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Resumen

El queso fresco es uno de los productos derivados de la leche mas producidos en
Guatemala. De acuerdo con el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de
los Estados Unidos (CDC), la leche cruda y el queso fresco se consideran como los
causantes del 96 % de las enfermedades transmitidas por alimentos.

En la actualidad, no se ha establecido un tratamiento bioldgico considerado efectivo
en la disminucion de los microorganismos patéogenos o que haya reducido
significativamente la carga microbiana sin afectar las caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas de este tipo de alimento. La contaminacién del queso fresco puede
producirse por la utilizacion de leche no pasteurizada, a través de agua contaminada durante
el proceso, el aire, los utensilios, el suelo o durante su transporte. Asimismo, se tiene
deficiencias en las buenas practicas de manufactura durante su procesamiento, asi como el
mal manejo de temperaturas y tiempos y fallas durante la manipulacion.

Debido a lo anteriormente mencionado, en el presente estudio se pretende
determinar la evaluar el desempefio de tres cepas probidticas y una mezcla de estas, con el
fin de establecer si los probidticos logran reducir la concentracion de patdgenos en muestras
de queso fresco artesanal sin afectar sus propiedades organolépticas de forma significativa.
Para poder realizar esta investigacion, se elaboraron quesos frescos que fueron inoculados
con los patdgenos Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Escherichia coli ATCC 25922,
asi como con las cepas seleccionadas de probioticos, las cuales fueron Pediococcus
acidilactici ATCC 8042, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 y Lactobacillus
fermentum ATCC 9338.

Se determind que el probidtico que presentd mejores resultados fue Lactococcus
lactis subsp. lactis ATCC 19435, ya que extendid la vida util por 15 dias al comparar con
el queso control, ademas de que disminuyd la carga de ambos patégenos. En cuanto a los
atributos sensoriales, se establecid que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en las propiedades organolépticas de los quesos frescos al afiadir los distintos
probiodticos. Sin embargo, se tuvo desviaciones en los recuentos microbioldgicos
elaborados a los quesos, por lo que se podria optar por métodos més sensibles y exactos
para esta determinacion, como PCR.
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Abstract

Fresh cheese is one of the most widely produced dairy products in Guatemala.
According to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) of the United States,
raw milk and fresh cheese are considered responsible for 96 % of foodborne illnesses.

Currently, no biological treatment has been established that is considered effective
in reducing pathogenic microorganisms or significantly decreasing the microbial load
without affecting the sensory and physicochemical characteristics of this type of food.
Fresh cheese contamination may result from the use of unpasteurized milk, contaminated
water during processing, air, utensils, soil, or during transportation. Additionally,
deficiencies in good manufacturing practices during processing, improper temperature and
time management, and handling failures are also observed.

Due to the previously mentioned issues, this study aims to evaluate the performance
of three probiotic strains and a mixture of them to determine whether probiotics can reduce
the concentration of pathogens in samples of artisanal fresh cheese without significantly
affecting its organoleptic properties. To carry out this research, fresh cheeses were
produced and inoculated with the pathogens Salmonella typhimurium ATCC 14028
and Escherichia coli ATCC 25922, as well as with the selected probiotic strains, which
were Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435,
and Lactobacillus fermentum ATCC 9338.

It was established that the probiotic strain that presented the best results was
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435, as it extended the shelf life by 15 days
compared to the control cheese and reduced the load of both pathogens. Regarding the
sensory attributes, it was established that there is no statistically significant difference in
the organoleptic properties of the fresh cheeses with the addition of the different probiotics.
However, deviations were observed in the microbiological counts performed on the
cheeses, suggesting that a more sensitive and accurate method, such as PCR, could be
suitable for this determination.
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I. Introduccion

El queso fresco se encuentra entre los productos derivados de la leche mas
frecuentemente elaborados en Guatemala. Segun el estudio realizado por el Instituto
Nacional de Estadistica Guatemala -INE- en 2017, el consumo de queso fresco por las
familias guatemaltecas es de 34.46 gramos/dia y dicho consumo se debe a que se considera
una fuente de proteina barata, ademas de que su ingesta aporta calorias, grasas, vitaminas
y minerales.

El queso fresco artesanal puede contaminarse con patdgenos como consecuencia a
las deficiencias que se tienen durante su elaboracion. Segun el Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), la leche cruda y el queso fresco
se consideran como los causantes del 96 % de las enfermedades transmitidas por alimentos,
haciendo mencién que estos productos no pasteurizados causan 840 veces mas
enfermedades y 45 veces mdas hospitalizaciones que estos mismos productos lacteos
elaborados a partir de leche pasteurizada.

También se ha reportado que, con la finalidad de cubrir las practicas deficientes
durante la elaboracidn del queso, se agregan sustancias extraiias para la conservacion, tales
como formol, antibiodticos o cantidades excesivas de aditivos, los cuales pueden tener una
repercusion en la salud de los consumidores.

Con el fin de disminuir la carga microbioldgica que pueda contener el queso fresco
artesanal, se ha llevado a cabo una serie de investigaciones en las cuales este es tratado con
probioticos, ya que estos microorganismos presentan actividad antagonica. Hasta la fecha,
se ha identificado un nliimero reducido de tratamientos que han logrado disminuir la carga
microbiana de patogenos hasta 4 log UFC/g; sin embargo, no se han establecido
tratamientos efectivos para el queso fresco que resulten en la reduccion de
microorganismos patogenos y que no afecten de forma negativa las propiedades
organolépticas. Por consiguiente, en esta investigacion se tiene como finalidad aplicar
distintos probidticos en quesos frescos para evaluar si estos logran prolongar la vida util
del queso y reducir la carga microbioldgica de patdogenos, sin impactar las caracteristicas
sensoriales de forma significativa.

Para ejecutarlo, se aplicaron cuatro in6culos de probidticos distintos en los quesos
frescos, evaluando la reduccion microbiologica de Salmonella typhimurium ATCC 14028
y Escherichia coli ATCC 25922; ademads, se evaluaron los atributos sensoriales y la vida
util de los quesos que contenian probidticos.



II. Antecedentes

A. Prevalencia de patogenos en el queso fresco

Barrios (2006) llevo a cabo la evaluacion microbiologica del proceso de elaboracion
de queso fresco y producto final expendido en la Unidad de Comercializacion de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en donde se realizaron recuentos de coliformes
fecales, E. coli, S. aureus y Salmonella spp. Los resultados que se obtuvieron en el producto
final fueron >10 UFC/g de coliformes fecales, >1 UFC/g de E. coli y >1,000 UFC/g de S.
aureus, por lo que el queso fresco fue reportado como no apto para el consumo humano
segin los pardmetros sugeridos por la Comision Internacional de Especificaciones
Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF) para coliformes fecales (<10 UFC/g) y E. coli
(<1 UFC/g) y por la norma COGUANOR NGO 34 197 para S. aureus (<100 UFC/g) y
Salmonella spp., la cual debe estar ausente (ICMSF, 1991; COGUANOR NGO 34 197,
1975).

Revisiones bibliograficas han demostrado que los microorganismos cominmente
reportados ante las entidades de salud de América Latina y Estados Unidos como causantes
de enfermedades transmitidas por el consumo de queso fresco entre 2007 y 2016, son
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y
Clostridium perfringens. Asimismo, se determind la prevalencia de estos patdgenos,
reportandose valores de: 2.1-28.1 % para E. coli, 6.7 % para L. monocytogenes, 13.7-40.7
% para Salmonella spp. y 18.4 % para C. perfringens (Merchan et al., 2018).

B. Uso de probidticos en la reduccion de carga microbiana en queso

Se ha estudiado el uso de bacterias 4cido lacticas en el control de patdogenos como
Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo; se encontré que, al utilizar
Lactobacillus sakei en queso Calabria, se tenia una reduccion entre 0.5-1.0 UFC/log con
respecto al indculo inicial. De igual manera, se identifico que, al agregar Lactococcus lactis
subsp. cremoris FT27 a la superficie del queso gorgonzola, L. monocytogenes no era
detectable luego de 60 dias. Finalmente, se determiné que, al agregar Lactobacillus brevis
2-392, Lactobacillus plantarum 1-399 y Enterococcus fascales, se tenia una reduccion de
4 log UFC/g al comparar con el indculo inicial de L. monocytogenes, luego de 15-21 dias
(Webb, Luyao y Lu, 2022).

La actividad antagdnica de las bacterias 4cido lacticas ante Listeria monocytogenes
y Escherichia coli ha sido comprobada. Se determind que, a partir del queso fresco, es
posible aislar 75 cepas probidticas; se midio la actividad antagonica de estas a través del
método de difusion de agar, observando que 10 de estos probidticos presentaron actividad
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antagonica importante, siendo Lactobacillus plantarum la cepa que mostro actividad frente
a ambos patogenos. De igual manera, Lactobacillus brevis y Lactobacillus pentosus fueron
antagonicas frente a Listeria monocytogenes (Peralta, 2014).

El uso de probidticos para la reduccion de patdogenos presentes en el queso fresco
ha sido estudiado con anterioridad, pues este se considera como un método de conservacion
natural. Se ha aplicado bacterias 4cido lacticas para reducir la cantidad de patdégenos
presentes regularmente en los alimentos, encontrando que la cepa productora de reuterina
Lactobacillus reuteri INIA P572 presenta un efecto antimicrobiano significativo ante L.
monocytogenes'y E. coli O157:H7 en queso blanco ultrafiltrado. Asimismo, se ha evaluado
la reduccion de E. coli ATCC 25922 y Salmonella typhimurium ATCC 14028 utilizando
Lactobacillus paracasei M5-L, L. rhamnosus J10-L, L. casei Q8-L y L. rhamnosus ATCC
53103 en Agar Tripticasa Soya (TSA), en donde se evidenciaron zonas de inhibicién con
didmetros entre Imm y 2mm en el agar (Gao et al., 2019).

Por otro lado, se ha investigado la bioconservacion de los quesos frescos de
Metapan, utilizando la cepa probidtica Lactobacillus rhamnosus Howaru™ frente a
Listeria Monocytogenes ATCC 19118, ademas de evaluar la vida util y caracteristicas de
los quesos inoculados con el probidtico. Primero, se determiné la calidad microbiologica
inicial del queso fresco utilizando los criterios mencionados en el RTCA 67.04.50:08:
“Criterios Microbioldgicos para la Inocuidad de Alimentos”. Posteriormente, se inocularon
los quesos frescos con las cepas estandarizadas en concentraciones de 10°y 107 UFC/g para
Lactobacillus rhamnosus Howaru™ y 10° y 10° UFC/g para Listeria Monocytogenes
ATCC 19118, realizando recuentos a los cero, tres, cinco, ocho y quince dias. Al final del
estudio, se encontrd que, a concentraciones altas de la cepa de Listeria monocytogenes
ATCC 19118, el probidtico no lograba inhibir el crecimiento de esta; por otro lado, cuando
se tenia concentraciones menores de la cepa patogena, el probiotico lograba inhibir su
crecimiento completamente hasta los tres dias de ensayo, sin tener un efecto en las
concentraciones organolépticas. Finalmente, también se estableci6é que la vida de anaquel
de los quesos frescos inoculados con la cepa probidtica resultd ser mas larga, pues las
caracteristicas organolépticas se mantuvieron hasta ocho dias, mientras que las del queso
de referencia se pierden a los tres dias cuando estos son almacenados a temperaturas entre
4.8-5.1 °C (Martinez y Trujillo, 2017).

Alvarez (2011) realizé un estudio acerca del efecto de Lactobacillus casei ATCC
393™ sobre Escherichia coli durante la vida comercial del queso fresco, inoculando de
manera conjunta al queso fresco experimental tres poblaciones de Lactobacillus casei
ATCC 393™ (10%, 10° y 10° ufc/mL) y una poblacion de Escherichia coli ATCC 25922
(10° ufc/mL). Estos quesos fueron almacenados a 8 °C por 10 dias, en donde se realizaron
pruebas fisicoquimicas y microbiologicas diariamente. Como resultados, se pudo ver que
el tratamiento con una poblacion inicial de 10° ufc/mL de Lactobacillus casei ATCC 393™
presentd un efecto bactericida, lo que permitid6 una mayor inhibiciéon y reduccion
poblacional de Escherichia coli. De igual manera, se determind que la inhibicién de
Escherichia coli se debid, probablemente, a la acumulacion de las bacteriocinas secretadas
por la cepa Lactobacillus casei ATCC 393™ y no por la produccion de acido lactico.



Se ha investigado sobre la bioconservacion de queso fresco mediante la adicion de
Lactoccocus lactis UQ2 y el uso de un recubrimiento activo comestible elaborado con
caseinato de sodio y quitosano, agregando natamicina y arginato laurico como agentes
antimicrobianos para evitar el deterioro del queso fresco por la pérdida de humedad y
proliferaciones microbianas, en donde se encontré que el uso combinado del recubrimiento
activo comestible y las microcapsulas de L. lactis UQ2 dieron una buena capacidad de
inhibicion in situ contra Listeria monocytogenes en el queso fresco, ya que se redujeron 1.5
log UFC/g en los primeros 4 dias de almacenamiento, a la vez que también redujo en mas
de 10 veces la poblacién de mohos y levaduras en queso fresco, alargando asi la vida de

anaquel del producto, pues aumento6 la vida atil 5 dias mas comparado con el control (Maya,
2021).

Asimismo, se ha evaluado el efecto inhibitorio de dos concentraciones de nisina
(10.0 y 16.7 mg/kg) en poblaciones de Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y coliformes totales en queso blanco tipo “telita”
manufacturado en una fabrica de queso de Upata, Venezuela. Se encontrd que las dos
concentraciones de nisina adicionadas al queso tuvieron un efecto inhibitorio en la
poblacion de S. aureus. De igual forma, tampoco se detectd Salmonella spp. ni Listeria
monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas. Los recuentos de coliformes totales
y de E. coli encontrados en el queso sin nisina no mostraron variacion al compararlos con
los recuentos de las muestras de queso inoculadas con las dos concentraciones de nisina
(Mérquez y Garcia, 2007).

C. Analisis sensorial de queso inoculado con probioticos

Se ha estudiado el impacto de la adicion de probiodticos en las caracteristicas
sensoriales de distintos quesos; por ejemplo, se analiz6 los atributos organolépticos de un
queso cheddar inoculado con un cultivo iniciador, Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium bifidum; se dej6 madurar por 60 dias el queso cheddar y luego este fue
evaluado por un panel no entrenado con habito de consumo de productos lacteos,
conformado por 12 personas. Se realizé un andlisis de aceptacion para establecer si existen
diferencias significativas entre los tratamientos, los cuales fueron: con cultivo iniciador
(T1), cultivo iniciador y Lactobacillus acidophilus (T2) y con cultivo iniciador y
Bifidobacterium bifidum (T3). Al final del experimento, se encontré que, al evaluar la
apariencia, aroma, textura, acidez, sabor y aceptacion general, no se presentaron diferencias
significativas al comparar con el queso control (Naranjo, 2008).

Por otro lado, se ha evaluado la adicion de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei a un queso maduro, teniendo como fin determinar el tiempo
adecuado de maduracion del queso con base a la aceptacion de los atributos sensoriales de
textura y sabor. Se hizo una prueba de aceptacion con 75 consumidores, evaluando la
aceptabilidad, sabor y textura del queso a los 13, 30 y 45 dias de maduracidn; no obstante,
al analizar los resultados de la experimentacion, se establecid que no existi6 diferencia
significativa en la aceptabilidad del sabor y la textura para los quesos, a pesar de que fueron
sometidos a distintos tiempos de maduracién (Boza, Morales y Henderson, 2010).



También se propuso agregar Lactobacillus acidophilus al queso fresco para
examinar la influencia del probidtico en las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
de este, realizando analisis sensoriales a los 8 y 15 dias después de la fabricacion para
detectar las diferencias entre los quesos elaborados, un queso control y un queso comercial.
Para realizar este andlisis sensorial, se utilizo de una prueba de comparaciones multiples
con base a tres estimulos, utilizando a 8 jueces semientrenados que evaluaron el sabor,
aroma y textura. Se encontré que Lactobacillus acidophilus brinda caracteristicas
sensoriales favorables al queso fresco después de 8 dias de almacenamiento, especialmente
en el sabor, pues este resultd ser mas agradable en el queso con probidticos que en las
muestras de queso control y comercial (Zambrano, 2010).

Por 1ultimo, se investigd sobre los efectos del cultivo probiotico Mesophilic
Homofermentative en las caracteristicas sensoriales del queso fresco al utilizar distintas
dosis de este (1, 2 y 3 gramos), llevando a cabo una prueba de aceptacion con un panel semi
entrenado conformado por 30 personas. Al realizar la evaluacion de los resultados, se
encontrd que existian diferencias significativas entre las dosis aplicadas en el queso,
principalmente en los atributos de sabor, color, textura y calidad general. Se observd que
el tratamiento que tuvo una mejor aceptacion fue en el que se aplicd inicamente un gramo
del cultivo probidtico, ya que este aportd caracteristicas sensoriales favorables,
especialmente en el sabor (Cedefio y Mera, 2015).

D. Evaluacion de la vida util de queso inoculado con probidticos

Se han producido quesos frescos con probidticos y, como parte de esa
experimentacion, se ha hecho estudios de su vida util; se experimentod con la adicion de
Lactobacillus plantarum T571 a esta matriz. Se determin6 que los valores fisicoquimicos
de pH, acidez titulable y actividad de agua se encontraban dentro de los valores usuales
para este tipo de producto. Sin embargo, fue evidente que el pH y la acidez titulable fueron
significativamente afectados por la presencia del cultivo probidtico. Los autores
encontraron que el microorganismo Lactobacillus plantarum T571 producia bajos niveles
de acido lactico, ya que el valor del pH de la leche era de 6.70 y se redujo a 6.51 en el queso
probiotico al primer dia de almacenamiento, mientras que el queso control tenia un valor
de pH de 6.63. De igual manera, se observo que el aumento de la acidez titulable fue mas
intenso en las muestras de queso que contenian el probidtico. Se consider6d que el tiempo
de vida 1til para estos quesos fue de aproximadamente 42 dias, almacenados a 4 °C,
empacados al vacio (Papadopoulou y Chroanopoulos, 2016).

Por otro lado, se anadio Lactobacillus acidophilus a queso suave reducido en sal
(3% de concentracidn). El probidtico se aplicd en dosis de 1 y 3% y las muestras fueron
analizadas en el minuto 0 y cada 3 dias hasta que se identifico el deterioro del queso. El pH
de las muestras control, y de Lactobacillus acidophilus aplicado a 1 % y 3 % fueron de
6.42, 6.33 y 6.47 en el minuto 0, los cuales decrecieron al final de la vida 1til a 5.89, 5.65
y 5.43, respectivamente. Se encontré que el queso control tuvo una vida tutil de 18 dias,
mientras que ambas muestras con probidtico duraron 27 dias (Sobeih, Ibrahim y Elbarbary,
2011).



Finalmente, se han aplicado probidticos con la finalidad de extender la vida util de
los productos lacteos; se anadid Pediococcus acidilactici para hacer mas duradero el queso
suave y mejorar la calidad de este. Se hicieron tres tratamientos: muestra control, muestra
con Pediococcus acidilactici al 1 % y muestra con pediocina cruda. El experimento fue
monitoreado en el minuto cero y durante el almacenamiento en refrigeracion (4-7°C) hasta
que se denotaron sefiales de deterioro a través de sus parametros sensoriales, indices de
acidez y estado microbiologico. Los resultados demostraron que la adicion del probiotico
al 1 % mejord la calidad y extendi6 la vida 1til a 29 dias; por el contrario, la pediocina
cruda aument¢ la vida util a 34 dias, permitiendo que el queso tuviese buenas caracteristicas
organolépticas. Las muestras control tuvieron una duracion de 18 dias (Mohamed et al.,
2013).



III. Justificacion

Uno de los productos derivados de la leche mas elaborados por las pequenas
queserias de Guatemala es el queso fresco. Este producto es accesible para la mayoria de
la poblacion y provee una fuente de proteina relativamente barata; ademas, el consumo del
queso fresco también contribuye a la ingesta de calorias, grasa, vitaminas y minerales
(Velasquez, 2008). Segun el estudio realizado por el Instituto Nacional de Estadistica
Guatemala -INE- en 2017, el consumo de queso fresco por las familias guatemaltecas es de
34.46 gramos/dia. Asimismo, la Asociacion para la Promociéon y el Desarrollo de la
Comunidad -CEIBA- en 2010 establecio que el consumo de queso fresco por familia habia
incrementado a lo largo de los afios, pues en 2004 se consumian 14.6 gramos/dia, en 2007
18.35 gramos/dia y en 2010 23.32 gramos/dia.

De acuerdo con el estudio realizado por Merchan et al., (2018), en un informe
publicado por el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC), se establecio que, en Estados Unidos, la leche cruda y el queso causan el
96 % de las enfermedades transmitidas por alimentos, mencionando que estos productos
no pasteurizados causan 840 veces mas enfermedades y 45 veces mas hospitalizaciones que
estos mismos productos lacteos elaborados con leche pasteurizada. Los patdgenos
reportados con mayor frecuencia en el queso fresco son Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica'y Brucella spp.

En Sacatepéquez, Guatemala el 18 de agosto de 2022 se notifico sobre una alerta
epidemiologica por un brote de intoxicacion alimentaria ocasionada por consumir queso
fresco contaminado. De acuerdo con el Ministerio de Salud, se contabilizaron 45 casos de
intoxicacion por consumo de queso fresco artesanal envuelto en “hoja verde natural” y
distribuido por un repartidor particular. El 53 % de los casos necesitd de atencion
hospitalaria, mientras que el 47 % de los pacientes fueron atendidos de forma ambulatoria
(Barrientos, 2022). Los afectados presentaron sintomas como vomitos, dolor abdominal y
fiebre. En la alerta que se lanzd se recomendd no consumir quesos frescos del que no se
conociera el origen, a menos que en la etiqueta indicase que habia sido elaborado con leche
pasteurizada. También se le pidio6 a la poblacion reforzar el lavado de manos y la adecuada
preparacion, manipulacion y conservacion de los alimentos. Finalmente, se indico que el
brote fue causado por una bacteria en los quesos, aunque nunca se revelo de cudl se trataba
(Garcia, 2022).

El queso artesanal puede volverse un vehiculo transmisor de patégenos como
consecuencia de las deficiencias que se tienen durante la fabricacion en puntos criticos,
tales como el mal manejo de tiempos y temperaturas durante el procesamiento y fallas
durante la manipulacion (Merchan et al., 2019). Usualmente, la elaboracion del queso se
realiza a partir de leche cruda sin ninguin tratamiento previo; la cantidad y tipos de
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microorganismos presentes en la materia prima dependen de la alimentacion de los
animales, el saneamiento general del establecimiento de fabricacion y la calidad del agua
utilizada para lavar utensilios (Merchan et al., 2018). Debido a estas practicas deficientes
durante la elaboracion del queso, la vida de anaquel de este se vuelve mas corta, lo que
ocasiona pérdidas econdmicas a los productores; se ha estimado que se pierde alrededor del
22 % de leche y productos lacteos en América Latina, siendo la principal razon de pérdidas
el estropeado del producto (Esteban, 2018).

Segun el estudio realizado por Obed et al., (2018), se ha determinado la presencia
de sustancias extrafias para la conservacion de los productos lacteos; se tiende a agregarles
formol, antibidticos o cantidades excesivas de aditivos alimentarios para inhibir el
crecimiento microbiano en los mismos; de igual manera, se adultera la leche con aditivos
no permitidos por el Codex Alimentarius o con antibidticos. Sin embargo, aunque estos
quimicos ayuden a conservar la leche y sus derivados, se considera una mala préctica la
adicion de estos, pues puede afectar la salud de los consumidores, atentando asi contra la
salud publica ya que pueden provocarse alergias y resistencia a los antibioticos.

Por otro lado, los probidticos son microorganismos vivos que confieren un efecto
beneficioso para la salud del huésped, cuando se administran en la cantidad adecuada. Estos
tienen como beneficios combatir enfermedades intestinales como colitis, mejorar la
digestion, combatir el estrefiimiento y la diarrea y ayudan a aumentar la absorcion de la
vitamina B, calcio y hierro (Sanchez, Ruiz y Morales, 2015). Ademads, estos han
demostrado capacidad para producir metabolitos con actividad antimicrobiana que evitan
el desarrollo de microorganismos patdgenos (Martin del Campo, Gémez y Alaniz, 2008).

Se ha investigado la actividad antagénica de los probiodticos en el queso con
anterioridad, sin embargo, no se ha realizado la investigacion utilizando tres distintas cepas
en esta matriz. Debido a lo anteriormente mencionado, se busca evaluar siete cepas
probidticas para identificar las tres que presenten una mayor actividad antagénica ante los
patdgenos a evaluar; se hard la adicion de estas las cepas probioticas y una mezcla de estas
a muestras de queso fresco artesanal para evaluar su desempefio en la reduccion de la carga
microbiana de Salmonella typhimurium y Escherichia coli. La inoculacion de estos
probiodticos podria ser considerado como un conservante natural que permita reducir las
incidencias epidemiologicas por el consumo de queso fresco, también ayudando asi a la
reduccion del uso de conservantes de origen quimico, como los sorbatos y tartratos.



IV. Objetivos

A. General

Evaluar el desempefio de las cepas probidticas en la disminucion de la carga
microbiana de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Escherichia coli ATCC 25922 en
queso fresco artesanal.

B. Especificos

1. Evaluar la cantidad de unidades logaritmicas reducidas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Escherichia coli ATCC 25922 al utilizar
probidticos como agentes antagonistas en queso fresco artesanal.

2. Caracterizar las propiedades organolépticas de los quesos frescos elaborados
inoculados con las cepas probidticas para compararlas con un queso fresco
artesanal patron.

3. Determinar el tiempo de vida de anaquel de los quesos frescos inoculados con
probiodticos a temperaturas de refrigeracion a través de la medicion de las
propiedades fisicoquimicas, comparandolas con un queso fresco artesanal
patron.



V. Hipotesis

A. Comparacion de la aceptacion de los atributos sensoriales entre los
quesos frescos inoculados con probioticos

Ho: pi=p2=p3 =4 = ps
Ha: no todas las medias muestrales son iguales.

Donde:

e ;= Valor medio de x obtenido para el queso control.

e 1> = Valor medio de x obtenido para el queso inoculado con Pediococcus
acidilactici ATCC 8042.

e 3 = Valor medio de x obtenido para el queso inoculado con Lactococcus
lactis subsp. Lactis ATCC 19435.

e us = Valor medio de x obtenido para el queso inoculado con
Limosilactobacillus fermentum ATCC 9338.

e us = Valor medio de x obtenido para el queso inoculado con la mezcla de
los tres probidticos mencionados con anterioridad.

x = atributos sensoriales (aceptacion general, color, olor, textura y sabor).
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VI. Marco Teorico

A. Leche

1. Definicion

La secrecion lactea proveniente de los mamiferos es un liquido de estructura y
composicion compleja, con color blanco opaco, sabor suave, olor caracteristico y pH
cercano al neutro. El contenido graso se encuentra en forma de emulsion, mientras que las
proteinas se encuentran en suspension y el resto de los componentes, tales como la lactosa,
minerales, etc., se encuentran disueltas. Dentro de las caracteristicas fisicas que se le
evaluan a la leche se encuentran la densidad, el contenido de grasa, el punto de congelacion,
solidos no grasos y la acidez titulable (Arteaga, 2016).

Poggio (2015) indica que el término “leche” se utilizara de forma exclusiva para el
producto de secrecion mamaria normal, obtenida mediante uno o varios ordefos, sin
ninguna adicion ni sustraccion, la cual posee de un 3-4% de grasa, 3.5% de proteinas y 5%
de lactosa en su composicion, aunque la composicion puede variar segun la especie de
procedencia.

2. Composicion quimica

La leche es una mezcla compleja de diferentes sustancias, las cuales se encuentran
presentes en suspension o emulsion y otras en forma de solucidén, conformada por
sustancias definidas como agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales. A este
conjunto de sustancias se les define como extracto seco o solidos totales. Los solidos totales
pueden variar por diversos factores, como lo son la raza, el tipo de alimentacion, el medio
ambiente y el estado sanitario de la vaca (Agudelo y Bodeya, 2005).

La leche con mayor concentracion de solidos, esencialmente de proteina y grasa,
aportan mas nutrientes al consumidor y mejoran la capacidad de la leche para convertirse
en un producto lacteo. Se ha definido que los factores que mas afectan en la composicion
de esta son la dieta, clima, etapa de lactancia y la genética (Calvache y Navas, 2012). La
leche de vaca tiene la composicion estimada que se muestra en el Cuadro 1, sabiendo que
esta composicion tiende a variar por los factores mencionados con anterioridad.

11



Cuadro 1. Composicion tipica de la leche de vaca

Contenido
Nutriente (a) (b) (c)
Agua (%) 88 87.9 87.0
Lactosa (%) 4.7 4.7 4.8
Grasa (%) 3.4 3.4 4.0
Proteina (%) 3.2 3.1 3.5
Sales minerales (%) 0.72 0.9 0.7

Fuentes: (a): Agudelo y Bedoya (2005); (b): Cunningham (2011); (c):
Magarifios (2010).

a) Agua

El contenido de agua de la leche de diferentes especies de mamiferos puede variar
del 36 % al 90.5 %; sin embargo, usualmente representa un 87 % del contenido total de la
leche. Esta variacion puede deberse a la alteracion de cualquiera de los otros componentes
que esta posee, como las proteinas, lactosa y, sobre todo, la grasa (Estrada, 2011).

b) Grasa

La grasa se encuentra en la leche en una suspension acuosa en forma de pequenios
glébulos dispersos de mayor o menor tamafio recubiertos de una membrana que la protege
de la degradacion y en cuyo interior se encuentran los triglicéridos. La cantidad de materia
grasa presente en cualquier leche varia en funcion de la alimentacion de la vaca, estacion
del afio, estado de lactancia y el nimero de partos de la vaca, la raza, genética y el manejo
y estado sanitario del animal (Lopez y Barriga, 2016).

c) Proteina

Las proteinas de la leche son consideradas como el componente mas importante
desde el punto de vista nutritivo (Lopez y Barriga, 2016). La caseina se encuentra
suspendida en la leche a través de micelas. El papel nutricional de esta es el suministro de
aminoacidos, calcio y fosforo inorganico. Por otro lado, las proteinas del suero de leche se
clasifican en albuminas y globulinas. Estas proteinas son consideradas de alto valor
bioldgico, ya que cuentan con un amplio perfil de aminoacidos que incluyen aminoacidos
azufrados, de cadena ramificada, lisina y triptofano (Estrada, 2011; Agudelo y Bedoya,
2005).

d) Carbohidratos

Se considera que la lactosa es el tnico carbohidrato de la leche, conteniéndola en
un 4.5 % aproximadamente. Esta es un 85 % menos dulce que la sacarosa y contribuye,
junto con las sales, al sabor global de la leche, siendo las cantidades de lactosa y de sales
inversamente proporcionales (Estrada, 2011). La lactosa es un azlicar que puede ser
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fermentado por microorganismos para producir acido lactico, diéxido de carbono y otros
compuestos importantes como el diacetilo, que intervienen en la formacion del aroma. El
acido lactico origina una disminucién de pH indispensable para lograr la coagulacion en la
elaboracion de leches fermentadas y quesos (Lopez y Barriga, 2016).

e) Sales minerales

Los minerales forman parte de la leche en una proporcion baja (0.5-1 %), aunque
estos ejercen una gran influencia sobre las caracteristicas de esta y su reologia. La mayor
parte de las sales estan disueltas (moléculas e iones) y otras lo estdn en estado coloidal
formando compuestos con la caseina. Gran parte son minerales como el fosforo, cloruros y
bicarbonatos, aunque también hay de origen organico como el citrato, el cual interviene en
el equilibrio del calcio (Lopez y Barriga, 2016).

f) Vitaminas

La leche contiene vitaminas como A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos,
nicotinamida, biotina y acido f6lico; la concentracion de estas se encuentra sujeta a cambios
dependiendo de la época del afo, tiempo atmosférico, ambiente y alimentacion. La
alimentacion de la vaca tiene repercusiones en la cantidad de carotenos y vitamina A que
posee la leche (Agudelo y Bedoya, 2005).

