1PL

escola superior de rurismo
e recnologia do mar
insriruro polirécnico de leiria

Evaluacion de los riesgos fisico-quimicos y
microbioldégicos en la produccion de quesos
saborizados en la Cooperativa de produccion

Agropecuaria Chone Ltda.

José Hernan Sandoval Sanchez

2018



O 1PL

escola superior de rurisrmo
e recnologia do mar
insrtituro polirécnico de leiria

Evaluacion de los riesgos fisicos, quimicos y
microbiologicos en la produccion de quesos
saborizados en la Cooperativa de produccion

Agropecuaria Chone Ltda.

José Hernan Sandoval Sanchez

TRABAJO DE INVESTIGACION PREVIO A LA OBTENCION DE TITITULO DE
MASTER EN GESTION DE LA CALIDAD Y SEGURIDAD ALIMENTARIA

Trabajo de Maestria realizada por la orientacién de Phd. Susana Mendes y la
co-orientacion de Mg. Rudyard Arteaga Solérzano

2018



Titulo: Evaluacion de los riesgos fisicos, quimicos y microbiolégicos en la
produccion de quesos saborizados en la Cooperativa de Produccion

Agropecuaria Chone Ltda.

Copyright © José Hernan Sandoval Sanchez
Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar
Instituto Politécnico de Leiria
2018

La Escuela Superior de Turismo y Tecnologia del Mar y el Instituto Politécnico
de Leiria tienen el derecho, perpetuo y sin limites geograficos, de archivar y
publicar esta disertacién / trabajo de proyecto / informe de practicas a través de
ejemplares impresos reproducidos en papel o de forma digital o por cualquier
otro medio conocido o que sea inventado, y de divulgarla a través de repositorios
cientificos y de admitir su copia y distribucion con objetivos educativos o de

investigacion, no comerciales, siempre que se dé crédito al autor y editor.



Agradecimientos

Mirar lejos...volar alto

Agradezco a todas las personas que me apoyaron

en la realizacion de este logro académico y profesional

agradezco a la Universidad Técnica de Manabi, mi Alma Mater.

Gracias Instituto Politécnico de Leiria por la oportunidad

de estudiar en tan prestigiosa Institucion.

A mis coordinadores de tesis quienes me alentaron a pensar e investigar para
alcanzar la excelencia.

Gracias.....por todo

Hernan Sandoval Sanchez.



RESUMEN

Resumen

La investigacion se realizd en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
Zootécnicas de la Universidad Técnica de Manabi. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los riesgos fisico-quimicos y microbiologicos en la produccion de quesos
saborizados elaborados por la planta de produccién de productos lacteos de la

Cooperativa Agropecuaria Chone Ltda.

Se analizaron variables fisico-quimicas y microbiologicas de diversos tipos de
guesos como son: tipo fresco, saborizado con aji y saborizado con orégano para
lo cual se utilizé un disefio completamente al azar con cinco repeticiones. Las
variables estudiadas fueron: Humedad, pH, Porcentaje de acidez; en lo que
respecta a los analisis microbiolégicos tenemos Enterobacterias, E. coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella sp.

Para los analisis fisico-quimicos se realiz6 un ANOVA al 95 % de nivel de
confianza y se obtuvo para la humedad 48,50%, para la acidez 0,38% y para el
pH 5,97. Por otra parte, los analisis microbioldgicos se determinaron usando un
analisis de Componentes Principales, donde es evidente que en el primer plano
el 45,6% de la variabilidad se satisface, de la misma forma en el segundo eje
hay un 30,1%, en el tercer 16, 4% y en la cuarta variabilidad de 3,8%; esto nos
permite evidenciar que no hay oposicion de las variables para que cada grupo
bacteriano tenga un comportamiento diferente de acuerdo con el tiempo de

almacenamiento y conservacion.

Palabras claves: Humedad, acidez, pH, microbiologia, quesos saborizados.



