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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de investigacion, fue la recopilacion de informacion sobre el efecto
de la nisina como conservante natural en el queso fresco, se desarrollé al identificar las
propiedades de la nisina como conservante; describir los microorganismos que alteran la calidad
del queso, e investigar el efecto de la nisina sobre los microrganismos patogenos. La metodologia
utilizada, se basé en la revisidn de fuentes bibliograficas nacionales e internacionales en relacion
al uso de la nisina como conservante en los alimentos, los criterios de seleccion fueron, tomar las
investigaciones publicadas en distintos afios, para obtener una amplia informacion, de diferentes
plataformas digitales como Google académico, ScienceDirect y repositorios digitales, hallando
Articulos cientificos, Trabajos de titulacién y Tesis doctorales, que permitieron establecer los
resultados mediante la elaboracion de tablas. Las propiedades que presentd la nisina, es inhibir
bacterias patégenas en el queso, con la adicion de 200 mg/kg, al reducir la carga bacteriana de
Staphylococcus aureus; mejorar las caracteristicas fisicoquimicas, con el uso de 0,4% de nisina,
con mayor contenido de proteina (17,77%) y solidos totales (4,22%); en las propiedades
sensoriales no existe diferencias significativas entre las muestras; y el tiempo de vida util se
extiende hasta los 12 dias. La calidad del queso fresco, se ve afectada por bacterias patégenas
como Enterobacterias, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Coliformes totales, recuentos
microbianos que sobrepasan lo establecido por la NTE INEN 1528:2012, y la Norma COVENIN
3821, 2003. Se concluye que la nisina es efectiva en la conservacion de los alimentos, al disminuir
la carga bacteriana de microorganismos patégenos, poseer mejores caracteristicas fisicoquimicas,
sin alterar su calidad sensorial, con mayor tiempo de vida ttil y su nula toxicidad. Se recomienda

el empleo de la nisina, por sus grandes beneficios como conservante en el queso fresco.

Palabras claves: <NISINA> <CONSERVANTE NATURAL> <QUES
<MICROORGANISMOS PATOGENOS>

1699-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The objective of this research project was to gather information on the effect of nisin as a natural
preservative in fresh cheese. The properties of nisin as a preservative, the microorganisms that
alter cheese quality and the effect of nisin on pathogenic microorganisms were described. The
methodology used was based on the review of national and international bibliographic sources
related to the use of nisin as a preservative in food. The selection criterium was the year of
publication finding a wide range of information from scientific articles, degree works and doctoral
theses from different digital platforms such as Google Scholar, ScienceDirect and digital
repositories. The property presented by nisin is to inhibit pathogenic bacteria in cheese. With the
addition of 200 mg/kg, the bacterial load of Staphylococcus aureus was reduced, and the
physicochemical characteristics were improved with the use of 0.4% nisin. It showed a higher
protein content (17.77%) and total solids (4.22%); in the sensory properties there are no
significant differences between samples; and the shelf life is extended to 12 days. The quality of
the fresh cheese is affected by pathogenic bacteria such as Enterobacteriaceae, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and total coliforms, microbial counts that exceed those established by
NTE INEN 1528:2012 and COVENIN 3821, 2003. It is concluded that nisin is effective in food
preservation, by reducing the bacterial load of pathogenic microorganisms, having better
physicochemical characteristics, without altering its sensory quality, with longer shelf life and no
toxicity. The use of nisin is recommended because of its great benefits as a preservative in fresh

cheese.

Keywords: <NISIN> <NATURAL PRESERVATIVE> <FRESH CHEESE> <PATHOGENIC
MICROORGANISMS>

1699-DBRA-UTP-2022

.\rd& \_;?Q

MsC. Gloria Isabel Escudero Orozco

CIL. 0602698904
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INTRODUCCION

La nisina es una bacteriocina reconocida como GRAS (Generalmente reconocida como seguro)
desde 1988 por la FDA (Food and drug administration), es producida por Lactococcus lactis subsp
lactis, su principal funcion es inhibir el crecimiento de microorganismos Gram positivos como
Staphylococcus aureus; es una alternativa como antimicrobiano natural en matrices alimentarias

para disminuir la carga microbiana durante los procesos de elaboracion (Doria y Hodeg, 2015, p. 15).

El efecto que produce la nisina en el queso es reducir la carga bacteriana de bacterias patdgenos
como Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Clostridium
spp, entre otros. Los alimentos frescos al ser alimentos perecederos requieren de conservadores
que prevengan la contaminacion microbiana, el uso de la nisina es una alternativa tecnoldgica

como preservador en la calidad de los alimentos. (Romero, 2019, p. 13)

El uso de la nisina, una bacteriocina natural, es una alternativa para disminuir los riesgos de la
elaboracién de queso con leche cruda, aumentar la vida Gtil del producto y en consecuencia
mejorar su comercializacion (Sangronis y Garcia, 2007, p. 12). Las bacteriocinas son de gran
importancia en la industria alimentaria, una de las mas empleadas es la nisina como conservador

alimentario, mediante la purificacién de las BAL o bacteriocinas. (Vallejo, 2021, p.1)

Los quesos se constituyen un vehiculo de microorganismos patégenos como Staphylococcus
aureus, Salmonella spp y Listeria monocytogenes. La fuente de contaminacion mas importantes
en los quesos es la leche, ademas de las deficientes condiciones higiénicas del proceso artesanal
de fabricacion del queso, vuelven al producto final riesgoso para el consumidor. Por lo cual es
necesario buscar alternativas que disminuyan la presencia de microorganismos patégenos y la

flora responsable del deterioro del queso fresco.

La siguiente revision bibliografica se realiza para dar a conocer el efecto de la nisina como
conservante natural en el queso fresco, al ser un producto fuente de contaminacién por las
condiciones en la que se almacena o al momento de su elaboracion, el uso excesivo de
conservantes quimicos que muchas de las industrias utilizan, provocan una serie de
enfermedades, la nisina es el Unico aditivo alimentario reconocido para su uso, generalmente ataca
a microorganismos Gram Positivos y segun varios estudios que se han revisado, la nisina ha dado

resultados eficientes en la reduccion de microorganismos patdgenos.

Por lo tanto, se ha planteado los siguientes objetivos sobre la nisina como conservante natural en
el queso fresco:

e ldentificar las propiedades de la nisina como conservante natural.



o Describir los principales microorganismos que alteran la calidad del queso fresco.
e Investigar el efecto que produce la nisina sobre los microorganismos patdégenos presentes en

el queso fresco.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Definicion de queso

Segun el Instituto Ecuatoriano de normalizacion 1528 (2012, p.2), €l queso es el resultante de la coagulacion
enzimatica y/o de la coagulacion &cida de la leche, crema, suero de leche, o la mezcla de los
mismos, por la adicién del cuajo se drena el suero formado, respetando los principios de la
elaboracion del queso fresco.

De acuerdo al reglamento de técnicas sanitarias de la leche y productos lacteos, el queso, es un
producto que se obtiene de la coagulacion enzimatica de la leche y determinados productos
lacteos, con separacion de al menos parte del agua, lactosa y sales minerales seguida o no de

maduracion. (Riofrio, 2014, p. 6)

Para Sanchez (2015, p.5), ha considerado al queso como un alimento bésico que se consume desde
la antigliedad y surgi6 de la casualidad. Al principio su elaboracidn se lo hacia dejando cuajar a
la leche, se lo batia con una rama y se prensaba con una piedra. La masa formada se dejaba en el
sol y se afiadia sal. Su fabricacién, ha ido cambiando con el tiempo, las diferentes técnicas
artesanales permite la elaboracion de diferentes tipos de quesos.

El queso es un producto obtenido mediante la coagulacién enzimatica de la leche y una vez
afiadida el cuajo se realiza la separacidn del suero, siendo este después madurado o no. El queso
es un producto rico en nutrientes como proteinas, grasa, vitaminas y minerales, constituyéndose

un alimento indispensable en la alimentacion humana.

1.1.1. Consumo de queso en Ecuador

El queso es uno de los alimentos més consumidos a nivel mundial, existiendo més de 2000 tipos
diferentes de este producto, el queso fresco, es uno de los més consumidos por las personas.

(Ramirez y Vélez, 2012)

El consumo de lacteos en Ecuador es inferior en comparacion con Latinoamérica, al poseer un
consumo de un poco més de 90 litros de leche anuales. El Ecuador ha producido 36.260.925 kilos
de este producto, siendo una de las variedades mas producidos el queso fresco, por su bajo costo

y su aporte nutricional, siendo uno de los alimentos que mayor es consumido por los ecuatorianos,



y el queso mozzarella y queso crema por tener un sabor suave, sin embargo, se esta tomando

también preferencia por el consumo de quesos semimaduros y maduros. (Pardillos, 2020, p. 3)

De acuerdo a la revista Lider, ocho de cada diez ecuatorianos compran queso fresco debido a su
tradicion y precio, seguido de queso mozzarella, queso crema, maduro, semimaduro. El queso

madurado que tiene el proceso de maduracion como minimo seis meses ha ido ganando adeptos.
(Revista Lideres, 2015).

1.1.2. Microflora del queso

La microflora varia en los diferentes tipos de queso incluso en quesos del mismo tipo, esta
depende de la carga microbiana de la leche y de la eficacia del proceso de pasteurizacion, los
microorganismos que pueden presentar el queso fresco son Coliformes, Escherichia coli, hongos
y levaduras, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Lactobacillus spp y Listeria monocytogenes.
El deterioro de los quesos no es solo por los microrganismos presentes sino también por la
composicién quimica del alimento, entre ellas esta la actividad del agua presente en el alimento,
ph, acidez, el tratamiento térmico aplicado a la leche y condiciones ambientales en la

conservacion del queso. (Cedefio, 2015, p. 13).

La microbiota de la leche cruda que se utiliza para la elaboracion de quesos artesanales tiene una
riqgueza muy elevada, la cual se asocia al contacto de la leche con los diferentes ambientes,
expuesta antes y durante su procesamiento. Esta microbiota constituida principalmente por
bacterias de Phylom Fimicutes (mayormente representado por el grupo de bacterias acido lacticas)
como Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaeae, Lactobacillaceae, Leuconotoccaceae,
Streptococcaceae, Actinobacteria (asociadas a quesos madurados) Bacteroidetes y proteobacteria,
ademas de la incidencia de levaduras (los géneros Candida, Debaryomuces, Geotrichum, Pichia

y Sacharomyces, entre otras), volviéndose una microbiota compleja y de interés biotecnolégico.
(Ruvalcaba, 2020, p. 29)

1.1.3. Clasificacion de queso

De acuerdo a la NTE INEN 1528 (2012, p.4), clasifica al queso, por su composicion y caracteristicas

fisicas en:

Segun el contenido de humedad

a) Duro
b) Semiduro
C) Semiblando



d) Blando

Segun el contenido de grasa lactea

a) Rico en grasa

b) Entero o grasa

C) Semidescremado o bajo en grasa
d) Descremado 0 magro

1.2.  Queso fresco

Es también conocido como queso blanco, aquel producto que posee una textura firme, no ha sido
madurado, elaborado con leche entera, utilizando enzimas o acidos organicos para coagular, sin

el uso de cultivos lacticos (NTE INEN 1528, 2012, p.2).