La vitamina D interviene en la absorcion del calcio y fosforo en el intestino, ademas
resulta ser indispensable para el buen mantenimiento del sistema 6seo a lo largo de la vida.
Se encuentra en muy bajas concentraciones en el caso de leche y derivados a los que no se
les ha adicionado esta vitamina. Por otro lado, la vitamina E, también llamada tocoferol, es
considerada un antioxidante que protege a las membranas de las células del dafio por
radicales libres (Estrada, 2011; Fernandez et al., 2015).

B. Queso fresco

1. Caracteristicas generales

De acuerdo con la norma COGUANOR NGO 34 197, el queso es el producto lacteo
sin madurar o madurado, obtenido por la coagulacion enzimatica y/o acida de la leche,
suero de leche, crema o cualquier combinacion de estos, después de drenar el suero
formado, con o sin aplicacion de calor, y con o sin la adicion de otros ingredientes y aditivos
alimentarios. Esta norma también expresa que el queso fresco es el queso no madurado ni
escaldado, moldeado, de textura relativamente firme, levemente granular, preparado con
leche integra, semidescremada o descremada, cuajada por enzimas y/o acidos organicos,
generalmente sin cultivos lacticos (COGUANOR NGO 34 197, 1975).

La vida 1til del queso fresco puede llegar a ser de aproximadamente dos semanas,
dependiendo del proceso de elaboracion y condiciones de almacenamiento, siendo esta vida
util mas prolongada para productos industriales, ya que se les agregan aditivos y
conservantes, por el contrario, un producto artesanal al cual no se le afiaden preservantes,

13



la vida util se puede delimitar a una semana. Su transporte y almacenamiento se debe hacer
a temperaturas de 4-10 °C (Amiot, 1991).

La norma COGUANOR NGO 34 197 indica que el queso fresco debe tener una
humedad méaxima del 70 % y un porcentaje de grasa lactea no menor a 1.23 % (CRETEC,
1975). Debido a que este producto posee una alta humedad, se ve favorecido el crecimiento
de microorganismos (Plank, 2005), por lo que se deben cumplir con los criterios
microbiologicos establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, los
cuales se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas microbiologicas de los quesos frescos

Parametros Numero de m M
muestras a analizar

Staphylococcus 5 10> UFC/g 10° UFC/g
aureus
Salmonella spp. 5 Ausencia/25 g 0
Escherichia coli 5 10 UFC/g 10° UFC/g
Listeria 5 Ausencia/25 g 0
monocytogenes

Segun el Instituto de Nutricion de Centroamérica y Panama (INCAP, 2012), el 69
% de la poblacion guatemalteca incluia el queso dentro de su plan de alimentacion.

Los quesos frescos son considerados microbioldgicamente inseguros debido a la
presencia de patdogenos ya sea en la materia prima, leche cruda o a la contaminacién durante
la fabricacion de este. La elaboracion del queso fresco artesanal puede hacerse a partir de
leche cruda sin ningin tratamiento previo, estando el nimero de microorganismos
presentes en esta sujeta a factores como: la alimentacion de los animales, el saneamiento
general en la planta de fabricacion, la calidad del agua para lavar los utensilios, las

condiciones de manipulacion, la temperatura y el tiempo de almacenamiento del queso
(Merchén et al., 2018).

C. Proceso de elaboracion del queso fresco

1. Insumos

a) Leche

La leche es la principal materia prima que se utiliza en la elaboracion del queso
fresco. Esta leche tiene que ser pasteurizada, libre de calostro, conservantes, adulterantes y
neutralizantes. La calidad de la leche puede partir de dos grandes referentes: el
composicional y lo higiénico. La calidad composicional hace referencia a la cantidad de
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solidos totales, grasa y proteina que contiene esta, mientras que la calidad higiénica hace
referencia a la cantidad de bacterias que esta posee en unidades formadoras de colonia, es
decir, UFC por mililitro de leche (Moreno, 2022).

b) Cuajo

El cuajo contiene dos enzimas, quimosina y pepsina, siendo la quimosina la mas
activa durante la coagulacion. Sin embargo, ambas enzimas intervienen en la protedlisis
que ocurre en la maduracion del queso, dependiendo de la proporcion del cuajo que quede
retenido en la cuajada (Battro, 2010; Garcia, 1998).

El cuajo tiene como funcion separar el agua de la leche, llamado suero, de la
cuajada. La quimosina acttia directamente sobre la caseina, rompiéndola y permitiendo que
se dé la formacion de un gel que atrapa la mayor parte de los componentes solidos que
contiene la leche, el cual se va contrayendo, por lo que expulsa el suero poco a poco. Al
cortar la cuajada en cubos, se espera poder separar entre 50-90% del contenido inicial de
agua de la leche (Alvarez, 2011).

¢) Fermentos licticos (opcional)

Durante la pasteurizacion se pierden las bacterias acido lacticas que posee la leche
de forma natural, por lo que usualmente se recurre al uso de fermentos lacticos. La leche
debe contener los fermentos lacticos necesarios para asegurar la acidificacion. Estos
fermentos estdn constituidos principalmente por Streptococcus lactis y Streptococcus
cremoris, las cuales son fermentadoras de lactosa. Estas se afiaden en 500 mL/100 litros de
leche y se dejan actuar por un periodo de maduracion de 5-10 minutos. Luego de que el
fermento lactico ha madurado adecuadamente la leche, se agrega el cuajo y se agita por 3
minutos (Gonzalez, 2002).

d) Sal comun

El salado de alimentos es una técnica que se utiliza para la preservacion de estos.
Los niveles de sal en queso van aproximadamente de 0.6 % hasta 7 %, variando este rango
dependiendo del tipo de queso que se esté elaborando. Hacer uso de valores de sal menores
a los que se establecen puede producir defectos en el queso debido al crecimiento de
bacterias no deseables y/o patdogenas o a la actividad enzimatica no regulada, al igual que
se observan cambios en la reologia del queso, ya que presenta disminucion en su firmeza
(Ramirez et al., 2017).

La sal aumenta la presion osmdtica en la fase acuosa de los alimentos, causando
deshidratacion en las bacterias, previniendo asi su proliferacion y crecimiento. Junto con el
pH, la actividad de agua y el potencial redox, contribuye a la disminucion de deterioro y
prevencion de crecimiento de patdgenos. La sal permite controlar la textura, la sinéresis y
la humedad, ademas de contribuir a las caracteristicas del sabor. Para algunos tipos de
queso, el salado crea una corteza dura que lo protege durante la maduracion y el transporte
(Ramirez et al., 2017; Villamil, Cobos y Novoa, 2015).
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e) Cloruro de calcio

Una vez pasteurizada la leche, el calcio que posee la leche ya no queda disponible
para actuar durante la coagulacion. De igual forma, el calcio se ve afectado de forma
negativa con enfriamientos prolongados o alteraciones en la leche. Por estas razones, es
necesaria la adicion de cloruro de calcio, siendo la dosis recomendada 10 gramos/100 litros.
Los efectos de un buen balance en calcio son la disminucion del tiempo de coagulacion,
mejora en la salida del suero de la cuajada, retencion de grasa y compuestos de la leche. Se
recomienda afiadirlo 20 minutos antes de la coagulacion (Pardo, 2005; Battro, 2010).

2. Proceso de elaboracion

a) Recepcion de leche

La leche utilizada en la elaboracion del queso debe ser de buena calidad, tanto desde
el punto de vista fisicoquimico como microbiologico. Por esto mismo, deben realizarse
analisis para asegurar que esta posea las caracteristicas ideales para la fabricacion del
queso. Uno de los pardmetros importantes a medir previo a la elaboracion del queso es la
acidez titulable, la cual debe estar entre 0.12-0.18 % de acido lactico debido al contenido
anhidrido carbonico, proteinas y algunos iones como el fosfato. La leche no contiene 4cido
lactico, pero este se forma por accion bacteriana, convirtiendo la lactosa en acido lactico
por medio de la fermentacion; por esto mismo, la acidez titulable permite identificar la
calidad sanitaria de la leche (Moreno, 2022; Alvarez, 201 1).

Otra prueba importante que se debe realizar en esta etapa es la prueba de alcohol,
pues esta permite detectar la termoestabilidad de la leche cruda. Cuando la muestra es
inestable se da la coagulacion de la leche, por lo que no es apta para la elaboracion de
queso. La concentracion de etanol que puede utilizarse para estas pruebas es de 68 % v/v o
78 % v/v (Molina et al., 2001).

Finalmente, la densidad de la leche es un parametro que debe tomarse en cuenta
para evaluar su calidad, pues este valor permite detectar adulteraciones. La densidad
representa la presencia de varios componentes de la leche diluidos o no, en el agua que
constituye la leche. La densidad de la leche suele tener valores entre 1.027 a 1.033 g/mL
(Gonzélez et al., 2010).

b) Filtracion

Luego de las pruebas de calidad, se realiza una filtracion de la leche para eliminar
impurezas que puedan estar presentes en esta que pueden causar defectos y contaminacion
del producto (Pardo, 2005).

Esta filtracion puede hacerse por membrana, permitiendo asi la eliminacion de
componentes que no son deseables, como sedimentos o microorganismos. Ademas, la

filtracion permite mejorar la textura y aumenta la durabilidad del producto final (Gastalver,
2013).
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¢) Estandarizacion

La estandarizacion de la leche tiene como funcion lograr que el queso a elaborar
cumpla con el contenido de grasa y de s6lidos no grasos del producto final establecidos por
las normas nacionales e internacionales (Del Cid, 2017; Garcia, 2005).

Este proceso permite adecuar la composicion de la leche para tener una relacion
constante entre materia grasa y materia seca del producto terminado. La estandarizacion
ayuda a hacer un uso mas racional de los componentes de la leche teniendo en cuenta el
rendimiento econémico y la aceptacion del consumidor con respecto al contenido de agua,
grasa, proteina, cuerpo o textura, aroma y sabor del queso (Del Cid, 2017).

d) Pasteurizacion

La pasteurizacion es un proceso térmico que permite reducir la cantidad de los
microorganismos del deterioro y patdgenos que se encuentran en la leche sin afectar de
forma significativa las propiedades fisicas y quimicas (Ruiz et al., 2018).

Este proceso térmico puede realizarse a 65 °C por treinta minutos. La pasteurizacion
ayuda a eliminar sélo ciertos microorganismos, pero no aquellos que son mas
termorresistentes, por lo que solamente reduce la poblacion microbiana, como se establecid
con anterioridad (Montoya, 2008; Pardo, 2005).

El tiempo y la temperatura de este proceso térmico debe mantenerse controlado,
pues de lo contrario se puede dar la desnaturalizacion de proteinas ya que esto produce
cambios fisicos en estas, aunque no afectan la composicion de aminoacidos. Sin embargo,
st se calienta por encima de los 100 °C, se puede disminuir el pH de la leche debido a la
formacion de &cidos organicos por la degradacion de lactosa y la precipitacion de fosfato
de calcio. La desnaturalizacion trae consigo ciertas desventajas en la industria quesera, pues
afecta la aptitud de la leche para coagular, por lo que aumenta el tiempo de coagulacion y
se produce un desuerado mas lento (Valbuena et al., 2004; Mejia, Rodas y Baiio, 2017).

Un control indirecto para saber si se realiz0 una pasteurizacion adecuada es la
prueba de la fosfatasa, ayudando a definir si la temperatura de pasteurizacion fue la correcta
0 no ya que la enzima fosfatasa alcalina es completamente inactivada con el tratamiento
adecuado de la leche (Revilla, 1996). La enzima fosfatasa alcalina se inactiva por arriba de
60 °C; esta enzima tiene una resistencia al calor ligeramente superior a las demés bacterias
patdgenas que pueden existir en la leche por lo que, si esta se destruye, también son
destruidos los demas microorganismos. La prueba clasica de fosfatasa consiste en
determinar de forma colorimétrica el fenol que se libera del fenilfosfato disddico (Alais,
2022; Gonzalez, 2013).

e) Enfriado

La etapa de enfriamiento permite realizar un acondicionamiento de la leche que
permite mejorar la actividad y formacion del cuajo, ademds de mejorar el rendimiento (Del
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Cid, 2017). De igual forma, en esta etapa del enfriamiento se debe agregar al cloruro de
calcio para asi poder mejorar, de igual forma, el rendimiento de la cuajada (Moreno, 2022).

f) Coagulado

La coagulacion es un proceso fundamental para la fabricacion del queso, pues se da
la coagulacion de la caseina presente en la leche como consecuencia de la desestabilizacion
proteica, la cual se puede llevar a cabo por la accion de proteinasas acidas como la
quimosina o por la acidificacion a un valor de pH cercano al del punto isoeléctrico de las
proteinas (Del Cid, 2017). Los acidos que se pueden utilizar para la acidificacion son acidos
organicos débiles como el 4cido citrico, lactico o acético (Bedolla et al., 2016).

La coagulacioén enzimatica permite que la quimosina hidrolice caseina, formando
paracaseina, proteasa soluble y suero; luego de esto, la paracaseina reacciona con los iones
de calcio, formando un gel irreversible de consistencia eléstica y gelatinosa. La velocidad
de coagulacion de la leche depende de la dosis del cuajo, temperatura, pH, acidez y
contenido de sales de calcio (Bedolla et al., 2016). El cuajo tiene una eficiencia alta cuando
la leche se encuentra en temperaturas entre 39-41 °C y se debe dejar reposar por 35-40
minutos (Moreno, 2022).

2) Cortado y agitacion

El corte de la cuajada favorece la sinéresis. Durante el corte es importante impedir
la ruptura del codgulo y la correspondiente pérdida de grasa. El tamafio del corte de la
cuajada depende del tipo de queso y permitird hacer un queso con mas o menor humedad.
Para los quesos frescos se deben cortar cubos de 1 a 2 cm de arista de la forma mas
homogénea posible para permitir una sinéresis mas eficiente por el aumento de superficie
(Alvarez, 2011). La agitacién de la cuajada se debe realizar a temperaturas entre 38-40 °C
para favorecer la sinéresis y la eliminacion de suero (Moreno, 2022).

h) Desuerado

El desuerado consiste en separar el suero de la cuajada, el cual se puede realizar por
filtracion o decantacion, eliminando asi el 90 % del lactosuero. Se deben elaborar dos
desuerados: el primero, en donde se remueve el 35-50 % del lactosuero, utilizando el suero
restante para permitir la homogeneizacion de la sal anadida de manera directa, elimindndolo
después del salado de la cuajada (Moreno, 2022).

i) Salado

El salado, aparte de proporcionar sabor al queso, evita la proliferacion de
microorganismos y contribuye a la formacion de la corteza del queso (Ramirez y Vélez,
2012).

18



j) Moldeado

El moldeado tiene como finalidad dar forma al queso y ayudar a que los granulos
de la cuajada se aglomeren. Los moldes para este proceso pueden ser cilindricos, cuadrados
o alargados (Ramirez y Vélez, 2012).

k) Almacenado

La refrigeracion ayuda a que el queso alcance el punto final en textura, el cual debe
realizarse a temperaturas de 4-7 °C para impedir el crecimiento de microorganismos y, con
ello, el deterioro de las caracteristicas sensoriales. La durabilidad del queso depende de la
eficiencia de la pasteurizacion llevada a cabo en la leche, el enfriamiento de esta y la
manipulacion de la cuajada durante el moldeado y el almacenamiento final (Alvarez, 2011).

D.  Perfil nutricional del queso fresco

El queso fresco contiene nutrientes que también se encuentran presentes en la leche.
De esta forma, brinda un aporte significativo de proteinas, grasas, vitaminas y minerales.
Sin embargo, otros nutrientes como la lactosa y las proteinas del suero se pierden durante
la produccion de éste (Lopez y Lopez, 2021). En el Cuadro 3 se presenta la composicion
nutricional del queso fresco.

Cuadro 3. Composicion nutricional del queso fresco

Parametro Valor
Humedad (%) 52.19
Grasa (%) 21.13
Materia grasa en extracto seco (%) 44.05
Proteina (%) 20.81
Carbohidratos (%) 2.47
Cenizas (%) 3.40
Calcio (mg/100g) 489.57
Hierro (mg/100g) 0.54
Calorias (Kcal/100g) 282.27

Fuente: Pulido, Pinzon y Tarazona (2018).

E. Fuentes de contaminacion del queso fresco

El queso fresco es un medio rico en proteinas, grasa, minerales y carbohidratos, por
lo que se considera como un alimento con las condiciones dptimas para que las bacterias y
hongos crezcan y se desarrollen rapidamente a niveles en los que pueden infectar o causar
enfermedades transmisibles por los alimentos. Las principales fuentes de contaminacion de
la leche cruda y por ende del queso son: las ubres del animal, los utensilios y el material de
empaque (Trujillo, 2016).
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1. Animal

La leche que se obtiene del animal, en su mayoria de la vaca, se puede ver
contaminada cuando en la ubre de este se fijan las bacterias en el esfinter del pezon. Las
principales bacterias que tienden a fijarse son Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y
coliformes. Otra forma por la que se puede contaminar la ubre es por medio de la sangre a
través de los capilares mamarios, en donde pueden introducirse Sal/monella spp., Brucellas
y Mycrobacterium. Asimismo, la leche se puede contaminar cuando la vaca tiene mastitis,
la cual es una infeccion causada por diversos microorganismos, entre los cuales se puede
mencionar a Staphylococcus aureus (Bobadilla, 2020).

2. Aire

La contaminacidn por aire puede darse por los cambios de temperatura, humedad y
radiacion solar. Entre los patdégenos que se pueden encontrar en el aire se identifican
Micrococcus, Streptomyces 'y Aspergillius (Bobadilla, 2020).

3. Agua

El abastecimiento de agua se da a través de corrientes, depdsitos o estanques que
pueden estar contaminados. Para el mantenimiento, la higiene del ganado y el aseo personal
es imperativo el uso de agua, por lo que se debe asegurar que esta posea una buena calidad
para prevenir contaminaciones por este medio (Bobadilla, 2020). En el agua se pueden tener
restos de detergentes, desinfectantes y contaminacion con residuos industriales (Rodriguez
y Martinez, 2020).

4. Utensilios

Los utensilios pueden ser fuente de contaminacion cruzada en los alimentos, tales
como el equipo de ordefio, baldes, filtros, enfriadoras, etc. (Magarifios, 2010). Estos pueden
contener suciedades como restos de leche debido a una limpieza ineficiente, haciendo que
estos puedan ser usados como una fuente para la reproduccion de los microorganismos
(Bobadilla, 2020).

5. Suelo

El suelo puede albergar varios microorganismos que pueden llegar a la leche por
medio del aire, agua o transportandose a través de las manos, ropa y utensilios que se usen
(Bobadilla, 2020). Entre los microorganismos que pueden encontrarse en el suelo y
contaminar la leche se encuentran Clostridium Botullinum, Clostridium parabotulinum,
Salmonella spp. y E. coli (Magarinos, 2010). De igual forma, se debe tener precaucion al
manejar el producto cerca del suelo, pues este puede contener grumos de estiércol,
pesticidas y/o materias extrafias (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion,
1998).
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6. Aseo personal

La higiene personal de los ordefiadores y vendedores de productos lacteos es
importante para evitar una contaminaciéon durante la manipulacion del producto, ya que
esta suele suceder por medio de contacto con la piel, fosas nasales, etc. Estos pueden
contener patégenos como S. aureus, por lo que se recomienda que los trabajadores tengan
una desinfeccion adecuada de manos y utensilios previo a la manufacturacion del producto
(Bobadilla, 2020).

7. Transporte

El transporte puede resultar como una fuente de contaminacion si no transporta el
producto lacteo a una temperatura O6ptima, pues afecta la actividad microbiana y puede
ocasionar que los microorganismos proliferen, generando asi la contaminacion. Para evitar
esto, es necesario contar con un transporte que tenga capacidad de contar con equipos de
enfriamiento que puedan mantener una temperatura de 4 °C (Bobadilla, 2020).

F.  Principales microorganismos encontrados en el queso fresco

El queso fresco artesanal es un producto lacteo elaborado artesanalmente asociado
a la gastronomia de una region o pais. La microbiota dominante en el queso fresco esta
constituida por una diversidad de bacterias acido lacticas, mohos y levaduras. Los
patogenos reportados con mayor frecuencia han sido Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, entre otros (Merchan et al., 2018).

1. Escherichia coli

La mayoria de las cepas de E. coli tienden a encontrarse en el tracto intestinal
humano y animal, regulando la actividad intestinal. Sin embargo, la cepa E. coli O157:H7
puede causar enfermedades gastrointestinales como diarrea hemorragica (Gaibor, 2018).
Este patogeno generalmente se transmite a través de las heces y alimentos como la carne y
leche, especialmente de ganado bovino (Sancak et al., 2015).

En los Estados Unidos se estima que las infecciones por queso fresco con E. coli
O157:H7 son responsables de por lo menos 20,000 casos de enfermedad y 250 muertes por
afio. En paises como Pert, se reporta la presencia de E. coli con prevalencias de 2.1 % y
28.1 % en los quesos frescos (Merchan et al., 2018).

2. Salmonella spp.

Salmonella es una bacteria que puede colonizar el tracto intestinal de los
organismos vertebrados, incluyendo humanos y animales, aunque también puede habitar
en sedimentos de agua estancada. Las fuentes mas comunes de transmision de salmonelosis
son carne de pollo, huevos, frutas, vegetales, productos lacteos y mariscos (Gaibor, 2018).
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Salmonella entérica es uno de los principales patdogenos transmitidos por alimentos.
Se ha reportado que la prevalencia de Salmonella spp. en la leche y sus derivados no
pasteurizados se atribuye principalmente a la contaminacién por manos del ordefador, las
heces de animales, la contaminacion del equipo utilizado para el ordefo y las aguas
contaminadas (Merchan et al., 2018). Cada afo se registran aproximadamente 42,000 casos
de salmonelosis en Estados Unidos (Gaibor, 2018). De igual forma, en Estados Unidos, la

presencia de Salmonella spp. es del 2.4 % en las muestras de queso fresco (Gonzales et al.,
2017).

3. Listeria monocytogenes

Las especies de Listeria estan extendidas en el medio ambiente; se han aislado del
suelo, materia vegetal en putrefaccion, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y
congelado, queso, leche no procesada, asi como en el tracto digestivo de humanos y
animales asintomaticos. No obstante, su principal habitat es el suelo y la materia vegetal
(Oteo y Alos, 2001).

La contaminacion por Listeria monocytogenes en la leche cruda y en el queso fresco
pueden ocurrir por las heces del ganado y por la contaminaciéon inmediata con
enfermedades como listeriosis y mastitis. Reportes en Ecuador y Venezuela demuestran
prevalencias de 52.94 %y 15 % de Listeria spp. en el queso fresco. En Estados Unidos en
2017 se analizaron 27,389 muestras, de las cuales 116 fueron positivas para Listeria
monocytogenes (Merchan et al., 2018).

4. Staphylococcus aeureus

Staphylococcus aeureus forma parte de la microbiota de la piel y mucosas, en
especial la nasal, encontrdndose entre el 20-30% de personas. La presencia de este
microorganismo representa un problema latente, por lo que se utiliza como microorganismo
indicador, y la presencia de este se relaciona directamente con la mala manipulacion por
parte de las personas que estan en contacto con el producto en el proceso de la cadena
productiva (Torres y Pacheco, 2021).

Este microorganismo puede encontrarse, de igual forma, en la ubre de la vaca. El
pH 4cido, alta actividad de agua y la concentracion de cloruro de sodio favorece el
crecimiento de S. aureus en el queso fresco. Varios reportes demuestran la alta prevalencia
de este patdgeno en paises de América Latina: México determino prevalencias de 5.76 %
de Staphylococcus aureus en 12 muestras de queso fresco. En Estados Unidos se analizaron

33 muestras de queso fresco, identificando a S. aureus en el 42% de estas (Merchén et al.,
2018).
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G. Probioticos

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, tras su ingestion en
cierta cantidad, pueden generar efectos beneficiosos al huésped mas alla de los inherentes
a la nutricion basica. Las especies mas utilizadas pertenecen al grupo de bacterias acido
lacticas y a las bifidobacterias (Rodriguez, 2008).

Debido a que los probidticos colonizan de manera adecuada el intestino del
huésped, se contrarresta la proliferacion de microorganismos patogenos, contribuyendo asi
a estimular el sistema inmune (Mosquera et al., 2019).

H. Bacterias acido lacticas

1. Caracteristicas generales

Las bacterias acido lacticas (BAL) estan presentes en la alimentacion del hombre
desde hace mucho tiempo y pueden ser encontradas en distintos productos como quesos
frescos y yogures. Estas bacterias se han reconocido como microorganismos beneficiosos
para la salud, pues mejoran el tracto intestinal de los seres humanos, evitando el desarrollo
de microorganismos patogenos capaces de producir enfermedades a través de la
estimulacion del sistema inmunologico (Martin del Campo, Gomez y Alaniz, 2008).

Con la denominacién de bacterias acido lacticas se generaliza a un grupo de
bacterias que fermentan azlcares como glucosa y lactosa para la produccion de éacido
lactico. Dentro de este grupo se reconoce la existencia de microorganismos aerobios,
anaerobios y anaerobios facultativos. Los géneros representativos de este tipo de bacterias
son: Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Bifidobacterium y Pediococcus (Del
Castillo y Mestres, 2004; Martin del Campo, Gomez y Alaniz, 2008).

Este tipo de bacterias producen el acido lactico como principal metabolito durante
la fermentacion, ademas de que son considerados microorganismos nutricionalmente
exigentes. Son capaces de hidrolizar péptidos de la leche. Ademas de producir el acido
lactico, estas bacterias también contribuyen al sabor, aroma, textura y valor nutricional de
alimentos fermentados a través de la produccion de exopolisacaridos y modificacion de
proteinas debido a su actividad metabolica sobre las proteinas, azicares y lipidos, haciendo
que estos sean mas digeribles (Parra, 2010).

Las BAL se han utilizado desde hace algunas décadas en la industria de alimentos
como bioconservadores debido a la produccion de sustancias que tienen una accidén
antibacteriana, lo que contribuye a la prevencion de descomposicion de los alimentos y
evitan el desarrollo de microorganismos patogenos. Estas bacterias son termorresistentes,
activas en pH bajo, inocuas para los consumidores y estables en los alimentos (Martin del
Campo, Gémez y Alaniz, 2008).
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2. Efectos inhibitorios de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas presentan gran potencial biotecnolégico debido a que
son capaces de producir metabolitos con actividad antimicrobiana que exhiben mecanismos
inespecificos (diacetilo, acidos organicos y peroxido de hidrogeno) o especificos como lo
son las bacteriocinas. Las bacteriocinas son moléculas antimicrobianas de naturaleza
peptidica que pueden funcionar como una estrategia competitiva contra otros
microorganismos (Parada et al., 2018).

A causa de la produccion de las sustancias anteriormente mencionadas, las bacterias
acido lacticas han sido utilizadas como bioconservantes ya que contribuyen favorablemente
en la preservacion de alimentos por su capacidad para inhibir el desarrollo de
microorganismos patdgenos o del deterioro, ademds de reducir el uso de conservantes
quimicos y suavizar los tratamientos a los que se someten los alimentos procesados
(Colugna 2019; Agudelo et al., 2015).

Uno de los efectos antagonicos que tienen las BAL es la competencia con los
patdgenos, tanto por nutrientes como por espacio fisico. Algunas de estas bacterias pueden
inhibir la adherencia de los microorganismos patogenos a los sitios receptores de la célula
animal por medio de un mecanismo de bloqueo especifico del receptor, inhibiendo asi por
competitividad (Cartes, 2005).

La capacidad de producir acidos organicos por la fermentacion de los carbohidratos
presentes y la consecuente disminucidn de pH es otro de los principales factores en los que
se basa la actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas. Sin embargo, su sistema
antagonista no se limita solo a la produccion de éacidos, sino que también participan
activamente otros metabolitos inhibitorios como el peroxido de hidrogeno y otros derivados
del oxigeno, dioxido de carbono, compuestos aromaticos como el diacetilo y acetaldehido,
derivados de deshidratados del glicerol, benzoato, enzimas bacterioliticas y antibidticos
(Wong et al., 2021).

Debido a que diversos estudios han demostrado la eficiencia de la biopreservacion
de productos alimenticios mediante la utilizacién de bacteriocinas producidas por los
probidticos y a que estas tienen efectos significativos sobre el crecimiento de E. coli y
Salmonella spp., en este estudio se evaluaron siete cepas probioticas para identificar las tres
que presentaran una mayor actividad antagénica ante los patdgenos mencionados
anteriormente, seleccionando al final las cepas probioticas de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042, Limosilactobacillus fermentum ATCC 9338 y Lactococcus lactis subsp. lactis
ATCC 19435.

3. Pediococcus acidilactici

Las bacterias del género Pediococcus tienen forma de cocos y son anaerobias Gram
positivas, no moviles, no esporuladas, catalasa negativa y facultativas. Pediococcus
pentosaceus 'y Pediococcus acidilactici son las principales especies utilizadas en
suplementos probidticos para animales y humanos, asi como en la produccion de
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bacteriocinas e in6culo de procesos fermentativos para evitar contaminaciones (Garcia et
al., 2017).

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es una bacteria acido-lactica utilizada en la
bioconservacion de alimentos, pues posee actividad proteolitica extracelular (Llorente,
Pérez y Farrés, 2008). Esta bacteria probidtica produce una bacteriocina denominada
pediocina, la cual es utilizada en productos vegetales y carnicos y ha demostrado una
actividad alta contra especies de Listeria (Gonzéalez, Gomez y Jiménez, 2003). Ademas, se
ha demostrado que este probiotico es capaz de producir dos proteinas con actividad litica,
una de 110 kDA y otra de 99 kDA, las cuales también exhiben actividad antimicrobiana.
La proteina de masa molecular 99 kDA se ha identificado como una N-acetilmuramidasa,
una peptidoglicano hidrolasa que cataboliza los enlaces glicosidicos y de péptidos que se
encuentran dentro de los peptidoglicanos, los cuales son los componentes principales de la
pared celular, por lo que promueve la lisis de la célula (Garcia-Cano et al., 2015).

Asimismo, se ha demostrado que es efectivo ante los patdégenos por la competicion
de nutrientes y por la produccion de acido lactico, lo que puede acidificar el medio,
inhibiendo asi el crecimiento de estas bacterias, de igual manera, produce peroxido de
hidroégeno, lo que contribuye a su actividad antimicrobiana (Kho et al., 2024).