RESUMO

Resumo

A pesquisa foi realizada nos laboratérios da Faculdade de Zootecnia da
Universidade Técnica de Manabi. O objetivo deste trabalho foi avaliar os riscos
fisico-quimicos e microbiolégicos na producdo de queijos aromatizados
elaborados pela planta de producado de laticinios da Cooperativa de producéo

Agropecuaria Chone Ltda.

Variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas de diferentes tipos de queijos foram
analisadas como: tipo fresco, aromatizado com pimentdo e aromatizado com
orégano, para o qual foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes. As variaveis estudadas foram: umidade, pH, porcentagem de
acidez; Em relacéo as analises microbiologicas, temos Enterobactérias, E. coli,

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella sp.

Para as analises fisico-quimicas, foi realizada uma ANOVA com nivel de
confianca de 95 % e 48.50% para umidade, acidez de 0,38% e pH 5,97. Por
outro lado, as analises microbioldgicas foram determinadas usando uma analise
de Componentes Principais, onde é evidente que no primeiro plano 45.6 % da
variabilidade é satisfeita, da mesma forma que no segundo eixo ha 30.1%, no
terceiro 16.4 % e na quarta variabilidade de 3.8 %; isso nos permite mostrar que
ndo h& oposicdo das varidveis para que cada grupo bacteriano tenha um
comportamento diferente de acordo com o tempo de armazenamento e

conservacao.

Palavras-chave: Umidade, acidez, pH, microbiologia, queijos aromatizados.
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ABSTRACT

Abstract

The research was carried out in the laboratories of the Faculty of Zootechnical
Sciences of the Technical University of Manabi. The objective of this work was to
evaluate the physical-chemical and microbiological risks in the production of
flavored cheeses elaborated by the dairy production plant of Cooperativa

Agropecuaria of Producction Chone Ltda.

Physico-chemical and microbiological variables of different types of cheeses
were analyzed such as: fresh type, flavored with chili and flavored with oregano
for which a completely random design with five replications was used. The
variables studied were: Humidity, pH, Percentage of acidity; Regarding
microbiological analyzes, we have Enterobacteria, E. coli, Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogenes and Salmonella sp.

For physico-chemical analyzes, an ANOVA at 95% confidence level was
performed and 48.50% was obtained for humidity, for acidity 0.38% and for pH
5.97. On the other hand, the microbiological analyzes were determined using a
Principal Components analysis, where it is evident that in the first plane 45.6% of
the variability is satisfied, in the same way in the second axis there is 30.1%, in
the third 16.4% and in the fourth variability of 3.8%; This allows us to show that
there is no opposition of the variables so that each bacterial group has a different

behavior according to the storage and conservation time.

Key words: Moisture, acidity, pH, microbiology, flavored cheeses.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo general

El queso es un producto alimenticio de gran consumo a nivel mundial, cuyas
propiedades nutritivas, funcionales, texturales y sensoriales son diferentes entre
cada tipo. Se estiman mas de 2000 variedades de queso (Gunasekaran, 2003),
entre madurados, semi-madurados y frescos. No obstante en nuestro pais
predomina el consumo de quesos frescos, mismos que forman parte de una

enorme variedad de platillos que constituyen nuestra cultura gastronémica.

En los quesos frescos, los hongos representan una forma de alteracion; su
crecimiento origina problemas de tipo comercial (producen olores indeseables y
cambios en la textura y en el interior de los quesos, lo que se traduce en pérdida
de categoria e, incluso, en el rechazo total del producto) y sanitario por la posible
produccion de metabolitos toxicos. Los microorganismos contaminantes, que
representan riesgo a la salud humana y que generalmente estan presentes en
derivados lacteos, son Escherichia coli O157:H7 y otros coliformes fecales,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus tipo emético, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica, Shigella sp., Salmonella spp., Listeria monocytogenes, entre

otras.