“El queso fresco se obtiene a partir de la coagulacion de la leche y deshidratacion de la cuajada;
se conserva por varios dias, el queso es rico en proteinas, grasas, sales minerales y vitaminas; en

nifios y adultos favorece el crecimiento y fortalecimiento de huesos y dientes”. (FAO, 2011, p. 17)

Para Quintufia, (2017, p.14), el queso fresco es elaborado con leche sin pasteurizar (especialmente de
vaca), tiene una fermentacion natural y de corta madurez, una gran variedad de quesos existentes
de la leche es el queso fresco, que obtiene una mayor venta y comercializacion, se caracteriza por

su consumo en la alimentacion diaria y de su aporte de nutrientes para la salud del consumidor.
1.2.1. Propiedades nutricionales del queso fresco

La leche al ser un alimento completo, y al utilizarlo en la elaboracion del queso posee un gran
valor nutricional, sin embargo, este valor nutricional varia de acuerdo al tipo de queso, en el
mercado ahora existen quesos enriquecidos con calcio, vitaminas y una gran cantidad de
sustancias quimicas que pueden aumentar su valor nutricional por lo que influye en su precio. El

consumo de queso permite tener huesos fuertes, dientes sanos. (Haro, 2016, p. 12)

El queso posee casi las mismas propiedades nutricionales que la leche, solo difiere en que contiene
mayor contenido graso y proteinas concentradas. Ademas de ser fuente proteica con alto valor
bioldgico, se destaca por proporcionar una buena fuente de calcio y fosforo, que son necesarios

para la re mineralizacion 0sea. (Pérez, 2016, p. 18)

1.2.1.1. Proteinas
El queso posee entre el 10 al 30 % de proteina, dependiendo del método de manufactura ya

sea quesos duros o blandos, la digestibilidad que tiene la proteina del queso es el 95% similar



al huevo o de algunos productos carnicos. El contenido de aminoacidos esenciales en el

queso, lo muestran como un producto de alto valor biol6gico. (Estrella, 2013, p. 3)

1.2.1.2. Grasa

El contenido de materia grasa varia de acuerdo al tipo de queso, depende de la composicion de

leche empleada. (Lopez Guzman, 2010, p. 25)
1.2.1.3. Calcio

En el queso fresco se encuentra un alto contenido de este micronutriente al ser un producto lacteo;
este tipo de mineral aporta muchos beneficios para los huesos. Es necesario una alimentacion rica

en calcio en cualquier etapa de la edad que se encuentre ya sea en la infancia o longevidad. (Pachar,
2020, p. 18)

1.2.1.4. Potasio

La mayoria de quesos tiene un alto contenido de potasio en relacién a otros alimentos. El potasio

permite conseguir energia durante el desarrollo humano.

1.2.1.5. Fosforo

Su consumo aporta pocas calorias, por lo que es recomendable consumirla sin ninguna

preocupacion.
1.2.1.6. Vitamina A

Permite mantener fuertes las defensas, piel suave y buena salud ocular. (Quintufia, 2017, p.15)

Los quesos frescos sobresalen sobre todo por su alto contenido de proteinas (15%) y por su aporte
en aminodcidos esenciales. Son ricos en minerales especialmente en calcio (100 gramos de queso

aportan 185 mg. de calcio). (Quimis, 2016, p. 9)

El valor nutricional del queso depende del tipo de leche que se emplea en la elaboracién y la
condicion de maduracion que se le ofrece. A pesar de estos factores, los beneficios que aporta el
queso fresco en la alimentacion humana es su valor nutricional. Al tener una fuente de proteina
alto valor bioldgico y con alto contenido de aminoacidos esenciales, posee un alto valor energético

que depende de la cantidad de grasa y de &cidos grasos esenciales. Ademés del aporte en



cantidades apreciables de calcio que son de facil asimilacion, vitaminas esenciales, menos el acido

ascorbico. (Haro, 2016, p. 14)

En la Tabla 1-1, se observa las propiedades nutricionales de queso fresco que se encuentra en 100

gramos de producto.

Tabla 1-1 : Propiedades nutricionales del queso fresco.

Propiedades Valores de 100 gr. de producto
Proteina 15,0
Hidratos de carbono 2,45
Materia grasa 20,0
calcio 477 mgs. (59,6% C.D.R)
Fosforo 292 mgs. (36,5% C.D.R)

Fuente: (Quimis Cali, 2016)
1.2.2. Componentes del queso fresco

Los componentes para la elaboracion del queso fresco constan:

1.2.2.1. Leche

La leche utilizada para elaborar queso tiene que ser pasteurizada, sin calostro, conservantes,
adulterantes y neutralizantes. Se puede afiadir vitamina A y D, de acuerdo a lo establecido en las
normas de Buenas Practicas de manufactura con una cantidad minima de 2000 Ul/litro y de

vitamina D no menor a 400Ul/litro. (Madrid, 1999) citado en (Aguirre, 2011, p. 10)

La calidad de la leche puede partir de dos grandes referentes, el composicional y lo higiénico, la
calidad composicional de la leche hace referencia a las caracteristicas fisico quimicas, es decir la
cantidad de sélidos totales, proteina y grasa contenidas en cada litro de esta, siendo la unidad de
medida en gramos. En cuanto a la calidad higiénica su unidad de medida es en unidades

formadoras de colonia UFC, es decir bacterias por mililitro de leche. (Guzman, 2013, p. 12)

La leche es considerada de calidad cuando el producto cumple consistentemente con las
expectativas nutricionales, sanitarias y organolépticas del consumidor, sin embargo, influyen
muchos factores como la genética, manejo, patoldgicos y fisiol6gicos que estan estrechamente

relacionadas para obtener una buena aptitud de la leche.



1.2.2.2. Aditivos (optativo)

El cloruro de calcio para Lopez Benalcézar (2010, p. 13), €S un compuesto quimico que se afiade a la
leche con el fin de mejorar y estabilizar la capacidad de la leche para la formacion de coagulo en
el cuajo. La cantidad en la cual se debe agregar va a depender de la leche y las condiciones en la
gue se encuentre. La cantidad natural que existe en la leche varia mucho, dependiendo de follaje,
época del afo, periodo de lactancia, etc. La cantidad maxima que se debe usar es 0.2gr por litro
de leche para queso. Demasiado calcio produce un coagulo demasiado firme y un queso muy
elastico, dando un sabor a producto quimico, poca cantidad de calcio, el coagulo sale muy suave

y el queso muy quebradizo, es necesario agregarlo al menos 15 minutos antes de agregar el cuajo.

Es necesario agregar cloruro de calcio debido que al momento de pasteurizar la leche se ha perdido
cloruro de calcio que de forma natural posee, si no se afiade este aditivo tiene repercusiones en su
elaboracion impidiendo un cuajado efectivo. Se debe agregar cloruro de calcio disolviendo en
agua, porque al estar en contacto con el agua se da una reaccion quimica desprendiendo calor y
gas, ademas que facilita disolverse de una manera homogénea en toda la leche.

1.2.2.3. Fermento lactico (optativo)

En la pasteurizacion se pierde las bacterias lacticas que posee la leche, por lo que se constituye
necesario el uso de fermentos lacticos, estos son producidos en condiciones técnicas garantizando
su calidad. La leche debe contener los fermentos lacticos necesarios para asegurar la
acidificacion. Estos fermentos estan constituidos principalmente por Streptococcus lactis y
Streptococcus cremoris, bacterias que fermentan la lactosa. Su adicién es de 500 ml/100 litros de
leche. Se deja actuar por un periodo de maduracion de 5 a 10 minutos. Luego que el fermento

lactico ha madurado adecuadamente a la leche, se agrega el cuajo y agitarlo durante 3 minutos.
(Gonzélez, 2002, p. 6)

1.2.2.4. Cuajo

Segun Lépez Benalcazar (2010, p. 13), CUajo “es una sustancia que obtiene la propiedad de coagular la
caseina de la leche. El cuajo enzimatico es el méas utilizado en el centro de adiestramiento

lechero”.

El cuajo se obtiene de los cuajares de los rumiantes, el componente que lo constituye es la
quimosina pura, cuando se elabora los quesos se puede emplear fermentos lacticos para producir

la coagulacion de la caseina de la leche 0 cuajo. (Romero del Castillo y Mestres, 2004, p. 38)



Los quesos que se elaboran mediante coagulacién enzimética o mixta, requieren de enzimas
coagulantes. Se emplea la quimosina o renina, que se obtiene del cuarto estomago de los becerros
lactantes, la demanda de cuajos ha permitido que se realice técnicas para obtenerlas de enzimas

gue procedan de vegetales y microorganismos. (Carranco, 2015, p. 31)

1.2.3. Proceso de elaboracion de queso fresco

La elaboracion de queso fresco es un proceso simple, en la cual intervienen fendmenos fisicos y
guimicos que son muy complejos. Es un proceso de concentracion, en la que se coagula la proteina

de la leche como la caseina mediante la accién del cuajo u otro coagulante acido. (Johnsony Law,
2011) citado en (Ramirez y Vélez, 2012, p. 132)

Los procesos de elaboracion del queso fresco son los siguientes:

1.2.3.1. Control de calidad fisicoquimico y microbioldgico a la leche

e Control de calidad fisicoquimico

La leche fresca posee una acidez titulable de 13 a 20 ml de NaOH 0,1 N/100 ml (0,12 - 0,18 %
acido lactico) debido al contenido de anhidrido carbénico, proteinas y algunos iones como fosfato,
citrato, etc. La leche no contiene acido lactico; sin embargo, por accion bacteriana la lactosa sufre
un proceso de fermentacion formandose acido lactico y otros componentes que aumentan la
acidez titulable. Determinar la acidez, identifica la calidad sanitaria del producto (Ojeda, 2011, p. 4).
La acidez se mide por titulacién y es la cantidad de hidroxido de sodio que se consume utilizando
como indicador la fenolftaleina, el valor es expresado en ° Dornic y en grado Soxhlet-Henkel
(S.H.) (Lopez et al., 2015, p. 4)

La prueba de ph determina la concentracion de iones de hidrogeno, el PH es inversamente
proporcional a la acidez expresado en °Dornic, indica que el pH éptimo de la leche esta en un
rango de 6,5 a 6,8. Su medicion se realiza con un pH metro en una solucién buffer utilizando dos

soluciones, una con pH 7 para la zona neutra y otra de pH 4 para la zona 4cida. (Alais, 1985) citado
en (Negri, 2005, pp. 156-157)

Las pruebas de alcohol es una de las pruebas que se realiza a nivel de recepcion, en las industrias
como en los centros de adiestramiento lechero (CAL), se emplea con el propoésito de detectar la
termoestabilidad de la leche cruda. Cuando la muestra es inestable se produce la coagulacion de
la leche, volviéndose no apta para su industrializacion. La concentracion de etanol recomendada
inicialmente fue de 68% v/v, la cual ha sido aumentada por las industrias hasta 78% (v/v), desde
el punto de vista de la calidad higiénica y composicional no presentan problemas.(Molinaet al., 2001,
pp. 2,3)



La densidad normal de la leche se encuentra entre 1.027 a 1.033g/ml. Este valor ocurre por la
presencia de los varios componentes de la leche diluidos o no, en el agua que constituye la leche,
los cuales presentan densidades variables. De esto, la grasa es la Unica sustancia que presenta
densidad casi igual al del agua (esta es la razén por lo que la grasa sube cuando la leche es

almacenada en las perolas o tangque de enfriamiento).(Gonzélez et al., 2010, p. 4)
e Control de calidad microbiolégica

En la tabla 2-1 se observa los requisitos microbioldgicos, y células somaticas que debe cumplir

la leche cruda para ser procesada.