Se ha descubierto que Pediococcus acidilactici ATCC 8042 también es efectivo
para inhibir los biofilms producidos por Salmonella typhimurium, pues se ha reducido la
formacion de este hasta en un 55 %; de igual manera, reduce la densidad del biofilm, tanto

en superficies de acero inoxidable como en productos alimenticios, como en carne de pollo
(Seo y Kang, 2020).

En un estudio elaborado por Shapwa (2022), se estudio el efecto antimicrobiano de
este probiotico contra S. typhimurium, en donde se pudo apreciar que se tuvo una reduccion
de 1.2 log UFC/g de este patdgeno en muestras de carnicos. La disminucion de este
patdgeno puede atribuirse al estrés por subproductos de la reaccion de Maillard, los cuales
se pudieron formar durante la pasteurizacion; se ha demostrado que esta especie de
Salmonella puede ser inhibida por estos compuestos ya que secuestran metales en medios
liquidos (Hosseini et al., 2024). Esto también concuerda con lo presentado por otros
estudios, ya que se ha demostrado que Pediococcus acidilactici ATCC 8042 presenta alta

actividad antimicrobiana ante bacterias como S. typhimurium, S. aureus y S. pyogenes
(Won Cho et al., 2019).

4. Lactobacillus casei

Los microorganismos del género Lactobacillus son bacilos pleomorfos que se
disponen en cadenas largas con formas cocobacilares y espiraladas, pertenecientes a la
familia Lacto (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Las bacterias del género Lactobacillus pertenecen a las bacterias acido lacticas y

son Gram positivas (Drider y Rivera, 2016). También son bacterias no esporuladas,
microaerdfilos, mejorando su crecimiento en anaerobiosis. Su temperatura Optima de
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crecimiento se encuentra entre 30-40 °C, mientras que el pH adecuado para su desarrollo
esta entre 5.5-6.2 (Alvarez, 2011).

El género Lactobacillus se encuentra distribuido a través del tracto intestinal. Su
distribucion es afectada por factores medio ambientales, tales como pH, disponibilidad de
oxigeno, niveles de sustratos especificos y la presencia de interacciones bacterianas
(Alvarez, 2011).

Lactobacillus casei son bacterias con forma de baston consideradas mesoéfilas
heterofermentadoras facultativas, las cuales producen &cido lactico como principal
producto final de la fermentacion y no producen gas en presencia de glucosa. En
condiciones limitadas de glucosa, producen tres productos: acido acético, etanol y acido
formico. Esta cepa probiotica se ha comprobado que es resistente a rangos amplios de pH
y temperatura; ademas, en el huésped contribuye a mejorar la digestion, favorece la
tolerancia a la leche y ayuda a prevenir enfermedades intestinales (Alvarez, 2011;
Rodriguez, 2009).

Estas bacterias también producen acido lactico, el cual se acumula en el medio y
produce que el pH del medio disminuya. Cuando la concentracion de acido lactico aumenta
a 16 g/l, el pH decrece a 4, provocando que el crecimiento microbiano acabe debido a la
alta concentracion de acido (Alvarez, 2011).

5. Limosilactobacillus fermentum

Limosilactobacillus fermentum, antes conocida como Lactobacillus fermentum, es
un bacteria acido-lactica perteneciente a la familia Lactobacilliceae, heterofermentativa
estricta. Esta familia es de bacterias Gram positivas en forma de bacilos, cuyos géneros
principales son Lactobacillus, Listeria y Erysipelothrix (Bennington, 2000). Esta oxida la
glucosa y como producto final produce una mezcla equimolar de acido lactico, dioxido de
carbono y etanol o acetato (Osorio, 2018).

Esta bacteria 4acido-lactica es la principal especie de Lactobacillus
heterofermentativa del intestino humano. De igual forma, se encuentra en los productos
lacteos fermentados, plantas y materia animal. Su temperatura 6ptima de crecimiento es a
los 37 °C y su pH 6ptimo es de 6.5; las colonias que estas forman son pequefias, enteras,
convexas, blancas grisaceas y son catalasa negativas (Osorio, 2018).

Lactobacillus fermentum es tolerante al acido géstrico y la bilis, por lo que
sobrevive en el estdbmago y tracto intestinal de los animales y humanos, lo cual es uno de
los requisitos para la funcionalidad de un probidtico; también se ha demostrado que tiene
actividad antimicrobiana contra varios patogenos gastrointestinales, tales como E. coli,
Salmonella entérica, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium
(Osorio, 2018).
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Las especies de Lactobacillus fermentum se utilizan para una amplia variedad de
aplicaciones, incluyendo la fermentacion de alimentos y piensos. Asimismo, esta se ha
utilizado como agente farmacologico (Vanilssen, Nilstrem y Kuslovic, 2020).

Lactobacillus fermentum ATCC 9338 es un microorganismo reconocido por sus
propiedades antagonicas y por la produccion de péptidos antimicrobianos, como las
fermenticinas, las cuales han sido evaluadas para ser utilizadas en la preservacion de
alimentos (Naghmouchi et al., 2019). Ademas, produce peroxido de hidroégeno, acido
lactico y el péptido NQGPLGNAHR, el cual ha mostrado actividad anti-adhesiva y
bactericida contra patogenos como Staphylococcus aureus (Wei et al., 2025). Asimismo,
se ha demostrado que Lactobacillus fermentum aumenta la permeabilidad de la membrana
de bacterias Gram-negativas, lo que reduce su viabilidad e incrementa su exposicion a
compuestos antimicrobianos (Naghmouchi et al., 2019).

Este probidtico también produce la enzima [-galactosidasa, la cual actia
hidrolizando la lactosa en glucosa y galactosa (Badui, 2020); por otro lado, la fosfatasa
acida hidroliza las fosfoproteinas, incluyendo la caseina, provocando asi la desfosforilacion
de estas (Shaikh, Kumar y Parmar, 2023). Esta actividad enzimatica produce pequefios
péptidos y aminodcidos libres, lo que produce una textura mas blanda e impacta el sabor
de los quesos durante el proceso de maduracion (Buffa, 2003).

De igual manera, produce surfactantes en la fase estacionaria, lo que interviene en
la adhesion de patogenos y la formacion de biofilm (de Souza et al., 2020). La produccion
de estos metabolitos puede crear un ambiente hostil para los patdgenos presentes, pues
altera las membranas celulares de estos microorganismos (Kosisochukwu, Miri y Onyeaka,
2024). Finalmente, entre las enzimas que produce Lactobacillus fermentum se encuentran
las peptidoglucano hidrolasas, las cuales catabolizan la pared celular de los
microorganismos (Garcia, 2018).

Se ha reportado que este probiodtico puede reducir 3.26 log UFC/g de Salmonella
typhimurium in vitro (Abramov et al., 2022). De igual manera, se ha determinado que la
capacidad de inhibicion de esta cepa aumenta cuando se le agregan agentes quelantes, como
EDTA (Huang et al., 2021).

6. Lactobacillus paracasei

El grupo de bacterias Lactobacillus paracasei pertenece al grupo Lactobacillus
casei, el cual también contiene la cepa Lactobacillus rhamnosus, los cuales se encuentran
en el tracto intestinal humano. Ademas, este probidtico ha sido aislado de forma natural de
diversos alimentos, incluyendo productos lacteos crudos y fermentados. Algunas cepas de
Lactobacillus paracasei tienen propiedades probidticas, por lo que son utilizadas en
alimentos funcionales y saludables (Sunthornthummas et al., 2017). Este grupo de bacterias
es comunmente utilizado en la produccion de yogurt, queso, leche fermentada y helado
(Fioravante et al., 2018).
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También se ha establecido que Lactobacillus paracasei podria encontrarse en masas
madre, vinos, vegetales fermentados y kimchi. La especie Lactobacillus paracasei es
utilizada como adjunto de cultivo iniciador en el proceso de fermentacion de leche, ya que
acelera e intensifica el desarrollo de sabores (Reale et al., 2014).

7. Lactococcus lactis

Lactococcus lactis son bacterias Gram positivas homofermentativas y
microaerofilicas, las cudles crecen a una temperatura de 10 °C; no crecen a temperaturas
de 45 °C y producen acido lactico L (+) de la glucosa (Samarzija, Antunac y Lukac, 2001).
Este grupo de bacterias es importante debido a que utilizan la secrecion de acido lactico
para realizar la fermentacion de los carbohidratos, lo que contribuye a la extension de la
vida 1til y a la reduccion del contenido de lactosa; adicionalmente, puede producir nisina,
por lo que exhibe actividad antibacteriana (Khemariya et al., 2017). Estas bacterias 4cido
lacticas son las mas utilizadas en la fabricacion de productos lacteos debido a su rapida
fermentacion de lactosa y citrato, ademds de que contribuyen significativamente a la
produccion de compuestos aromaticos (Gutiérrez et al., 2010).

Este grupo de bacterias posee una forma distinta de metabolizar la glucosa, debido
a que simultineamente cataboliza glucosa y galactosa. Ademas, pueden realizar la
hidrolisis de caseina (Samarzija, Antunac y Lukac, 2001). Debido a estas caracteristicas,
son utilizadas en una amplia gama de productos, ademés de los lacteos, tales como carnes
fermentadas, vegetales fermentados, masas acidas y bebidas (Khemariya et al., 2016).
Asimismo, estas pueden ser encontradas en kéfir, bebidas de soya, crema, mantequilla,
queso crema y salchichas (Khemariya et al., 2017).

Se ha identificado que Lactococcus lactis tiene efectos beneficiosos a la salud del
consumidor, tales como la supresion de la colonizacién de patogenos, reduccion de
infecciones gastrointestinales, control del colesterol, mejoramiento de la digestion de
lactosa e incrementar la biodisponibilidad de minerales (Khemariya et al., 2017). De igual
forma, estas bacterias acido lacticas también producen varios compuestos bioactivos, tales
como exopolisacaridos, acidos orgédnicos, péptidos bioactivos, vitaminas y enzimas
(Kondrotiene et al., 2024).

Dentro de la especie de Lactococcus lactis, se encuentra Lactococcus lactis subsp.
lactis, la cual se caracteriza por su rapida acidificacion del medio y es utilizada en la
produccion de queso y mantequilla debido a los atributos especiales que contribuyen al
aroma, lo que mejora la calidad de los productos lacteos fermentados (Madera et al., 2003;
Li et al., 2020).

Los aislados de esta subespecie que son utilizados como cultivos iniciadores en la
produccion comercial presentan diversas caracteristicas dependientes de cada cepa, como
la capacidad de fermentar lactosa, la actividad proteolitica, la produccion de
exopolisacaridos (EPS) y la generacion de compuestos aromaticos. Ademads, desempenan
un papel esencial en la formacion del aroma, la textura y la acidez de los productos finales
(Li et al., 2020).
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Estudios han demostrado que Lactococcus lactis subsp. lactis es capaz de controlar
un nuamero significativo de bacterias no deseadas en productos lacteos y céarnicos; su uso
como cultivo protector, asi como su bacteriocina que actiia como un agente antimicrobiano
puede prevenir el crecimiento de patégenos presentes en los alimentos (Akbar et al., 2019).
Este probidtico puede producir dos bacteriocinas: nisina y lacticina 3147 (Prince et al.,
2016).

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 también es un probidtico capaz de
producir otros subproductos, tales como acido lactico y acido acético (Yu et al., 2024).
Asimismo, genera compuestos que contribuyen a las cualidades organolépticas del
producto final y a extender la vida util del alimento (Kondrotiene et al., 2024).

Este probiodtico también produce sustancias antioxidantes como exopolisacaridos,
flavonoides, carotenoides y superoxido dismutasa, enzima que reduce el estrés oxidativo
(Hamdaoui et al., 2024). De igual manera, debido a que L. lactis subsp. lactis es
homofermentativa, su principal subproducto principal es el acido lactico (Frece et al.,
2014). Asimismo, este probiodtico produce peroxido de hidrégeno que puede acumularse en
el medio, lo que destruye los componentes celulares bajo condiciones aerdbicas (van Niel,
Hofvendahl y Hanh, 2002).

A pesar de que las dos bacteriocinas que produce este probidtico no son efectivas
ante las bacterias Gram negativas, este actlia contra este tipo de bacterias a través de la
inhibicion de la motilidad de estas debido a la reduccion del pH intracelular; de igual
manera, el acetato, el cual es un subproducto de Lactococcus lactis subsp. lactis, ayuda a
la reduccién de la poblacion de Salmonella spp. debido a que permea la membrana
citoplasmatica, transfiriendo protones al citoplasma. Cuando el pH extracelular disminuye
en presencia del acetato, el pH intracelular también baja para mantener el equilibrio
(Nakamura, Morimoto y Kudo, 2015). Asimismo, se ha demostrado que este probidtico
consume el oxigeno disponible en el medio, por lo que hace que sea un ambiente hostil para
el patogeno, ademds de que esta cepa compite por nutrientes (Zhang et al., 2024).

De igual manera, se ha determinado que este probiodtico cuenta con enzimas como
lipasas, esterasas y peptidasas; la enzima proteolitica que contiene Lactococcus puede
hidrolizar caseinas y péptidos, transforméandolos posteriormente en aldehidos, alcoholes e
hidroxiacidos, los cuales son compuestos aromaticos o precursores del aroma. También se
ha demostrado que Lactococcus lactis subsp. lactis posee la enzima arginina dihidrolasa,
lo que convierte la arginina, después de diversos procesos hidroliticos, en putrescina, la
cual aumenta el pH (Kondrotiene et al., 2023; Tille, 2013).

Se ha reportado que, al aplicar Lactococcus lactis subsp. lactis en alimentos, se
puede llegar a inhibir Salmonella typhimurium entre 60-80 horas cuando estos cuentan con
una carga inicial de aproximadamente 5 log UFC/g de este patogeno (Bragason et al.,
2020). Un factor que afecta el efecto inhibitorio de los probioticos es la concentracion baja
de los subproductos de la fermentacion, como la cantidad de 4cido lactico (Rivera de la
Cruz et al., 2017).
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8. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus pertenecen al grupo de Lactobacillus; son estrictamente
homofermentativas y presentan crecimiento a temperaturas de 30-45 °CyapHentre 4y 5
(Anjum et al., 2014).

Estas bacterias son capaces de producir 4cidos organicos, peroxidos de hidrogeno,
diacetilo, amoniaco y bacteriocinas. También, se ha encontrado que estas bacterias son
resistentes a la bilis y se adhieren al tracto intestinal del huésped. Su actividad metabolica
ayuda a producir sabor y aroma, ademas de prevenir la descomposicion del alimento por
los subproductos que produce, ya que estos poseen actividad antimicrobiana. Lactobacillus
acidophilus se inocula usualmente en leche, yogurt, kéfir, bebidas de soya, vegetales
fermentados y bebidas de frutas. Se ha establecido que los beneficios que provee este grupo
de bacterias son el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, competitividad ante
microorganismos patogenos, reduccion en la biosintesis de colesterol, predigestion de
lactosa y actividad antibacteriana ante diversos tipos de mohos (Selle, Klaenhammer y
Russell, 2014).

9. Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum, antes conocida como Lactobacillus plantarum, es
una de las especies Gram positivas de bacterias acido lacticas; es un microorganismo que
tiene una alta adaptabilidad ecoldgica y metabdlica que existe en un rango amplio de
habitats, incluyendo productos lacteos fermentados, masas acidas, frutas, vegetales,
cereales, carne y pescado. Este probidtico ha sido utilizado como un cultivo iniciador que
mejora el sabor, textura y propiedades organolépticas de los alimentos (Yilmaz et al., 2022).

Esta cepa probiotica presenta actividad antagonista ante diversos patdgenos como
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Escherichia coli, ya que secreta
sustancias antimicrobianas como acidos orgéanicos (principalmente acido lactico), peroxido
de hidrégeno, metabolitos secundarios y bacteriocinas (Katiku, Matofari y Nduko, 2022).

Lactiplantibacillus plantarum produce una bacteriocina llamada plantaricina, la
cual pertenece a la clase I (lantibiodtica) y clase II (no lantibidtica). A pesar de que es una
bacteriocina con un amplio espectro de actividad, su rendimiento bajo limita su uso en la
industria alimentaria. Ademas de la secrecion de metabolitos antimicrobianos, su actividad
antimicrobiana puede atribuirse también a la competencia por nutrientes (Yilmaz et al.,
2022).

I. Método de dilucion decimal seriada

Para conocer el nimero de bacterias en una muestra que contiene cientos de miles
de microorganismos, es necesario diluirla para que las colonias formadas estén separadas
unas de otras y se puedan contar con facilidad. Las diluciones que usualmente se utilizan
son las decimales seriadas, las cuales son un método de dilucién secuencial de las muestras
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que contienen los microorganismos en agua de dilucion que puede ser agua destilada, salina
o peptonada (Santamaria, Comba y Pérez, 2014; Arana, Orruiio y Barcina, 2011).

Los volimenes que se manejan en las diluciones seriadas se basan en el litro, que
es la medida de volumen del sistema métrico decimal. Cuando se preparan las diluciones a
partir de la muestra original se debe trabajar cuidadosamente, ya que se pueden presentar
problemas que se originan en la distribucion desigual de las células en la muestra o por la
contaminacion del agua de dilucion (Santamaria, Comba y Pérez, 2014).

Figura 1. Método de la dilucion decimal seriada

1mL 1 mL 1 mL 1 miL 1 miL

Indcuto 9 mlL de caldo l
original en cada lubo

Dduciones 110 1:100 | ‘ 1:1 000 1:10 000 1:100 000

Sembra |
en placa
1:10 1:100 1:1 000 |||0000 1:100 000

Fuente: Arredondo, Aguilar y Noriega (2016).

J. Método de aislado mediante cultivo solido

Al sembrar una muestra en un medio de cultivo, las bacterias existentes en esta
comienzan a multiplicarse. Como la mayoria de las bacterias se duplican cada 20-30
minutos, entre las 18 y 24 horas se habran desarrollado abundantemente. Los medios de
cultivo deben contener los elementos nutricionales necesarios para permitir el crecimiento
de las bacterias. Estos pueden clasificarse en medios liquidos y solidos (Prats, 2007).

Los medios solidos, los cuales generalmente son llamados agares, se obtienen
agregando a un medio de cultivo liquido una sustancia gelificante como el agar (1.5-2 %),
el cual se disuelve por ebullicion. Al enfriarse, el medio liquido se convierte en solido. Este
medio se puede repartir en tubos de ensayo o cajas Petri (Prats, 2007; Negroni, 2018).

Para este estudio, el cultivo solido que se utilizo para el aislamiento y recuento de
Salmonella typhimurium ATCC 14028 fue el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD),
mientras que el cultivo solido que se empleo6 para Escherichia coli fue el agar Chromocult
®. El agar XLD estd compuesto por las azucares xilosa, lactosa y sacarosa, el aminoacido
lisina y el indicador que es acido sulthidrico. En su mayoria, Sa/monella spp. es capaz de
fermentar la xilosa, pero es incapaz de fermentar la lactosa y sacarosa; ademads, esta es
capaz de descarboxilar la lisina, produciendo el 4cido sulthidrico, dando como resultados
colonias negras con centro rojo (Neyaz et al., 2024; Pedraza et al., 2014).
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Por otro lado, el agar cromogénico Chromocult® es un medio simple que contiene
dos sustratos cromogénicos, uno para la deteccion de coliformes totales y otro para E. coli;
uno de los sustratos cromogénicos es 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-pB-D-galactosidasa (X-
GLUCQ), el cual es 96% especifico para E. coli. El otro sustrato es 6-cloro-3-indoxil-B-D
galactosidasa (Salmon-GAL). Debido a que E. coli presenta una reaccion positiva a los dos
sustratos, el color de las colonias en este agar puede variar del color azul oscuro a morado.
Otras bacterias que son B-glucuronidasa positivas, pero B-galactosidasa negativa, como
Shigella, Salmonella y Yersinia, producen colonias de color azul turquesa. Por ultimo,
bacterias Gram negativas que son B-glucuronidasa y B-galactosidasa negativas producen
colonias claras (d’Angelis et al., 2018).

K. Antagonismo microbiano

En la biologia, existe una interaccidon continua entre patdogenos potenciales y sus
antagonistas, de tal manera que estos tltimos contribuyen a que en la mayoria de los casos
no se desarrollen los patdgenos. Se han descrito diversos mecanismos de accion antagonista
para controlar el desarrollo de patdégenos, los cuales son: antibiosis, competencia por
espacio o nutrientes, interacciones directas con el patdgeno, induccidon de resistencia,
produccion de bacteriocinas y otros compuestos antagonistas como acidos orgéanicos y
peroxido de hidrogeno (Cervantes, 2013).

Los microorganismos que poseen actividad antagénica microbiana deben ser
genéticamente estables, tener una alta efectividad en bajas concentraciones, ser
econémicamente reproducibles, contener un rango amplio de control de patogenos, no
toxicos, con resistencia a pesticidas y compatibles con diferentes tratamientos fisicos y
quimicos (Mateluna, 2006).

Uno de los mecanismos de accion antagonista que se tienen es la produccion de
bacteriocinas; estas son un grupo heterogéneo de proteinas o péptidos, sintetizados a través
del ribosoma, que poseen una accion comprobada contra diversos microorganismos. Para
que las bacteriocinas puedan ser utilizadas en la industria alimentaria, estas deben ser
termorresistentes, ser producidas por una bacteria de grado alimentario, tener actividad
inhibidora ante patdgenos y no conllevar ninglin riesgo para la salud del consumidor
(Drider y Rivera, 2016).

La produccion de bacteriocinas depende del crecimiento y actividad fisiologica de
la cepa productora, estando relacionada la biomasa obtenida con la cantidad de bacteriocina
producida (Aasen et al., 2000).

Las bacteriocinas se clasifican segun sus caracteristicas bioquimicas y genéticas:

e C(lase I: péptidos pequefios, lantibioticos, activos a nivel de membrana, termolabiles,

que contienen aminoacidos como la dihidroalanina y lantionina debido a las
modificaciones postraduccionales (Kemperman et al., 2003).
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o Clase Ia: péptidos elongados, catiénicos y son moléculas flexibles. Poseen una
carga neta positiva. Ejemplos de este tipo de bacteriocina son la nisina y la
lacticina 3147 (Mondragoén et al., 2013).

o Clase Ib: péptidos de caracteristicas globulares e hidrofobicos que intervienen
en reacciones enzimaticas esenciales en bacterias sensibles, inhibiéndolas.
Pueden tener carga negativa. Un ejemplo de esta clase es la cinamisina (Deegan
et al., 2006).

e C(Clase II: Péptidos pequefios, no lantibidticos, lineales y sin modificaciones
postraduccionales, termoestables y con una estructura anfifilica helicoidal que permite
que actiien a nivel de la membrana plasmatica, ocasionando la muerte de la célula
sensible (Mondragén et al., 2013).

o Clase Ila: Péptidos activos contra Listeria, conformados por una secuencia
amino terminal y contiene entre uno y dos puentes disulfuro. Un ejemplo de
estos son pediocina PA-1 y sakacina P (Kemperman et al., 2003).

o Clase IlIb: Formadores de complejos que requieren de dos péptidos en la misma
concentracion para que se dé una mejor actividad antimicrobiana y dar paso a
la formacion de poros en la membrana. En este grupo se encuentran las
lactococcinas G y plantaricinas EF (Zacharof y Lovitt, 2012).

o Clase lIlc: Péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que son
transportados por péptidos lider. Entre estas se encuentran la divergicina A y
acidocina B (Mondragon et al., 2013).

e C(lase III: Reunen grandes péptidos termolabiles, con actividad y estructura compleja.
En esta categoria se encuentran las bacteriocinas acidofilicina A y lactacinas A y B
(Mondragon et al., 2013).

e C(lase IV: Bacteriocinas complejas formadas a partir de péptidos con una parte proteica
y una o mas fracciones lipidicas o glucosidicas necesarias para la actividad biologica.
Un ejemplo de estas son lactocina S y mesenterocina 52 (Kemperman et al., 2003).

Entre las bacteriocinas de interés para este estudio se encuentra la nisina, clasificada
como una bacteriocina de clase I, la cual actiia generando poros en la membrana celular por
la interaccion que tiene con el lipido II, ademds inhibe la biosintesis de la pared celular
interrumpiendo la produccion de peptidoglicano (Prince et al., 2016).

Esta formacion de poros ocasiona una pérdida rapida de compuestos de bajo peso
molecular y despolarizacion de la membrana celular. Se debe mencionar que la nisina tiene
un amplio rango de inhibicidén contra bacterias Gram positivas, tales como estreptococo,
estafilococo, y Listeria spp., sin embargo, es inactiva ante las bacterias Gram negativas y
es sensible a la actividad de las proteasas digestivas (Molloy, Hill, Cotter y Ross, 2011).

A su vez, la lacticina 3147, también bacteriocina de clase I, se considera efectiva
contra todas las bacterias Gram positivas, incluyendo especies de patogenos como Listeria,
Clostridium, Staphylococcus y Streptococcus, sin embargo, al igual que la nisina, no se ha
encontrado que esta tenga un efecto sobre bacterias Gram negativas. La lacticina 3147
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posee dos componentes: LtnAl y LtnA2, el primero es bacteriostatico y no forma poros en
la membrana celular, ya que inhibe la biosintesis de peptidoglicano. Por otro lado, el LtnA2
ocasiona lisis en la membrana (Bakhtiary et al., 2017).

Otra bacteriocina de interés es la pediocina PA-1, una variante termoestable de la
pediocina (clase Ila), la cual puede tolerar temperaturas de esterilizacion y -80 °C, ademas
de mantener su actividad en un rango amplio de actividad de agua; esta bacteriocina actia
creando un desbalance parcial o total en la distribucion transmembrana de protones a través
de interacciones electrostaticas creadas por la region catidénica de esta, produciendo asi
poros en la membrana del patogeno. Estos poros conllevan a la fuga de iones, adenosin
trifosfato (ATP) y otros compuestos celulares e inhibe la fuerza protomotriz (PMF), lo que
ocasiona que la bacteria no pueda hacer la sintesis de ATP y que, por consiguiente, no
pueda producir energia, por lo que se da la muerte celular (Khorshidian et al., 2021).

La actividad de esta bacteriocina depende del pH, tratamiento térmico,
concentracion de enzimas proteoliticas, sal y tiempo de almacenamiento (Kareem, 2018).
La pediocina forma poros en el citoplasma para después reducir el pH intracelular e inhibe
la estimulacion de proteina (Bhunia et al., 1991 y Gabrielsen et al., 2014, citados por
Kareem 2018).

La pediocina, junto con la nisina, han sido las bacteriocinas con mayor aplicacion
en la industria alimentaria. Esta presenta un gran potencial para ser utilizada como un
agente antimicrobiano, pues es efectiva frente a un gran nimero de bacterias Gram
positivas como Bacillus, Brochotrix y Staphylococcus; sin embargo, no se resulta ser tan
efectiva en contra de las bacterias Gram negativas debido a las cubiertas celulares que
poseen, las cuales impiden el acceso de las bacteriocinas a la membrana plasmatica. Tiene
carga neta positiva a pH 6.0 y pH basico entre 8.6-10 (Agudelo, 2013).

L. Pruebas de antagonismo

1. Prueba de difusion

La prueba de difusion en agar estd basada en el método Kirby-Bauer, el cual
presenta resultados altamente reproducibles. El método de difusion se puede realizar en
pozo o disco. El fin de esta determinacion es establecer, de forma cuantitativa, el efecto de
un conjunto de sustancias sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos infecciosos.
El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir
una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de
agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria, sobre
la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro o se ha sembrado en
pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia (Ramirez y Marin, 2009).
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2. Prueba spot test

La prueba de spot test o bien conocida como “spot-on-the-lawn” es una prueba in-
vitro antimicrobiana que tiene como base la difusion de la solucion con la bacteria en el
medio de cultivo para poder evaluar la actividad inhibitoria del microrganismo indicador.
Esta prueba da como resultado un halo alrededor de interés cuando se da la inhibicion del
patogeno de interés. A diferencia de la prueba de difusion, no es necesario inocular la
muestra en pozos, pues es suficiente con picar (Macaluso et al., 2016).

M. Bioconservacion de alimentos

La bioconservacion de alimentos se refiere a la extension de vida util de los
productos alimenticios y el aumento de la seguridad microbioldgica usando una microflora
natural o controlada y sus compuestos antimicrobianos (Vasquez, Suarez y Zapata, 2009).
En la bioconservacion de alimentos se incluyen desde técnicas utilizadas para obtener
alimentos mas seguros hasta la generacion de alimentos minimamente procesados y sin
aditivos (Fuentes y Barboza, 2010).

El término bioconservacion se utiliza para el uso de procesos bioldgicos que
cambian las propiedades sensoriales de un alimento tan poco como sea posible. Por
ejemplo, la leche se conserva por la transformacion en productos de leche agria (Martinez
y Trujillo, 2017). Un agente de bioconservacion ideal deberia mostrar solo actividad
antimicrobiana contra bacterias del deterioro o patdgenas y no influir negativamente sobre
el microbioma intestinal del consumidor (Barcenilla, 2019).

Diferentes estudios han aplicado la bioconservacion utilizando bacterias acido
lacticas aisladas de productos lacteos, carnicos, pescados y vegetales, utilizando las
propiedades antibacterianas atribuidas a los productos finales de su metabolismo como el
acido acético, acido lactico y bacteriocinas (Vasquez, Suarez y Zapata, 2009). De igual
manera, este es el tipo de bacterias mas utilizado debido a que se reproducen de forma
natural en muchos sistemas alimentarios, ademas de ser utilizadas desde hace mucho
tiempo en los alimentos fermentados y son consideradas generalmente como seguras
(GRAS), potenciando con esto su uso en la bioconservacion (Burgos et al., 2017).

La bioconservacion es considerada una opcion de enfoque ambiental que puede
permitir la seguridad y extension de vida de anaquel de los alimentos, permitiendo reducir
la cantidad de aditivos que se le afiaden a estos, contribuyendo asi a la inocuidad y salud
publica mediante la reduccion de microorganismos y, por consiguiente, la disminucién de
enfermedades transmitidas por alimentos (Cortés y Recillas, 2015).

N.  Salmonella typhimurium

Salmonella es un género de la familia Enterobacteriaceae. Son caracterizadas como
bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas, asporogenas, de forma bacilar con un
tamafio de 1-2 micrometros. Este microorganismo produce acido y a veces gas de la
glucosa, suelen ser catalasa positiva y oxidasa negativa, ademas de tener la capacidad de
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reducir nitritos y nitratos. Las formas moviles de este microorganismo poseen flagelos
peritricos. La mayoria de las cepas, con excepcion a Salmonella thypi, utilizan el citrato
como unica fuente de carbono, descarboxilan la lisina, arginina y ornitina, ademas de
producir sulfuro de hidrogeno (Serrano y Marfil, 2003).

Salmonella posee una temperatura optima de crecimiento entre 35-43 °C, siendo la
temperatura minima de crecimiento un factor a considerar para los alimentos refrigerados.
El crecimiento de Salmonella se ve reducido de forma significativa a temperaturas
inferiores a 15 °C (Serrano y Marfil, 2003; Mora, 2018).

