en el periodo de almacenamiento,
se observo un incremento de todos los puntajes. Esto debido a que se desarrolla un
desuerado complementario que es la evacuacién del lactosuero del queso, siendo un
fenémeno dindmico caracterizado por la cantidad de lactosuero expulsado en funcién
del tiempo (Eck, 1990). Obteniéndose una concentracion de la caseina y la grasa
(Walstra et al., 2006). Los valores de s6lidos totales encontrados oscilan entre 35.25 y
37.96%. Datos similares encontrados por Garrido (2014) de 38.75 y 43.73% para

quesos frescos elaborados con leche de vaca.
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4.3. Recuento microbiologico de quesos

Tabla 4.3. Recuento microbiano (log ufc/g) de quesos frescos a 1, 4 y 8 dias de

almacenamiento a 4 °C.

i Quesos!

Grupo microbiano Dia
Qo Q1 Q2

1 3.71824+0.90 2.50 B> +0.05 2.028+0.13
Aerobios meséfilos 4 4.49 A2+ (.59 3.01 4°+0.17 278 A+ 0.13

8 4.69 42 £ 0.36 3.024°+0.17 2.984+0.18

1 Nd Ba Nd Ba Nd B2
Enterobacterias 4 222814193 Nd B Nd Bb

8 3.54 42+ 0.69 3.234240.48 2.68 A4 +(0.84

1 Nd B2 Nd B2 Nd B2
Esporas 4 2.934140.29 1.97 4+ 1.76 2.05 4+ 1.80

8 4.50 4 +0.81 2394 +2.14 22844+ 2.03

Los datos representan promedios + desviacion estdndar. Distintos superindices en la misma fila
(a, b, ¢) indican diferencias entre tipos de quesos o en las columnas (A, B, C) indican
diferencias entre los dias de almacenamiento (p < 0.05).

Nd: no detectado (por debajo el limite de deteccidn).

1QO0: queso fresco elaborado sin adicién de nisina ni AEO; Q1: queso fresco elaborado a partir
de leche con adicién de 500 Ul/mL de nisina y 0.0025% de AEO; Q2: queso fresco elaborado
a partir de leche con adicién de 500 Ul/mL de nisina.

La calidad microbioldgica de los quesos frescos con y sin adicion de nisina y AEO se
muestra en la Tabla 4.3. En general, la adicién de nisina y AEO redujeron el recuento
microbiano de aerobios mesdfilos en ~ 1 log ufc/g en Q1 y Q2, respecto a Q0. Castro
et al. (2009) también observaron disminuciones de ~ 3 log ufc/g en el recuento de
aerobios mesoéfilos en muestras de queso blanco y fue atribuido a la adicion directa de
la nisina. En general, la nisina en combinacién con tratamientos fisicos inhiben el
crecimiento bacterias grampositivas (Molloy et al., 2011) desestabilizando la
membrana externa principalmente (Punyauppa-path et al., 2015). Por otro lado,
Marcial et al. (2016) reportaron minimas reducciones de mesoéfilos aerobios (~ 0.19
log ufc/g) al dia 5 de almacenamiento en muestras de queso argentino elaborado con

AEO.

No se detectaron recuentos de enterobacterias en los quesos frescos elaborados con

adicion de nisina y AEO (Q1 y Q2) al dia 1 y 4 de almacenamiento. Sin embargo, al
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dia 8 de almacenamiento estos quesos presentaron un recuento de ~ 3 log ufc/g que

fueron similares al queso control (QO).

Durante el tiempo de almacenamiento, los recuentos de meséfilos aerobios y esporas
de todos los quesos se incrementaron a partir del dia 4 de almacenamiento, mientras
que el recuento de enterobacterias de los quesos con adicién de nisina y AEO fue a los

8 dias de almacenamiento.