Tabla 2-1: Requisitos microbioldgicos y células somaticas en la leche cruda.

Requisito Limite maximo

Recuento de microorganismos aerobios 1,5x106
mesdfilos (UFC/cm)3

Recuento de células somaticas/ cm?® 7,0 x 10°

Fuente: (NTE INEN 9, 2012)

A continuacion, se muestra en la tabla 3-1, el limite maximo de contaminantes que debe tener la

leche cruda.

Tabla 3-1: Limites méaximo para contaminantes en leche cruda.

Requisito Unidad Limite maximo
Plomo mg/kg 0,02
Aflatoxinas ug/kg 0,5

Fuente: (NTE INEN 9, 2012)
1.2.3.2. Filtracion

Una vez que la leche cumple con los parametros de calidad, debe ser filtrada y almacenada a
temperatura inferior a los 10° C, porque al encontrarse a esta temperatura permite la reduccion del

crecimiento microbiano y acidos grasos libres (Sanchez, 2015, pp. 124, 132).
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El proceso de filtracion solo elimina suciedades grandes de acuerdo la permeabilidad del material
manejado y no los microorganismos que pueden producir contaminacion en el queso y que causan

enfermedades en el ser humano. (Ruiz et al., 2018, p. 14)

1.2.3.3. Pasteurizacion

Es un proceso térmico que consiste en eliminar los microorganismos patégenos que se encuentran

en la leche, sin que se vea afectada las propiedades fisicas y quimicas. (Ruiz et al., 2018, p. 14)

Se pasteuriza la leche a 73° C durante 15 segundos. Con este proceso se asegura la destruccion de
todo tipo de microorganismo patégeno que pueda afectar la salud del consumidor. No es
recomendado un tratamiento térmico muy elevado, ya que se ve afectado la aptitud de la leche
para coagular, causando un mayor tiempo de coagulacion, y un desuerado mas lento (Valbuena

et al., 2004).

1.2.3.4. Adicion de cloruro de calcio

Una vez realizado el proceso de la pasteurizacion, la leche pierde gran parte de cloruro de calcio
gue esté en la leche de forma natural. Por eso es necesario agregar cloruro de calcio con el fin de

mejorar el rendimiento y tener un mayor rendimiento en la cuajada. (Becerra et al., 2015)

1.2.3.5. Adicion de cuajo
El cuajo tiene una eficiencia cuando la leche tiene una temperatura de 39 y 41° C, si se halla por
debajo de los 8° C o por encima de los 60° C, su actuacion es nula, por lo cual es afiadida a esta

temperatura.

1.2.3.6. Corte de la cuajada

Luego de los 30 minutos en la que actda el cuajo, se realiza el corte con una lira de un centimetro
de separacion, el tamafio del corte determina el tipo que se quiere elaborar. Al obtener un tamafio

adecuado de los granos se bate para pueda permitirse la salida del suero. (Ramos, 2018, p.5)

1.2.3.7. Desuerado, moldeado, salado y almacenamiento

Se desuera eliminando una cantidad de suero de 30% del volumen inicial de la leche, el grano que
queda después del desuerado, se coloca en moldes para que se prensen y tome forma, salado por

2 horas y al final ser almacenado evitando su contaminacién. (Sanchez, 2015, p. 10)
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1.2.4. Factores que afectan la calidad del queso fresco

La calidad del queso fresco depende del ph, este factor produce cambios en la cuajada del queso,
creando una relacién directamente proporcional en cuanto a la sinéresis, es decir a una mayor
acidez mayor sinéresis. Una humedad excesiva en el queso afecta en el sabor y textura en el

momento de la conservacion. (Becerra et al, 2015, p. 110)

De acuerdo a la NTE INEN 1528 (2012, p. 5), Se detalla el contenido méximo de humedad y contenido

minimo de grasa que debe tener el queso, expresadas en la tabla 4-1.

Tabla 4-1: Requisitos de contenido de humedad y grasa para queso fresco

Humedad % Contenido de grasa en
Tipo o clase max NTE INEN  extracto seco, % m/m min
63 NTE INEN 64

Semiduro 55
Duro 40
Semiblando 65
Blando 80
Rico en grasa 60
Entero o graso 45
Semidescremado 20
Descremado 0,1

Fuente: (NTE INEN 1528, 2012)

Los quesos no madurados deben cumplir con lo mostrado en la tabla 4-1, establecido por la norma
ecuatoriana correspondiente. En los quesos semiduros, duros, semiblando y blandos tienen un alto
contenido de humedad y no “hay datos sobre contenido graso, mientras que los quesos ricos en

grasa, entero o graso, semidescremado y descremado lo poseen.

1.2.5. Requisitos microbioldgicos asociados al queso fresco

De acuerdo a la NTE INEN 1528 (2012, p. 5), menciona “los quesos frescos no madurados deben estar
ausente de microorganismos patdogenos, de sus metabolitos y toxinas”. Por lo cual debe cumplir

los requisitos microbioldgicos establecidos en la tabla 5-1.
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Tabla 5-1: Requisitos microbiolégicos para queso fresco no madurado.

Requisito n m M c Método de ensayo
Enterobacteriaceas UFC/g 5 2x102 102 1 NTEINEN 1529-13
Escherichia coli UFC/g 5 <10 10 1 AOAC991.14
Staphylococcus aureus UFC/g 5 10 102 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes/25 g 5 Ausencia - 1ISO 11290-1
Salmonellaen 25 g 5 AUSENCIA - 0 NTE INEN 1529-15

Fuente: (NTE INEN 1528, 2012)

Donde:

n = NUmero de muestras a examinar.

m = Indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

¢ = NUmero de muestras permisibles con resultados entre my M.

Debe cumplir los requisitos establecidos por esta norma, para considerarse como un producto de
calidad, revelando los niveles permisibles para Enterobacterias, Escherichia coli vy

Staphylococcus aureus y la ausencia en Listeria monocytogenes y Salmonella.
1.2.6. Conservacion del queso fresco

En la conservacion del queso fresco, los métodos utilizados son frio, calor, conservantes quimicos

0 combinacion de los mismos, otra forma de conservacién es la fermentacion (Abril y Pilco, 2013).

Los aditivos conservantes son sustancias que retardan o detienen procesos que pueden deteriorar
el queso a su vez actlan como inhibidores del crecimiento microbiano. Su adicién no hace que
los alimentos conservados se vuelvan imperecederos, solo la mantienen inalterados por un
periodo de tiempo limitado, retardo el crecimiento de los microorganismos, pero no inhibiendo
por completo. Entre los aditivos utilizados para la conservacion del queso estd la nisina, sin

embargo, es uno de los conservantes naturales que menos se utiliza en la industria alimentaria.
(Villada, 2010, pp. 8, 37)

La Norma general del Codex para los aditivos alimentarios, reconoce a la nisina como aditivo
alimentario (E 234) y establece la dosis méxima permisible de aplicacion de nisina en nata (crema)
cuajada (natural), quesos madurados, quesos de proteinas del suero, productos anélogos al queso,

postres a base de cereales y almidon, productos carnicos tratados térmicamente y envolturas o
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tripas comestibles. En productos lacteos la dosis méxima es de 12,5 mg/kg de nisina pura. (Norma
Técnica Ecuatoriana -CODEX 192, 2013, p. 158)

El uso de nisina en productos lacteos, se presenta en la Tabla 6-1, con la dosis maxima permitida

establecida en mg/kg.

Tabla 6-1: Dosis maxima de nisina en productos lacteos.

Alimento Dosis méaxima (mg/kg)

Nata (crema) cuajada (natural/simple) 10
Queso no madurado 12,5
Queso madurado 12,5
Productos analogos de queso 12,5
Queso de proteinas del suero 12,5
Postres  lacteos  (pudines,  yogur 12,5

aromatizado o con fruta)

Fuente: (NTE INEN-CODEX 192, 2013)

Se encuentran mencionadas como clases funcionales sustancias conservadoras y fueron adaptas
desde el afio 2006 al 2010, la dosis maxima sefialada es 12,5 mg/kg en todos estos productos, solo

en la nata cuajada su dosis es de 10 mg/kg.
1.2.7. Principales microorganismos encontrados en el queso fresco

El queso fresco es uno de los productos de mayor preferencia debido a su textura y sabor. Este
producto es fabricado en gran parte por los pequefios agricultores y en pequefia escala las grandes
industrias. Existe un sin nimero de informes tratados sobre la seguridad microbiol6gica del queso
elaborado con leche cruda, siendo un tema muy controversial. Los quesos frescos son
considerados inseguros microbiol6gicamente por la presencia de patégenos que puede presentarse

en la materia prima, durante el proceso de fabricacion del queso tradicional.(Merchan et al., 2018, pp.
1,6)

“La identificacion de los microorganismos asociados a los brotes reportados a las entidades de
salud de América Latina y EE.UU. demuestran que Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Clostridium perfringens han sido los principales

agentes etiologicos implicados”(Merchan et al., 2018, p. 6)
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1.2.7.1. Staphylococcus aureus

Este tipo de microrganismo se halla con frecuencia en la membrana de la mucosa nasal y en la
ubre de las vacas. Al tener un ph acido, elevada actividad de agua y concentracion de cloruro de

sodio permiten el crecimiento de organismos en el queso fresco.(Lujan et al., 2004, pp. 1, 5)

Diferentes estudios muestran la prevalencia de patdgenos en el queso fresco en algunos paises de
América Latina, en México se determind la presencia de Staphylococcus aureus en un 5,76%
analizadas en 12 muestras de queso fresco, ninguna de las muestras cumple con la norma

mexicana establecida. (Gonzalez y Franco, 2015, pp. 250, 253)

En Ecuador se analizaron 54 muestras de quesos (18 quesos artesanales, 18 quesos pasteurizados
y 18 quesos mozzarella) presentando contaminacion por Staphylococcus aureus en 30 quesos
estudiados (55%), exponiendo la contaminacion de este microorganismo. La aparicion de este
microorganismo, es debido a las condiciones higiénicas deficientes en el proceso de elaboracién

manejo y expendio. (Rodas et al., 2017, pp. 25, 28)

Venezuela reporta una prevalencia del 40 % en el queso blanco tipo Telita en 80 muestras

analizadas y del 69,44 % en el queso blanco fresco (Mérquez, 2012, pp. 112, 113).