Cuadro 4. Factores que afectan en la supervivencia y crecimiento de Salmonella

spp.
Parametro Rango de crecimiento
Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 5 35-43 45-47
pH 4 6.5-8.2 9.5
Actividad de agua 0.94 0.99 -
NaCl (%) - - 4-5
Velocidad de crecimiento (t¢) 10 horas/generacién, 10 °C
Deo = 33 seg - 6.5 min

Fuente: Serrano y Marfil (2003).

Salmonella typhimurium es una bacteria anaerobica facultativa que puede
sobrevivir en bajas condiciones de oxigeno. Este bacilo no produce esporas y produce acido
a partir de glucosa, maltosa y sorbitol sin la produccion de gas, pero no fermenta la lactosa,
sacarosa y ramnosa. Su temperatura de crecimiento optima es a 37 °C, produce nitrito a
partir de nitrato y produce acido sulthidrico (Espinoza, Revollo y Espada, 2009).

Se ha determinado que Salmonella typhimurium tiende a sobrevivir mas tiempo en
quesos con suero; asimismo, se establecio que los factores que condicionan el crecimiento
de este patdgeno son: la flora competidora que se encuentra en el medio, el cultivo
iniciador, el calor al que es sometido la muestra, el pH, la concentracién de sal, la actividad
de agua, la cantidad de inoculo, el método de produccion del queso y las condiciones del
almacenamiento (Alemdar y Agaoglu, 2008).

Esta variante de Salmonella spp. es la causa nimero uno de enfermedades
transmitidas por alimentos en paises occidentales, enfermando a més de un millon de
personas cada afio en los Estados Unidos; este microorganismo ha demostrado una
capacidad notable de adaptacion, pues es capaz de invadir una gran cantidad de huéspedes
y, dentro de estos, debe pasar por diversos entornos (Girke, van Raaphorst y Willem, 2013).

O. Escherichia coli

Sanchez et al., (2013), menciona que Escherichia coli es un bacilo corto Gram
negativo, catalasa positiva, oxidasa negativa y anaerobio facultativo. La mayoria de las
cepas fermentan lactosa, aunque algunas fermentan esta mas lento. Las cepas de E. coli se
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pueden diferenciar serolégicamente en relacion con los antigenos somaticos (O), flagelares
(H) y capsulares (K).

E. coli ha sido utilizada como un indicador microbioldgico de la leche pasteurizada
y derivados lacteos. Su presencia en los alimentos puede indicar la posible presencia de
otros microorganismos patdégenos relacionados. Al obtener una presencia de esta bacteria
con numeros significativos puede demostrarse una manipulacion deficiente del alimento o
la posible presencia de otros patogenos de procedencia entérica (Alvarez, 2011).

La cepa E. coli O157:H7 es un serotipo no fermentador del D-sorbitol ni ramnosa,
ademas de no ser productor de B-glucuronidasa. Este microorganismo puede encontrarse
en bovinos, cabras y borregos, en donde su principal reservorio es el intestino del ganado
bovino. La transmision de E. coli O157:H7 puede darse por ingerir carne cruda o mal
cocida, leche contaminada o debida a la mala manipulacion de los alimentos (Rodriguez,
2002).

La prevalencia de Escherichia coli se ve afectada por distintos factores, incluyendo
la temperatura, pH, contenido de carboén organico y competencia con otras bacterias.
Estudios han demostrado que E. coli puede sobrevivir a temperaturas bajas por tiempos
prolongados a pH neutro (Yoneda, Nishiyama y Watanabe, 2024).

P. Vida util
1. Definicion

La vida 1til de un alimento representa el periodo de tiempo durante el cual se
considera apto para el consumo desde el punto de vista sanitario, manteniendo las
caracteristicas sensoriales, funcionales y nutricionales. Entre las variables que deben
considerarse en la vida util de un alimento estan: la naturaleza del alimento, su
composicion, las materias primas empleadas, el proceso al que fue sometido, el empaque
utilizado para su distribucidon, las condiciones de almacenamiento, transporte y
manipulacion (Hough y Fiszman, 2005).

2. Evaluacion de la vida util de un alimento

Los estudios de vida util permiten definir la duracién de los alimentos, siendo
necesario no sub o sobre dimensionar el tiempo que realmente dura el producto (Alvarez,
2011).

Existen tres métodos para evaluar la vida util de un producto. Las pruebas de vida
util a tiempo real permiten brindar datos valiosos, pero en algunas ocasiones se requiere de
un tiempo prolongado para la obtencion de tiempo final (Puma et al., 2018). La simulacion
y estimacion basada en modelos es una técnica que combina expresiones de la sensibilidad
del producto, la eficiencia del empaque y la severidad del medio ambiente en un modelo
matematico. Por otro lado, las pruebas aceleradas permiten obtener datos en tiempos
relativamente cortos, pues estas pruebas consisten en incubar el alimento a condiciones
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controladas y diferentes temperaturas, las cuales deben ser mayores a las de
almacenamiento y comercializacion para que las reacciones de deterioro se aceleren (Puma
etal., 2018).

Para determinar la vida til de un alimento es importante identificar las reacciones
quimicas o biologicas que influyen en la calidad y seguridad de este, considerando las
reacciones mas criticas en la calidad a partir de la composicion del alimento y del proceso
al que es sometido (Garcia y Molina, 2008).

La mayor parte de los estudios de vida 1til se basan en la teoria cinética, por la cual
es posible determinar la velocidad de modificacion de una propiedad o atributo del
alimento. La mayoria de las reacciones de deterioro estudiadas en alimentos se han
caracterizado como orden 0 o 1, siendo las de primer orden la pérdida de vitaminas,
desarrollo microbiano, pérdida de color por oxidacion y pérdida de textura en tratamientos
térmicos (Toro, Ancco y Ramos, 2014).

En el queso fresco, el tiempo de vida 1til es afectado por factores ambientales y
fisicoquimicos, tales como los métodos de fabricacion y por el uso de compuestos activos
empleados para prolongar la vida util, pero principalmente, esta depende de la calidad de
la materia prima. Otro factor que determina la duracion de la vida util es la temperatura de
almacenamiento durante su comercializacion (Carrillo y Mondragén, 2011).

Para poder evaluar el tiempo de vida 1til es necesario definir un indicador de
calidad. Este indicador varia en funcion del tiempo y puede ser medido a través de pruebas
fisicoquimicas (como la rancidez y oxidacion), bioldgicas (recuentos microbiologicos) y/o
pruebas sensoriales del alimento (color, aroma, textura). El tiempo en el que el indicador
llega al limite critico es lo que se conoce como tiempo de vida util (Alvarez, 2011).
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VII. Metodologia

Preparacion de las cepas patdgenas y acido lacticas

Preparacion de Salmonella typhimurium inoculada

a) Se cultivo la cepa Salmonella typhimurium ATCC 14028 en tubos de ensayo
estériles que contuvieran el caldo tripticasa soya (TSB).
b) Se incubo la cepa a 37 °C por 24 horas en una incubadora VWR 414005-120 de

aire forzado.

Figura 2. Cepa de Salmonella typhimurium ATCC 14028 inoculada en TSB

Preparacion de Escherichia coli a inocular

a) Se cultivo la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 en tubos de ensayo estériles

que contuvieran el caldo tripticasa soya (TSB).
b) Se incubo la cepa a 37 °C por 24 horas en una incubadora VWR 414005-120 de

aire forzado.
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Figura 3. Cepa de Escherichia coli ATCC 25922 inoculada en TSB

3. Preparacion de los cultivos probioticos

a) Se prepararon 7 Erlenmeyer de 250 mL estériles que contuvieran el caldo
MRS.

b) Se tomaron los pellets de las cepas probidticas Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei ATCC BAA-52, Lacticaseibacillus paracasei ATCC 334,
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
19435, Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 y Limosilactobacillus fermentum ATCC 9338 y se inocularon en
los Erlenmeyer correspondientes.

¢) Se incubaron a 30 °C por 72 horas en una incubadora VWR 414005-120 de
aire forzado.

Figura 4. Cepas probidticas inoculadas en caldo MRS

B. Control de calidad de la leche

La materia prima utilizada para este estudio fue leche cruda entera de vaca, por lo
que no se tuvo un numero de lote de esta; se utilizaron 20 litros de leche en total para cada
una de las fases de la experimentacion, pues los andlisis se llevaron a cabo en duplicado, a
excepcion de la fase de andlisis sensorial, ya que esta se hizo solamente una vez, por lo que
los 20 litros de leche se emplearon para elaborar suficiente muestra de los quesos a brindar
en el panel sensorial. Para el estudio de vida util, se utilizaron inicamente 10 litros de leche,
pues la determinacién de esta se hizo solamente una vez. La leche fue almacenada en
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cubetas de plastico a temperaturas de refrigeracion (4-8 °C); esta temperatura se midi6 con
un termometro Hanna Instruments. Se elaboraron analisis microbiologicos a la leche luego
de la pasteurizacidon para asegurarse que esta no contuviera Salmonella spp. ni Escherichia
coli.

Las pastillas de cuajo marca Marschall fueron adquiridas en farmacias locales, por
lo que no tenian un nimero de lote; el cloruro de calcio tampoco tenia nimero de lote, pues
este fue brindado por la Universidad del Valle de Guatemala en recipientes transparentes
que solo tenian el nombre del aditivo.

Se determino la composicion de la leche a través del equipo Ekomilk KAM98-2A,
en donde se pudieron establecer los parametros de grasa, proteina, agua anadida, s6lidos no
grasos y densidad de esta. Para determinar la acidez de la leche, se tom6 una muestra de 9
mL de esta, se le agregd 3 gotas de fenolftaleina al 1 % como indicador de viraje y luego
se tituld con hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N usando una bureta de 50 mL marca Kimax,
hasta que se alcanz6 una coloracidn rosa palido persistente; esta acidez se expreso en grados
Dornic y en porcentaje de acido lactico, tomando en cuenta que 1 grado Dornic equivale a
0.1 mL de NaOH 0.1 N usados en la titulacion y que 1 grado Dornic equivale a 0.1 gramos
de acido lactico por litro (Pinheiro et al., 2022). De igual manera, se midio6 el pH de la leche
cruda con un potenciometro marca Hannah Instruments modelo HI 99161. Estos tres
analisis se realizaron en triplicado por cada lote de leche. Se tomd como valor tedrico el
intervalo de 0.14-0.18 de porcentaje de acido lactico (Gotardi et al., 2022), mientras que
para los grados Dornic se us6 como referencia 14-18 °D (Pinheiro et al., 2022). Finalmente,
para el pH de la leche se utilizé como referencia el intervalo de 6.5-6.7 (Gonzalez, 2013).

De igual manera, se le hicieron andlisis microbiologicos a la leche luego de la
pasteurizacion y previo a la elaboracion del queso, haciendo pruebas para determinar
Escherichia coli 'y Salmonella spp. para asegurarse que no contuviera ninguno de estos dos
patogenos. Para esto, primero se pesaron 25 gramos de muestra de la leche dentro de una
jarra estéril, utilizando una balanza digital marca Ohaus; después, esto se diluy6 con 225
mL de agua peptonada al 0.1 % (dilucién 10™"), los cuales fueron medidos con una probeta
Kimax. Esto se agitd por 2 minutos de forma manual y se dejo incubar por 24 horas a 37
°C en una incubadora VWR 414005-120 de aire forzado. Después de esto, para la
determinacion de Escherichia coli, se tomaron 1000 uL con una pipeta Thermo Scientific
modelo Finnpipette F2 y se vertio en una caja Petri estéril, para luego verter 20 mL de agar
Chromocult®. Este ultimo paso se hizo en duplicado. Las cajas Petri fueron incubadas por
24 horas a 37 °C en una incubadora VWR 414005-120 de aire forzado. Esto se evalto de
forma cualitativa como presencia/ausencia en la leche.

Ahora, para la determinacion de Salmonella spp., se tomaron 100 uL. con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 y se colocaron en un tubo estéril que contuviese
el caldo Rappaport-Vassiliadis; adicionalmente, se extrajeron 1000 puL con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 y se vertieron en un tubo estéril que tuviese caldo
tetrationato. Ambos tubos se dejaron incubar por 24 horas a 37 °C en una incubadora VWR
414005-120 de aire forzado. Posterior a este tiempo, se tom6 una muestra de cada tubo con
un asa y se estriaron en agar XLD y Rambach para la deteccion cualitativa de Salmonella
spp., como presencia/ausencia (Hu y Zhang, 2024).
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Figura 5. Determinacion de la composicion de la leche, acidez, pH, E. coli y
Salmonella spp. en la leche
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Elaboracion y contaminacion del queso fresco

Elaboracion del queso fresco

a) Se pasteurizo la leche a 65 °C por 30 minutos en una olla y se dejo enfriar a 40
°C, midiendo la temperatura con un termometro digital marca Hanna.

b) Sepeso el cloruro de calcio (20 g/100 litros) en una balanza digital marca Ohaus
y se mezclo.

c) Se anadio un % de la pastilla de cuajo previamente solubilizada en 50 mL de
agua destilada a la leche.

d) Se agit6 por un minuto para homogeneizar y se dejé reposar por 50 minutos.

e) Se corto la cuajada con un cuchillo, tanto de forma horizontal como vertical y
se dejo reposar por 2 minutos.

f) Se escurrio la cuajada usando un colador, presionando hasta obtener la cantidad
de humedad deseada en esta.
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g) Se peso la cuajada para medir el rendimiento en una balanza digital marca
Ohaus, se separ6 en cinco partes iguales y se colocd en bandejas de metal.

h) Seagrego 1 % de sal con relacion al peso de la cuajada y se amaso el queso.

1) Se agregd 1000 pL del probidtico y 1000 uL de Salmonella typhimurium con
una pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de 100 uL de la misma
marca de acuerdo con los tratamientos a realizar.

j) Se amaso el queso por 2 minutos

k) Se molded el queso en una bandeja de plastico previamente desinfectada, se
coloc6 dentro de una bolsa de alta barrera de EVOH y se sellé con una selladora
de calor.

1) Se almacenaron los quesos a una temperatura de 4-8 °C. Esta temperatura se
monitoreo con un termémetro Hanna Instruments.

m) Se repitio el procedimiento para la elaboracion de quesos con E. coli.

n) Se realiz6 el mismo procedimiento para elaborar los quesos a utilizados en el
analisis sensorial, agregando unicamente los probioticos. El queso control para
el estudio de vida ttil y el andlisis sensorial fue un queso fresco elaborado sin
probidticos ni patdégenos, mientras que, para el resto de los experimentos, el
queso control fue elaborado solo con el patdgeno, sin probioticos.

(Faillace, 2019; Lara, 2017, Alvarez, 201 1)

Figura 6. Diagrama de flujo de los pasos para la elaboracion del queso
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Sanitizacion de los utensilios utilizados en la elaboracion del queso fresco

a) Se colocaron los utensilios empleados en una olla de metal grande.

b) Se puso la olla en una estufa y se encendio el fuego.

¢) Una vez hirvi6 el agua (92-94 °C), se dejaron estos por 25 minutos en el fuego.

d) Se removieron los utensilios del agua.

e) Para los utensilios que podian autoclavearse, se colocaron dentro del autoclave
marca All American modelo 25X y se esterilizaron a 121 °C y 15 psi por 15
minutos.

f) Se colocaron estos en una cubeta que contuviera una solucion de cloro con 600
ppm y se dejo actuar por 15 minutos.

g) Se sacaron los utensilios de la solucion de cloro y se lavaron con agua y jabon.

h) Se les aplico alcohol al 70 % a los utensilios para desinfectarlos.

(Washington State Department of Health, 2015; Centers for
Disease Control and Prevention, 2025)

Sanitizacion de las superficies utilizadas en la elaboracion del queso fresco

a) Se realiz6 una solucidn de cloro con una concentracion de 600 ppm.

b) Se coloco, con una esponja, esta solucion encima de las superficies en las que
se trabajo con patdgenos y se dejo actuar por 20 minutos.

¢) Se removio la solucidn de cloro de las superficies con agua fria y se quitd con
papel toalla.

d) Se elabor6 una solucidon de jabon con agua caliente con una concentracion de
50 ppm.

e) Se coloco esta solucion en las superficies con la ayuda de una esponja y se dejo
actuar por 15 minutos.

f) Se removid la solucion de jabon con agua cliente con papel toalla.

g) Se aplico alcohol al 70 % a las superficies para desinfectarlas.

(Centers for Disease Control and Prevention, 2025)

Evaluacion de la actividad antagonica

Prueba de spot test

a) Se incubaron previamente las cepas probidticas a evaluar en caldo MRS por 72
horas a 30 °C en una incubadora VWR 414005-120 de aire forzado.

b) Se pic6 cada una de las cepas de probidticas a utilizar sobre una placa de agar
MRS y esta se sell6 con Parafilm.

¢) Se incubaron las cajas a 30 °C por 20-24 horas bajo condiciones anaerdbicas en
una incubadora VWR 414005-120 de aire forzado.

d) Se inocul6 1000 pL de S. typhimurium utilizando una pipeta Thermo Scientific
modelo Finnpipette F2 en 250 mL de agar tripticasa soya temperado a 45 °C.

e) Se agregd una capa de agar tripticasa soya con S. typhimurium al agar MRS con
probidticos.
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g)
h)

Los pasos b) y e) se realizaron en triplicado.
Se repitio el procedimiento indicado para medir la actividad bacteriogénica ante
Escherichia coli.
Se incubaron las muestras por 24 horas a una temperatura de 37 °C en una
incubadora VWR 414005-120 de aire forzado.
Se evalud si existian halos de inhibicion presentes en el agar y se hizo la
medicidn de estos con una regla de 10 cm.

(Settani et al., 2008; Kang y Fung, 2000; Séaez, 2016)

Figura 7. Cepas probioticas picadas en agar MRS y halos de inhibicion
resultantes de la prueba de spot test

Prueba por difusion

a)
b)

©)
d)

e)
f)

2
h)

Se prepararon 350 mL de caldo MRS y se distribuyeron en 7 tubos conicos de
50 mL marca VWR.

Se inoculo, con un asa, cada una de las cepas en un tubo conico y se dejaron
incubar estos por 72 horas a 30 °C en una incubadora VWR 414005-120 de aire
forzado.

Se tomaron estos tubos y se colocaron dentro de una centrifugadora Garver
modelo Babcock 200 y se dejaron centrifugar por 6 horas a 836 rpm.

Se tomo 15 mL del sobrenadante de cada uno de los tubos téonicos con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de 1000 pL y se transfirieron a tubos
de ensayo estériles.

Se prepardé 1000 mL de agar tripticasa soya y se le inoculo 1000 uL de S.
typhimurium utilizando una pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette F2.
Se vertid el agar con patdgeno en cajas Petri y se dejaron solidificar por 4-5
horas a temperaturas de refrigeracion (4-7 °C).

Una vez solidificado el agar, utilizando una campana de Durham, se abrieron 7
agujeros en el agar solidificado, uno para cada probiotico a evaluar.

Se tomo una pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de 100 puL y se
vertieron 30 pL aproximadamente del sobrenadante extraido de cada uno de los
probidticos en el agujero asignado.

Se dej6 incubar las muestras por 24 horas a una temperatura de 37 °C en una
incubadora VWR 414005-120 de aire forzado.
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)

Se evalu6 si existian halos de inhibicion presentes en el agar y se hizo la

medicidn de estos con una regla de 10 cm.
(Settani et al., 2008; Kang, 2000; Saez, 2016)

Figura 8. Centrifugadora utilizada durante la experimentacion y halos de
inhibicion resultantes de la prueba por difusion

4
Centrifugadora Garver

modelo Babcock 200

Analisis microbiologico de los quesos elaborados

Recuento de Escherichia coli

a)

b)

c)

Se pesaron 25 gramos de queso en una bolsa para digestor estéril marca Filtra
Bag y se agregaron 225 mL de caldo tripticasa soya o agua peptonada al 0.1 %,
medidos en una probeta marca Kimax con capacidad de 250 mL.

Se coloco la bolsa dentro del digestor Stomacher 400 Circulator y se agitd por
30 segundos a 230 rpm (Dilucion 107).

Se abrid la bolsa con la muestra digerida y, con una pipeta Thermo Scientific
modelo Finnpipette F2 de 1000 pL, se tomd una alicuota y se transfiridé a un
tubo de ensayo estéril que contenia 9 mL de agua peptonada al 0.1 %.
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d) Se homogeneizd a 3000 rpm por 10 segundos utilizando el agitador marca
Daigger modelo Vortex-Genie 2 (Dilucion 1072). Se repitio este procedimiento
hasta obtener diluciones de 104, 103y 10,

e) Se sembraron 1000 pl de las diluciones 10, 107y 10 en cajas Petri estériles,
los cuales fueron medidos con una pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette
F2 de esta capacidad. Este paso se realiz6 en duplicado.

f) Se tom¢ el tubo de ensayo en el que se contenia la cepa E. coli utilizada para la
contaminacion de los quesos, tomando una alicuota de 1000 puL con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 (Dilucion 107, 1a cual fue transferida
a un tubo de ensayo estéril que contenia 9 mL de agua peptonada buferada al
0.1 % (Dilucién 1072).

g) Se repitieron los pasos d) y e), obteniendo diluciones 10”7y 10® sembrando
1000 pl en las cajas Petri estériles, los cuales fueron medidos con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de esta capacidad. Este paso se realiz6
en duplicado.

h) Se vertieron 20 mL de agar Chromocult® sobre las cajas Petri.

1) Se mezcld rotando en forma de 8 el contenido de las placas y se dejo solidificar.

J) Se incubaron las cajas a 37 °C por 24 horas y se hizo el recuento de E. coli.

El muestreo para estos quesos se hizo con una frecuencia de 48 horas por dos
semanas. La medicion y recuento de la cepa de E. coli utilizada se llevo a cabo solamente
en el dia en el que se elaboraron los quesos.

(Martinez y Trujillo, 2017; Robledo, 2015)

Figura 9. Determinacion de E. coli en los quesos frescos y recuentos obtenidos
en las cajas Petri
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2. Recuento de Salmonella typhimurium presente en el queso fresco elaborado

a)

b)

¢)

d)

g)

h)

)

k)

Se pesaron 25 gramos de queso en una bolsa para digestor estéril marca Filtra
Bag y se agregaron 225 mL de caldo tripticasa soya o agua peptonada al 0.1 %,
medidos en una probeta marca Kimax con capacidad de 250 mL.
Se colocé la bolsa dentro del digestor Stomacher 400 Circulator y se agitd por
30 segundos a 230 rpm (Dilucién 1071).
Se abrio la bolsa con la muestra digerida y, con una pipeta Thermo Scientific
modelo Finnpipette F2 de 1000 pL, se tomd una alicuota y se transfirié a un
tubo de ensayo estéril que contenia 9 mL de agua peptonada buferada al 0.1 %.
Se homogeneizo6 a 3000 rpm por 10 segundos utilizando el utilizando el agitador
marca Daigger modelo Vortex-Genie (Dilucion 102). Se repitid este
procedimiento hasta obtener diluciones de 10, 10°y 107
Se sembraron 100 pl de las diluciones 10°y 10”7 en cajas Petri estériles que
contuvieran agar tripticasa soya, los cuales fueron medidos con una pipeta
Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de esta capacidad. Este paso se realizd
en duplicado.
Se tomo el tubo de ensayo en el que se contenia la cepa S. typhimurium utilizada
para la contaminacion de los quesos, tomando una alicuota de 1000 pL con una
pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 (Diluciéon 10), la cual fue
transferida a un tubo de ensayo estéril que contenia 9 mL de agua peptonada al
0.1 % (Dilucién 1072).
Se repitieron los pasos d) y e), obteniendo diluciones 10°y 10'°, sembrando
100 pl en las cajas Petri estériles que contenian agar tripticasa soya, los cuales
fueron medidos con una pipeta Thermo Scientific modelo Finnpipette F2 de esta
capacidad. Este paso se realiz6 en duplicado.
Haciendo uso de un esparcidor de vidrio en forma de L, se distribuyo de forma
homogénea el inoculo sobre la superficie del agar contenido en la caja Petri.
Se dejaron secar las cajas Petri por 2 horas a 42 °C dentro de una incubadora
marca Thermo Scientific, modelo HERATHERM IGS60.
Se coloco una sobrecapa de 15 mL de agar XLD a cada una de las cajas Petri
sembradas.
Se incubaron las cajas a 37 °C por 24 horas y se hizo el recuento de cada una de
S. typhimurium.

(Martinez y Trujillo, 2017; Robledo, 2015)

El muestreo para estos quesos se hizo con una frecuencia de 72 horas por tres
semanas. La medicion y recuento de la cepa de S. typhimurium utilizada se llevo a cabo
solamente en el dia en el que se elaboraron los quesos.
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Figura 10. Determinacion de S. typhimurium en los quesos frescos y recuentos
obtenidos en las cajas Petri
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F.  Analisis organoléptico y de vida util

1. Evaluacion de la aceptacion sensorial de los quesos elaborados

Los quesos frescos a utilizar en el panel sensorial se dejaron madurar por 14 dias,
almacenados en refrigeracion a 4-8 °C aproximadamente; esta temperatura fue controlada
con un termémetro Hanna Instruments. Se realizd un panel sensorial con 60 panelistas
consumidores de queso fresco. Se brindaron muestras de 5 gramos de cada uno de los
quesos elaborados con los diferentes probidticos y sin patégenos; de igual manera, se dio
una muestra de 5 gramos del queso patrén (sin probiodticos ni patdogenos); las muestras
fueron pesadas en una balanza marca Kern modelo PFB 2000-2. Para servir las mismas, se
colocaron en un vaso de una onza codificadas con tres nimeros aleatorios de acuerdo con
la hoja maestra y se colocaron en un plato de plastico. Se us6 una escala hedonica de 9
puntos para medir los parametros de aceptacion general, color, olor, textura y sabor de cada
uno de los quesos.

Figura 11. Preparacion de muestras de los quesos para el panel sensorial
‘E/N "," 7"'; ‘“Q
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Figura 12. Panelistas evaluando las muestras de queso fresco presentadas

2. Determinacion de la vida util de los quesos

El estudio de vida util se llevd a cabo en tiempo real, realizando mediciones cada 5
dias hasta llegar al dia 14, posteriormente se midi6 cada 2 dias y, al llegar al dia 20 de vida
util, se volvieron a realizar mediciones cada 5 dias hasta que se llegd al final de esta. Se
tomo una muestra de los quesos almacenados en refrigeracion (4-8 °C) para medirles acidez
titulable y pH, ademas de evaluar sus caracteristicas sensoriales de forma visual, estudiando
el olor, textura y color. La temperatura de almacenamiento de las muestras se midi6 con un
termometro Hanna Instruments. El pH de las muestras se midi6 directamente en los quesos
producidos en tres puntos distintos, haciendo uso de un potencidmetro marca Hanna
modelo HI 99161. Para este parametro fisicoquimico, se tomé como referencia que el pH
de este queso es mayor a 6 (Van Hekken et al., 2017) y, como limite superior, se tomo el
valor de 6.60 (Holle et al., 2018). Se considerd que los quesos llegaron al final de su vida
util cuando los parametros de pH dejaron de cumplir con lo establecido por estos estudios
citados.

Figura 13. Medicion de pH en los quesos frescos
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Abhora, la acidez titulable se determin6 de la siguiente manera: en un beaker de 50
mL marca Kimax, se pes6 10 gramos de cada uno de los quesos haciendo uso de una
balanza marca Ohaus. Posteriormente, se midi6 50 mL de agua hirviendo en una probeta
de 100 mL marca Kimax y se adicionaron a la muestra del queso. Se mezcld por 2 minutos
con una varilla de vidrio y se decant6 en un balén aforado de 100 mL. Este paso se repitid
dos veces, afiadiendo 20 mL de agua hirviendo medidos con la probeta de 100 mL marca
Kimax. Posteriormente, se aforé a 100 mL y se homogeneizo6 la muestra. Se tom6 50 mL
del aforado y se vertieron en dos Erlenmeyer marca Kimax de 250 mL, para hacer la
medicion de la acidez titulable en duplicado. Se afiadid 3 gotas de fenolftaleina al 1 %y se
tituld con una solucidn de hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N, usando una bureta de 50
mL marca Kimax, hasta que se alcanzd una coloracion rosa palido persistente. El resultado
se expreso en porcentaje de acido lactico, tomando en cuenta que 1 mL de NaOH 0.1 N
equivale a 0.009 gramos de acido lactico (Paz, 2022). Para este parametro, se tom6 como
referencia el rango de 0.08-0.18 % de acido lactico en el queso fresco (Gutiérrez et al.,
2023).

Figura 14. Determinacion de la acidez titulable en las muestras de queso fresco

%‘5 L
.: i3
=4
=
B

=

G. Plan de analisis de datos

1. Calidad de la leche y rendimiento del queso

Se hizo la medicion de los parametros de grasa, sélidos no grasos, densidad y
proteina, pH y acidez titulable. Ademas, se hizo la deteccion de E. coli y Salmonella spp.
y, para el queso, se determino el rendimiento. Para ambos productos se midio la temperatura
de almacenamiento. Se calculd6 media y desviacion estandar para cada uno de los
parametros, con excepcion de la deteccion de E. coli 'y Salmonella spp., pues estas Ultimas
se hicieron de forma cualitativa, inicamente como presencia/ausencia.
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2. Evaluacion de la actividad antagonista

Se llevd a cabo la medicion de tamaiio del halo de inhibicion de cada una de las
pruebas elaboradas con los patdégenos. Se calculdo media y desviacion estandar para cada
uno de los tratamientos.

3. Pruebas de reduccion microbiolégica

Se determind la reduccion de la carga de los patdégenos en los quesos inoculados
con probioticos, reportando estos resultados en log UFC/g. Se determin6d promedio y
desviacion estandar para estas mediciones en cada uno de los dias, las cuales se reportaron
en un cuadro. La cantidad de unidades logaritmicas reducidas promedio se presentd en
grafico de barras; asimismo, se utilizé un grafico de dispersion para mostrar esta reduccion
por cada dia de medicion a lo largo del tiempo.

4. Prueba sensorial de aceptacion general

Se midi6 la aceptacion general, color, olor, textura y sabor de cada una de las
muestras de queso inoculadas con probidticos; se procedid a hacer un andlisis de estadistica
descriptiva para interpretar los resultados a obtener, por lo que se determiné el promedio
de cada uno de los atributos. Posteriormente, se hizo un ANOVA de un factor con la prueba
de Tukey en el software RStudio para establecer si existia diferencia significativa entre los
atributos organolépticos evaluados. Las hipotesis planteadas se presentan en la seccion VI.
A. de este documento.

Para el ANOVA de un factor, las hipotesis se plantearon de la siguiente manera:
Ho:p=a
Hap>a

En donde a = 0.05. Se utiliz6 el valor p como criterio de aceptacion, por lo que, si
se rechaza la hipdtesis nula, es decir, si el valor p < a, se indica que existe diferencia
significativa en los atributos sensoriales de las muestras de queso evaluadas. Asimismo, se
grafico el promedio de los resultados de cada atributo en graficos de barras.

Se elabord la prueba de Tukey HSD en RStudio para establecer la divergencia entre
las medianas y si existe una diferencia significativa en la calificacion de los atributos
sensoriales al momento de inocular el probiodtico en las muestras de queso fresco.