Los criterios microbioldgicos para el queso fresco en Peru, se rigen por la “Norma
Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad
para los alimentos y bebidas de consumo humano” - NTS N° 071 MINSA/DIGESA
(2008), donde se establecen limites microbianos para coliformes en quesos frescos (n
=5,c=2,m=5x10%, M = 10°), donde n es el nimero de unidades de la muestra; c es
el nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un numero de
microorganismos comprendidos entre m y M; m es el limite microbiolégico que se
separa la calidad aceptable de la rechazable; M es el maximo nimero de bacterias. Por
lo tanto, los recuentos de los quesos elaborados con adicidn de nisina y aceite esencial
(Tabla 4.3) se ubican por debajo de las recomendaciones higiénico sanitarias maximas
(3 log ufc/g) hasta el dia 4 de almacenamiento, respectivamente, siendo considerados

como aceptables.

4.4. Analisis sensorial

Los atributos sensoriales de dureza, sensacion acuosa y aroma de los quesos frescos se
muestran en la Tabla 4.4. Aunque no se percibieron diferencias estadisticas en la dureza
de Q1 y Q2, los consumidores describieron como més duros, respecto a Q0. La adicién
de 500 UI/mL de nisina a la leche de queseria aumento la sensacion acuosa en Q2 en
comparacion a Q0 y QI. La percepcion de la sensacion acuosa de los quesos frescos
fue relacionada al contenido de humedad (Mayta-Hancco et al., 2019).

Soares et al. (2011) observaron incrementos de humedad en muestras de quesos
tradicionales de Minas Gerais (Brasil) elaborados a partir de leche de vaca con adicién

de 500 UI/mL de nisina, y fue atribuido a la accién de la nisina sobre las bacterias
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responsables de la protedlisis que generaron mayor nimero de cadenas polipeptidicas
y moléculas de agua de solvatacion.

Sin embargo, los niveles de humedad en todos los quesos de nuestro experimento
fueron similares (Tabla 4.2). La adicién de AEO a la leche de fabricacién quesera
increment6 notablemente el aroma de Q1 en comparacién a Q0 y Q2. Este incremento
en el aroma es debido a los principales componentes del AEO, tales como el carvacrol,

timol, y-terpineno y p-cimeno (De Souza et al., 2016).

Los consumidores prefirieron Q2 y QO (control), calificandolos como “me gusta
moderadamente” con una puntuacién promedio de 6.9 y 6.7, respectivamente. Estos
quesos fueron descritos por los consumidores como quesos con textura, sensacion
acuosa y aroma aceptables. Por otro lado, Q1 alcanzé el calificativo de “me gusta
ligeramente”, con una calificaciéon promedio de 5.5 puntos, descrito por los
consumidores como un queso con aroma intenso a orégano. Los datos se observan en

la Figura 4.1.

Tabla 4.4. Andlisis sensorial de quesos frescos después de 2 dias de almacenamiento a 4 °C.

Quesos!
Atributo sensorial

Qo Q1 Q2
Dureza 0.00° 0.79*+1.77 1.212+1.14
Sensacién acuosa 0.00° 0.17%+1.49 0.96 2+ 1.37
Aroma 0.00" 1.332+2.10 0.58%+1.25

Los datos representan promedios + desviacion estandar. Distintos superindices en la misma fila
(a, b, ¢) indican diferencias entre tipos de quesos (p < 0.05).

1QO0: queso fresco elaborado sin adicién de nisina ni AEO; Q1: queso fresco elaborado a partir
de leche con adicién de 500 UI/mL de nisina y 0.0025% de AEO; y Q2: queso fresco elaborado
a partir de leche con adicién de 500 UI/mL de nisina.
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Q2

== Promedio

Qo Q1

Figura 4.1. Aceptacion por tipo de quesos.