1.2.7.2. Escherichia coli, Listeria spp, Salmonella spp.

Escherichia coli es un microorganismo que se encuentra en la flora intestinal del hombre y de los
animales, su presencia en los alimentos indica contaminacion fecal. En los EE.UU. las infecciones
por queso fresco con Escherichia coli O157:H7 son responsables de por lo menos 20 000 casos
de enfermedad y 250 muertes por afio (Miszczycha et al., 2013, p. 150). En Venezuela en un estudio
realizado reporta la ausencia de Salmonella spp., Shigella sp, Escherichia
coli O157:H7 y Listeria monocytogenes en las muestras de cuajada o queso artesanal (Baez-Ramirez
etal., 2016, pp. 66 ,68). ENn Perd, se reporta la presencia de Escherichia coli con prevalencias del 28,1

% en los quesos frescos en 39 muestras de 100 g cada una de queso fresco artesanal (Cristébal y
Maurtua, 2003, pp. 158, 160).

En el estudio realizado por Baquero et al., (2006, pp. 80, 82), en Colombia se identifico la presencia
de Listeria spp. en muestras de queso fresco artesanal de un 16,7 %, ademdas de otros
microorganismos como levaduras y bacterias en todas las muestras. Reportes en Ecuador
demuestran prevalencias de 52, 94 % de Listeria spp. en el queso fresco muestreados en
supermercados de mayor transcurrencia de la ciudad de Guayaquil (Plaza Ibarra, 2013a: p. 174). Brasil
identificé en el queso fresco una prevalencia de 6,7% de Listeria monocytogenes, resultdndose

inaceptable para el consumo (Abrahio et al., 2008, p. 291).
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Salmonella se constituye como agente zoondtico, al ser un transmisor de microorganismos
patdgenos al ser humano y a los procesos que se realizan en las plantas industriales. En paises
como Colombia y Ecuador, la presencia de Salmonella spp. en los quesos fresco en un 40,7 % y
13,7 %, respectivamente (Castro etal., 2016, p. 91; Plaza, 2013, p. 174). Estudios microbiolégicos
realizados en PerU confirmaron la calidad del queso fresco al presentar ausencia de este
microorganismo (Guzman et al., 2015, p. 285). Venezuela reporta una prevalencia del 2% en el queso
blanco tipo llanero. En los EE. UU, la presencia de Salmonella spp. es del 2,4 % en las muestras

de queso fresco.(Gonzales et al., 2017, p. 1)

1.2.7.3. Clostridium perfringens

En Cuba un estudio retrospectivo de 2006 a 2010 determind la prevalencia de microorganismos
involucrados en los brotes, identificando Escherichia coli (25%), Staphylococcus spp. (19,7%) y
Clostridium perfringens (18,4 %) como los principales causantes. (Puig et al., 2013, p. 74)

1.3. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que han sido empleadas durante muchos
afios por la industria alimentaria, porque tienen la propiedad de conferir caracteristicas sensoriales
y reoldgicas deseables en los productos lacteos. Estas bacterias tienen la capacidad de conservar
a los productos lacteos debido a diferentes metabolitos, destacandose las bacteriocinas. Las
bacteriocinas posee su accion frente a diferentes patégenos y se exhiben estables a diferentes pH
y temperaturas, caracteristicas que hacen que las bacteriocinas tengan un potencial aplicacién para
la industria alimentaria, considerado por su aplicacién que puede evitar la contaminacién por

patdgenos (Heredia et al., 2017, p. 340).

Estas son sustancias peptidicas con actividad antimicrobiana producidas por diferentes cepas
bacterianas (Monroy Dosta et al., 2009, p. 63), actian formando poros en la membrana celular de las
bacterias, produciéndoles la apoptosis. Las bacterias acido lacticas (BAL) por su origen
alimentario son consideradas como GRAS y por lo tanto son ideales para su uso como

biopreservantes o biocontroladores microbianos (Monroy et al., 2009, p. 69).

La aplicacion de las BAL en la industria alimentaria, ha permitido encontrar una gran diversidad
de antagonismos microbianos; le aporta al consumidor un papel protector para mantener la
microbiota intestinal, no tiene un impacto negativo en el sabor o la calidad del producto; aunque

el control de microorganismos patégenos sigue siendo un desafio.(Fernandez et al., 2014, p. 57)
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1.3.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por algunas de las bacterias acido lacticas, como
conservadores para inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Las bacteriocionas se
pueden utilizar como conservadores biol6gicos puros, que podrian constituirse como un
reemplazo a los conservadores sintéticos. Presentan un amplio espectro antimicrobiano, siendo
activas a bajas concentraciones (menos a 10 ppm) frente a bacterias Gram-positivas patégenas o
deteriorativas de alimentos. Ademas se ha demostrado que dicha actividad también se extiende a
bacterias Gram negativas sub-letalmente dafiada por los tratamientos térmicos o por la presencia

de agentes quelantes.(Beristain et al., 2012, pp. 64-66)

El uso de las bacteriocinas no se constituyen el eje principal de la seguridad sanitario y para la
preservacion de alimentos, sin embargo, con mayor frecuencia se han establecidos como
“tecnologia de obstaculos” en la prevencién y seguridad de los alimentos, actlian atacando al

microorganismo, reduciendo la supervivencia y producir la muerte. (Astrid, 2002, p. 18)

1.3.1.1. Usos en la industria alimentaria

Actualmente la adicion de aditivos quimicos suele tener efecto perjudicial para salud de las
personas, por lo que los consumidores buscan alimentos mas orgéanicos sin la adicion de estos
conservantes quimicos. Volviéndose la primera opcion de estas industrias la adicion de
conservantes biolégicos. Por lo que se tiene este metabolito secundario producido por las BAL,
estos péptidos microbianos son capaces de lograr un alimento sin carga microbiana patégena que

pueda ocasionar efectos adversos para los consumidores. (Agudelo, 2013, p. 40)

En la bioconservacion de alimentos, el uso de bacteriocinas es una buena opcidn al representar
una alternativa en la industria alimentaria, obteniendo de esta forma alimentos que no contengan
aditivos artificiales, con ventajas de ser inocuos y prolongar su tiempo de vida (til, volviéndose

beneficioso tanto para la industria como los consumidores. (Agudelo, 2013, p. 9)

Las bacteriocinas al ser aceptadas como una alternativa para ser un conservante, ya se utiliza en
la industria, siendo aceptada como ingrediente bioactivo en polvo, como péptidos purificados o
mediante cultivos lacticos que producen estas bacteriocinas. Se ha empleado en especial en la
industria de lacteos, que se remonta a estudios hechos en los afios 50, estas bacteriocinas son
utilizadas con el fin de reducir la poblacion de las esporas tales como las de Clostridium
tyributyricum, entre otras, también en la inhibicion de Listeria monocytogenes. Por lo general

utilizadas en quesos madurados, cheddar, quesos frescos, en leche fresca y derivados, entre otras.
(Cano Ldpez et al., 2015, pp. 13, 14)
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Las bacteriocinas para Mondragén et al (2013, p. 64), Se constituyen un sustituto potencial de los
conservantes quimicos, estos son producidas por bacterias acido lacticas, y son consideradas
como GRAS (generalmente reconocidas como seguras), que tienen un papel importante en la

preservacion y fermentacion de alimentos.

1.3.1.2. Espectro de inhibicion

La forma de inhibicion de las bacteriocinas se establece de acuerdo a dos grupos que mencionados

de este modo:

El espectro de inhibicién de las bacteriocinas sintetizadas de Bacterias acido lacticas, se dividen
en dos grandes grupos; las que actlan sobre cepas cercanas en su taxonomia (lactococinas,
lactacina, helveticina), y las que presentan un espectro de inhibicion mas amplio frente a muchos
microorganismos (Gram positivos) incluyendo a microorganismos patégenos y alterantes de

alimentos (nisina, pediocinas, lactacina). (Cano Lopez et al., 2015, p. 14)

Estas han sido descritas generalmente para la inhibicion de bacterias Gram positivas. Para inhibir
bacterias Gram negativas por partes de estos péptidos sintetizados por BAL, es necesario un
tratamiento previo ya sea con un agente quelante (EDTA) o por choques osmaéticos, para inducir

a una lesion en la pared celular, que permita el ingreso de las bacteriocinas. (Cano Lépez et al., 2015,
p. 14)

1.3.1.3. Clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas de las BAL poseen residuos de aminoacidos como arginina, lisina e histidina,
que le confieren un caracter cationico (pH neutro), ademas contienen residuos de alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptéfano, lo que les proporciona su

naturaleza hidrofébica; también poseen caracter anfipatico. (Heredia et al., 2017, p. 341)

La clasificacion de las bacteriocinas, sus caracteristica, subcategoria y ejemplo se exhibe en la
tabla 7-1.

Laclase | o lantibidticos son péptidos con bajo peso molecular (<5kDa), son resistentes a elevadas
temperaturas y con aminoacidos que no son comunes en su estructura como la metillantionina,
dehidroxilamina y dehidrobutirinay lantionina, estos se puede encontrar de forma lineal (tipo A)

como la nisina o de forma globular (tipo b) como la mersacidina.(Heredia et al., 2017, p. 341)
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Tabla 7-1: Clasificacion de las bacteriocinas.

Clasificacion  Caracteristicas Subcategoria Ejemplo

Clase | -Péptidos que contienen -Tipo A (moléculas -Nisina, subtilina,

(lantibidticos)  aminoécidos lineales). epidermina.
modificados -Tipo B (moléculas -Mersacidina.
(lantioninca, B globulares).

lantioninato).

Clase Il -Clase heterogénea de -Subclase Ila (pediciona- -Pediocina,
péptidos termoestables antilisteria) enterocina, sakacina
pequerios. -Subclase 1B (compuesto -plantaricina,

de dos péptidos) lacticina F

- Subclase llc (otras -Lactococcina

bactericionas)

- Subclase Ild -Lacticina Q.
- Subclase lle -Propionicina F.
Clase I -Péptidos grandes -Helveticina J,
termolabiles. millericina B.
Clase IV -Péptidos ciclicos. -Reutiricina 6.
Clase V -Péptidos de estructura -Enterocina  AS-48,
circular. gasericina A.

Fuente: (Heredia et al., 2017).
1.3.1.4. Potencial de las bacteriocinas en el control de patdgenos y alterantes

La leche de vaca podria actuar como vehiculo de bacterias patégenas, la leche sin pasteurizar se
ha considerado con beneficios para la salud, pero se pierde con el calentamiento del mismo. Es
necesario que la leche sea pasteurizada previo a la elaboracion de productos lacteos o su consumo,
debido a que este proceso reduce la carga microbiana causante del deterioro, pero no esteriliza el
producto. Se siguen elaborando mediante la utilizacion de fermentos lacticos algunos alimentos
tradicionales, lo que sigue en discusion sobre el beneficio del consumo de leche pasteurizada con

la leche sin pasteurizar.(Claeys et al., 2013, p. 251)

Las bacteriocinas han sido consideradas como una buena opcién para mejorar la inocuidad de la
leche y de los productos l&cteos, en especial para aquellos productos que se utiliza leche sin

pasteurizar, ademas de ofrecer ventajas como la rapidez para la maduracion de quesos.(Grande et al.,
2017, p. 193)
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La utilizacion de recubrimientos de polietileno que contienen nisina para el envasado de la leche,
el uso de una pelicula de polietileno de baja densidad recubierta con nisina retrasé el crecimiento

de una cepa indicadora de Micrococcus luteus en leche pasteurizada y UHT.