5. Determinacion de vida util

Para la determinacion de vida util se evaluaron los parametros sensoriales, acidez
titulable y pH. Para la acidez titulable y el pH, se calcul6 promedio y desviacion estandar,
ademas de presentar estos resultados en graficos de dispersion para poder analizar la
tendencia a lo largo del tiempo; en cada uno de los graficos se colocaron los limites
respectivos para ese parametro. Para las caracteristicas sensoriales, se presento el resumen
de las caracteristicas organolépticas de textura, color y aroma al inicio y fin de su vida util.
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Finalmente, se hizo un grafico de barras presentando la cantidad de dias de vida 1til que
tuvieron las muestras de queso.
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VIII. Resultados

A. Control de calidad de la leche y rendimiento del queso

Cuadro 5. Composicién promedio de la leche cruda utilizada

Parametro Promedio Desviacion estandar
Grasa (%) 3.30 0.37
Densidad (g/L) 1031.30 1.25
Soélidos no grasos (%) 8.68 0.33
Proteina (%) 3.11 0.12

En el Cuadro 5 es posible observar el promedio de los parametros medidos de grasa,
densidad, s6lidos no grasos y proteina, los cuales son de 3.30 %, 1031.30 g/L, 6.68 % y
3.11 %, respectivamente. Adicionalmente, se presenta la desviacion estandar, la cual se
puede considerar baja para los parametros analizados.

Cuadro 6. pH, porcentaje de acido lactico y grados Dornic de la leche pasteurizada

Parametro Promedio Desviacion estandar
pH 6.55 0.06
Acido lactico (%) 1.45%107 3.45%107
Grados Dornic (°D) 1.61 0.38

Ahora, en el Cuadro 6 se presentan los resultados de pH, porcentaje de acido lactico
y grados Dornic, teniendo valores de 6.55, 1.45*102 % y 1.61 °D para cada pardmetro,
respectivamente. Adicionalmente, se presenta la desviacion estandar para estos, la cual se
puede considerar baja.

Cuadro 7. Resultados microbiologicos de E. coli y Salmonella spp. en la leche

pasteurizada
Patogeno Resultado
E. coli Ausencia de UFC/25¢g
Salmonella spp. Ausencia de UFC/25g

En el Cuadro 7 se presentan los resultados microbioldgicos obtenidos para la leche
luego del proceso de pasteurizacion, siendo posible apreciar que estos dos patdgenos
estuvieron ausentes. Estos fueron los resultados que se obtuvieron cada vez que se analiz6
la leche después de este proceso.

54



Cuadro 8. Rendimiento promedio del queso
Promedio (%) Desviacion estandar (%)

12.48 1.32

En el Cuadro 8 se observa el rendimiento promedio del queso a lo largo de la
experimentacion, el cual fue de 12.48 %. También se presenta la desviacion estdndar con
un valor de 1.32 %, por lo que puede considerarse baja.

Cuadro 9. Temperatura promedio de almacenamiento del queso y la leche
Promedio (°C) Desviacion estandar (°C)
3.94 0.78

En el Cuadro 9 se observa la temperatura promedio del queso y la leche a lo largo
del almacenamiento durante la experimentacion, la cual fue de 3.94 °C. También se
presenta la desviacion estandar con un valor de 0.78 °C, por lo que puede considerarse baja.

B. Pruebas de antagonismo y seleccion de cepas

Cuadro 10. Resultados promedio obtenidos para las pruebas de antagonismo entre
los probioticos y Escherichia coli ATCC 25922

Probiotico Spot-test (cm) | Difusion (cm)
Lactobacillus paracasei subsp. 0.66 £ 0.05 0.44 +0.05
paracasei ATCC BAA-52
Lacticaseibacillus paracasei ATCC 334 | 0.90+0.14 0.44 +£0.05
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 0.80 +0.07 0.49+0.03
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 0.94+0.14 0.49 £ 0.08
19435
Lactiplantibacillus plantarum ATCC 0.85+0.13 0.18+0.20
8014
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 0.69 £0.47 0.38+0.03
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 0.79 £0.12 0.41+£0.13
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Cuadro 11. Resultados promedio obtenidos para las pruebas de antagonismo entre
los probioticos y Salmonella typhimurium ATCC 14028

Probidtico Spot-test (cm) | Difusion (cm)

Lactobacillus paracasei subsp. 0.66 = 0.05 0.53 +£0.06
paracasei ATCC BAA-52

Lacticaseibacillus paracasei ATCC 334 | 0.00 = 0.00 0.38+0.21

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 0.71+0.13 0.41 +0.09
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 0.55+0.13 0.48 £0.10
19435

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 0.68+0.13 0.39 £0.07
8014

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 0.84 £0.05 0.49 £0.09

Lactobacillus fermentum ATCC 9338 0.74+£0.12 0.48 £0.09

En el Cuadro 10, se puede presentan los halos de inhibicion obtenidos para
Escherichia coli ATCC 25922, los cuales oscilan entre (0.94 + 0.14) cm para la prueba de
spot-test y un valor de (0.44 = 0.05) cm para la prueba de difusion; de igual manera, al
observar los resultados presentados, puede apreciarse que los valores mas bajos para la
prueba de spot test se encontraron entre (0.66 = 0.05) cm, mientras que para la prueba de
difusion estos oscilaron entre (0.18 £ 0.20) cm. Por otro lado, en el Cuadro 11, se presentan
los halos de inhibicion medidos para Salmonella typhimurium ATCC 14028, pudiendo
denotar que los valores estuvieron entre (0.71 + 0.13) cm para la prueba de spot test y entre
(0.48 = 0.10) cm para la prueba de difusion.

Ahora, en cuanto a los resultados promedio entre las pruebas, se pudo determinar
que las tres cepas que presentaron halos de inhibicion significativos en ambos patdgenos
fueron los probioticos Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactococcus lactis subsp.
lactis ATCC 19435 y Lactobacillus fermentum ATCC 9338; es importante mencionar que
cada probidtico presentd resultados variables ante ambos patdgenos seleccionados, por lo
que también, en el criterio de seleccion, se tomd en cuenta que los valores de los halos de
inhibicion producidos por las cepas probidticas tuviesen resultados similares. Es posible
apreciar que, para Escherichia coli ATCC 25922, el probiotico que tuvo halos de inhibicién
promedio mas altos fue la cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435,
obteniendo valores promedio de (0.94 = 0.14) cm para la prueba de spot test y (0.49 £+ 0.08)
cm para la prueba de difusion; por otro lado, para la cepa Salmonella typhimurium ATCC
14028, esta presentd valores de (0.55 = 0.13) cm para la prueba de spot test y (0.48 + 0.10)
cm.
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También, se observo que la cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 presentd
halos de inhibicién que se encontraban en (0.80 & 0.07) cm para la prueba spot test y (0.49
+ 0.03) cm para la prueba de difusién cuando ésta se ejecutd con Escherichia coli ATCC
25922; ahora, para Salmonella typhimurium ATCC 14028, los resultaron se encontraron
entre (0.71 = 0.13) cm para la prueba del spot test y (0.41 £ 0.09) cm. Finalmente,
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 tuvo halos de inhibicion de (0.79 £ 0.12) cm y (0.41
+ 0.13) cm para prueba de spot test y prueba de difusion, respectivamente, ante la cepa
Escherichia coli ATCC 25922. Por otro lado, ante Salmonella typhimurium ATCC 14028,
este probidtico presentd valores de (0.74 + 0.12) cm para la prueba de spot test y (0.48 +
0.09) cm para la prueba de difusion. Tomando en cuenta los resultados y el criterio
mencionado con anterioridad, se hizo la delimitacién a utilizar unicamente cuatro
tratamientos, los cuales corresponden a cada uno de los probidticos seleccionados y una
mezcla de estos.

C. Reduccion en el crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922

Figura 15. Evolucion de los recuentos promedio de Escherichia coli ATCC 25922
en los quesos frescos contaminados a lo largo del tiempo
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En la Figura 15 se presenta el comportamiento de los recuentos promedio de
Escherichia coli ATCC 25922 en los quesos frescos elaborados con cada uno de los
tratamientos. Es posible preciar que se tuvo una disminucion considerable a lo largo del
tiempo en los recuentos del patdgeno; sin embargo, al finalizar el tiempo del estudio, se
puede apreciar que la curva crece. Se puede observar que el tratamiento que tuvo una mayor
reduccion fue Lactobacillus fermentum ATCC 9338.
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Cuadro 12. Recuento promedio de log UFC/g de Escherichia coli ATCC 25922 en los

quesos frescos contaminados a lo largo del tiempo de experimentacion

Tratamientos

Tiempo (horas) Lb. P. L. lactis Mezcla de
Control fermentum | acidilactici | subsp. lactis | probidticos

ATCC 9338 | ATCC 8042 | ATCC 19435
0 9.86+0.03 | 9.86+0.03 | 9.86+0.03 | 9.86+0.03 | 9.86+0.03
0.5 6.65+0.49 | 6.35+049 | 6.04+£0.62 | 6.04+0.80 | 6.75+0.21
24 6.54+0.09 | 6.07+0.10 | 548+1.41 | 539+0.86 | 6.65+0.49
96 6.07+0.32 | 565+0.86 | 527+1.79 | 448+1.66 | 5.67+0.46
264 5.89+0.58 | 515+£0.21 | 450+£0.71 | 445+£1.63 | 5.65+0.49
312 6.07+0.10 | 515+0.21 | 522+1.04 | 530+0.43 | 5.98+0.03
360 6.20+0.28 | 5.00+0.00 | 521 +1.04 | 530+042 | 598+0.03

En el Cuadro 12 se encuentran las unidades logaritmicas para cada uno de los
tratamientos con su respectiva desviacion estandar, para cada uno de los dias, pudiendo
apreciar que se obtuvieron fluctuaciones en los recuentos realizados a lo largo del tiempo

del experimento.

Figura 16. Unidades logaritmicas reducidas promedio de Escherichia coli ATCC
25922 al final del estudio
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En la Figura 16 se encuentran las unidades logaritmicas reducidas para cada uno de
los tratamientos, en donde se puede observar que la mezcla de los tres probioticos fue la
que redujo menos unidades logaritmicas, mientras que los probidticos que tuvieron una
reduccién mayor fueron Lactobacillus fermentum ATCC 9338 y Perdiococcus acidilactici

ATCC 8042.
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D. Reduccion en el crecimiento de Salmonella typhimurium ATCC

14028

Figura 17. Evolucion de los recuentos promedio de Salmonella typhimurium
ATCC 14028 en los quesos frescos contaminados a lo largo del tiempo
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En la Figura 17 se presenta el comportamiento de los recuentos promedio de
Salmonella typhimurium ATCC 14028 en los quesos frescos elaborados con cada uno de
los tratamientos. Es posible preciar que se tuvo una disminucion a lo largo del tiempo en
los recuentos del patdgeno; sin embargo, al finalizar el tiempo del estudio, la curva crece
nuevamente. Se puede observar que el tratamiento que tuvo una mayor reduccion fue la
mezcla de los tres probidticos.

Cuadro 13. Recuento promedio de log UFC/g de Salmonella typhimurium ATCC 14028
los quesos frescos contaminados a lo largo del tiempo de experimentacion

Tratamientos

Tiempo (horas) Lb. P. L. lactis Mezcla de
Control fermentum | acidilactici | subsp. lactis | probidticos

ATCC 9338 | ATCC 8042 | ATCC 19435
0 9.80+1.13 | 980+1.13 | 9.80+1.13 | 9.80+1.13 | 9.80+1.13
0.5 630+1.84 | 6.35+191 | 645+1.63 | 6.13£1.91 6.63 +2.62
24 642+£2.01 | 6.00+1.41 | 6.60£1.41 | 639+1.54 | 6.39+1.54
96 6.63+£1.63 | 590+1.34 | 596+1.67 | 630+1.84 | 6.65+1.35
240 6.02+1.44 | 595+1.36 | 6.19+1.01 6.50 £ 0.71 6.22 +1.30
312 6.48+0.74 | 6.25+0.92 | 6.24+133 | 6.04+1.47 | 6.28+0.96
552 6.50+0.92 | 6.19+0.83 | 6.10+1.13 | 6.19+1.01 | 6.00+0.99
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En el Cuadro 13 se encuentran las unidades logaritmicas para cada uno de los
tratamientos con su respectiva desviacion estandar, para cada uno de los dias, pudiendo
apreciar que se obtuvieron fluctuaciones en los recuentos realizados a lo largo del tiempo
del experimento.

Figura 18. Unidades logaritmicas reducidas promedio de Salmonella typhimurium
ATCC 14028 al final del estudio
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En la Figura 18 se encuentran las unidades logaritmicas reducidas para cada uno de
los tratamientos, en donde se puede observar que la mezcla de los tres probidticos fue la
que redujo mas unidades logaritmicas, mientras que los probiodticos que tuvieron una
reduccién menor, en comparacion con el queso control, fueron los quesos tratados con
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 y Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435.

60



E. Aceptacion sensorial de los quesos frescos

Figura 19. Puntuacion promedio de la aceptacion general de las muestras de queso fresco
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En la Figura 19 se muestra la aceptacion general obtenida para cada una de las
muestras de queso fresco evaluadas en el panel sensorial. Es posible apreciar que el queso
inoculado con el probidtico Lactobacillus fermentum ATCC 9338 fue el que obtuvo una
mayor puntuaciéon promedio, con un valor de 5.58. Asimismo, se pudo determinar que los
quesos elaborados con Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 y Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 fueron los que obtuvieron las siguientes calificaciones mas altas,
las cuales fueron de 5.37 y 5.33; por otro lado, la aceptacion general promedio del queso
control fue de 5.22. Finalmente, el queso inoculado con mezcla de los tres probioticos tuvo
el valor mas bajo de aceptacidn, el cual fue de 5.08.
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Figura 20. Puntuacion promedio de la aceptacion del color de las muestras de
queso fresco
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Ahora, en la Figura 20 se observa la aceptacion promedio del color de las muestras
de queso fresco, en donde la muestra con la mezcla de los tres probiodticos obtuvo la mejor
calificacion con 6.98, seguido por el queso inoculado con Lactobacillus fermentum ATCC
9338. Por otro lado, la muestra de Lactococcus lactis subsp. lacts ATCC 19435 y la control
tuvieron una calificacion de 6.82 y 6.75, respectivamente. Se puede apreciar que el queso
inoculado con Pediococcus acidilactici ATCC 8042 fue el que obtuvo la puntuacion mas
baja para el atributo de color, la cual fue de 6.60.
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Figura 21. Puntuacion promedio de la aceptacion del olor de las muestras de queso fresco

6.30

6.25
6.25

6.20

6.15

6.10 6.10
6.10

6.05
6.05

hedonica de 9 puntos

6.00

5.95

Puntuacion promedio en escala

5.90

5.85
Control Lactobacillus Pediococcus Lactococcus lactis Mezcla de los tres

fermentum acidilactici subsp. lactis probidticos
ATCC 9338 ATCC 8042 ATCC 19435

Probidtico inoculado

En la Figura 21 se presentan los resultados sobre la aceptacion del olor de las
muestras de queso presentadas; es posible apreciar que el queso mejor evaluado fue el que
contenia el probiotico Lactobacillus fermentum ATCC 9338, pues obtuvo una puntuacion
de 6.25. De igual manera, se puede observar que el queso control y el que fue inoculado
con Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 poseen la misma calificacion para este
atributo: 6.10. Por otra parte, la muestra de queso que tenia la mezcla de probidticos y la
que contenia Pediococcus acidilactici ATCC 8042 fueron las que tuvieron puntuaciones
mas bajas, con 6.05 y 6.00, respectivamente.
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Figura 22. Puntuacién promedio de la aceptacion de la textura de las muestras de queso
fresco
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Las puntuaciones promedio para el atributo de la textura son presentados en la
Figura 22. Se puede ver que la muestra de queso fresco con Lactobacillus fermentum ATCC
9338 fue la mejor evaluada, presentando una calificacion de 6.05. La muestra inoculada
con la mezcla de los tres probidticos fue la segunda puntuacion mds alta, con 5.93,
siguiéndole el queso fresco inoculado con Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con una
puntuacion promedio de 5.85. Finalmente, las dos muestras que obtuvieron la calificacion
mas baja para este atributo fueron el queso control y el queso con Lactococcus lactis subsp.
lacts ATCC 19435 con una valoracion promedio de 5.62 para ambas.
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Figura 23. Puntuacion promedio de la aceptacion del sabor de las muestras de queso
fresco
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En la Figura 23, se aprecian las puntuaciones promedio del atributo del sabor para
cada una de las muestras. La valoracion mas alta fue obtenida por el queso elaborado con
Lactobacillus fermentum ATCC 9338, con una puntuacion de 5.32. La segunda muestra
mejor evaluada fue la que contenia Lactococcus lactis subsp. lacts ATCC 19435, teniendo
una calificacion de 4.87. Por otro lado, el queso control y el que fue inoculado con
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 tuvieron la misma calificacion para este atributo, la
cual fue de 4.85. Por ultimo, la muestra con la valoraciéon mas baja fue la mezcla de los tres
probidticos, con un promedio de 4.82.
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Figura 24. Distribucion de los atributos sensoriales de los quesos frescos
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La distribucion de los atributos sensoriales es demostrada en la Figura 24; acé puede
apreciarse, de manera resumida, que la muestra del queso fresco inoculada con el probiotico
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 fue el que tuvo una mejor evaluacion para los
atributos de sabor, aceptacion general, textura y olor. Por otro lado, se puede destacar que
el queso fresco con la muestra de probioticos fue la mejor evaluada para el atributo de color.
Asimismo, es posible observar que el atributo que recibi6 las mejores calificaciones fue el
color, seguido por el olor y la textura, finalizando con la aceptacion general y el sabor.

Cuadro 14. Analisis de varianza (ANOVA) unifactorial para evaluar los atributos
sensoriales comparando los diferentes probidticos inoculados al queso fresco

Pardmetro Valor p Resultado
Aceptacion general 0.722 Se rechaza la hipdtesis nula.
Color 0.809 Se rechaza la hipotesis nula.
Olor 0.942 Se rechaza la hipdtesis nula.
Textura 0.619 Se rechaza la hipotesis nula.
Sabor 0.601 Se rechaza la hipdtesis nula.

Nota: La hipotesis nula y alternativa se encuentran establecidas en la seccion VI. A
de este documento. Se utiliz6 un valor de significancia (a) igual a 0.05.

En el Cuadro 14 se presentan los resultados del ANOVA elaborado para la
aceptacion general, color, olor, textura y sabor de los quesos frescos, rechazandose la
hipotesis nula para cada uno de estos atributos, lo que indica que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de estos parametros.
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Figura 25. Comparaciones multiples de medias para evaluar las diferencias de la

aceptacion general de los quesos frescos elaborados
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Figura 26. Comparaciones multiples de medias para evaluar las diferencias del color de

los quesos frescos elaborados
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Figura 27. Comparaciones multiples de medias para evaluar las diferencias del olor para
los quesos frescos elaborados
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Figura 28. Comparaciones multiples de medias para evaluar las diferencias de la
textura para los quesos frescos elaborados
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Sabor

Figura 29. Comparaciones multiples de medias para evaluar las diferencias del sabor
para los quesos frescos elaborados
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En las Figuras 25-29 se presentan las pruebas de Tukey elaboradas para cada
uno de los atributos sensoriales evaluados: aceptacion general, color, olor, textura y
sabor. Su interpretacion se abarcara en la seccion IX. E. del presente documento.
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F. Estudio de vida util

Figura 30. Comportamiento del pH promedio a lo largo de la vida 1til de los quesos

frescos
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En la Figura 30 es posible apreciar los resultados de pH obtenidos a lo largo de la
medicion de vida util; se puede observar que el pH de casi todas las muestras fue en
aumento a lo largo del tiempo, considerando el fin de la vida 1til cuando se sobrepasaba el
limite superior establecido para este parametro, el cual fue de 6.60. Se puede destacar que
el pH final mas alto lo tuvo el queso inoculado con Lactobacillus fermentum ATCC 9338
(6.95), seguido por el queso que contenia la mezcla de tres probiodticos (6.80), el queso
inoculado con Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (6.73) y, finalmente la muestra control
(6.65). Sin embargo, puede apreciarse que Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435
tuvo un comportamiento distinto, pues su pH disminuy¢ a lo largo del tiempo, culminando
su vida util cuando sobrepaso el limite inferior impuesto de 6.00.
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Cuadro 15. Valores de pH promedio a lo largo del estudio de vida util

Tratamientos
Tiempo (dias) Lb. P. L. lactis Mezcla de
Control fermentum | acidilactici | subsp. lactis | probidticos
ATCC 9338 | ATCC 8042 | ATCC 19435

0 6.55+0.02 | 6.39+0.02 | 6.40+£0.02 | 6.43+0.01 | 6.34+0.02
4 6.53+0.06 | 6.50+0.01 | 6.53+£0.02 | 6.55+0.01 | 6.48=+0.01
9 6.58+0.00 | 6.45+0.02 | 6.51£0.02 | 6.51+0.01 | 6.43+0.02
14 6.57+0.04 | 6.53+0.02 | 6.50+£0.01 | 6.53+£0.01 | 6.55+0.01
16 6.53+0.03 | 6.55+0.06 | 6.39+0.02 | 6.54+0.03 | 6.60=+0.00
18 6.57+0.03 | 6.57+0.03 | 6.57£0.04 | 6.51+£0.04 | 6.67=+0.06
20 6.58+0.01 | 6.62+0.01 | 6.60£0.03 | 6.50£0.01 | 6.75+£0.06
25 6.59+£0.05 | 6.78+0.01 | 6.65+0.06 | 638+0.01 | 6.76+0.06
29 6.62+0.00 | 6.91+0.06 | 6.68£0.01 | 6.29+0.07 | 6.78+0.01
35 6.65+0.04 | 6.95+0.04 | 6.73+£0.03 | 6.18+0.03 | 6.80+0.02

40 - - - 6.10+0.01 -

45 - - - 5.96 +0.01 -

En el Cuadro 15 se encuentran los valores promedio de pH para cada uno de los
tratamientos con su respectiva desviacion estandar, para cada uno de los dias, pudiendo
apreciar que se obtuvieron fluctuaciones en las mediciones realizadas a lo largo del tiempo
del experimento. De igual manera, se puede apreciar que las desviaciones estandar que se
obtuvieron fueron bajas. Las casillas que cuentan con el signo “-* indican que la medicion
ya no fue realizada debido a que se habia culminado el tiempo de vida ttil.
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Figura 31. Comportamiento del contenido de &cido lactico promedio a lo largo de la
vida util de los quesos frescos
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En la Figura 31, se presenta el comportamiento del contenido de acido lactico en
cada uno de los quesos analizados, observando que se tienen fluctuaciones a lo largo de la
vida 1til, sin embargo, al final de esta, casi todos presentan un aumento de este compuesto.
En esta grafica no se muestran limites debido a que los valores tomados como referencia
que fueron establecidos en la seccion VII F. 2. del presente documento son més altos de los
obtenidos en este experimento.
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Cuadro 16. Porcentaje de acido lactico promedio a lo largo del estudio de vida 1til

Tratamientos
Tiempo Lb. fermentum | P. acidilactici | L. lactis subsp. | Mezcla de
(dias) Control ATCC 9338 | ATCC 8042 | lactis ATCC probidticos
19435
0 3.00%107 2.00*107 1.00*107 2.00%107 5.00%1073
+1.59*1073 +6.36*%10™ +3.18*10™ +3.18*10* +1.27*10°
4 2.00*107 6.00%107 8.00%1073 9.00*10° 6.00%107
+3.18*10™ £1.91*10° +1.27*107 +0.00 +1.91*107
9 5.00%107 7.00%107 5.00%1073 5.00%10 5.00%1073
+6.36%10™ +6.36*10™ + 0.00 +0.00 + 0.00
14 9.00*107 9.00*107 9.00*107 7.00%10° 9.00*107
+ 0.00 + 0.00 +0.00 +3.18*107 + 0.00
16 8.00*1073 9.00*1073 8.00%1073 1.00%107 8.00%1073
+7.07*10* +7.71*10* +7.07*10* £ 1.14*10° +1.14*107
18 9.00*1073 9.00*1073 9.00*1073 1.30%1072 9.00*1073
+ 0.00 + 0.00 +1.41*107 +2.83*107 +4.24*107
20 9.00*1073 9.00*1073 9.00*1073 1.60%102 9.00*1073
+ 0.00 + 0.00 + 0.00 +3.18*107 +2.31*10?
25 1.20%1072 1.30%1072 1.40%10°2 1.60%102 8.00%1073
+ 0.00 +2.12*%107 +2.83*107 +2.83*107 +2.83*%1073
29 1.40%1072 1.60%1072 1.80%1072 1.60%102 9.00*1073
+2.83*107 +2.83*10° +1.41*1073 +0.00 +1.41*107
35 2.30%1072 2.30%1072 1.60%1072 2.00%102 1.00%10°2
+3.54*1073 + 1.14*10°° + 0.00 +4.23*%1073 + 0.00
40 2.30%102
- - - +7.07*10™ -
45 2.40%102
- - - +0.00 -

En el Cuadro 16 se encuentran los valores promedio de porcentaje de 4cido lactico
para cada uno de los tratamientos con su respectiva desviacion estandar, para cada uno de
los dias, pudiendo apreciar que se obtuvieron fluctuaciones en las mediciones realizadas a
lo largo del tiempo del experimento. De igual manera, se puede apreciar que las
desviaciones estandar que se obtuvieron fueron bajas. Las casillas que cuentan con el signo
“-“ indican que la medicion ya no fue realizada debido a que se habia culminado el tiempo

de vida util.

73




Cuadro 17. Propiedades sensoriales de los quesos al inicio y final de la vida ttil

Muestra

Propiedades sensoriales
Inicio de vida 1til

Propiedades sensoriales
Final de vida 1til

Mezcla de los tres
probioticos

Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia
de suero.

Aroma a etanol, poca
presencia de suero, color

amarillo intenso y textura
blanda.

Pediococcus
acidilactici ATCC
8042

Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia
de suero.

Aroma a fermentado, color
amarillento, mucha
presencia de suero y textura
blanda.

Lactobacillus
fermentum ATCC 9338

Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia
de suero.

Color amarillo, textura

firme, sin aroma lacteo,

aroma a leve a vinagre y
mucha presencia de suero.

Control

Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia
de suero.

Color amarillo fuerte,
presencia de suero, aroma
fuerte a fermentado y textura
suave.

Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC
19435

Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia
de suero.

Color amarillo, textura

firme, sin aroma lacteo,

aroma leve a vinagre y
presencia de suero.

Las propiedades sensoriales de los quesos elaborados al inicio y final de su vida 1til
se presentan en el Cuadro 17; se puede apreciar que todos presentaban las mismas
caracteristicas sensoriales al inicio de su vida util, sin embargo, al final de esta todos
presentaron distintos cambios, pues se presentaron variaciones en la textura de los quesos,
la cantidad de suero presente (sinéresis) y los aromas. Se puede observar que, al final de su
tiempo de vida, el color de todos los quesos se tornd amarillo.
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Figura 32. Vida util de los quesos frescos elaborados
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8042 9338 19435

Probidtico inoculado

En la Figura 32 se presentan los tiempos de vida util de cada tratamiento, en donde
se puede observar que el queso con menos vida util fue el que contenia la mezcla de los
tres probioticos, mientras que el menos perecedero fue el que contenia el probiodtico
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435, presentando un tiempo de 40 dias,
aumentando 15 dias de vida util al comparar con el queso control. Por otro lado, es posible
apreciar que los quesos que contenian las cepas Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 presentaron una reduccion de vida util de 7 dias,
mientras que la mezcla de los tres probidticos redujo 9 dias de tiempo de vida al comparar
con el queso control.
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IX. Discusion de resultados

A. Control de calidad de la leche y rendimiento del queso

La determinaciéon de la composicion de la leche es un proceso critico en la
produccion de queso, ya que tiene un impacto en el rendimiento del queso y en la eficiencia
del proceso de manufactura (Kalit et al., 2021). Para el porcentaje de grasa, es posible
apreciar que se obtuvo un valor promedio de 3.30 % (ver Cuadro 5). De acuerdo con la
norma COGUANOR NGO 34 041: “Leche de vaca, pasteurizada, fresca, ultra alta
temperatura (UHT) y esterilizada, homogeneizada. Especificaciones”, el porcentaje de
grasa en la leche no debe ser menor a 3.00 %, por lo que, es posible ver, que se cumple con
este limite inferior establecido. La grasa de la leche es uno de los componentes que es
parcialmente responsable por el sabor, aroma y textura del queso, ademas de impactar en
el rendimiento (Kalit et al., 2021).

Asimismo, en el Cuadro 5 se puede observar la densidad promedio de la leche, la
cual fue de 1031.30 g/L; se ha encontrado que la densidad de la leche fluctia entre el rango
de 1025-1035 g/L, pudiendo apreciar que valor obtenido se encuentra dentro de este
intervalo. La densidad se ve afectada por el contenido de sélidos no grasos y de grasa, sin
embargo, también depende de otros factores como la temperatura. Este parametro es
importante en la industria lactea puesto que permite estimar relaciones de peso/volumen
(Parmar et al., 2020).

De igual forma, en el Cuadro 5 se presenta el porcentaje promedio de solidos no
grasos en la leche utilizada, el cual fue de 8.68 %. El contenido de estos solidos no debe
ser menor a 8.50 %, por lo que se puede establecer que se cumple con este limite inferior
(Manglik, 2024). Los so6lidos no grasos estan compuestos por proteinas 36-38 %
(principalmente caseina), lactosa 56 % y minerales 6 %, tales como el hierro, fosforo,
magnesio, potasio y calcio. Este parametro también tiene un efecto en el rendimiento del
queso (Lopez, Sepulveda y Restrepo, 2010).

El contenido promedio de proteina fue de 3.11 % (ver Cuadro 5); la cantidad de
proteina que tiene la leche se encuentra usualmente en 3.10 %, por lo que puede decirse
que la leche utilizada para la experimentacion tenia el contenido adecuado de este
macronutriente (Cunningham, 2011). Las principales proteinas que se encuentran dentro
de la leche son la caseina, lactoalbumina y lactoglobulina; la proteina de este alimento tiene
un alto valor bioldgico debido a que contiene 8 aminoacidos esenciales (Buttriss, 2003). El
rendimiento en el proceso del queso depende de la concentracion de grasa y proteina, por
lo que su contenido en la leche es importante (Guinee, O’ Kennedy y Kelly, 2006).
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Ahora, en el Cuadro 6, se presenta el pH promedio de la leche, obteniendo un valor
de 6.55. Se ha reportado que el pH de la leche bovina usualmente se encuentra entre 6.5-
6.7, pudiendo observar que el valor obtenido se encuentra dentro de este rango (Gonzalez,
2013). El pH disminuye con el incremento de temperatura, pues se dan cambios en el
sistema buffer de la leche (McCarthy, 2002).

También, en el Cuadro 6, se presenta la acidez titulable, reportada como porcentaje
de 4cido lactico y los grados Dornic de la leche, obteniendo valores de 1.45*102 %y 1.61,
respectivamente. Para la acidez titulable, se ha reportado que esta se encuentra en un rango
de 0.14-0.18 % en la leche fresca (Gotardi et al., 2022), mientras que el rango usual de
grados Dornic es de 14-18 °D (Pinheiro et al., 2022). Se puede observar que ambos valores
obtenidos durante la experimentacion se encuentran fuera de este rango, pues estos son
bastante bajos. Sin embargo, se ha reportado que, existen variaciones en el contenido de
acido lactico de la leche, entre 0.01-0.25 % (1-25 °D) (Goyal, Veena y Kumar, 2023).