Su presencia en el queso depende de la calidad y del tratamiento térmico de la
leche, de la limpieza en general de la queseria, de la calidad de los cultivos, del
manejo de la cuajada durante el procesamiento, de la temperatura de
almacenamiento y del transporte y distribucion del queso. No obstante, los
alimentos también se pueden contaminar en los distintos eslabones de la cadena
alimentaria, incluidos los hogares y expendios de alimentos preparados para el

consumo (Sanchez, 2016).

La préactica en torno a la elaboracion del queso ha sufrido importantes cambios,
transformandola de un arte empirico, a una tecnologia industrial con fuertes
bases cientificas. Razon por la cual, la comprension de los aspectos cientifico-

técnicos en torno a la elaboracion del queso es de suma importancia para un



OBJETIVOS

adecuado control de las condiciones que pudieran afectar dichas propiedades
en el queso y en consecuencia su calidad y aceptacion por parte del consumidor.
Después de identificar algunas practicas de manufactura y condiciones de
infraestructura en la Cooperativa de Produccion Agropecuaria Chone Ltda.
surgid como objetivo de este trabajo evaluar los riesgos fisico-quimicos y
microbiolégicos en la produccién de quesos saborizados. Asi mismo, se incluye
una descripcion de los conceptos de elaboracion de queso, principales
saborizantes usados en la elaboracién de quesos, propiedades fisico-quimicas
y calidad microbioldgica del producto terminado; aspectos que contribuyen en su
conjunto al desarrollo de quesos saborizados de gran calidad y amplia

aceptabilidad por parte del consumidor.
Objetivos especificos

En este trabajo se pretende identificar los puntos criticos de control de control en
la elaboracion de quesos saborizados; identificar y cuantificar la carga bacteriana
de estos quesos en la planta de produccién de productos lacteos de la
Cooperativa de Produccion Agropecuaria Chone Ltda.

a. Evaluar los principales parametros fisico-quimicos que influyen en la
calidad del queso fresco elaborado con saborizantes, mediante los
siguientes parametros:

e Andlisis fisico: Humedad

e Andlisis quimico: pH, porcentaje de acidez

b. Cuantificar los microorganismos causantes del deterioro de los quesos
frescos saborizados elaborados en la Cooperativa de Produccion

Agropecuaria Chone Ltda.

e Andlisis microbiolégico: Enterobacterias, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella sp.
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CAPITULO 1 — INTRODUCCION
A. El Queso

A.1 Definicién y Generalidades

La palabra queso deriva del latin “caseus”. Este es un producto fresco o
madurado obtenido por drenaje del suero, tras la coagulacion de la leche, nata,
leche desnatada o parcialmente, grasa lactea o una combinacién de estos
componentes (Garcia, 2006). El queso se considera uno de los alimentos mas
antiguos de conservar los principales elementos nutricionales (proteinas, grasa,

calcio, fosforo y vitaminas) de la leche (Ledesma, 2007).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el queso se define como un sistema
tridimensional tipo gel, formado basicamente por la caseina integrada en un
complejo caseinato fosfato célcico, el cual por coagulacién, engloba globulos de
grasa, agua, lactosa, albuminas, globulinas, minerales, vitaminas y otras
sustancias menores de la leche, las cuales permanecen adsorbidas en el

sistema o se mantienen en la fase acuosa retenida (Vélez, 2009).

De acuerdo al Codex Alimentarius de la FAO/OMS, 2008, lo define como el
producto fresco o madurado, obtenido por coagulacién de la leche u otros
productos lacteos (nata, leche parcialmente desnatada, nata de suero o la

mezcla de varios de ellos), con separacion del suero.

En Ecuador el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion segun norma (NTE INEN)
1528 de 2012 lo define como el producto blando, semiduro, duro y extra duro,
madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion

entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la leche.