1.3.1.5. Bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis

En el grupo de las BAL, Lactococcus lactis es de gran relevancia debido a la actuacion en los
procesos de fermentacién en la industria lactea. Su papel esencial en la acidificacion de la leche,
contribuye a la formacion del sabor en los quesos mediante la produccion de péptidos y
aminoacidos, evita el crecimiento de bacterias patdgenas y permite crear las condiciones 6ptimas
para la maduracion. Por lo cual se ha constituido como cultivo iniciador para la produccion de
quesos Y leches fermentadas. Este microorganismo es capaz de producir bacteriocinas del tipo
lantibidticos y no lantibi6ticos, en la cual se encuentra la nisina que es un lantibidtico que contiene
34 aminoacidos, es uno de los mas estudiados, se hallan cinco variantes como la nisina A que es
la primera que fue descubierta, Z, Q, U y F, estas se diferencian en los cambios en la cadena de
aminoéacidos que pueden interferir en su actividad antimicrobiana. La nisina es considerada como
un conservante de alimento seguro por la Union Europea (E234), y también es aprobada por la

OMS y la FDA, siendo utilizado en mas de 50 paises. (Pisano et., 2014) citado en (Cano Lopez et al., 2015,
p. 17)

A continuacién, en la tabla 8-1, se observa la aplicacion de bacteriocina en alimentos.

Tabla 8-1: Aplicacion de bacteriocinas en alimentos.

Bacteriocina Productor Actividad Alimento Reduccion
(log UFC/g)
Nisina L. lactis B. thermosphacta Carne 3,5
Nisina L. lactis L. monocytogenes Leche 6
Pediocina L. plantarum L. monocytogenes Queso 1-2
Enterocina E. faecalis L. monocytogenes Leche 2
Enterocina E. faecium S. aureus Salchichas 5,3
Nisina Z L. lactis S. aureus Queso 2

Fuente: (Balciunas et al., 2013)
1.4,  Definicion de Nisina

Para Cano Serna et al., (2015, p. 52), la nisina es un conservante natural de mayor potencial utilizado
en matrices alimentarias, siendo un péptido antimicrobiano producido por cepas de Lactococcus
lactis. La nisina ha sido considerada como la Unica bacteriocina aprobada por la Organizacion

Mundial de la Salud para ser utilizada como conservante en la industria alimentaria. Ha surgido

20



la necesidad del uso de bacteriocinas como la nisina porque aseguran alimentos méas frescos y
seguros, sin la utilizacion de aditivos quimicos, ademas se requiere de un estricto control de

calidad sanitaria que debe existir en las industrias.

Desde 1951, la nisina juega un papel importante para la conservacion de los alimentos, siendo
aprobada por la OMS, utilizada como conservante en la industria alimentaria, y la FDA (Agencia
de Alimentos y Medicamentos) le confirio el estatus de sustancia GRAS (Generally Regarded As
Safe) al poseer propiedades antibacterianas, debido a sus cambios minimos en las propiedades
organolépticas de los alimentos ya que desde el punto de vista del consumo humano las enzimas

digestivas pueden degradarla, no formando compuestos secundarios peligrosos. (Gémez et al., 2013,
p. 256)

Su sintesis es compleja, requiere de procesos de transcripcion, traduccion, modificaciones post-
traduccionales, secrecion, procesamiento, y sefiales de transduccién. Se conocen dos variantes de
esta bacteriocina, la Nisina A y la Nisina Z, que muestran diferencias en el aminoacido de la

posicién 27, la histidina en la Nisina A cambia por Asparagina en la Nisina Z (Gonzélez et al., 2003,

p4).
1.4.1. Caracteristicas fisicas y quimicas

La nisina es un péptido de 34 aminoacidos, conociendo seis variantes naturales: A, B, C, D, Ey
Z. No todas las variantes presentan la misma actividad antibacteriana. Puede encontrarse
formando dimeros y tetrameros.

La nisina es acida y tiene mayor estabilidad en estas condiciones, las soluciones que se encuentren
en pH 2 son estables durante el almacenamiento entre 2-7 °C y soporta el calentamiento hasta 121
°C sin perder su actividad. Al hallarse en condiciones alcalinas estas pierden actividad y se
destruye en 30 min. a 63 °C y pH 11. En alimentos procesados al emplearse la nisina pierde
actividad debido al proceso de calentamiento. La cantidad de nisina que se utiliza en la
conservacion de los alimentos es totalmente soluble en agua pero no es soluble en disolventes no

polares (Sanchez et al., 2019, p. 166).

Su actividad antimicrobiana depende de la solubilidad acuosa, la estabilidad estructural y de su
pH, siendo la nisina mé&s soluble y més estable bajo condiciones acidas, una solubilidad del 12%
y ph 5. La solubilidad es cercana a cero cuando el ph alcanza y supera la neutralidad, o mismo
ocurre con la actividad antimicrobiana actla cuando el ph es acida y decrece su actividad cuando
esta va en aumento; ademas de su estabilidad a bajas temperaturas, sin embargo, pierde actividad

cuando se calienta por largos periodos de tiempo. (Gharsallaoui et al., 2016, p.33) citado en (Estrada, 2021)
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Para Suarez (1997, p. 68), la nisina al encontrarse de forma natural en diferentes alimentos como
leche, carnicos, lacteos y vegetales, y que al ser consumido por animales o personas, muestra ser
un indicativo de su poca o nula toxicidad, es inactivada por la accion enzimatica digestiva y no
produce reacciones de sensibilizacion ni de aparicion de resistencias cruzadas en

microorganismos que puedan afectar al uso terapéutico de otros antibiéticos.

Ejerce su accion antibacteriana frente a microorganismos Gram positivos y esporas. Dentro de
una misma especie sensible a la nisina aparecen cepas que muestran resistencia o diferencias en
la sensibilidad, e incluso en una cepa sensible existen células que muestran resistencia. Los
microorganismos Gram negativos y los Gram positivos resistentes pueden desarrollar sensibilidad
a la nisina cuando son sometidos a tratamientos subletales (congelacion, calor, acidos, alta

presion) que causan lesiones en la membrana celular.(Sanchez et al., 2019, p. 167)

1.4.2. Utilizacién de la nisina como biopreservante

Para Séanchez et al., (2019, p. 166), la nisina se conoce como E 234 y es un aditivo utilizada en la
industria alimentaria, principalmente en la elaboracion de quesos y otros alimentos como
productos procesados, postres, helados, jugos de frutas, etc. Actla como conservante en la
prevencion de posibles alteraciones y en la proteccion de diversas carnes.

Se ha utilizado en la conservacién de productos carnicos que actia de forma favorable, sin
embargo, de forma combinada con otras barreras o tratamientos puede tener mayor efectividad

frente a otros microorganismos patdgenos. (Grande et al., 2017, p.193)

1.4.3. Modo de accién de la nisina

La nisina ejerce su letalidad atacando a las bacterias mediante la formacién de poros en la

membrana citoplasmatica. (Alvarez y Blanco, 2014, p. 16)

El modo de accion de la nisina se desarrolla de la siguiente forma:

Las bacteriocinas de clase | como la nisina poseen un modo de accién dual, donde la bacteriocina
se une a la pared celular mediante atracciones electrostaticas en la etapa 1, posteriormente, la
nisina se une al lipido Il, principal transportador de las subunidades de peptidoglucano que es el
principal compuesto de la pared celular, el cual lo utiliza para anclarse a la membrana celular en
la etapa 2, luego la bacteriocina cambia su orientacién en relacion con la membrana y se inserta
en la misma, y como paso final, la unién de varios péptidos en el lugar de insercién desarrollan un
poro transmembranal el cual permite la salida de moléculas como los aminoacidos y ATP

ocasionando la muerte celular de la bacteria (Mondragén et al., 2013).
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Figura 1-2. Modo de accion de la nisina.

Fuente: (Mondragén Preciado et al., 2013, p. 66)

1.4.4. Solubilidad y estabilidad

En cuanto a Astrid (2002, p. 13), la mayoria de las BAL son estables a ph neutro o &cido. La
estabilidad ya sea a pH acido o neutro indica que exista una adaptacién de estas sustancias a las
bacterias que la producen. La nisina presenta mayor solubilidad y estabilidad a pH 2,0,
disminuyendo en la medida que aumenta el pH siendo irreversiblemente inactiva a pH 7,0 siendo
su solubilidad altamente dependiente del pH de la solucién y, asi se reduce considerable y

constantemente al aumentar el pH.

Las bacteriocinas es importante ya que ademas de inhibir microorganismos patdgenos
responsables del deterioro de los alimentos sin modificar sus caracteristicas organolépticas, posee
caracteristicas fisicas y bioldgicas como la estabilidad a pH neutro o &cido y su termo resistencia,
que las hace de interés para reemplazar conservantes quimicos o combinarlas con métodos fisicos
de conservacion en la industria de alimentos, y asi suplir la demanda actual por los alimentos

naturales de los consumidores.(Agudelo, 2013, p. 57)

Los preparados comerciales no presentan pérdida de actividad durante dos afios, si se encuentra
almacenado en lugares secos, 0scuros y a una temperatura menor a los 25°C. Sin embargo la
nisina pura puede mantenerse estable por mucho méas tiempo, cuando se agrega a los alimentos
su estabilidad disminuye, se ha observado que en el queso fundido pasteurizado se reduce un 15%
a 85-95°C en 15 minutos, o un 55-70% durante 6 meses a 30°C.(Moncada, 2009, p. 56)

1.4.5. Actividad frente a bacterias Gram positivas y esporuladas

La nisina es una bacteriocina que frena el crecimiento de microorganismos Gram positivos siendo
muchas de ellas causantes de alteraciones en los alimentos (Ray, 1992) citado por (Moncada, 2009, p.
58), en los microorganismos formadores de esporos la nisina inhibe las células vegetativas como

al esporo.
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En la revision realizada por Cano Seracet al., (2015, p. 62), la nisina actta como efecto antimicrobiano
reduciendo la poblacion de bacterias Gram positivas como B. cereus, L. monocytogenes y S.

aureus en leche y derivados.

1.4.6. Actividad frente a bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas, al encontrarse protegidas por una membrana externa, evita que las
bacteriocinas y cualquier otra sustancia con peso molecular mayor a 600 Da, pueda alcanzar la
membrana citoplasmatica, pero si se vuelven sensibles cundo se usa la bacteriocina con un agente

guelante o tratamientos de conservacion. (Liicke, 2000)) citado por (Velasco, 2018, p.36)

El estudio que realizd Ormaza (2018, p. 38), sobre la evaluacion del efecto conservante de nisina y
EDTA sobre E. coli en queso fresco determiné que es necesario la presencia de EDTA para la
accion antagonica de la nisina sobre este microorganismo, siendo efectiva al adicionar 100 mg/kg
de EDTA+ 25 mg/kg.