Ambos parametros indican el nivel de acidez de la leche, la cual se determina para
establecer el nivel de frescura y la calidad de esta, pues también puede ser indicador de la
actividad microbioldgica, ya que la acidez incrementa por la presencia de bacterias que
transforman la lactosa en acido lactico (Anjum et al., 2014; Schmidt et al., 1996). Al evaluar
los resultados obtenidos, puede establecerse que la leche utilizada es bastante fresca y la
actividad microbiana que ha sufrido es minima. La acidez titulable también indica la
capacidad buffer de la leche entre el pH inicial y el punto en el que la fenolftaleina cambia
a color rosa. Los fosfatos, citratos y los grupos ionizables de las proteinas contribuyen a la
acidez natural de la leche. Este pardmetro fisicoquimico también se ve afectado por la
cantidad de muestra tomada, la concentracion y cantidad utilizada del indicador y la
velocidad de la titulacion (Goyal, Veena y Kumar, 2023).

Se determind la presencia/ausencia de los dos patdgenos de investigacion (E. coli 'y
Salmonella spp.) en la leche luego del proceso de pasteurizacion, en donde fue posible
observar que estos estuvieron ausentes todas las veces que la leche pasteurizada fue
analizada previo a la elaboracion del queso (ver Cuadro 7). Estos resultados se analizaron
de esta manera para asegurarse que, al momento de realizar la experimentacion, los quesos
unicamente contuvieran la cantidad inoculada de estos dos patogenos. La pasteurizacion
tiene como objetivo extender la vida Util, ya que inactiva todos los patdgenos no formadores
de esporas y la mayor parte de los microorganismos vegetativos de deterioro, ademas de
inhibir la actividad microbiologica y enzimatica (Deak, 2014). Escherichia coli y
Salmonella spp. pueden ser inhibidos de manera efectiva a través de este tratamiento
térmico, asi como Listeria spp. y Campylobacter jejuni (Rabbani et al., 2025). A partir de
esto, puede inferirse que el proceso de pasteurizacion es hizo correctamente, pues se tuvo
la ausencia de los dos patdgenos de interés.

Se estableci6 el rendimiento del queso en el Cuadro 8, el cual fue de 12.48 %. Se
ha estimado que se requieren aproximadamente 10 litros de leche para hacer un 1 kg de
queso, teniendo asi un rendimiento del 10 % (Fox et al., 2000). Es posible apreciarse que
se tuvo un rendimiento ligeramente mayor al reportado teodrico; el rendimiento del queso
puede verse afectado por diversos factores como la composicion de la leche, las variaciones
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genéticas de las proteinas de la leche, el estado de lactancia de la vaca, el recuento de células
somaticas, variaciones del clima, los tipos de tratamientos térmicos a los que es sometida
la leche y el tipo de coagulante utilizado (El-Gawad y Ahmed, 2011).

Finalmente, se presenta la temperatura promedio de almacenamiento para la leche
y los quesos elaborados, la cual fue de 3.94 °C (ver Cuadro 9). Se ha establecido que la
temperatura optima de almacenamiento de productos lacteos es de 4 °C, por lo que se puede
apreciar que la temperatura obtenida se encuentra muy cercana a la optima segin la
literatura. Se ha demostrado que la temperatura de almacenamiento juega un papel
importante, ya que permite mantener las caracteristicas de calidad de los alimentos y
mantener la vida 1til, pues influye en la velocidad de las reacciones bioquimicas
(Hadawiah, Ab y Azly, 2020).

Es posible apreciar que las desviaciones estandar obtenidas en los resultados
presentados en los Cuadros 5-9 son relativamente bajas, lo que indica que los datos estan
cercanos a la media (Conley, 2024). Ademas, se ha establecido que una desviacion estandar
baja indica que los resultados son consistentes (Kozak, 2015).

B. Pruebas de antagonismo y seleccion de cepas

Como se menciono en la seccion de resultados, las cepas seleccionadas para realizar
este experimento fueron Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactococcus lactis subsp.
lactis ATCC 19435 y Lactobacillus fermentum ATCC 9338. Los resultados obtenidos por
el uso de la cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 pueden atribuirse a la produccion
de pediocina PA-1 y acidos orgéanicos por parte de este microorganismo; la pediocina se
encuentra clasificada como clase Ila de bacteriocina y se ha reconocido que es capaz de
inhibir el crecimiento de diversas bacterias deterioradoras de alimentos y de patdgenos,
tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella spp. (Kho et al., 2024).

Por otra parte, los resultados exhibidos por Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
19435 pueden deberse a que es un microorganismo que produce dos bacteriocinas: nisina
y lacticina 3147, las cuales no son efectivas ante bacterias Gram negativas (Molloy, Hill,
Cotter y Ross, 2011). Sin embargo, los subproductos que produce este probidtico pudieron
contribuir a los resultados obtenidos, tales como 4cido lactico y acético (Yu et al., 2024).

Lactobacillus fermentum ATCC 9338 produce fermenticinas, perdxido de
hidrégeno, acido lactico y el péptido NQGPLGNAHR, los cuales ejercen actividad
bactericida contra patogenos (Naghmouchi et al., 2019; Wei et al., 2025). Asimismo,
produce surfactantes, lo que interfiere en la adhesion de los patogenos (de Souza et al.,
2020).

Los resultados de halos de inhibicion mas altos obtenidos para ambos patégenos
fueron los producidos por estos tres probiodticos anteriormente mencionados, por lo que se
utilizaron estos en combinacién a través de una inoculacién simultanea en el medio de
enriquecimiento 1:1. Kaya y Simsek (2020) inocularon simultdneamente las cepas de
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Lactococcus lactis 'y Pediococcus acidilactici, encontrando que estas producen
bacteriocinas substanciales como pediocina, lactococina y nisina; ademas, fue posible
apreciar que estos probidticos fueron capaces de inhibir Bacillus cereus y S. aureus en
alimentos fermentados. Hasta la fecha, no se han presentado otros estudios en donde se
trabaje con alguna otra combinacion de las cepas seleccionadas y se evidencie la actividad
conjunta de las bacteriocinas de estas en una matriz lactea.

Finalmente, es posible apreciar que la desviacion estdndar presentada en cada uno
de los tratamientos, observando que hubo cepas que presentaron desviaciones bajas (0.03-
0.09), lo que indica que los datos se encuentran concentrados en la media y que estos son
consistentes. Sin embargo, algunas cepas tuvieron desviaciones estandar altas (0.12-0.47),
lo que indica que existe una alta dispersion entre los datos recopilados y que, por lo tanto,
son inconsistentes (Kozak, 2015). Esta alta desviacion estandar pudo haberse debido a los
métodos empleados para la determinacion de la actividad antagdnica.

C. Reduccion en el crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922

Es posible observar el comportamiento de los recuentos promedio de Escherichia
coli ATCC 25922 en la Figura 15, ademads, en la Figura 16 se presenta la cantidad de
unidades logaritmicas reducidas para cada uno de los quesos frescos elaborados.

El probidtico que redujo la mayor cantidad de unidades logaritmicas fue
Lactobacillus fermentum ATCC 9338 con un valor de 4.86 log UFC/g, lo cual puede
considerarse una disminucion significativa, pudiendo atribuirsele a la agregacion de
péptidos antimicrobianos a lo largo del tiempo, lo que contribuye a su actividad antagonista
(Rasheed et al., 2021). Las bacteriocinas producidas por este probidtico han sido
reconocidas por tener un amplio rango de inhibicidon ante patdogenos, entre los cuales se
incluye a Escherichia coli (Meeray Devi, 2021).

De igual manera, Lactobacillus fermentum produce compuestos antimicrobianos,
principalmente acidos orgéanicos (lactico y acético), peroxido de hidrogeno, etanol, enzimas
y las bacteriocinas que fueron previamente mencionadas. Ademas, produce surfactantes, lo
que afecta la adhesion y formacion de biofilm de patégenos (de Souza et al., 2020).

Se ha reportado que este probidtico ha reducido la carga de Escherichia coli
presente en vegetales, disminuyendo 1.6 log UFC/g (Célix-Lara et al., 2014). Por otro lado,
también se ha encontrado que, en pruebas in vitro, Lactobacillus fermentum ha logrado
reducir 4 log UFC/g en 48 horas (Abramov et al., 2022). Es posible apreciar que los
resultados obtenidos se encuentran mas cercanos a lo que se obtuvo en las pruebas in vitro.
Se debe mencionar que los resultados varian dependiendo de la matriz alimenticia, la
actividad de agua y pH del producto final (Min et al., 2017).

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 fue el segundo probiodtico que redujo mas
unidades logaritmicas, ya que disminuy6 4.64 log UFC/g. Se ha reconocido la accion de la
bacteriocina pediocina, la cual es producida por este microorganismo y pertenece al grupo
ITa (Kareem, 2018).
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De igual manera, se ha reportado que Pediococcus acidilactici posee actividad de
peptidoglucano hidrolasas (Ortega, 2019). Asimismo, su alta produccion de acido lactico
contribuye a su actividad antagonista; también produce &cido acético y etanol (Mantzourani
et al., 2024). Estos acidos contribuyen a disminuir el pH, haciendo el medio inhabitable
para bacterias no deseadas. Este probidtico produce peroxido de hidrogeno y alcaloides, los
cuales pueden actuar como compuestos antioxidantes (Kho et al., 2024).

De acuerdo con el estudio realizado por Shapwa (2022), en donde se estudio el
efecto antimicrobiano de Pediococcus acidilactici sobre Escherichia coli en productos
carnicos, fue posible apreciar que se tuvo una reduccion de este patdgeno de 2.24 log
UFC/g. Se debe destacar que la cantidad de unidades logaritmicas disminuidas fue mayor
para el experimento elaborado que en el estudio contra el que se compar6; esto puede
deberse a que Escherichia coli pudo sufrir mas estrés en esta matriz alimentaria por la
competencia con el probidtico por los nutrientes disponibles y por la acidificacion del
medio (Peng et al., 2012; Calix-Lara et al., 2014).

La cepa Lactoccocus lactis subsp. lactis ATCC 19435 consiguid reducir 4.56 log
UFC/g de Escherichia coli. Este probidtico es capaz de producir lacticina 3147 y nisina
(Khelissa, Chihib y Gharsallaoui, 2020). Sin embargo, la nisina no es capaz de inhibir
bacterias Gram negativas por la estructura de la membrana externa y por la capa de
peptidoglicano, la cual esta compuesta por lipopolisacéaridos y glicerofosfolipidos (Suzuki
y Suzuki, 2021). Sin embargo, su capacidad de acidificacién y consumo de oxigeno del
medio pudieron ser los causantes de esta reduccion (Nakamura, Morimoto y Kudo, 2015).

Se realiz6 un estudio en el que se evalud la reduccion de Escherichia coli con este
probidtico en leche cruda de camello, observando que disminuyeron 4.8 log UFC/g después
de 54 horas a 30 °C (Bragason et al., 2020). Es posible notar que la cantidad reducida de
este patdgeno es menor a la que se presenta en el estudio citado, lo que puede atribuirse a
la especificidad de la bacteriocina producida por la cepa utilizada en la experimentacion,
pues no todos estos péptidos presentaran el mismo poder inhibitorio (Tenea, Hurtado y
Ortega, 2018). Asimismo, este resultado pudo haberse visto afectado por la concentracion
de los metabolitos producidos por este probidtico (Hamdaoui et al., 2024).

Es posible apreciar que la mezcla de probioticos fue el que tuvo el resultado mas
bajo de disminucion de unidades logaritmicas con un valor de 3.88 log UFC/g. Se esperaba
que este fuera el tratamiento con mayor reduccion por la acumulacion de las bacteriocinas
producidas por los probioticos, sin embargo, se ha expuesto que puede existir inhibicion
entre bacterias acido lacticas: de acuerdo con el estudio conducido por Chapman, Gibson y
Rowland (2012), se establecid que Lactococcus lactis es capaz de inhbir a Lactobacillus
fermentum; esto pudo afectar en los resultados obtenidos, pues, al inhibirse entre ellas, se
da una baja concentracion de metabolitos y la eliminacién de compuestos antimicrobianos
que puedan contribuir a la actividad antagonista.

Asimismo, puede que Escherichia coli fuese mas competitiva que los probidticos
en este medio, lo que ocasion6 que abarcara mas espacio en este y que consumiera mas
nutrientes, haciendo asi que su reduccion fuese menor (Gomes de Oliveira et al., 2025). Un
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factor que debe tomarse en cuenta de igual manera es la autolisis de los probidticos, la cual
se activa por factores como el pH; esto produce que se tengan menos células viables que
puedan combatir con los patdégenos (Zimmerman e Ibrahim, 2021; Chikindas et al., 1993).

Por ultimo, se puede apreciar los resultados del queso control, donde puede
observarse que se tuvo una reduccion de 3.96 log UFC/g. Este comportamiento es
caracteristico de la curva de crecimiento de microbiologia: al final, se da una reduccion de
la carga microbiana por el agotamiento de nutrientes y la acumulacion de metabolitos
toxicos, por lo que se da un aumento progresivo de células muertas (Negroni, 2018). El
crecimiento de E. coli se ve influenciado por la actividad de agua del alimento, pH y la
concentracion de sal (James, 2017).

Finalmente, en el Cuadro 12 se presentan las desviaciones estandar de los recuentos
promedio por cada uno de los dias; esta puede considerarse baja para la mayoria de los
datos, lo que afianza la confiabilidad y consistencia del método utilizado para este
experimento, pues indica que la dispersion de los datos es baja (Rayat, 2018).

D. Reduccion en el crecimiento de Salmonella typhimurium ATCC
14028

Se puede apreciar el comportamiento de los recuentos promedio de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 en la Figura 17 de la seccion de resultados, asimismo, se
presenta la cantidad de unidades logaritmicas reducidas para cada uno de los probiodticos
en la Figura 18.

La cepa que individualmente presentd una mayor disminucion del patdégeno fue
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, pues redujo 3.70 log UFC/g al final de la
experimentacion. Como se expreso con anterioridad, esta cepa produce pediocina PA-1, la
cual produce poros en la membrana (Khorshidian et al., 2021). Ademas, produce una N-
acetilmuramidasa, la cual promueve la lisis de la célula (Garcia-Cano et al., 2015).

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 redujo 3.61 log UFC/g de S.
typhimurium al concluir con el experimento. Se ha reportado que este probidtico actia ante
las bacterias Gram negativas a través de la inhibicion de la motilidad y consumo de oxigeno
del medio (Nakamura, Morimoto y Kudo, 2015; Zhang et al., 2024). Ademas, la
acumulacion del perdxido de hidrogeno que produce este microorganismo pudo contribuir
a los resultados obtenidos (van Niel, Hofvendahl y Hanh, 2002).

La cepa Lactobacillus fermentum ATCC 9338 disminuy6 en 3.61 log UFC/g la
carga de Salmonella typhimurium inoculada en los quesos. Este probiotico secreta
sustancias inhibitorias como bacteriocinas, bio surfactantes y peroxido de hidrégeno;
asimismo, produce compuestos antimicrobianos llamados fermenticinas (Rasheed et al.,
2021). Las fermenticinas son bacteriocinas de clase Ila, las cuales actian a nivel de la
membrana formando poros, produciendo la permeabilizacion de esta, lo que produce
muerte celular (Mondragon et al., 2013).
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Este microorganismo también es capaz de aumentar la vida util a través de la
biotransformacion de compuestos fendlicos presentes en la matriz alimenticia, lo que puede
aumentar el poder antioxidante los alimentos (Cirat et al., 2024). Asimismo, este probiotico
tiende a producir dioxido de carbono, lo cual genera un ambiente anaerobico e inhibe las
descarboxilasas por la reduccion de pH, afectando asi la permeabilidad de la membrana
(Crow y Curry, 2002; Palacios, 2019).

Lactobacillus fermentum también produce acidos organicos como acido lactico,
acético, succinico y formico (Chen et al., 2021). Esta cepa, de igual manera, produce etanol,
lo que presenta un efecto bactericida ante células vegetativas de microorganismos, pues
desnaturaliza las proteinas y dafia la estructura lipidica del citoplasma (Palacios, 2019).

Es posible apreciar que la mezcla de probidticos fue la que presentd una mayor
reduccion en este experimento, ya que se disminuyeron 3.80 log UFC/g de la carga del
patogeno de estudio. Esto puede atribuirse a la accion de las bacteriocinas presentes por la
adicion de los tres microorganismos probidticos: la nisina, pediocina PA-1, lacticina 3147
y fermenticina (Pujato et al., 2024; Rasheed et al., 2021). El mecanismo de funcién de las
bacteriocinas es crear poros en la membrana, como fue expresado previamente (Afraei et
al., 2025).

Se ha determinado que pueden combinarse las bacteriocinas para que estos
funcionen de manera sinérgica; estudios previos han demostrado que al aplicar en conjunto
la nisina y pediocina se aumenta su efectividad inhibitoria, ademas de la presencia de los
metabolitos que produce cada una de las cepas, los cuales fueron mencionados antes (Cabo
et al., 2009). Ademas, debido a que hay tres cepas probioticas en el medio, se vuelve un
ambiente hostil para Salmonella typhimurium, pues la competencia es mas fuerte por
espacio y nutrientes, lo que también contribuye a la reduccion de la poblacion del patogeno
(Gomes de Oliveira et al., 2025).

Las cepas probioticas producen exopolisacaridos, los cuales ayudan a mejorar
caracteristicas sensoriales; se ha establecido que estos metabolitos ayudan a inhibir
patdgenos, ya que previenen la formacion de biofilms, adhesion y agregacion de estas
bacterias (Werning et al.,, 2022). Los tres microorganismos utilizados generan estos
polisacaridos, lo que pudo contribuir, de igual manera, a los resultados obtenidos.

Por ultimo, en la muestra control se presenta la reduccion de 3.31 log UFC/g a lo
largo del tiempo de experimentacion. Esto podria indicar que, al final del estudio, este
patogeno ya se encontraba en la fase de senescencia: debido a que las condiciones del medio
se vuelven hostiles, la multiplicacién de estos microorganismos se ve reducida, por lo que
se da una abundancia de células muertas, las cuales ya han perdido la capacidad metabodlica
(Pumorola et al., 1992).

Fue posible apreciar que se redujeron menos unidades logaritmicas para Salmonella
typhimurium que para Escherichia coli, esto se atribuye a que los probioticos pueden
generar sustancias beneficiosas para el crecimiento de este patdgeno (Marianelli, Cifani y
Pasquali, 2010). Los probioticos también pueden ser menos efectivos ante S. typhimurium
debido a que los efectos, cominmente, son especificos de cada cepa, ademas de que pueden
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funcionar bajo condiciones especificas de pH o de anaerobiosis (Juricova et al., 2022).
Ademas, la temperatura y la composicion del medio de cultivo poseen un efecto en su
capacidad inhibitoria (Chen et al., 2025); de igual forma, afectan los factores fisicos como
la exposicion a la luz solar (Peng et al., 2022). Los tipos de fuente de carbon y nitrogeno,
asi como su concentracion y la aeraciéon son otros aspectos que tienen impacto en el
desempefio de las bacteriocinas (Abbasiliasi et al., 2017). Asimismo, se puede apreciar que
al final de la vida 1til se tiene un incremento del patégeno nuevamente, lo que puede
atribuirse a la posible resistencia y tolerancia que generan estos patogenos ante los
probioticos (Fredua, Stapleton y Gaisford, 2023).

Finalmente, en el Cuadro 13, se presentan los resultados de los recuentos promedio
a lo largo de la experimentacion con su desviacion estandar. La desviacion estandar para
los resultados presentados resultd ser alta, ademas, se obtuvieron fluctuaciones en las
mediciones. Esto puede indicar que el método utilizado no es confiable ni consistente, pues
los valores obtenidos se encuentran lejanos a la media (Rayat, 2018). Un factor que pudo
influir en la fluctuacion de los resultados pudo ser la homogeneizacion de la muestra: se ha
demostrado que las bacterias no se distribuyen de manera homogénea en los productos
lacteos, lo que se debe a que todos los tipos de microorganismos (iniciadores, no
iniciadores, de deterioro y patdgenos) se quedan atrapados en la matriz proteica del
alimento, lo que ocasiona la distribucion aleatoria de las colonias (Hickey et al., 2015).

E. Aceptacion sensorial de los quesos frescos

En el Cuadro 14 presentado en la seccion de resultados, se puede apreciar que existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de los atributos medidos para
cada uno de los quesos, lo cual sera discutido a continuacion.

De acuerdo con lo presentado en la seccion de resultados, en las figuras 19 a 24, fue
posible apreciar que los quesos frescos inoculados con Lactobacillus fermentum ATCC
9338 fueron los que tuvieron las puntuaciones mas altas en los atributos de aceptacion
general, olor, textura y sabor. Este probiodtico ha sido afiadido en diversos productos
alimenticios para mejorar las caracteristicas sensoriales; en el caso de la textura, se ha
encontrado que esta especie produce expolisacaridos como el dextrano (Akar, 2022), los
cuales aumentan la retencion de agua, reduciendo asi la sinéresis. De igual manera, ayudan
a retener mas grasa en la estructura del queso (Pakroo et al., 2022; Lluis et al., 2011).

Se ha reportado que este aumento del contenido de agua y grasa afecta la
microestructura del queso, lo que produce que tenga cavidades grandes en su estructura
interna, las cuales contienen mayores cantidades de agua por las interacciones de los
exopolisacaridos con los componentes de la leche. El aumento de contenido de grasa y agua
en el queso conlleva a que este sea mas suave y cohesivo y menos eléstico, lo que puede
ser agradable para los consumidores. Esto puede atribuirse a que el aumento de retencién
tiende a debilitar la estructura proteica por las interacciones hidrofobicas, las cuales
desestabilizan la estructura de la caseina (Lluis et al., 2011). Los exopolisacaridos también
mejoran la sensacion en boca del alimento y la percepcion del sabor (Kongo, 2013).
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Lactobacillus fermentum ATCC 9338 es un probidtico que también se caracteriza
por su actividad proteolitica, ya que hidroliza los enlaces péptidos que poseen las proteinas,
reduce la actividad de agua al enlazarla con los grupos amino y carboxilo liberados, ademas
de aumentar el pH, lo cual afecta directamente la textura (Sudeepa y Bhavini, 2020;
Sommers, 2019). De igual manera, este microorganismo impacta el sabor y la textura del
queso por la presencia de los compuestos derivados del catabolismo de aminoacidos
(principalmente metionina), aminoacidos aromaticos y aminoacidos de cadena ramificada
(de Oliveira et al., 2023).

En cuanto al sabor, se ha reconocido que este probiodtico puede producir etanol, el
cual brinda acidez al alimento (Crow y Curry, 2002a). Ademas, por la misma proteo6lisis,
se producen aminoacidos como la L-prolina, la cual da un sabor dulce (Cui et al., 2019). Se
ha encontrado que también puede producir ésteres etilicos de los acidos grasos de cadena
corta, los cuales producen sabores afrutados (Jarvenpda et al., 2007). Esto que se expuso
con anterioridad pudo haber sido lo que tuvo un impacto positivo en el sabor y aroma de
los quesos inoculados con este probiotico.

También, se ha encontrado que este probiotico produce 2-propanona, 2-metil-
propanol, 3-hidroxi-2-butanona, hexanal y 1-hexanol (Jarvenpdd et al., 2007). La 2-
propanona brinda aromas a acetona, mientras que el 2-metil-propanol y el 1-hexanol dan
aromas alcoholicos; por otro lado, el 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) produce aromas a
mantequilla y el hexanal da aromas a fruta verde (Le Quéré y Molimard, 2002). Sin
embargo, se debe aclarar que Lactobacillus fermentum no se adiciona a menudo en quesos
debido a la produccion de gas y a los efectos de separacion que ocasionan en los mismos
(Crow y Curry, 2002a).

Para el atributo de color, esta fue la cepa con la segunda calificaciéon mas alta. Se
ha encontrado que Lactobacillus fermentum puede influir en el color del queso (Jarvenpai
et al., 2007). Se ha asociado que esta oxidacion puede producir coloraciones rosadas en el
queso; adicionalmente, se ha propuesto que, compuestos como la tirosina, 4cido ascorbico,
piruvato y fumarato pueden acelerar este defecto de coloracion, asi como la presencia de
aminodcidos libres (Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024). Esto expuesto con anterioridad
pudo haber sido lo que influy6 en la calificacion obtenida para este parametro.

Por otro lado, Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 fue la cepa que obtuvo
la segunda mejor calificacion en aceptacion general, olor y sabor. Este probiotico ha sido
muy utilizado como cultivo iniciador en la industria quesera y se ha demostrado que posee
un sistema proteolitico complejo que, junto a otras enzimas, convierte la caseina en
péptidos y aminoacidos (Li et al., 2020). Lactococcus lactis subsp. lactis puede contener
una proteasa llamada lactocepina, la cual puede producir péptidos amargos a través de la
degradacion de las proteinas superficiales (Coolbear et al., 2002).

Debe mencionarse que este probiodtico puede acidificar rapidamente el medio en el
que se desarrolla, ya que el metabolito principal que produce es el acido lactico
(Kondrotiene et al., 2024). Se ha encontrado que esta cepa puede mejorar la secrecion de
compuestos que impactan el aroma, tales como el hexanal, 2-metil-1-propanol, 3-metil-
butanol, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona y acetona (Garde et al., 2004). En el caso
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del hexanal, este brinda notas verdes similares a las de fruta inmadura; por otro lado, el 2-
metil-1-propanol y 3-metil-butanol dan sabores alcohdlicos y frutales, mientras que la 2-
pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona y acetona aportan a dar notas frutales y a queso azul
(Le Quéré y Molimard, 2002). Es posible observar que el atributo del olor fue mejor
calificado que el sabor del queso inoculado con Lactococcus lactis subsp. lactis, 1o cual
pudo haberse debido a la presencia de estos compuestos aromaticos que fueron agradables
al consumidor; por otro lado, el sabor pudo haberse visto afectado por la presencia de los
péptidos amargos producidos por la lactocepina y por el sabor acido que aporta el acido
lactico, provocando asi que este tuviese una calificacion mas baja que el olor.

Ahora, en el caso de la textura, se ha demostrado que este probidtico también es
capaz de producir exopolisacaridos como el poligalactano (Juraskova, Ribeiro y Silva,
2022), el cual tiene un impacto positivo en la textura (Kondrotiene et al., 2024). Sin
embargo, esta cepa tiene actividad proteolitica y conversion de aminodcidos, lo que
produce un queso con una menor dureza, dando asi una textura suave. De igual forma, se
da un aumento en la adhesividad por la misma protedlisis, ya que incrementa la produccion
de péptidos pequenos en el suero, elevando asi la viscosidad; finalmente, se puede dar una
reduccion en la elasticidad debido a que la red proteica se debilita por la formacion de
péptidos de bajo peso molecular (Altin et al., 2023).

En cuanto al color, este pudo haberse visto afectado por el pH, pues como se
mencion6d con anterioridad, Lactococcus lactis subps. lactis produce &cido lactico
rapidamente, lo que produce un descenso de este parametro fisicoquimico. Se ha
encontrado que los quesos con un pH cercano al punto isoeléctrico de las caseinas exhiben
un color blanco por la agregacion de las moléculas de caseina (Brickley et al., 2008).

Seguidamente, se puede apreciar que los quesos inoculados con Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 presentaron la tercera mejor calificacion para la aceptacion
general, textura y sabor. Pediococcus spp. puede encontrarse en algunos quesos, aunque no
se encuentra como la bacteria acido lactica iniciadora predominante (Crow y Curry, 2002b).
Este probiotico produce 2-butanol, 2-butanona, 2-nonanona, 3-metil-butanal y 2-heptanona
(Eugster et al., 2019).

El 2-butanol es un alcohol que produce notas a fruta fermentada y dulce (Barron et
al., 2005). Por otro lado, el 2-butanona da aromas a acetona, mientras que la 2-nonanona
produce notas frutales y rancias y el 2-heptanona da un aroma similar al queso azul (Le
Quéré y Molimard, 2002); finalmente, el 3-metil-butanal contribuye al aroma a queso y da
notas a malta (Smit, Smit y Engels, 2005). Asimismo, se ha observado que este probidtico
produce grandes cantidades de 4acido lactico de carbohidratos (Sriphochanart et al., 2011).
Sin embargo, se ha reportado que su actividad proteolitica y lipolitica, ademas de su
habilidad de fermentar aminodcidos son igual o mas bajas que las que producen las cepas
de Lactobacillus spp. (Crow y Curry, 2002b). Por esto mismo, expuesto con anterioridad,
puede ser que la concentracion de compuestos que producen aromas y sabores no deseables
en el queso influyeran en la calificacion del sabor y olor, pues este ultimo fue el atributo
que recibi6 la puntuacidon mas baja de todas las muestras evaluadas.
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Se ha encontrado que la textura de los quesos inoculados con Pediococcus
acidilactici puede presentar pérdida de dureza por la actividad proteolitica, ya que esta
debilita la estructura micelar de la caseina, lo que da una textura mas suave (Wang et al.,
2022). Adicionalmente, se ha destacado que este probidtico también produce polisacaridos
como los betaglucanos (Juraskova, Ribeiro y Silva, 2022). Se ha determinado que la sintesis
de estos aumenta conforme disminuye el pH (Abarquero et al., 2022). Se mencion6 con
anterioridad que esta bacteria produce grandes cantidades de acido lactico, lo que puede
generar un exceso de formacion de polisacaridos, los cuales pueden dar matrices viscosas
con sensacion oleosa; se debe mencionar que esto es caracteristico de los exopolisacaridos
producidos Pediococcus spp. Esto pudo haber sido percibido por los consumidores,
afectando asi la calificacion de este atributo (Paulo et al., 2012; Dimopoulou y Dols-
Lafargue, 2021).

En cuanto al color, ha sido reportado que Pediococcus acidilactici no tiene una
influencia en este atributo ya que no se ha encontrado diferencia significativa cuando se
compara con un queso control (Wang et al., 2022). Por esto mismo, se puede diferir que el
color que presentaba esta muestra era debido a la presencia del betacaroteno dentro de la
leche, el cual da una coloracion amarillenta a la cuajada, cuya intensidad depende del nivel
de proteolisis (Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024).

Al observar los resultados de la mezcla de probioticos, es posible apreciar que esta
fue la que obtuvo las calificaciones mas bajas para la aceptacion general y sabor, mientras
que obtuvo la calificacion mas alta en color y la segunda mas alta en textura. En cuanto al
color, debido a la presencia de tres cepas probidticas, se pudo dar una alta produccion de
acido lactico, lo cual pudo llevar a la desnaturalizacion de proteinas por la actividad
proteolitica y disolucion de membranas por la acidificacion, lo que produce que el beta-
caroteno presente, que se encuentra encapsulado entre globulos de grasa y proteinas, sea
visible, aportando un color amarillento que pudo haber sido llamativo para el consumidor
(Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024).