QO0: Queso fresco elaborado sin adicién de nisina ni AEO; Q1: queso fresco elaborado con
adicion de nisina y AEO (500 UI/mL y 0.0025%), respectivamente; Q2: queso fresco elaborado
con adicién de nisina (500 UI/mL).
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CONCLUSIONES

Este estudio muestra que la adicién de nisina a la leche, en particular 500 UI/mL,
resulta ser efectiva para reducir el desarrollo de S. aureus en la leche, y de
enterobacterias, aerobios mesoéfilos y esporas en quesos frescos. Las caracteristicas
fisicoquimicas de los quesos elaborados con nisina y AEO mostraron que el pH se
mantuvo constante durante el almacenamiento en refrigeracién, mientras que el
contenido de grasa y sélidos totales aument6 por el drenaje del lactosuero. La adicién
de AEO no tuvo ningun efecto sobre S. aureus en la leche, y en los quesos elaborados
a partir de una combinacion de nisina y AEO produjo un intenso aroma a orégano que
no fue apreciado por los consumidores. Contrariamente, los quesos elaborados a partir
de leche adicionada de nisina presentaron mayor aceptacion por los consumidores al
igual que el queso control (sin adicién de nisina ni AEO) y fueron descritos como
quesos con textura, sensacion acuosa y aroma aceptables. El uso de nisina como

antimicrobiano puede contribuir a la seguridad de la leche y el queso fresco.
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ANEXO 1. FICHA DE EVALUACION SENSORIAL DE QUESO FRESCO

Nombre del catador: Fecha: /

Catese atentamente las muestras de queso y sefdlese la valoracién que se considere
para cada cardcter (comprobando con la muestra control).

Para la notacién de cada atributo, la siguiente escala de la magnitud de la desviacion
(nota hacia la parte positiva o negativa de la escala seglin es mayor o menor la
desviacion apreciada respecto a la muestra C):

Puntos:
C Desviacién no apreciable respecto al Control.
-1yl Desviacién minima respecto al Control.
2y2 Desviacién notable respecto al control.
3y3 Desviacién considerable con respecto al Control.
“4y4 Desviacién muy considerable respecto al Control.
| | | | | I | | |
Textura ) | | | | | I I | (+)
(dureza)
-4 -3 -2 -1 C 1 2 3 4
Sensacion | | | | | | | | |
- +
acuosa )] ! ! ! ! | | | | (+)
-4 -3 -2 -1 C 1 2 3 4
hroma gy ) T—F—F—F—T—
(intensidad)
-4 -3 -2 -1 C 1 2 3 4
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Aceptacion

En la siguiente escala de puntuacién marque con el cdigo asociado a cada queso el
comentario que mejor describe la muestra que ha probado. Tenga presente que usted
es el juez y el dnico que puede decir lo que le gusta. Nadie sabe si éste alimento debe
ser considerado bueno, malo o indiferente. La sincera expresion de su valoracién
personal nos ayudard a decidir.

En el cuadro en blanco escriba el cddigo del queso:

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me desagrada ligeramente

Me desagrada moderadamente

Me desagrada mucho

— | W[ NI | Q|0 |0

Me desagrada muchisimo

Describa cudles son los aspectos (atributos o parametros) mds y menos valorados de
cada tipo de queso:

Cadigo del

queso Aspectos mejores Aspectos peores
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ANEXO 2. GALERIA FOTOGRAFICA

Foto 1. Vista panordmica de Petrifilms con colonias de S aureus de muestras de leche.

Foto 2. Colonias de S. aureus en leche sin adicién de nisina ni AEO (A) y con adicién
de 500 UI/mL de nisina (B).

44



Foto 3. Colonias de aerobios mesoéfilos de muestras de queso fresco.

Foto 4. Colonias de enterobacterias de muestras de queso fresco.
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Foto 5. Colonias de de esporas de muestras de queso fresco.

Foto 6. Consumidores evaluando la calidad sensorial de quesos frescos.
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ANEXO 3. ARCHIVO DE DATOS

Tabla A. Resultados del recuentos de S. aureus en leche pasteurizada con diferentes
concentraciones de nisina 'y AEO.