El estudio realizado por Burbano (2018, p. 6), la nisina inhibe el crecimiento de bacterias del género
de Pseudomonas en el queso fresco, cuando se utiliza la nisina en combinacién con EDTA, al
utilizarse diferentes tratamientos muestra que el mayor recuento microbiano presenta el
tratamiento control, estos microorganismos afecta las cualidades organolépticas del producto,
causando malos olores, textura pegajosa con aparicion de pigmentos azules en su superficie
volviéndose no apto para el consumo. La presencia de EDTA permite la accidn inhibitoria de la
nisina contra bacterias Gram negativas como Pseudomonas, este aditivo posee la capacidad de
atrapar sales minerales necesarias para la membrana externa de estos microorganismos,

volviéndolos resistentes al ataque de los conservantes como la nisina.

1.4.7. Producciéon comercial de la nisina

La nisina se obtiene comercialmente desde 1950, a través de una fermentacién microbiana con ph
controlado, mediante el uso de leche completa, desnatada o reconstituida, leche tratada con
pepsina, papaina o tripsina para hidrolizar parte de sus proteinas, para evitar su contaminacion se
debe emplear medios estériles, ademas de su produccidn y liofilizacion se debe efectuar en una

planta estéril. (Hall R, 1963) citado por (Moncada, 2009, p. 58)

Los estudios realizados en la Universidad Pontificia Boliviana, el suero de queseria se recomienda
emplear en la produccion de nisina al afiadir un suplemento de caseina en una cantidad de 12-17
g/L y un ajuste en el ph de 5-5.5, mostrando que el aumento de ph puede disminuir la produccién

de la misma y aumento de biomasa. (Harb y Herrera, 2009) citado por (Alvarez y Blanco, 2014, p. 14)
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1.4.8. Toxicidad de la nisina

Una de las ventajas que presenta la nisina hacia los otros conservantes de alimentos es que no
presenta toxicidad, su estabilidad térmica a bajo ph, sin color y no tiene sabor, sin embargo,
potencia el sabor, textura y el aumento en su valor nutricional en los alimentos (Dermirci. A., 2004)
citado por (Alvarez y Blanco, 2014, p. 13). Para (Sierra, 2012) citado por (Doria y Hodeg, 2015, p. 2) concuerda
que la nisina no muestra toxicidad, se inactiva por las enzimas del tracto digestivo, existe ausencia
de color, su estabilidad al calor al tener un bajo ph y no presenta algin cambio en las

caracteristicas organolépticos.

1.4.9. Aplicaciones en la industria lactea

Para Heredia et al., (2017, p. 341), en las Gltimas décadas los estandares de calidad son mas exigentes
en la industria alimentaria, y en especial en los quesos que se encuentra una gran cantidad de
microorganismos patégenos, muchas industrias lo elaboran con leche cruda y al ser su
composiciéon quimica rica en nutrientes se convierte una fuente para los microorganismos y

ademas gue son altamente manipulables.

El uso de la nisina en el queso crema, (Hernandez y Contreras, 2020, p. 1,5), cCOmo agente antimicrobiano
a una concentracién de 12,5 mg/kg presentd mejores caracteristicas organolépticas del producto,
durante las condiciones de almacenamiento abusivas en las que se encuentre y a la temperatura
de refrigeracion en la que esté el producto mantendra sus caracteristicas sensoriales. La

concentracion afiadida controla la proliferacion de microorganismos causantes de deterioro.
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO
2.1.  Busqueda de la bibliografia

El siguiente trabajo de revision es de tipo tedrico descriptivo, en donde se recopil6 informacion
obtenidas de fuente nacional e internacional de investigaciones en relacién al uso de la nisina en
el queso fresco. Para la obtencidn de informacion se utilizé buscadores electrénicos, mediante el
uso de palabras claves: nisina, conservante natural, microorganismos patogenos, hallando

Trabajos de Titulacion y Articulos cientificos que ayudaron en la elaboracion de esta revision.

2.2. Criterios de seleccién

Se tomo6 informacidn de distintos afios, de todos los paises en cualquier idioma, encontradas en
plataformas digitales como Google académico, ScienceDirect, encontrando articulos cientificos,
y en los Repositorios digitales, Trabajos de Titulacion y Trabajos Doctorales.

Se tomO la informacién de los trabajos de Titulacion y Trabajos Doctorales de las siguientes

Universidades Nacionales e Internacionales:
Universidades Nacionales

e Universidad Nacional de Truijillo

e Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez
e Universidad Técnica de Ambato

e Universidad Técnica de Cotopaxi

e Universidad del Azuay

e Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

e Universidad Técnica Estatal de Quevedo

e Universidad de Guayaquil
Universidades Internacionales
e Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

e Universidad de Cérdova

e Escuela de Ingenieria de Maua
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También se utilizé informacion de articulos cientificos, para obtener una mayor veracidad en la

investigacion:

Articulos cientificos

e Revista cientifica

e Ciencia Unemi

e Ciencia, Tecnologia e Innovacion en Salud
e Aquaculture International

e Veterinary Science

e Revista de Produccion Animal

e Journal of Dairy Science

e Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias

2.3.  Métodos para sistematizacién de la informacion

Al ser un trabajo de investigacion de tipo teérico descriptivo, es necesario la recopilacion de
informacién basado en trabajos y articulos obtenidas de fuentes confiables. Para lo cual la
sistematizacion de informacion se empez6 formulando preguntas sobre la investigacion, de
acuerdo a los objetivos planteados anteriormente, tomar la informacion que mas se asemeje con
el tema a investigar y aceptar articulos que cumplan con las expectativas del tema tratado,
finalmente se realiza un analisis comparativo de resultados mediante el empleo de tablas, para

luego elaborar las discusiones y conclusiones respectivas.
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CAPITULO I1I

3. RESULTADOS DE INVESTIGACIONES Y DISCUSION
3.1. Propiedades de la nisina como conservante natural
3.1.1. Inhibe bacterias patdgenas en los alimentos

La nisina actua de forma efectiva, al inhibir bacterias patdgenas en diferentes alimentos, que se

especifica en la tabla 1-3.

Tabla 1-3: Inhibicién de microorganismos patégenos en alimentos.

Alimento Microorganismos Cantidad Efecto inhibidor Fuente
Queso Aerobios mesdfilos 200 mg/kg De 6,6x10° a 4x10* UFC/g. Castro et
Staphylococcus De 90 UFC/g a Ausencia.  al., (2009)
aureus De 1x10° a 1,5x10° UFC/g.
Coliformes
Carne de Listeria 1000 Ul/lg De 4x10°a 1,7x10%® UFC/g. Caceda,
res monocytogenes 1500 Ul/lg De 4x10°a 65 UFC/qg. (2018)
Tripas para  Aerobios mesofilos 200 mg/l De 7,7x10% a 4x10° UFC/g. De Barros,
salchichas (2009)

Realizado por: Moreno, Maria, 2022

De acuerdo a los estudios revisados, que se muestra en la tabla 1-3, la nisina posee actividad
antimicrobiana en el queso fresco, carne de res, y en la hidratacién de tripas para salchichas,
disminuyendo la carga microbiana patégena. En la investigacion de (Castro et al., 2009), el efecto
biopreservador de la nisina en el queso, con el uso de 200 mg/kg, concentracion de nisina
determinada por técnica de difusion en agar, permitié la inhibicion de bacterias aerobios mesofilos
con una carga bacteriana de 6,6x10° a 4x10* UFC/g, para Staphylococcus aureus en la muestra
testigo de 90 UFC/g a presentar Ausencia y Coliformes de 1x10° a 1,5x10% UFC/g; el mismo
efecto inhibidor se presenta en la carne de res, sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes,
estudiada por (Caceda, 2018), inhibe la carga bacteriana, la muestra testigo posee 4x10° UFC/g y
con el uso de nisina a 1000 Ul/g tiene una carga menor de 1,7x10% UFC/g, en 1500 Ul/g de nisina
reduce de 4x10° a 65 UFC/g; su uso en la hidratacion de tripas embebidas en agua, estudiado por

(De Barros, 2009), concentracion de nisina de 200 mg/l determinada por el método de difusién en
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agar permitié la reduccién de su carga inicial de 7,7x10% a 4x10% UFC/g, demostrando que el uso

de la nisina actua favorablemente como agente microbiano inhibiendo su carga bacteriana.
3.1.2. Mejora las caracteristicas fisicoquimicas del queso con adicion de nisina

La utilizacién de la nisina mejora las caracteristicas fisicogquimicas del queso fresco, se presenta
en latabla 2-3.

Tabla 2-3: Caracteristicas fisicoquimicas del queso con el uso de nisina.

Aguirre, 2011

Parametro 0 0,4% 0,6% 0,8%
Ph 7,06 7,14 7,21 7,20
Grasa % 39,21 30,95 31,74 36,77
Proteina % 15,15 17,77 16,52 14,36
Solidos totales % 5,61 4,22 4,23 4,13

Fuente: (Aguirre, 2011, p. 39)
Realizado por: Moreno, Maria, 2022

El uso de nisina en el queso fresco muestra cambios en el ph, el empleo de 0,6 y 0,8%, posee un
ph mayor, mientras que la muestra testigo y el uso de 0,4% tienen un valor menor de 7,06 y 7,14,
estableciendo que una cantidad menor de nisina influye en la disminucion del ph. De acuerdo a
(Hwang y Guinasekaran, 2001), el queso fresco posee un valor de 6,1 identificado que sobrepasa lo

obtenido por el estudio revisado, muestra un ph mayor, encontrandose cerca a la neutralidad.

El contenido de grasa se ve beneficiado por la nisina, un bajo porcentaje de 0,4y 0,6%, es efectiva
en relacion a la muestra sin nisina, al tener un menor contenido graso de 30,95 y 31,74%, mientras
que el queso sin tratamiento y la concentracion de 0,8% posee un contenido de grasa mayor; de
acuerdo a lo establecido por el (CODEX 283, 1978), el queso posee un minimo de 24% grasa, el
contenido alto de este parametro, se debe al empleo de leche y nata que se incrementan de forma

considerable.

Los niveles de nisina utilizadas a 0,4 y 0,6%, incrementan el contenido proteico, seguido del
queso control, mientras que niveles de 0,8% posee un porcentaje menor, estableciendo que niveles

bajos de nisina incrementa el nivel nutritivo del queso fresco.
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El contenido de solidos totales tiene una mayor cantidad en la muestra testigo, seguido del queso
con adicion de 0,4% de nisina, en cambio, los niveles de 0,6 y 0,8% poseen un menor porcentaje,

demostrando que concentraciones bajas de nisina puede incrementar este parametro.

3.1.3. Anadlisis sensorial de los alimentos con adicion de nisina

La nisina actlla como conservante, al no alterar sus caracteristicas organolépticas, en los siguientes
productos. En el estudio de (Aradgjo et al., 2016), al evaluar la calidad organoléptica de queso fresco
con adicion de nisina a 5 mg/kg, mediante prueba de preferencia ordenacion con un panel de 80
catadores no entrenados, la prueba de Friedman establece que no hay diferencias en relacion a la
muestra control, mientras que la aplicacion de nisina en el salami, para (Alcivar y Espinoza, 2018), al
adicionar 0,5 g/kg, las propiedades sensoriales evaluadas mediante pruebas de preferencia-
ordenacion con un panel conformado por 75 jueces no entrenados y determinados por Prueba de
Friedman hay diferencias significativas aseverando que la muestra con nisina posee mayor
aceptacion entre las muestras empleadas, y el uso de nisina en leche fluida, para (Sarmiento, 2007),
las propiedades sensoriales evaluadas, mediante prueba triangular con 35 panelistas entrenados,
la adicidn de 50 y 150 ppm, no presenta diferencia en relacién a la muestra testigo, afirmando que

la nisina no causa ningun efecto adverso como conservante.