Estudios han reportado que la adicion conjunta de probidticos en alimentos produce
un sabor acido prominente debido a la produccion de acido lactico, ya que esta aumenta, lo
cual pudo afectar en la calificacion brindada al sabor (Balmori et al., 2019). De igual
manera, se da la acumulacion de compuestos volatiles que producen en comun estas cepas,
como el hexanal, 2-metil-1-propanol y 2-heptanona, dando asi aromas a fruta verde, alcohol
y queso azul, respectivamente (Le Quéré y Molimard, 2002), cuya mezcla pudo no ser
agradable para el panelista, lo que pudo afectar en la puntuacion del aroma y también pudo
tener un efecto en el sabor percibido.

En el caso de la textura, se ha demostrado que los tres probidticos producen
exopolisacéridos: dextrano, poligalactano y betaglucano; puede ser que la combinacion de
funcionalidad de estos como la retencién de agua, mejoramiento de sensacion en boca,
disminucién de dureza y elasticidad y aumento de adhesividad, viscosidad y cohesion
fueran los que confiriesen una textura que resultara agradable para el consumidor (Kongo
2013; Altin et al., 2023).
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Con respecto a los resultados del control, es posible apreciar que tuvo puntuaciones
bajas para los 5 atributos evaluados (aceptacion general, color, olor, textura y sabor).
Debido a que este queso no poseia probidtico, el color que presentaba era el brindado por
el betacaroteno presente en la leche utilizada para la elaboracion del queso, dando asi una
coloracion amarilla (Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024). El sabor y olor de este queso es
conferido por compuestos organicos como 2-propanol, 2-metil-propanol, acetaldehido,
propanal, acido butanoico, acido hexanoico y acrilato de etilo; el 2-propanol y 2-metil-
propanol dan aromas a alcohol y quimico, mientras que el acetaldehido y el propanal dan
notas pungentes, frescas y verdes; por otro lado, el acido butanoico y 4cido hexanoico
confieren aromas a lacteo y rancio y el acrilato de etilo brinda notas frutales (Pluta-Kubica
et al., 2022).

Para el atributo de textura, este fue brindado por la caseina, pues en los quesos
frescos esta se encuentra completa, por lo que su capacidad emulsificante se mantiene
intacta y confiere una textura suave (Bejarano, Sepulveda y Restrepo, 2016). Asimismo, se
ha encontrado que la textura del queso depende del pH y la proporcion de caseina intacta
presente (Lawrence, Creamer y Gilles, 1986). También se ha reportado que la textura y la
dureza del queso esta relacionada con diversos componentes quimicos a nivel
microestructura, las cuales interactian con la red de proteina mediante agregacion y/o

interaccion con las caseinas, grasa y otros componentes de la leche (Matalaka, Hatta y
Baco, 2017).

En las Figuras 25-29 se representan los resultados de la prueba de Tukey llevada a
cabo para establecer si existe diferencia estadisticamente significativa para cada uno de los
atributos evaluados en este analisis. Para la aceptacion general, es posible observar que las
cajas cuentan con una altura parecida, lo que representa que existe una dispersion
considerable entre los datos, ademas, se aprecia que las medianas se encuentran similares
para casi todos los tratamientos, entre 5 y 6, por lo que se puede inferir que este atributo
fue medianamente aceptado por los panelistas. Sin embargo, el tratamiento con P.
acidilactici resultd tener mas variabilidad, pues fue la que exhibid mas valores atipicos, lo
que puede representar que existieron 3 personas que evaluaron esta muestra por debajo de
lo calificado por los participantes y 2 personas que lo calificacion por encima de los demas
panelistas. Sin embargo, todos los tratamientos se designan con la letra “a” después de la
Prueba de Tukey, lo que representa que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos, es decir, que la valoracion de la aceptacion general no cambia
significativamente con ninglin tratamiento probidtico al ser comparado con el control.

Para el color, se aprecia que las medianas de todos los tratamientos se encuentran
aproximadamente en el valor de 7, lo que indica una valoracion positiva para este atributo
entre todas las muestras. Se observa también que la dispersion es considerable en todos los
tratamientos, siendo menor en los quesos que poseian L. fermentum 'y L. lactis subsp. lactis.
Existe un valor atipico para este ultimo probidtico, lo que presenta que un panelista le
colocd una calificacidon mucho mas baja para este atributo en comparacion con los otros
evaluadores. Empero, todos los tratamientos se designan con la letra “a”, indicando,
nuevamente, que el tratamiento aplicado de probidticos en el queso no produjo diferencia
estadisticamente significativa para este atributo.
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En el caso del olor, las medianas se concentran entre los valores de 5.5 y 6, lo que
representa que este parametro fue moderadamente aceptado por los evaluadores. La
dispersion es mayor para el grupo control, mientras que entre el resto de los grupos se
encuentra similar. L. fermentum posee un dato atipico, lo que indica que un panelista
calificé el parametro de esta muestra por debajo de los valores indicados por los otros
evaluadores. Nuevamente, todos se denominan con la letra “a”, infiriendo que no existe
diferencia estadisticamente significativa en este atributo sensorial cuando se aplican los
distintos probioticos a los quesos frescos.

Las medianas del atributo de la textura se encuentran en 6, indicando que este
parametro fue moderadamente aceptado de forma positiva por los panelistas. La dispersion
entre todos los grupos sigue siendo considerable, aunque nuevamente el grupo control
presenta una mayor dispersion que los otros tratamientos. L. fermentum, P. acidilactici y la
mezcla de probidticos presentan un dato atipico, indicando que un panelista les dio una
calificacion mas baja para este atributo en comparacion con las valoraciones brindadas por
los otros evaluadores. De nuevo, se les etiquetd con la letra “a” después de la prueba de
Tukey, infiriendo asi que no existe diferencia estadisticamente significativa en la textura
cuando se aplican los tratamientos probioticos.

Finalmente, las medianas del sabor se encuentran concentradas en el valor 5, por lo
que puede inferirse que este atributo no fue bien aceptado por los panelistas. Asimismo, se
aprecia que L. lactis subsp. lactis presenta una mayor dispersion que los otros tratamientos,
sin embargo, todos cuentan con una dispersion considerable. Las cajas de este grafico
también poseen la etiqueta de “a”, indicando, nuevamente, que no existe diferencia
significativa en los atributos del sabor para los tratamientos aplicados cuando se compara
con el queso control.

F. Estudio de vida util

Es posible apreciar el tiempo de vida util de cada uno de los quesos frescos
elaborados, en donde se puede observar que el queso con menor vida ttil fue el que contenia
la mezcla de los tres probioticos, mientras que el que tuvo una vida Util mas larga fue el
queso elaborado con la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 (ver Figura 32).
Los factores que pudieron afectar estos resultados seran discutidos a continuacion.

Para la cepa Lactobacillus fermentum ATCC 9338 fue posible apreciar que tuvo 18
dias de vida ttil, terminando con un pH de 6.57 y un contenido de acido lactico de 9.00*10"
3 %. Se ha demostrado que este microorganismo posee una alta actividad de proteasa (5.8
IU/mL) y amilasa (0.564 IU/mL) en comparacion con otros probidticos (Grujovi¢ et al.,
2020). También se ha demostrado que presenta actividad de otras enzimas, como la B-
glucoronidasa, a-glucosidasa, leucina aminopeptidasa, fosfohidrolasa, fosfatasa acida y -
galactosidasa (Sudeepa y Bhavini, 2020).

Es posible apreciar que el pH aumento a lo largo de la vida 1til para el queso que
fue inoculado con esta cepa; esto puede atribuirse a la misma proteolisis, pues eso ocasiona

la liberacién de amonio, haciendo que el pH se torne mas alcalino (Ruiz et al., 2025).
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Debido a que los quesos frescos tienen una alta actividad de agua, estos tienden a ser mas
susceptibles a estropearse; la humedad de la superficie de este tipo de quesos contiene acido
lactico, péptidos y aminoacidos, lo que favorece el crecimiento rapido de levaduras
(Barukcic et al., 2020).

Sin embargo, este comportamiento no es el usual al momento de utilizar
Lactobacillus fermentum ATCC 9338, pues tiende a producir acido lactico y, por
consiguiente, disminuir el pH en lugar de aumentarlo; empero, se ha reportado que una alta
cantidad de las cepas Lactobacillus en queso puede ocasionar disminucion en la vida util,
ya que estas pueden generar un exceso de gas y amonio por la misma protedlisis (Khalid y
Marth, 1990).

Es posible apreciar que este probidtico metaboliza la lactosa para convertirla en
acido lactico, ya que, a lo largo de la vida util, se presentd un aumento de este metabolito
en este tiempo (ver grafico 30). Esto coincide con lo que expresa la literatura, pues
Lactobacillus fermentum mejora el metabolismo de lactosa y produccion de acido lactico,
lo que aumenta la eficiencia de acidificacion (Namshir et al., 2025). Ademas, este
probiodtico es heterofermentativo, por lo que también produce otras sustancias del
metabolismo de lactosa, como etanol, dcido acético y dioxido de carbono (Ibrahim, 2016).

En el Cuadro 17, se presentan los resultados de las propiedades sensoriales al final
de la vida util, pudiéndose observar que se presentd mucha sinéresis, lo cual es ocasionado
por la misma degradacion de las proteinas, ya que matriz pierde la capacidad de retener
agua (McSweeney, 2017). La pérdida del aroma lacteo puede atribuirse a la vaporizacion
de estos compuestos por la lipdlisis (Le Quéré y Buchin, 2002). El aroma a etanol se
atribuye a que esta cepa produce acido acético (Crow y Curry, 2002a). Finalmente, el color
amarillo puede atribuirse a la oxidacion de la riboflavina y betacaroteno por la luz solar
(Juric et al., 2003).

Los quesos inoculados con Pediococcus acidilactici ATCC 8042 tuvieron una vida
util de 18 dias, culminando con un pH de 6.60 y un porcentaje de 4cido lactico de 9.00*10"
3 %. Este probidtico presenta actividades enzimaticas de a-quimotripsina, o y P
galactosidasa, proteasa, o y B glucuronidasa y esterasa (Abbasiliasi et al., 2017). La a-
quimotripsina es una proteasa sérica que se ha utilizado para catalizar la hidrdlisis de
péptidos de aminodcidos como la tirosina, fenilalanina, triptofano y leucina (Lisak et al.,
2013). Debido a que produce a y P galactosidasa, metaboliza la lactosa y fermenta sus
subproductos, generando acido lactico sin producir gas (Feiner, 2006).

Es posible apreciar que el pH y el contenido de dcido lactico aumentaron a lo largo
del tiempo de la vida 1til; ademas, se puede observar que, de las tres cepas, esta fue la que
produjo menor cantidad de acido lactico. Pediococcus acidilactici produce mas acido
acético que lactico bajo condiciones aerdbicas, lo cual pudo evidenciarse en el
comportamiento del contenido 4cido lactico a lo largo de la vida util y en el aroma del
queso a fermentado al final de este tiempo (Raccach, 2014). Por otro lado, el aumento de
pH puede atribuirse a la misma protedlisis que genera amonio, lo cual puede deberse a un
exceso de probidtico, reduciendo el tiempo de vida util para esta muestra (Khalid y Marth,
1990).
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La textura del queso puede haberse visto debilitada por la protedlisis ejercida por
esta cepa, ocasionando la sinéresis y la suavidad en la textura (Wang et al., 2022); el color
amarillo, como fue discutido, se atribuye a la liberacion del betacaroteno por este mismo
fenomeno enzimatico (Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024).

La vida 1til que se obtuvo para los quesos que contenian la cepa Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 19435 fue la mas larga, pues fue de 40 dias, terminando con un pH de
6.10 y un porcentaje de dcido lactico de 2.30*102 %. Se ha encontrado que este probidtico
tiene una actividad de proteasa de 0.7 UI/mL, de invertasa acida de 0.03 UI/mL y fosfatasa
alcalina de 0.004 UI/mL; es posible apreciar que, en comparacion con la cepa Lactobacillus
fermentum, la actividad de la proteasa es mas baja (Grujovic et al., 2020).

Asimismo, se ha reconocido que esta cepa es capaz de acidificar rapidamente el
medio, pues la familia Lactoccocus produce la enzima lactasa, catalizando asi la hidr6lisis
de la lactosa, convirtiéndola en glucosa y galactosa, lo que contribuye a la generacion de
acido lactico a lo largo del proceso de maduraciéon (Kondrotiene et al., 2023). Esto, de igual
manera, justificaria el comportamiento creciente de acido lactico, asi como la disminucion
de pH.

Es posible apreciar que se tuvo un incremento de 15 dias en la vida 1til al utilizar
este probidtico; en este tipo de quesos con vida ttil corta, su estabilidad depende de la
moderacion del crecimiento de microorganismos de deterioro (Jalilzadeh, Tungtiirk y
Hesari, 2015). Debido a la acidificacion que ocasiona en el medio este probiotico, ayuda a
prevenir la proliferacion de estos microbios y de patdogenos (Andersen et al., 2009).
Ademéds, produce el péptido nisina, lo que contribuye a sus efectos antimicrobianos
(Kondrotiene et al., 2023). A estos metabolitos que genera Lactococcus lactis subsp. lactis
se les puede atribuir el aumento en la vida Util de los quesos elaborados.

Finalmente, en cuanto a las caracteristicas sensoriales evaluadas, se pudo observar
una reduccion en el aroma lacteo, lo cual se atribuye nuevamente a la evaporacion de estos
compuestos por la lipdlisis; por otro lado, el leve aroma a vinagre puede atribuirse a la
fermentacion alcohdlica por levaduras, lo que produce este tipo de olor (Le Quéré y Buchin,
2002). Para la textura, fue posible apreciar que esta fue firme y que se tuvo sinéresis; esto
puede deberse a que la acidificacion produce que las caseinas formen un gel fuerte,
expulsando asi el suero, lo que le da dureza a la cuajada (Gaber et al., 2021).

En el caso del color, la corteza del queso puede perder brillo al ser comparado con
la parte interna, lo que puede atribuirse a la exposicion de la superficie del queso al
ambiente, resultando en pérdida de agua y cambios de gases con la atmosfera externa; de
igual manera, el aumento del color amarillo es un comportamiento que se ha observado en
los quesos inoculados con este probidtico en otros estudios, lo que se le atribuye a los
carotenoides presentes en la leche, los cuales se concentran con la deshidratacion
(Barrionuevo et al., 2020).

La mezcla de probioticos fue la muestra que tuvo una menor vida util con 16 dias,
finalizando con un pH de 6.80 y un contenido de 4cido lactico de 1.00%102 %. Se ha
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encontrado que, al aplicar mezclas de probioticos, se obtiene una alta actividad proteolitica,
lo que produce la hidrélisis rapida de caseina (Loghman et al., 2022). Como se expreso con
anterioridad, esta actividad proteolitica afecta directamente en la textura y el pH, haciendo
que este aumente por el exceso de produccion de amonio (Ruiz et al., 2025). El color
amarillo intenso se debe a la concentracion de los carotenoides por deshidratacion y a la
hidrolisis de compuestos grasos y proteicos que protegen este pigmento, lo que ocasiona su
respectiva liberacion (Ferraz, Santos y Serralheiro, 2024).

De igual manera, esto afecto en el contenido de 4cido lactico, pues fue el queso que
present6 una menor cantidad de este. La baja produccion de este acido puede verse afectada
por una posible competencia entre estos probiodticos por nutrientes (Fendy, 2025). La
produccion de acido lactico también puede verse afectada por la interaccion entre las
bacterias iniciadoras y la microbiota del alimento, sensibilidad de parte de las bacterias
acido lacticas hacia metabolitos producidos por otras bacterias competidoras y cambios
extremos de temperatura, pH y presion (Sionek et al., 2024).

La muestra control tuvo una vida util de 25 dias, terminando con un valor de pH de
6.65 y un contenido de 4cido lactico de 2.30*10 %. Se ha evidenciado que, a lo largo de
la vida 1til del queso fresco, se evidencia la protedlisis y lipolisis, la cual puede ser
conllevada por mohos y levaduras o por bacterias acido lacticas enddgenas de la leche
(Coronado y Espitia, 2015). Esto, como fue discutido con anterioridad, produce una textura
suave ya que se rompe la estructura proteica de la caseina, lo que también aumenta la
sinéresis; ademas, por estos mismos cambios bioquimicos, se da un aumento de pH a lo
largo del tiempo (Panizzolo et al., 2011). Por otro lado, el contenido de acido lactico
aumenta a pesar de que no se agregd ninguin probiotico, lo cual se atribuye a las bacterias
acido lacticas presentes de manera natural en el ambiente y en la leche que se utiliz6 como
materia prima (Coelho, Malcata y Silva, 2022).

En cuanto al aroma a vinagre, se atribuye a la fermentacion de acido que se lleva a
cabo por microorganismos de deterioro presentes en el queso (Le Quéré y Molimard, 2002).
El color del queso, el cual se torn6 de un color amarillo intenso, puede atribuirse a la
deshidratacion de la cuajada, lo que ocasiona que se concentren los betacarotenos (Ferraz,
Santos y Serralheiro, 2024).

En un estudio llevado a cabo por Bravo, Araujo y Placido (2017), se establecio un
tiempo estimado de vida Util de 2 semanas (14 dias) para el queso fresco que se elabord. Es
posible apreciar que el queso control que se elabord en esta experimentacion tuvo un tiempo
de vida mayor (11 dias mas), lo que puede atribuirse al tipo de empaque utilizado para los
quesos, ya que el que se utilizé en ese estudio era de polietileno, mientras que los quesos
elaborados fueron empacados en bolsas de alta barrera de EVOH. Los empaques de
polietileno pueden ser sellados al calor y tienen una buena barrera ante la humedad y vapor
de agua, sin embargo, no presentan una barrera eficaz ante grasas y aceites ni gases como
didxido de carbono y oxigeno comparado con otros plasticos; por otro lado, los empaques
de EVOH presentan una alta barrera ante aceites, grasas, solventes organicos, oxigeno y
aromas del entorno, ademds de tener una baja sensibilidad ante la humedad (Coles,
McDowell y Kirwan, 2003).
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En la Figura 31, donde se presenta el contenido de acido lactico a lo largo del
tiempo, es posible apreciar que no se presentan limites como en la Figura 30 para el pH;
esto se debe a que la cantidad de 4cido lactico que presentaron las muestras estuvo por
debajo de los limites reportados por la literatura (0.08-0.18 %) de acuerdo con Gutiérrez et
al., 2023. Esto puede atribuirse a la cantidad de acido lactico inicial que contenia la leche
empleada como materia prima, cuyos parametros fueron discutidos en la seccion IX. A. del
presente documento; asimismo, se ha establecido que el 98 % de la lactosa de la leche es
removida en el suero durante la elaboracion del queso, ya sea como lactosa o acido lactico,
ademds de que se ha reportado que la lactosa residual en la cuajada del queso es
metabolizada en las etapas tempranas de la maduracion, por lo que eso pudo afectar, de

igual manera, el contenido de este 4cido en los quesos elaborados (Fox, Lucey y Cogan,
1990).

Las fluctuaciones de pH y acido lactico en las muestras de queso fresco a lo largo
de la vida 1til también pueden atribuirse a los cambios bioquimicos inducidos por los
probidticos, como la generacion de 4cido lactico (Mei et al., 2015) y la posible presencia
de otros microorganismos como mohos y levaduras, los cuales también contribuyen a la
protedlisis; otro factor que afecta en el pH es la presencia de iones metéalicos como calcio
y magnesio, ya que estos pueden desprotonar los acidos, ocasionando que la concentracion
de iones hidronio se reduzca (Upreti, Bithlmann y Metzger, 2006).

En los Cuadros 15 y 16, se presentan los resultados del promedio de contenido de
acido lactico y pH con su respectiva desviacion estandar. Las desviaciones estandar para
los resultados presentados fueron bajas para la mayoria de los casos, llegando a obtener 0
en diversas mediciones, lo que refleja que los métodos utilizados para realizar las
mediciones son confiables. Sin embargo, puede presenciarse que las desviaciones obtenidas
para el pH fueron menores que para el contenido de 4cido lactico, por lo que se puede inferir
que el método utilizado para la medicion de pH es mas confiable que el que se utiliz6 para
determinar el porcentaje de acido lactico (Rayat, 2018).
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X. Conclusiones

Las cepas con mejor desempefio fueron Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
19435 y Lactobacillus fermentum ATCC 9338 debido a que redujeron 4.56 log
UFC/g y 4.86 log UFC/g de Escherichia coli y 3.61 log UFC/g ambas para
Salmonella typhimurium en los quesos frescos contaminados.

Se evaluo la cantidad de unidades logaritmicas reducidas para cada uno de los
patogenos, en donde se pudo apreciar que la mezcla de probioticos fue la que
presentd mayor actividad antagonista ante Salmonella typhimurim, ya que redujo
3.80 log UFC/g; por otro lado, para Escherichia coli, 1a cepa que disminuy6 mas
unidades logaritmicas fue Lactobacillus fermentum ATCC 9338 con 4.86 log
UFC/g.

Se caracterizaron las propiedades organolépticas de cada queso, pudiendo apreciar
que el atributo mejor calificado para todos fue el color, mientras que el que presento
calificaciones mas bajas fue el sabor; sin embargo, no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre los inoculos utilizados.

Se determind el tiempo de vida util para cada uno de los quesos frescos elaborados,
pudiéndose identificar que el queso con mayor tiempo de vida fue el que contenia
el probiotico Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435, pues tuvo 40 dias; por
otro lado, el queso con menor vida util fue el de la mezcla de probiodticos con 16
dias.

Se evaluo6 la leche de manera fisicoquimica y microbioldgica previo a su uso en la
experimentacién, encontrdndose que los pardmetros fisicoquimicos y
microbiologicos se encontraban dentro de lo que establecian los valores tedricos
consultados, lo que indica que la leche era adecuada para utilizarse en el
experimento.

El queso inoculado con Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 fue el que
presento los mejores resultados en general, pues extendio la vida util del queso (40
dias) y redujo significativamente la carga de Escherichia coli y Salmonella
typhimurium (4.56 log UFC/g y 3.61 log UFC/g). Sin embargo, en el caso de los
atributos sensoriales de aceptacion general, color, olor, textura y sabor no se
encontré una diferencia estadisticamente significativa que pudiera considerarse
favorable.
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XI. Recomendaciones

Los resultados de la reduccion microbiologica fueron analizados mediante la
desviacion estandar para validar la dispersion de los datos y su respectiva
concentracion, sin embargo, se recomienda realizar mds repeticiones para este
experimento y asi tener un analisis de datos mas robusto que permita establecer si
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la reduccion que brindan
los in6culos aplicados a los quesos frescos (Esponda, 2001).

Fue posible apreciar que se disminuyd la carga de patégenos en los quesos a los que
les fueron aplicados los tratamientos probioticos, lo que podria sugerir que, si se
cuenta con una poblaciéon menor inicial de estos, puede haber una inhibicion
completa, por lo que se recomienda elaborar el estudio con distintas poblaciones
iniciales de los patogenos para establecer si puede haber una inhibicion total de
estos (Gonzalez et al., 2006).

Debido a que no se obtuvieron buenos resultados en la determinacion de vida util
para los probioticos Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactobacillus fermentum
ATCC 9338 y la mezcla de las tres cepas, se recomienda realizar este analisis
nuevamente con diluciones de los probidticos para reducir la actividad enzimatica
y asi poder establecer si existe una concentracion idonea para que estos puedan
prolongar el tiempo de vida de los quesos (Y1 et al., 2020).

Para poder establecer exactamente qué compuestos voldtiles producen los
probidticos en el queso fresco se recomienda hacer un andlisis de cromatografia de
gases con espectrometria de masas, lo que permitird definir cuales son estos
componentes y cuantificarlos (Sabouri et al., 2023).

Debido a que se obtuvieron resultados con desviaciones altas para la determinacion
de la cantidad de Salmonella typhimurium presente en el queso fresco, se
recomienda utilizar un método mas exacto y sensible para la cuantificacion de este
patogeno, como PCR (Wolffs et al., 2006).

Para complementar el estudio realizado, se recomienda hacer una determinacion de
la cantidad de células viables de los probidticos en el queso, ademas de establecer
si estos tienen un efecto positivo en la salud del consumidor. Asimismo, se deberia
hacer un anélisis de costo para definir si el indculo de los probidticos en el queso
fresco resulta ser factible econdémicamente (Gambogou et al., 2023).

Se recomienda realizar una experimentacion en la que se pueda comparar los efectos
de agregar las bacteriocinas puras producidas por cada probiodtico versus los
in6culos de las cepas probiodticas, con la finalidad de establecer qué método es mas
efectivo en la reduccion de microrganismos patogenos (Mohamed et al., 2013).
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XII. Presupuesto

Cuadro 18. Presupuesto necesario para poder llevar a cabo la evaluacion de la actividad
antagonica de tres cepas probioticas contra E. coli ATCC 25922 y S. typhimurium
ATCC 14028 en queso fresco artesanal

Rubros
1 Honorarios Unidades Tarifa (Q) Total (Q) Narrativo
(mes, dias,
horas)
No aplica - - - -
Subtotal - -
2 Suministros Unidades Costo Total Narrativo
unitario
Materia prima empleada
Leche de vaca (10 L) 7 Q 80.00 560.00 para la elaboracion de
los quesos.
Material a utilizar en los
Papel bond (25 hojas) 1 Q 15.00 15.00 paneles sensoriales a
elaborar.
Insumos desechables Q 17.40 Material a utilizar en los
(servilletas,  vasos, 3 Q 10.25 152,55 paneles sensoriales a
platos y tenedores, 25 Q 19.60 ' elaborar.
unidades c/u) Q 3.60
Snacks de Frito Lay Premio brindado a los
(Lonchera y Refa 3y4 Q 38.85 196.75 | panelistas  por  su
Pack) Q 20.05 participacion.
Bandejas de 112libra | o | . 708 i‘(’)?;ee‘;fd;’ral‘;i:z‘:n;az
para queso : :
queso.
Material utilizado para
flovl;iiopam cmpacat 150 Q 1.49 22350 |el empaque de los
quesos.
Reactivo usado para
hacer los analisis de
Hidroxido de sodio ) Q 1176 11.76 acidez titulable en Ia

(10 g)

leche y el queso.
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Reactivo utilizado para
hacer los analisis de

Fenolftaleina (5 g) Q 557 1Q 5.57 acidez titulable en la
leche y el queso.
Cloruro de calcio (28 Q 50.74 | Q 5074 | Solucién usada para
g) elaborar el queso fresco.
Salmonella typhirium Microorganismo usado
ATCC 14028 (1 Q 313.58 | Q 313.58 | en la inoculacién de
pellet) quesos.
Caldo nutritivo usado
para el enriquecimiento
de los patogenos, la
Caldo tripticasa soya Q 921.77 | Q 921.77 | dilucién inicial en los
(500 g) analisis microbioldgicos
y la elaboracion de agar
tripticasa soya.
Medio so6lido usado para
Agar Xilosa Lisina el recuento y
Desoxicolato (XLD) Q 14199 | Q 141.99 | determinacion de
(170 g) Salmonella typhirium en
la experimentacion.
Escherichia coli Microorganismo usado
ATCC 25922 (1 Q 360.33 | Q 360.33 | en la inoculacién de
pellet) quesos.
Medio  sélido  para
realizar  conteos y
Agar Chromocult Q 519.16 | Q 519.16 determi.naszi(’)n ‘ de
(100 g) Escherichia coli a lo
largo de la
experimentacion.
Pediococcus Probidtico usado en la
g(c)léfgl? lcg(;lllet) ATEC Q 466.80 1 Q 466.80 | jnoculacién de quesos.
Lactobacillus Probiodtico usado en la
paracasei ATCC 334 Q 656.38 | Q 656.38 | . .,
inoculacion de quesos.
(1 pellet)
Limosilactobacillus Probidtico usado en la
fermentum  ATCC Q 309.30 | Q 309.30 |, Cculacién de quesos
9338 (1 pellet) )
Medio  usado  para
Caldo MRS (40 g) Q 64.61 | Q 64.61 | enriquecer a los
probidticos empleados.
Agua peptonada (100 Q 23054 | Q  230.54 | Insumo utilizado para
g) realizar diluciones y

tubos de diluciéon para
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los analisis
microbiologicos.