S. aureus (Log ufc/mL)

Tratamiento AEO (%) Nisina (UI/mL)

2 3 4
1(Control) 0 0 3.59 3.48 Nd Nd
2 0.0025 0 341 345 3.21 3.19
3 0.005 0 3.36 3.42 Nd Nd
4 0 250 2.51 2.46 1.91 1.91
5 0.0025 250 2.66 2.67 Nd Nd
6 0.005 250 2.75 2.72 Nd Nd
7 0 500 2.27 2.32 1.45 1.49
8 0.0025 500 2.5 2.45 2.35 2.34
9 0.005 500 2.59 2.59 2.06 2.05

r: réplica

Nd. No determinado

Tabla B. Resultados del anélisis fisicoquimico de quesos frescos elaborados a partir de leche

con adicién de nisina y AEO durante el almacenamiento.

Almacenamiento (dia)

Nisina AEO
Queso 0 4 8
(U/mL) (%)
rl 2 3 rl 2 3 rl 2 r3
Grasa Q0 0 0 1620 1650 1590 16,50 17.50 16.50 17.00 18.00 17.50
(%) Ql 500 0.0025 1670 16.50 15,50 17.00 18.00 1690 17.60 18.00 17.80
Q2 500 0 16.50 16.25 1570 1650 1750 16.50 17.00 18.50 17.50
Q0 0 0 6.60 6.79 6.28 6.68 6.87 6.49 6.80 6.98 6.46
pH Q1 500 0.0025 6.64 6.77 6.36 6.59 6.81 6.45 6.70 6.85 6.59
Q2 500 0 6.60 6.56 6.31 6.70 6.69 6.31 6.80 6.91 6.52
Sélidos Q0 0 0 3594 3509 3521 37.04 3649 3770 3824 3696 37.92
totales
otates Q1 500 0.0025 3534 3638 37.13 3691 36.80 37.78 3822 37.26 3840
(g/100g de
queso) Q2 500 0 3575 3447 3554 3595 3699 3720 37.25 37.06 38.93
1: réplica
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Tabla C. Resultados del anélisis microbiol6gico de quesos frescos elaborados a partir de leche
con adicién de nisina y AEO durante el almacenamiento.

Almacenamiento (dia)

Grupo Nisina  AEO
microbiano Queso (U/mL) (%) v 4 8
rl 2 r3 rl 2 3 rl 2 3
Q0 0 0 3.00 4.72 341 4.55 5.05 3.87 4.66 5.07 4.35
Aerobios Q1 500 00025 245 254 250 320 288 295 322 290 295
mesofilos
Q2 500 0 1.90 2.15 2.00 2.90 2.65 2.80 3.00 2.80 3.15
Q0 0 0 Nd Nd Nd 341 3.26 Nd 4.32 3.30 3.00
Enterobacterias Q1 500 0.0025 Nd Nd Nd Nd 1.77 Nd 3.79 3.00 2.90
Q2 500 0 Nd Nd Nd Nd Nd 2.00 3.65 2.15 2.25
QO 0 0 Nd Nd 2.00 2.65 2.93 3.23 4.00 4.06 543
Esporas Q1 500 0.0025 Nd Nd 1.5 Nd 2.54 3.38 Nd 3.04 4.14
Q2 500 0 Nd Nd Nd Nd 2.80 3.35 Nd 2.95 3.90
Nd: no detectado.
r: réplica
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Tabla D. Resultados del andlisis sensorial: prueba descriptiva de quesos frescos.

Atributos

Sensacion
Aroma
Acuosa

Textura

Sensacion
Aroma
Acuosa

Textura

Consumidor

Queso

o

2

Q1

2

2

2

2

Q2

-2
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Tabla E. Resultados del andlisis sensorial: apreciacién de quesos frescos.

Q2

Ql

QO

Q0 Ql Q2

Consumidor
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