3.1.4. Incremento de tiempo de vida util de los alimentos

El uso de la nisina como conservante, incrementa su tiempo de vida Gtil en el queso fresco, filetes

de pescado, helado y crema pastelera en relacion a la muestra sin nisina, detalladas en tabla 3-3.

La nisina permite el incremento de su vida atil en el queso fresco segin (Lépez, 2010), en
concentraciones de 0.5g nisina/Kg, mediante el conteo microbiano de Coliformes totales,
determind un aumento de 4 dias mas con una carga bacteriana de 9,3x10° UFC/g, que la muestra
que no fue afiadida nisina (2,0x10°% UFC/g). Para (Ucar et al., 2020), el empleo de nisina con 0,8%,
en filetes de pescado, sumergido durante 10 minutos en solucion de nisina, almacenados durante
8 dias, tienen una menor carga bacteriana en aerobios psicréfilos de 107 UFC/g, mientras que la
muestra control tiene un mayor incremento bacteriano a los 6 dias de almacenamiento de 108
UFC/g, estableciendo de esta forma un mayor tiempo de vida util. El uso de la nisina en la
conservacion del helado, estudiado “por (Romero y Héctor, 2016), concentracion de 50 ppm a los 90
dias de almacenamiento, el recuento de Bacterias aerobias mesoéfilas es menor con 200 UFC/g
gue la muestra testigo (2200 UFC/g). En el estudio de (Guaman, 2016, p.16), el uso de nisina en
crema pastelera con una concentracion de 0,125 g, concentracién determinada por prueba de
sensibilidad, la carga microbiana de Bacillus cereus, reduce su carga a los 10 dias de

almacenamiento de 200 UFC/g, y sin la utilizacion de este conservante contiene 300000 UFC/g
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al dia 0, mostrando que la nisina actda disminuyendo su carga inicial, incrementando su tiempo

de vida util.

Tabla 3-3: Incremento de tiempo de vida Util en alimentos con el uso de nisina.

) . Carga
] Cantidad Vida util ) ) ]
Alimento o . Microorganismo  bacteriana Autor
de nisina (dias)

(UFC/g)

Queso 0.50/Kg 12 Coliformes totales 9,3x10° Lopez, (2010)
fresco 0 8 2,0x108
Filetes de 0,8% 8 Aerobios 10" Ucar et al,
pescado 0 6 psicrofilos 108 (2020)
Helado 50 ppm 90 Aerobias mesofilos 200 Romero y

0 90 2200 Héctor, (2016)
Crema 0,125¢ 10 Bacillus cereus 200 Guaman,
pastelera 0 0 300000 (2016)

Realizado por: Moreno, Maria, 2022
3.1.5. Toxicidad de la nisina

La toxicidad de la nisina evaluado por (Reddy et al., 2011, p.6), mediante el empleo de ratas machos
alimentadas con 10, 25 y 50 mg/kg/dia de nisina, tratados por 13 semanas, analizando los efectos
sobre la salud general, comportamientos de peso y hematologia; no mostré efectos adversos en
las ratas tratadas, el peso corporal de ratas al inicio del tratamiento son 147 gramos con nisina 'y
sin su uso, ratas con peso de 148 gramos, y al final del estudio las ratas obtienen un peso de 250
gramos con tratamiento y en la muestra control su peso es de 249 gramos, observandose los pesos
iguales en comparacion con las ratas alimentadas sin nisina. A los 90 dias de estudio fueron
sacrificados cinco animales de los 6 grupos, dando como resultado similar a ratones que no se

alimentd con nisina.

En el estudio realizado por (Frazer et al., 1962), sobre la toxicidad de la nisina, empleada en 90 ratas
hembras y 45 ratas machos divididas en tres grupos, alimentadas con dietas a base de queso fresco
sin nisina, queso fresco con nisina y queso con meganisina. La nisina fue administrada a ratas por
incubacion géstricay por inyeccion intraperitoneal en dosis de 20, 30 y 40% de nisina, mantenidos

en observacion durante 7 dias, luego fueron asesinados y sometidos a autopsia. No se observé
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efectos nocivos ni anomalias en la autopsia, confirmando que la nisina es una sustancia de

toxicidad muy baja al ser administrada por via parenteral o por la boca.

3.2.Principales microorganismos que alteran la calidad del queso fresco

Los microorganismos frecuentes que alteran la calidad del queso fresco se exponen en la tabla 4-

3, los mismos que se analizan a continuacion:

3.2.1. Enterobacterias

En la tabla 4-3, se muestra la contaminacion de esta bacteria en todos los quesos, determinadas
por los cinco autores mediante placas petrifilm, encontrando altos recuentos microbianos. En el
estudio de (Arteaga et al., 2021), en 156 muestras de quesos elaborados, de cuatro cantones de la
provincia de Manabi, poseen una carga microbiana de 2,66 x10® UFC/g, seguido del estudio de
(Moreano, 2021, pp. 56, 57), al evaluar los quesos frescos que se expenden en el mercado de
Latacunga, de 160 muestras tomados de 8 locales, tienen un recuento alto de 10* a 10° UFC/g. lo
mismo ocurre en el estudio de (Arguello et al., 2015), de las 24 muestras obtenidas de las zonas
rurales de Riobamba, presentan recuentos que comprenden de 10° a 10° UFC/g, para (Baque y
Chugchilan, 2019, pp. 30-33), al evaluar los quesos frescos producidos en una quesera artesanal de la
provincia de Chimborazo, de 72 muestras analizadas, todas se encuentran contaminacion por
Enterobacterias de 2,5x10* UFC/g. y en la investigacion de (Solorzano, 2021, pp. 41, 42), determind el
contenido de Enterobacterias de 5 fincas productoras de queso fresco artesanal manaba, de 15
muestras estudiadas, solo 4 de las fincas (12 muestras) contienen recuentos de 6x10% a 164x102
UFC/g.

Todos los estudios asumen un alto recuento microbiano de Enterobacterias sobrepasando los
limites establecidos por la norma NTE INEN 1528: 2012, que establece cargas de M: 10 UFC/g
como indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad y m: 2X10? UFC/g
como indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad, de acuerdo a los cinco
estudios en mencidn. La aparicién de estos microorganismos se debe a la falta de control en los
procesos de limpieza e higiene como el lavado de manos y el empleo de desinfectantes en areas

criticas (Orozco, 2018, p. 41).

3.2.2. Staphylococcus aureus

La contaminacién microbiana por Staphylococcus aureus en el queso fresco en los cinco estudios
expuestos en la tabla 4-3, es notorio al encontrarse elevados recuentos microbianos, los métodos
de ensayo fueron por técnica petrifilm. En el estudio de (Arteaga et al., 2021, p.8), al evaluar 156

muestras en quesos frescos artesanales de la provincia de Manabi, la bacteria Staphylococcus
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Tabla 4-3: Presencia de microorganismos patégenos en el queso fresco.

] ] N° Carga microbiolégica
Microorganismos Autores
muestras (UFClg)
Enterobacterias
Arteaga et al., (2021) 156 2,66 x10°
Arguello et al., (2015) 24 10%a 10°
Moreano, (2021) 160 3,0x 10* a 2,3x10°
Solorzano, (2021) 15 6x102 a 164x10?
Baque y Chugchilan, (2019) 72 2,5x10*
Staphylococcus
aureus
Arteaga et al., (2021) 156 1x10°
Arguello et al., (2015) 24 10%a 10°
Moreano, (2021) 160 10*a 10°
Solorzano, (2021) 15 9a 140
Baque y Chugchilan, (2019) 72 1,2x10°
Coliformes totales
Estrella, (2013) 5 10%a 108
Arguello et al., (2015) 24 10%a 108
Trujillo, (2016) 21 24x10* a 126x10*
Moreano, (2021) 160 1,7x10* a 1,1x10°
Baque y Chugchilan, (2019) 72 1,9x10*
Escherichia coli
Cedefio, (2015) 27 9,5x10°a7,8x10°
Moreano, (2021) 160 10° a 10
Montes, (2019) 18 2x10%a 3.5x10’
Solorzano, (2021) 15 8a 100
Baque y Chugchilan, (2019) 72 1,1x10*

Realizado por: Moreno, Maria, 2022

aureus, tienen una carga de 1x10° UFC/g, lo mismo sucede en la investigacion de (Arguello et al.,
2015), de las 24 muestras analizadas, se encuentra recuentos de 10* a 10° UFC/g, exhibiendo
contaminacion patégena en el queso. Para (Moreano, 2021, pp.63, 64), al estudiar la calidad
microbioldgica de quesos frescos producidos de forma artesanal expendidos de 8 locales del

mercado de Latacunga, de las 160 muestras, revelan un recuento de 10* a 10° UFC/g. En la
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investigacion de (Solérzano, 2021, p.45), este microorganismo se halla en cinco fincas productoras de
queso fresco artesanal manaba, con una carga microbiana de 9 a 140 UFC/g, de 15 muestras
empleadas en su estudio. Para (Baque y Chugchilan, 2019, p. 30, 32), la calidad microbiol6gica de
quesos frescos producidos en una quesera artesanal de la provincia de Chimborazo, de 72

muestras evaluadas, poseen una carga microbiana de 1,2x10° UFC/g.

Los estudios revisados muestran altos recuentos microbianos para Staphylococcus aureus, de
acuerdo a la norma INEN 1528:2012, establece cargas de 10? a 10 UFC/g, manifestando que, de
los cinco estudios, este microorganismo sobrepasa los limites establecidos, solo en el estudio de
(solérzano, 2021) de las cinco fincas estudiadas determina que una de ellas tiene una carga bacteriana
de 9 UFC/g encontrandose en el rango que establece la norma. Este microorganismo, aparece en
los quesos, al no aplicar las BPM (Buenas practicas de manufactura) en el proceso, estas bacterias,
se encuentran en el cuerpo del hombre y animales, principalmente en la faringe, boca, fosas
nasales y manos que provoca gque los manipuladores se constituyan en las principales fuentes de

contaminacion. (Ferrin, 2020, pp.41-45).
3.2.3. Coliformes totales

La presencia de Coliformes totales en el queso fresco se expresa en la tabla 4-3, los cinco estudios
en revision demuestran altos recuentos microbianos de Coliformes totales. La mayor
contaminacion se hallan en los estudios de (Estrella, 2013, p. 132), de 5 muestras de quesos frescos
elaborados artesanalmente de las parroquias rurales del cantén Riobamba, determinadas por el
método Recuento Directo en Placa de Agar VRB Bilis rojo-violeta, con una carga microbiana de
10° a 10° UFC/g. Seguido del estudio de (Arguello et al., 2015), de las 24 muestras evaluadas,
determinados por el método recuento directo en placa de agar, de los quesos artesanales
elaborados en zonas rurales de Riobamba (Ecuador), exhiben un recuento de 10°a 10° UFC/g. En
cuanto a (Moreano, 2021, p. 59), evalud la calidad microbiolégica de quesos frescos expendidos en
el mercado de Latacunga, de las 160 muestras en estudio, sometidas para su recuento en placas
petrifilm, todas indican recuentos de 1,7x10* a 1,1x10° UFC/g. En el estudio de (Trujillo, 2016, pp.
58, 59) de los quesos frescos que se expenden en el mercado Santa Rosa, ciudad de Riobamba de
las 21 muestras determinadas mediante placas petrifilm, contaron con carga de 24x10* a 126x10*
UFC/g, con menor carga microbiana se hall6 en el estudio de (Baque y Chugchilan, 2019, pp. 30, 34),
mediante la técnica de placas petrifilm, de 72 muestras examinadas, tiene un valor de 1,9x10*
UFC/g.