Cuajo Marschall (1

Insumo utilizado para la

pastilla) 2 Q 1.251Q 2.50 coagulacion de la leche.
Gelificante usado para
Agar (90 g) 1 Q 351.30 | Q 351.30 | hacer agar tripticasa
soya.
Agar utilizado para la
Agar Rambach (250 1 Q 252.87 | Q 252 .87 | deteccion de Salmonella
mL)
spp. en la leche.
Leche  descremada Utilizada para la
(15g) I Q 15871 Q 15.87 elaboracion del cepario.
Subtotal 5,840.84 -
Equipo Unidades Costo Total Narrativo
No aplica - - Q - -
Subtotal Q - -
Transporte y viaticos | Unidades Costo Total Narrativo
No aplica - - Q - -
Subtotal Q - -
Servicios externos Unidades Costo Total Narrativo
No aplica - - Q - -
Subtotal Q - -
Imprevistos  (max. T .
- - tal Narrativo
10%) ota \%
Subtotal Q 584.08 -
TOTAL Q 6,424.93 -
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XV. Apéndice

Cuadro 20. Mediciones fisicoquimicas de la leche empleada en la experimentacion

Fecha Mediciones de pH Medicion Porcentaje de | Grados Dornic
de 4cido acido lactico (°D)
lactico (mL) (%)
10/07/2025 | 6.57 | 6.54 | 6.53 | 0.15 | 0.16 | 0.013 | 0.014 | 1.50 1.60
17/07/2025 | 6.46 | 6.47 | 6.47 | 0.10 | 0.10 | 0.009 | 0.009 | 1.00 1.00
08/08/2025 | 6.58 | 6.59 | 6.59 | 0.20 | 0.22 | 0.018 | 0.020 | 2.00 2.20
08/08/2025 | 6.63 | 6.63 | 6.63 | 0.12 | 0.20 | 0.011 | 0.018 | 1.20 1.50
16/08/2025 | 6.49 | 6.48 | 6.48 | 0.10 | 0.15 | 0.009 | 0.014 | 1.00 1.50
30/08/2025 | 6.61 | 6.62 | 6.61 | 0.20 | 0.17 | 0.018 | 0.015 | 2.00 1.70
01/10/2025 | 6.55 | 6.54 | 6.57 | 0.20 | 0.21 | 0.018 | 0.019 | 2.00 2.00
Cuadro 21. Composicion determinada de la leche empleada en la experimentacion

Fecha No. Grasa (%) Densidad Solidos No Proteina

medicion (g/L) Grasos (%) (%)

10/07/2025 1 3.42 1029 8.16 2.92

2 3.29 1030 8.40 3.01

3 3.09 1030 8.29 2.97

17/07/2025 1 2.71 1032.1 8.74 3.13

2 2.72 1032.6 8.87 3.18

08/08/2025 1 6.58 1029.7 8.25 2.95

2 6.59 1030.8 8.53 3.06

3 6.59 1031.3 8.60 3.08

08/08/2025 1 3.76 1033.2 9.24 3.32

2 3.77 1033.2 9.25 3.33

3 3.70 1033.6 9.32 3.35

16/08/2025 1 3.49 1029.4 8.24 2.95

2 3.25 1030.6 8.49 3.04

3 3.01 1031.1 8.57 3.07

30/08/2025 1 3.84 1031.7 8.90 3.20

2 3.82 1031.2 8.75 3.14

3 3.78 1032.0 8.95 3.22

01/10/2025 1 3.06 1031.2 8.60 3.08

2 3.11 1031.3 8.62 3.09

3 3.43 1030.0 8.59 3.08
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Cuadro 22. Anélisis microbioldgicos de la leche empleada en la experimentacion

Fecha Salmonella spp. Escherichia coli
Caldo Caldo Caldo Caldo Dilucién | Dilucion
Rappaport | Tetrationato | Rappaport | Tetrationato 107! 102
Agar Agar Agar Agar XLD
Rambach | Rambach XLD
10/07/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
17/07/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
08/08/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
08/08/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
16/08/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
30/08/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
01/10/2025 | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo 0 0
Cuadro 23. Resultados de las pruebas de antagonismo para Escherichia coli ATCC
25922
Probidtico No. Spot test Prueba de difusion
medicion Largo del halo (cm) Largo del halo (cm)
Lactobacillus paracasei ! 0.60 0.50
subsp. paracasei ATCC 2 0.65 0.40
BAA-5? 3 0.70 0.45
4 0.70 0.40
1 1.10 0.50
Lacticaseibacillus 2 0.80 0.40
paracasei ATCC 334 3 0.80 0.40
4 0.90 0.45
1 0.90 0.45
Pediococcus acidilactici 2 0.75 0.50
ATCC 8042 3 0.80 0.50
4 0.75 0.50
1 0.85 0.45
Lactococcus lactis subsp. 2 1.00 0.40
Lactis ATCC 19435 3 1.10 0.55
4 0.80 0.55
1 0.90 0.35
Lactiplantibacillus 2 1.00 0.35
plantarum ATCC 8014 3 0.70 0.00
4 0.80 0.00
1 0.80 0.40
Lactobacillus acidophilus 2 1.05 0.35
ATCC 4356 3 0.00 0.40
4 0.90 0.35
1 0.70 0.30
Lactobacillus fermentum 2 0.80 0.35
ATCC 9338 3 0.70 0.40
4 0.95 0.60
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Cuadro 24. Resultados de las pruebas de antagonismo para Sa/monella typhimurium
ATCC 14028

Probiotico No. Spot test Prueba de difusion
medicion Largo del halo (cm) Largo del halo (cm)
Lactobacillus paracasei ! 0.70 0.50
. 2 0.70 0.55
subsp. paracasei ATCC
BAA-52 3 0.65 0.60
4 0.60 0.45
1 0.00 0.60
Lacticaseibacillus 2 0.00 0.25
paracasei ATCC 334 3 0.00 0.15
4 0.00 0.50
1 0.90 0.40
Pediococcus acidilactici 2 0.60 0.30
ATCC 8042 3 0.70 0.50
4 0.65 0.45
1 0.70 0.60
Lactococcus lactis subsp. 2 0.40 0.40
Lactis ATCC 19435 3 0.50 0.40
4 0.60 0.50
1 0.80
Lactiplantibacillus 2 0.65
plantarum ATCC 8014 3 0.75
4 0.50
1 0.47
Lactobacillus acidophilus 2 0.90
ATCC 4356 3 0.80
4 0.80
1 0.60
Lactobacillus fermentum 2 0.90
ATCC 9338 3 0.75
4 0.70
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Cuadro 25. Recuentos microbiolégicos de Escherichia coli ATCC 25922 en los
quesos frescos elaborados

Hora de Tratamiento Dilucién Recuento Promedio log
medicion microbiologico | (UFC/g) | UFC/g
(UFC/g)
Control 107 1.00 1.00 7.00
10’ 0.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 6.00
9338 10% 1.00
0.5 P. acidilactici ATCC 10° 3.00 4.00 5.60
8042 10° 5.00
L. lacts subsp. lactis 10° 4.00 3.00 5.48
ATCC 19435 10° 1.00
Mezcla de probidticos 10° 10.0 8.00 6.90
10° 5.00
0 Escherichia coli 107 747 690 9.84
ATCC 25922 107 633
Control 10° 3.00 4.00 6.60
10° 5.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 6.00
9338 10° 0.00
24 P. acidilactici ATCC 10* 1.00 3.00 4.48
8042 10* 5.00
L. lacts subsp. lactis 10* 2.00 6.00 4.78
ATCC 19435 10* 9.00
Mezcla de probidticos 10° 7.00 10.0 7.00
10° 13.0
168 Control 10° 3.00 2.00 6.30
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10* 11.0 11.0 5.04
9338 10* 11.0
P. acidilactici ATCC 10* 2.00 1.00 4.00
96 8042 10* 0.00
L. lacts subsp. lactis 10° 2.00 2.00 3.30
ATCC 19435 10° 2.00
Mezcla de probioticos 10° 0.00 1.00 6.00
10° 1.00
Control 108 2.00 2.00 6.30
10° 2.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
9338 10° 1.00
264 P. acidilactici ATCC 10* 1.00 1.00 4.00
8042 10 0.00
L. lacts subsp. lactis 10° 1.00 2.00 3.30
ATCC 19435 10° 2.00
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Mezcla de probidticos 10° 2.00 1.00 6.00
10° 0.00
Control 10° 13.0 14.0 6.15
10° 15.0
L. fermentum ATCC 10° 3.00 2.00 5.30
9338 10° 2.00
312 P. acidilactici ATCC 10* 2.00 3.00 4.48
8042 10* 4.00
L. lacts subsp. lactis 10° 1.00 1.00 5.00
ATCC 19435 10° 0.00
Mezcla de probidticos 10° 4.00 9.00 5.95
10° 13.0
Control 10° 1.00 1.00 6.00
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
9338 10° 1.00
360 P. acidilactici ATCC 10* 2.00 3.00 4.78
8042 10* 3.00
L. lacts subsp. lactis 10° 0.00 1.00 5.00
ATCC 19435 10° 1.00
Mezcla de probidticos 10° 2.00 1.00 6.00
10° 0.00
Control 10° 2.00 2.00 6.30
10° 2.00
L. fermentum ATCC 10° 5.00 5.00 6.70
0.5 9338 10° 4.00
P. acidilactici ATCC 10° 3.00 3.00 6.48
8042 10° 2.00
L. lacts subsp. lactis 10° 2.00 4.00 6.60
ATCC 19435 10° 5.00
Mezcla de probidticos 10° 5.00 4.00 6.60
10° 2.00
0 Escherichia coli 108 73.0 75.0 9.88
ATCC 25922 10® 76.0
Control 10° 2.00 3.00 6.48
10° 3.00
L. fermentum ATCC 10° 15.0 14.0 6.15
9338 10° 13.0
24 P. acidilactici ATCC 10° 4.00 3.00 6.48
8042 10° 2.00
L. lacts subsp. lactis 10° 2.00 1.00 6.00
ATCC 19435 10° 0.00
Mezcla de probidticos 10° 2.00 2.00 6.30
10° 2.00
168 Control 10° 11.0 7.00 5.85
10° 2.00
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L. fermentum ATCC 10° 22.0 18.0 6.26
9338 10° 13.0
P. acidilactici ATCC 10° 48.0 34.0 6.53
96 8042 10° 20.0
L. lacts subsp. lactis 10° 33.0 45.0 5.65
ATCC 19435 10° 57.0
Mezcla de probidticos 10° 21.0 22.0 5.34
10° 23.0
Control 10° 6.00 4.00 5.48
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10° 2.00 2.00 5.30
9338 10° 1.00
264 P. acidilactici ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
8042 10° 0.00
L. lacts subsp. lactis 10° 6.00 4.00 5.60
ATCC 19435 10° 1.00
Mezcla de probidticos 10° 3.00 2.00 5.30
10° 1.00
Control 10° 1.00 1.00 6.00
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
9338 10° 1.00
312 P. acidilactici ATCC 10° 2.00 9.00 5.95
8042 10° 16.0
L. lacts subsp. lactis 10° 3.00 4.00 5.60
ATCC 19435 10° 4.00
Mezcla de probioticos 10° 2.00 1.00 6.00
10° 0.00
Control 10* 278 251 6.40
10* 224
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
9338 10° 1.00
360 P. acidilactici ATCC 10° 8.00 9.00 5.95
8042 10° 10.0
L. lacts subsp. lactis 10° 4.00 4.00 5.60
ATCC 19435 10° 4.00
Mezcla de probidticos 10* 91.0 89.0 5.95
10* 87.0

Nota: En este cuadro se presentan los resultados de ambas repeticiones realizadas

durante la experimentacion.
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Cuadro 26. Recuentos microbiolégicos de Salmonella typhimurium ATCC 14028
en los quesos frescos elaborados

Hora de Tratamiento Dilucion Recuento Promedio log
medicion microbiologico | (UFC/g) | UFC/g
(UFC/g)
Control 107 4.00 4.00 7.60
10’ 3.00
L. fermentum ATCC 107 2.00 5.00 7.70
9338 10’ 7.00
0.5 P. acidilactici ATCC 107 5.00 4.00 7.60
8042 10’ 2.00
L. lacts subsp. lactis 107 4.00 3.00 7.48
ATCC 19435 10’ 2.00
Mezcla de probidticos 108 5.00 3.00 8.48
108 0.00
0 S. typhimurium ATCC 10%° 3.00 4.00 10.6
14028 1010 4.00
Control 107 9.00 7.00 7.85
10’ 5.00
L. fermentum ATCC 107 1.00 1.00 7.00
9338 10’ 0.00
24 P. acidilactici ATCC 107 4.00 4.00 7.60
8042 10’ 4.00
L. lacts subsp. lactis 107 2.00 3.00 7.48
ATCC 19435 10’ 3.00
Mezcla de probidticos 107 1.00 3.00 7.48
10’ 4.00
Control 107 8.00 6.00 7.78
10’ 3.00
L. fermentum ATCC 107 6.00 7.00 6.85
96 9338 10’ 8.00
P. acidilactici ATCC 10° 8.00 14.0 7.15
8042 10° 20.0
L. lacts subsp. lactis 107 3.00 4.00 7.60
ATCC 19435 10’ 4.00
Mezcla de probidticos 10° 16.0 40.0 7.60
10° 64.0
Control 10° 10.0 11.0 7.04
10° 11.0
L. fermentum ATCC 10° 6.00 8.00 6.90
9338 10° 9.00
240 P. acidilactici ATCC 10° 6.00 8.00 6.90
8042 10° 9.00
L. lacts subsp. lactis 10° 11.0 10.0 7.00
ATCC 19435 10° 9.00
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Mezcla de probidticos 10° 14.0 14.0 7.15
10° 13.0
Control 108 10.0 10.0 7.00
10° 10.0
L. fermentum ATCC 108 11.0 8.00 6.90
9338 10° 5.00
312 P. acidilactici ATCC 108 15.0 15.0 7.18
8042 10° 15.0
L. lacts subsp. lactis 10° 10.0 12.0 7.08
ATCC 19435 10% 14.0
Mezcla de probidticos 10° 11.0 9.00 6.95
10° 7.00
Control 10° 15.0 14.0 7.15
10° 13.0
L. fermentum ATCC 10° 9.00 6.00 6.78
9338 10° 3.00
552 P. acidilactici ATCC 10° 6.00 8.00 6.90
8042 10° 10.0
L. lacts subsp. lactis 10° 9.00 8.00 6.90
ATCC 19435 10° 7.00
Mezcla de probidticos 10° 6.00 5.00 6.70
10° 3.00
Control 10° 1.00 1.00 5.00
10° 0.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
0.5 9338 10° 0.00
P. acidilactici ATCC 10° 3.00 2.00 5.30
8042 10° 0.00
L. lacts subsp. lactis 10* 8.00 6.00 4.78
ATCC 19435 10* 4.00
Mezcla de probidticos 10* 3.00 6.00 4.78
10* 9.00
0 S. typhimurium ATCC 10° 1.00 1.00 9.00
14028 10° 0.00
Control 10° 1.00 1.00 5.00
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
24 9338 10° 0.00
P. acidilactici ATCC 10° 3.00 4.00 5.60
8042 10° 4.00
L. lacts subsp. lactis 10° 2.00 2.00 5.30
ATCC 19435 10° 1.00
Mezcla de probidticos 10° 3.00 2.00 5.30
10° 0.00
Control 10° 2.00 3.00 5.48
10° 3.00
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L. fermentum ATCC 10* 10.0 9.00 4.95
9338 10* 7.00
96 P. acidilactici ATCC 10* 3.00 6.00 4.78
8042 10* 8.00
L. lacts subsp. lactis 10° 1.00 1.00 5.00
ATCC 19435 10° 0.00
Mezcla de probidticos 10° 5.00 5.00 5.70
10° 5.00
Control 10° 1.00 1.00 5.00
10° 0.00
L. fermentum ATCC 10° 1.00 1.00 5.00
240 9338 10° 0.00
P. acidilactici ATCC 10° 2.00 3.00 5.48
8042 10° 4.00
L. lacts subsp. lactis 10° 15.0 10.0 6.00
ATCC 19435 10° 4.00
Mezcla de probidticos 10° 4.00 2.00 5.30
10° 0.00
Control 10* 5.00 9.00 5.95
10* 12.0
L. fermentum ATCC 10° 8.00 4.00 5.60
312 9338 10° 0.00
P. acidilactici ATCC 10° 2.00 2.00 5.30
8042 10° 2.00
L. lacts subsp. lactis 10° 1.00 1.00 5.00
ATCC 19435 10° 0.00
Mezcla de probidticos 10° 2.00 4.00 5.60
10° 5.00
Control 10° 2.00 2.00 5.85
10° 1.00
L. fermentum ATCC 10° 5.00 4.00 5.60
9338 10° 3.00
552 P. acidilactici ATCC 10° 2.00 2.00 5.30
8042 10° 2.00
L. lacts subsp. lactis 10° 2.00 3.00 5.48
ATCC 19435 10° 4.00
Mezcla de probiodticos 10° 2.00 2.00 5.30
10° 2.00

Nota: En este cuadro se presentan los resultados de ambas repeticiones realizadas

durante la experimentacion.
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Cuadro 27. Mediciones de pH y acido lactico de los quesos frescos durante el

analisis de vida 1util

Dia Tratamiento Mediciones de pH | Medicion de acido
lactico (mL)

Control 6.57 | 6.54 | 6.53 0.050 0.025

L. fermentum ATCC 9338 6.37 | 6.38 | 6.41 0.030 0.020

0 | P. acidilactici ATCC 8042 6.38 | 6.41 | 6.42 0.010 0.015
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.42 | 6.42 | 6.44 0.025 0.020
Mezcla de probidticos 6.33 | 6.32 | 6.36 0.050 0.070
Control 6.47 | 6.55 | 6.58 0.020 0.020

L. fermentum ATCC 9338 6.52 | 6.49 | 6.50 0.080 0.050

4 | P. acidilactici ATCC 8042 6.50 | 6.53 | 6.55 0.080 0.100
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.54 | 6.55 | 6.53 0.100 0.100
Mezcla de probidticos 6.47 | 6.44 | 6.39 0.050 0.080
Control 6.57 | 6.58 | 6.58 0.050 0.060

L. fermentum ATCC 9338 647 | 6.44 | 6.44 0.080 0.080

9 | P. acidilactici ATCC 8042 6.49 | 6.54 | 6.51 0.050 0.050
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.54 | 6.49 | 6.55 0.050 0.050
Mezcla de probioticos 6.50 | 6.45 | 6.48 0.050 0.050
Control 6.58 | 6.57 | 6.57 0.100 0.100

L. fermentum ATCC 9338 6.51 | 6.52 | 6.55 0.100 0.100

14 | P. acidilactici ATCC 8042 6.61 | 6.57 | 6.54 0.100 0.100
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.49 | 6.52 | 6.53 0.050 0.100
Mezcla de probiodticos 6.55 | 6.53 | 6.56 0.100 0.100
Control 6.55 | 6.51 | 6.53 0.100 0.090

L. fermentum ATCC 9338 6.59 | 6.55 | 6.51 0.100 0.090

16 | P. acidilactici ATCC 8042 6.54 | 6.60 | 6.62 0.090 0.100
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.56 | 6.52 | 6.54 0.120 0.100
Mezcla de probidticos 6.60 | 6.60 | 6.60 0.080 0.100
Control 6.55 | 6.59 | 6.57 0.100 0.100

L. fermentum ATCC 9338 6.55 | 6.57 | 6.59 0.100 0.100

18 | P. acidilactici ATCC 8042 6.58 | 6.62 | 6.60 0.900 0.120
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.48 | 6.54 | 6.51 0.170 0.120
Mezcla de probioticos 6.71 | 6.62 | 6.66 0.120 0.070
Control 6.57 | 6.57 | 6.59 0.100 0.100

L. fermentum ATCC 9338 6.61 | 6.62 | 6.63 0.100 0.100

20 | P. acidilactici ATCC 8042 6.64 | 6.62 | 6.69 0.100 0.100
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.54 | 6.49 | 6.46 0.150 0.200
Mezcla de probioticos 6.76 | 6.72 | 6.76 0.100 0.100
Control 6.63 | 6.56 | 6.59 0.120 0.120

L. fermentum ATCC 9338 6.77 | 6.79 | 6.78 0.120 0.150

25 | P. acidilactici ATCC 8042 6.69 | 6.68 | 6.67 0.180 0.120
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.39 | 6.37 | 6.38 0.150 0.200
Mezcla de probidticos 6.71 | 6.62 | 6.66 0.070 0.100
Control 6.62 | 6.62 | 6.62 0.150 0.150
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L. fermentum ATCC 9338 6.95 | 691 | 6.87 0.200 0.150
29 | P. acidilactici ATCC 8042 6.68 | 6.72 | 6.69 0.200 0.200
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.36 | 6.29 | 6.22 0.150 0.200
Mezcla de probidticos 6.78 | 6.75 | 6.80 0.100 0.100
Control 6.68 | 6.62 | 6.65 0.300 0.200
L. fermentum ATCC 9338 6.98 | 6.92 | 6.95 0.250 0.270
35 | P. acidilactici ATCC 8042 6.75 | 6.71 | 6.73 0.150 0.200
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.20 | 6.16 | 6.18 0.250 0.180
Mezcla de probidticos 6.78 | 6.80 | 6.81 0.100 0.100
Control - - - - -
L. fermentum ATCC 9338 - - - - -
40 | P. acidilactici ATCC 8042 - - - - -
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 6.11 | 6.09 | 6.10 0.30 0.30
Mezcla de probidticos - - - - -
Control - - - - -
L. fermentum ATCC 9338 - - - - -
45 | P. acidilactici ATCC 8042 - - - - -
L. lacts subsp. lactis ATCC 19435 | 5.95 | 5.96 | 5.97 0.25 0.25
Mezcla de probidticos - - - - -

Cuadro 28. Porcentajes de acido lactico y propiedades sensoriales de los quesos
obtenidas a lo largo del estudio de vida util

Dia Tratamiento Porcentaje de acido Propiedades sensoriales
lactico (%)
0.005 0.002 Color blanco, textura firme,

Control aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.003 0.002 Color blanco, textura firme,

ATCC 9338 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

0 | P. acidilactici 0.001 0.001 Color blanco, textura firme,

ATCC 8042 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. lacts subsp. 0.002 0.002 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.005 0.006 Color blanco, textura firme,

probioticos aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Control 0.001 0.002 Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.007 0.005 Color blanco, textura firme,

ATCC 9338 aroma lacteo y poca presencia de
suero.
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P. acidilactici 0.007 0.009 Color blanco, textura firme,
4 | ATCC 8042 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. lacts subsp. 0.009 0.009 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.005 0.007 Color blanco, textura firme,

probioticos aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Control 0.005 0.005 Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.007 0.007 Color blanco, textura firme,

ATCC 9338 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

P. acidilactici 0.005 0.005 Color blanco, textura firme,

9 | ATCC 8042 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. lacts subsp. 0.005 0.005 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.005 0.005 Color blanco, textura firme, sin

probioticos aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Control 0.009 0.009 Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.009 0.009 Color blanco, textura firme,

ATCC 9338 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

14 | P. acidilactici 0.009 0.009 Color blanco poco amarillo,

ATCC 8042 textura firme, aroma lacteo leve y
poca presencia de suero.

L. lacts subsp. 0.005 0.009 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.009 0.009 Color blanco amarillento, textura

probidticos blanda, sin aroma lacteo y poca
presencia de suero.

Control 0.008 0.007 Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.009 0.008 Color amarillo leve, textura

ATCC 9338

blanda, aroma lacteo leve y poca
presencia de suero.
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P. acidilactici 0.007 0.008 Color amarillo leve, textura
16 | ATCC 8042 blanda, aroma lacteo leve y poca
presencia de suero.

L. lacts subsp. 0.011 0.009 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.007 0.009 Aroma a etanol, poca presencia

probioticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control 0.009 0.009 Color blanco, textura firme,
aroma lacteo y poca presencia de
suero.

L. fermentum 0.009 0.009 Color amarillo, textura firme, sin

ATCC 9338 aroma lacteo, aroma a leve a
vinagre y mucha presencia de
suero.

18 | P. acidilactici 0.008 0.010 Aroma a fermentado, color

ATCC 8042 amarillento, mucha presencia de
suero y textura blanda.

L. lacts subsp. 0.015 0.011 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.012 0.006 Aroma a etanol, mucha presencia

probidticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control 0.009 0.009 Color amarillo leve, textura
blanda, aroma lacteo leve y poca
presencia de suero.

L. fermentum 0.009 0.009 Color amarillo, textura firme, sin

ATCC 9338 aroma lacteo, aroma a leve a
vinagre y mucha presencia de

20 suero.

P. acidilactici 0.009 0.009 Aroma a fermentado, color

ATCC 8042 amarillento, mucha presencia de
suero y textura blanda.

L. lacts subsp. 0.005 0.009 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.009 0.009 Aroma a etanol, mucha presencia

probioticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control 0.012 0.012 Color amarillo leve, textura

blanda, sin aroma lacteo y poca
presencia de suero.
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L. fermentum 0.011 0.014 Color amarillo intenso, textura

ATCC 9338 firme, aroma fuerte a vinagre y
mucha presencia de suero.

P. acidilactici 0.016 0.012 Aroma a fermentado, color

25 | ATCC 8042 amarillento  intenso, mucha
presencia de suero y textura
blanda.

L. lacts subsp. 0.014 0.018 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.01 0.006 Aroma a etanol, mucha presencia

probioticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control 0.012 0.016 Color amarillo fuerte, presencia
de suero, aroma fuerte a
fermentado y textura suave.

L. fermentum 0.018 0.014 Color amarillo intenso, textura

ATCC 9338 firme, aroma fuerte a vinagre y
mucha presencia de suero.

P. acidilactici 0.018 0.020 Aroma a fermentado, color

29 | ATCC 8042 amarillento  intenso, mucha
presencia de suero y textura
blanda.

L. lacts subsp. 0.016 0.016 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.010 0.008 Aroma a etanol, mucha presencia

probioticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control 0.025 0.020 Aroma a fermentado, color
amarillo intenso, presencia de

35 suero y textura blanda.

L. fermentum 0.022 0.024 Color amarillo intenso, textura

ATCC 9338 firme, aroma fuerte a vinagre y
mucha presencia de suero.

P. acidilactici 0.016 0.016 Aroma a fermentado, color

ATCC 8042 amarillento  intenso, mucha
presencia de suero y textura
blanda.

L. lacts subsp. 0.023 0.017 Color blanco, textura firme,

lactis ATCC 19435 aroma lacteo y poca presencia de
suero.

Mezcla de 0.010 0.010 Aroma a etanol, mucha presencia

probioticos de suero, color amarillo intenso y
textura blanda.

Control - - -
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40

L. fermentum
ATCC 9338

P. acidilactici
ATCC 8042

L. lacts subsp.
lactis ATCC 19435

0.030

0.029

textura
leve y

Color amarillo leve,
firme, aroma lacteo
presencia de suero.

Mezcla de
probidticos

45

Control

L. fermentum
ATCC 9338

P. acidilactici

ATCC 8042

L. lacts subsp.
lactis ATCC 19435

0.024

0.024

Color amarillo, textura firme, sin
aroma lacteo, aroma leve a
vinagre y presencia de suero.

Mezcla de
probioticos
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Cuadro 29. Valoraciones obtenidas en el panel para las 5 muestras evaluadas de queso
fresco
Numero | Numero | ;Cuéntole | ;Cuantole | ;Cuéntole | ;Cudanto le (Cuanto le
de de gusta la gusta el gusta el gusta la gusta el
panelista | muestra | muestra? colordela |olordela |texturadela | sabordela
muestra? muestra? muestra? muestra?

1 598 8 8 9 9 9

2 598 4 9 2 5 4

3 598 6 7 6 8 6

4 598 4 9 5 4 4

5 598 5 5 8 6 5

6 598 3 5 3 2 2

7 598 5 6 5 6 6

8 598 4 7 8 4 3

9 598 2 9 7 3 1

10 598 5 7 5 4 4

11 598 5 5 8 6 5

12 598 4 9 2 5 4

13 598 5 8 5 6 4

14 598 3 7 7 7 2

15 598 6 6 6 8 6

16 598 5 5 5 5 5

17 598 6 5 8 6 7

18 598 4 4 5 5 5

19 598 5 7 6 5 5

20 598 6 7 5 6 6

21 598 5 8 5 6 4

22 598 4 4 5 5 5

23 598 4 7 5 6 4

24 598 7 8 8 6 7

25 598 4 7 7 1 6

26 598 9 7 9 9 9

27 598 5 6 5 3 5

28 598 2 8 8 3 2

29 598 3 7 5 4 3

30 598 6 7 7 7 7

31 598 3 7 5 4 2

32 598 4 4 4 4 4

33 598 8 9 8 9 8

34 598 8 9 7 9 9

35 598 2 8 8 3 2

36 598 8 9 8 9 8

37 598 5 5 4 5 3

38 598 9 8 8 8 7
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2.138

2.034

1.884

1.901

2.132

598
598
598
598
598
598
598
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2.087

1.798

1.673

1.523

1.844
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451
451
451
451
451
451
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451

145

145

21

22
23

24
25

26

27

28

29

30
31

32
33

34
35

36
37
38

39
40

41

42
43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53

54
55
56
57
58
59
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1.929

1.894

1.449

1.833

1.743

145
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145
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145
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273
273
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273
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273
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48
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53 302 5 5 4 4 5
54 302 7 6 6 8 6
55 302 7 7 6 6 7
56 302 2 4 5 5 2
57 302 9 9 9 9 8
58 302 7 7 6 6 7
59 302 7 6 6 8 6
60 302 6 9 9 9 6

DS 2.154 1.560 1.644 1.678 1.81

Nota: DS = Desviacion estandar.

Cuadro 30. Prueba de Tukey elaborada para el atributo de aceptacion general evaluado en

los quesos frescos

Comparacién de tratamientos Diferencia de medias Valor p ajustado
L. fermentum-Control 0.36667 0.8530
L. lactis-Control 0.15000 0.9939
Mezcla de probioticos-Control -0.13333 0.9961
P. acidilactici-Control 0.11667 0.9977
L. lactis-L. fermentum -0.21667 0.9759
Mezcla de probidticos-L. fermentum -0.50000 0.6473
P. acidilactici-L. fermentum -0.25000 0.9596
Mezcla de probioticos-L. lactis -0.28333 0.9373
P. acidilactici-L. lactis -0.03333 0.9999
P. acidilactici-Mezcla de probidticos 0.25000 0.9596

Cuadro 31. Prueba de Tukey elaborada para el atributo de color evaluado en los quesos

frescos
Comparacion de tratamientos Diferencia de Valor p ajustado
medias
L. fermentum-Control 0.11667 0.9961
L. lactis-Control 0.66667 0.9996
Mezcla de probioticos- 0.23333 0.9486
Control
P. acidilactici-Control -0.15000 0.9899
L. lactis-L. fermentum -0.05000 0.9999
Mezcla de probioticos-L. 0.11667 0.9961
fermentum
P. acidilactici-L. fermentum -0.26667 0.9186
Mezcla de probioticos-L. 0.16667 0.9849
lactis
P. acidilactici-L. lactis -0.21667 0.9605
P. acidilactici-Mezcla de -0.38333 0.7488
probioticos
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Cuadro 32. Prueba de Tukey elaborada para el atributo de olor evaluado en los quesos

frescos

Comparacion de tratamientos

Diferencia de medias

Valor p ajustado

L. fermentum-Control 1.5000e-01 0.98750

L. lactis-Control 7.9937e-15 1.00000

Mezcla de probiodticos-Control -5.0000e-02 0.99983

P. acidilactici-Control -1.0000e-01 0.99737

L. lactis-L. fermentum -1.5000e-01 0.98751
Mezcla de probidticos-L. fermentum -2.0000e-01 0.96388
P. acidilactici-L. fermentum -2.5000e-01 0.92117
Mezcla de probidticos-L. lactis -5.0000e-02 0.99983

P. acidilactici-L. lactis -1.0000e-01 0.99737

P. acidilactici-Mezcla de probidticos 5.0000e-02 0.99982

Cuadro 33. Prueba de Tukey elaborada para el atributo de textura evaluado en los quesos

frescos

Comparacion de tratamientos

Diferencia de medias

Valor p ajustado

L. fermentum-Control 4.3333e-01 0.69679

L. lactis-Control 7.1054e-15 1.00000

Mezcla de probioticos-Control 3.1667e-01 0.87956

P. acidilactici-Control 2.3333e-01 0.95739

L. lactis-L. fermentum -4.3333e-01 0.69679
Mezcla de probioticos-L. fermentum -1.1667e-01 0.99685
P. acidilactici-L. fermentum -2.0000e-01 0.97561
Mezcla de probidticos-L. lactis 3.1667e-01 0.87956

P. acidilactici-L. lactis 2.3333e-01 0.95739

P. acidilactici-Mezcla de probidticos -8.3333e-02 0.99916

Cuadro 34. Prueba de Tukey elaborada para el atributo de sabor evaluado en los quesos

frescos

Comparacidn de tratamientos Diferencia de medias Valor p ajustado

L. fermentum-Control 4.6667e-01 0.69485

L. lactis-Control 1.6667e-02 0.99999

Mezcla de probidticos-Control -3.3333e-02 0.99998

P. acidilactici-Control 7.1057e-15 1.00000

L. lactis-L. fermentum -4.5000e-01 0.72299

Mezcla de probidticos-L. fermentum -5.0000e-01 0.63655

P. acidilactici-L. fermentum -4.6667e-01 0.69484

Mezcla de probidticos-L. lactis -5.0000e-02 0.99164

P. acidilactici-L. lactis -1.6667e-02 0.99990

P. acidilactici-Mezcla de probioticos 3.3333e-02 0.99998
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Cuadro 35. Temperaturas de almacenamiento de los quesos frescos

Fecha Temperatura (°C)
10/07/2025 3.00
17/07/2025 4.20
08/08/2025 3.80
08/08/2025 3.60
16/08/2025 6.10
30/08/2025 3.50
01/10/2025 3.35

Figura 33. Escala hedonica utilizada

Me disgusta Me disgusta Medisgusta Medisgusta Nimegusta Me gusta Me qusta Me gusta Me gusta
muchisimo mucho bastante ligeramente  ni me disgus ligeramente  bastante mucho muchisimo
ta

L+ JC 2 Jf 3 JL 4 JC s JL 6 JL 7 J[ 8 J[ 9 |
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