La Norma Venezolana (COVENIN 3821, 2003, p. 6), establece que la presencia de Coliformes totales
en queso fresco es 1x10?a 1x10% UFC/g, por lo tanto, las muestras de los cinco estudios tienen

recuentos que sobrepasan lo indicado por esta norma. La presencia de Coliformes totales en los
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quesos frescos se debe a las malas practicas de manipulacion, distribucién, transporte y
almacenamiento del producto y llegan a contaminarse al encontrarse las muestras expuestas al

ambiente, sin ningln empaque y por falta de un sistema de refrigeracion. (Holguin, 2019, p. 18)

3.2.4. Escherichia coli

La contaminacion por E. coli en los quesos frescos de acuerdo a las cinco investigaciones
revisadas, que se expresan en la tabla 4-3, todas las muestras tienen altos recuentos de este
microorganismo. El mayor valor se halla en el estudio de (Montes, 2019, pp. 30, 31), al evaluar quesos
artesanales de 6 mercados de la ciudad de Guayaquil-Ecuador, tomando tres muestras por cada
mercado y una muestra de queso industrial para su comparacion, estas tienen altos recuentos
microbianos 2x10% a 3.5x107 UFC/g, solo las muestras de queso industrial no presentaron
contaminacion por E. coli. Seguido del estudio de (Cedefio, 2015, p. 44), evaluaron la calidad del
queso fresco en diferentes lugares de procedencia y de comercializacion en Quevedo, de 27
muestras analizados, los recuentos microbianos es de 9,5 x 10° a 7,8 x 10° UFC/g. En el estudio
de (Moreano, 2021, p.60), evalud la calidad microbioldgica de quesos frescos de 8 locales de
comercializacién con 160 muestras, los seis locales muestran recuentos microbianos de 10° a 10*
UFC/g. Lo mismo ocurre con el estudio de (Baque y Chugchilan, 2019, pp. 30, 34), de 72 muestras
examinadas tuvieron recuentos de 1,1x10* UFC/g. En un menor recuento microbiano se hall6 en
el estudio de (Solorzano, 2021, p. 43), de cinco fincas que se estudiaron la calidad microbioldgica de
queso fresco artesanal Manaba, de 15 muestras, las 3 fincas presentan valores altos de

contaminacion, mientras que las 2 fincas poseen un bajo recuento de 8 y 10 UFC/g.

De acuerdo a los estudios revisados, la mayor parte de los quesos frescos en los cinco estudios
muestran recuentos altos que comparados con la norma INEN 1528: 2012 superan el indice
maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad (10 UFC/g) e indice méaximo
permisible para identificar nivel de buena calidad <10 UFC/g. La presencia de Escherichia coli
evidencia la contaminacion de origen fecal por la falta de higiene al momento de la elaboracion

0 la manipulacion del mismo (Vasquez, 2018. p. 48).

3.3. Efecto que produce la nisina sobre los microorganismos patdgenos presentes en el queso

fresco.
3.3.1. Meétodos para la determinacion de cantidad de nisina

El método empleado que determina la cantidad de nisina dptimo, que actlan sobre

microorganismos patdgenos, de los estudios revisados, se muestra en la tabla 5-3.

35



La cantidad de nisina, utilizados por los autores fueron evaluados por métodos in vitro, solo en el
estudio de (Lépez Benalcazar, 2010), establecid el contenido de la nisina por el centro de
adiestramiento lechero, el efecto que produce la nisina en el queso fresco sobre la carga

bacteriana, se detalla a continuacion en la tabla 6-3.

Tabla 5-3: Métodos utilizados que determinan la cantidad de nisina 6ptima.

Aut Técnica que determing la Concentraciones
utor
cantidad de nisina éptima Optimas
Doria y Hodeg, (2015) Método in vitro Concentracion 625 Ul/kg
minima inhibitoria
Felicio et al., (2015) Método in vitro, a nivel de tubos de 400 Ul/ml
ensayo. 500 Ul/ml
Lopez Benalcazar (2010)  Analisis experimental. 400 mg/kg
500 mg/kg
Maldonado 'y Llanca A niveles de tubo de ensayo. 500 Ul/ml
(2007)
Alvarez et al., (2022) Método in vitro Concentracién 500 Ul ml
minima inhibitoria. 645 Ul mi

Realizado por: Moreno, Maria, 2022

La efectividad de la nisina sobre diferentes microorganismos que se hallan en el queso fresco, se
presenta en la siguiente tabla, en la cual se expresa el nimero de muestras empleadas, el
tratamiento utilizado y la carga microbiana de Staphylococcus aureus, Coliformes totales y

Aerobios totales.

3.3.2. Carga microbioldgica en el queso fresco por efecto de la utilizacion de diferentes
cantidades de nisina.
El efecto que produce la nisina en el queso fresco, sobre la carga microbiana, se expresa en la

tabla 6-3, que se muestra a continuacion:
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Tabla 6-3: Carga microbioldgica en el queso fresco por efecto de la utilizacién de diferentes
cantidades de nisina.

Microorganismos patogenos

Numero Cantidad de Staphylococcus

Fuente - Coliformes  Aerobios
muestras nisina aureus totales totales
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Doria y Hodeg, 9 0 1669
2015
(2015) 9 625 Ul/Kg 70
Felicio et al., 1 0 104
(2015) 1 400 Ul/mI 102
1 500 Ul/ml 107
L6pez Benalcazar, 2 0 1,0 x10* 3,05x10*
2010
(2010) 2 5000 mg/kg 1,5 X102 2,4 X102
Maldonado y 1 0 10?
Llanca, (2007)
1 500 Ul/ml 10
Alvarez et al, 9 0 1669
(2022)
9 625 Ul/ml 69, 9

Realizado por: Moreno, Maria, 2022

Como se observa en la tabla 6-3, el efecto que ejerce la nisina como conservante natural en las
muestras de queso fresco sobre Staphylococcus aureus, de los cinco estudios revisados, es reducir
la carga microbiana, en el estudio de (Doria y Hodeg, 2015), mediante el empleo de 625 Ul/Kg,
cantidad de nisina evaluada por método in vitro, posee un recuento de 70 UFC/g en relacion a la
muestra control de 1669 UFC/g, para (Felicio et al.,2015), al evaluar muestras de queso con 400 y
500 Ul/ml, cantidad de nisina determinadas por método in vitro, colocadas en la leche redujeron
su carga a 102 de 10* UFC/g, lo mismo sucede en la investigacion de (Maldonado y Llanca, 2007), €l
uso de nisina de 500 Ul/ml concentracion evaluada mediante tubos de ensayo, para luego ser
colocadas en la leche permitié una bajo recuento de 10 UFC/g, y para (Alvarez, 2022), sucede el
mismo efecto inhibidor al utilizar concentraciones de nisina de 625 Ul/ml, cantidad determinada
por método in vitro, obteniendo una carga bacteriana de 1669 a 69,9 UFC/g, demostrando de esta

forma que la nisina inhibe bacterias Gram positivas.
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El uso de la nisina sobre Coliformes totales, se muestra en la tabla 6-3, para (Lépez Benalcézar, 2010),
al evaluar la aplicacién de la nisina en el queso fresco, de dos muestras por cada concentracion
de nisina estudiada 5000 mg/kg y para la muestra control, se obtiene resultados de 1.5 x10?y 1,0
x10* UFC/g respectivamente, identificando que los recuentos bajos se deben al empleo de leche

pasteurizada, observando de esta forma la accion de la nisina sobre este microrganismo.

La adicion de nisina a 5000 mg/kg en el queso fresco, reduce la carga bacteriana de aerobios
totales, en relacion a la muestra sin el tratamiento con una contaminacion patdgena por este
microorganismo de 3,05x10* UFC/g, mientras que las cantidades de nisina utilizadas presentan
una carga menor de 2,4 x10? UFC/g.
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CONCLUSIONES

Las propiedades que presenta la nisina en los alimentos, es la inhibicion de bacterias
patégenas, en el queso, disminuyendo su carga bacteriana para aerobios mesofilos,
Staphylococcus aureus y Coliformes con adicién de 200 mg/kg, en la carne de res la
disminucidn de Listeria monocytogenes a 1000 y 1500 Ul/g y en la hidratacion de tripas para
salchichas a 200 mg/I reduce la presencia de aerobios meséfilos; incrementa las caracteristicas
fisicoquimicas en el queso con un mayor contenido proteico y reducir la cantidad de grasa al
0,4% de nisina; en el queso y leche fluida las propiedades sensoriales no presenta diferencias
significativas entre las muestras; el aumento de tiempo de vida Util en el queso se incrementa
a 12 dias, en filetes de pescado hasta 8 dias y en el helado hasta los 90 dias; y la toxicidad
nula que permite el uso de este conservante.

Los principales microorganismos que alteran la calidad del queso fresco, presentando altos
recuentos microbianos son Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Enterobacterias que
sobrepasan lo indicado por la NTE INEN 1528:2012, considerandose muestras no aptas para
el consumo humano, mientras que para Coliformes totales, el contenido microbiano supera lo
determinado por la Norma Venezolana COVENIN 3821.

El efecto que produce la nisina en los microorganismos patégenos que se encuentran en el
queso fresco, es la inhibicion de su carga microbiana en la presencia de Staphylococcus
aureus, las muestras usadas como control poseen altos recuentos y con la adicion de nisina
tienen efecto inhibidor reduciendo su carga inicial. En la presencia de Coliformes totales y
Aerobios totales se halla el mismo efecto inhibidor, afirmando que al incrementar la

concentracién de nisina es mejor su inhibicidn.
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RECOMENDACIONES

Utilizar la nisina a una cantidad de 500 Ul/ml en la elaboracion de queso fresco, porque inhibe
la presencia de Staphylococcus aureus, que son uno de los causantes de intoxicacién
alimentaria.

Emplear conservantes naturales como la nisina, y de esta forma producir alimentos seguros
para el consumidor, por sus beneficios como conservante al aumentar su tiempo de vida Util,
no afectar las caracteristicas fisicoquimicas y propiedades sensoriales en los alimentos.
Incentivar el uso de nisina a las fabricas artesanales que elaboran quesos, y asi puedan

reducirse el empleo de conservantes sintéticos.
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