El origen del queso no es bien conocido, pero se cree que probablemente se
origin6 en el Medio Oriente desde hace 10.000 afios. Desde entonces, se han
desarrollado y aplicado muchos cambios y métodos tecnoldgicos para la
elaboracion de quesos, permitiendo la aparicion de la diversidad de quesos,
dando espacio a la expresion peculiar y significativa de la diversidad cultural y

dietética en todo el mundo (Kongo, 2016).
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De acuerdo a su composicion y caracteristicas fisicas el producto, se clasifica de
acuerdo a su contenido de humedad en duros, semiduros, semiblandos y
blandos y al contenido de grasa lactea en rico en grasa o magro, entero o graso,

semidescremado o bajo en grasa y descremado o magro (INEN, 2012).

Asi mismo, hay diversas variedades de este alimento los cuales se pueden
clasificar de acuerdo al tipo de leche empleada en su elaboracion, el método de
coagulacion, la textura, los microorganismos empleados en su fabricacién y en

funcién de la localidad de origen como se detalla a continuacion:

e Queso madurado

Se entiende por queso sometido a maduracion el queso que no esta listo para el
consumo poco después de la fabricacion, sino que debe mantenerse durante
cierto tiempo a una temperatura y en unas condiciones tales que se produzcan
los cambios bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos del queso en
cuestion (INEN, 2012) (Figura 1).

Figura 1. Queso madurado
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e Queso madurado por mohos

El queso madurado por mohos es un producto curado en el que la maduracion
se ha producido como consecuencia del desarrollo caracteristico de mohos por
todo el interior y sobre la superficie del queso (INEN, Norma General para

Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Queso madurado por mohos.

e Queso no madurado

Se entiende por queso no madurado el queso que esta listo para el consumo
poco después de su fabricacion (INEN, Norma General para Quesos Frescos no

madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura 3)

Figura 3. Queso no madurado.
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e Queso fresco

Este producto es no madurado (Figura 4), ni escaldado de textura relativamente
firme, levemente granular, preparado con leche entera, semidescremada,
coagulada con enzimas y acidos organicos, sin cultivos lacticos. (INEN, Norma

General para Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012).

Figura 4. Queso fresco.

e Queso condimentado

Como vemos en la figura 5, a este producto se le han agregado condimentos y/o
saborizantes naturales o artificiales autorizados (INEN, Norma General para

Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012).

Figura 5. Queso condimentado.
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e Queso cottage

La figura 6 muestra un producto no madurado, escaldado o no, de alta humedad,
de textura blanda, granular o cremosa, preparado con leche descremada,
coagulada con enzimas y cultivos lacticos, cuyo contenido de grasa lactea es
inferior a 2% (m/m) (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados.
Requisitos. 1528, 2012).

>
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Figura 6. Queso cottage

e Queso cottage crema

Es el queso cottage al que se le ha agregado crema, de manera que su contenido
de grasa lactea es igual o mayor de 4% (m/m) (INEN, Norma General para
Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura 7).

‘-' . [ "
Figura 7. Queso cottage crema.
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e Queso quark (quarg)

Es el queso no madurado ni escaldado, alto en humedad, de textura blanda o
suave, preparado con leche descremada y concentrada, cuajada con enzimas y
cultivos lacticos y separados mecanicamente del suero, cuyo contenido de grasa
lactea es variable. (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados.
Requisitos. 1528, 2012). (Figura 8).

Figura 8. Queso quark (quarg)

e Quesoricotta

Es el queso de proteinas de suero no madurado, escaldado, alto en humedad,
de textura granular blanda o suave, (Figura 9), preparado con suero de leche o
suero de queso con leche, cuajada por la accion del calor y la adicién de cultivos
lacticos y acidos organicos (INEN, Norma General para Quesos Frescos no
madurados. Requisitos. 1528, 2012).

Figura 9. Queso ricotta.
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e Queso crema

Es el queso no madurado ni escaldado (Figura 10), con un contenido
relativamente alto de grasa, de textura homogénea, cremosa, no granulada,
preparado solamente con crema o mezclada con leche, cuajada con cultivos
lacticos y opcionales se permite el uso de enzimas adicionales en los cultivos
lacticos (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados. Requisitos.
1528, 2012).

Figura 10. Queso crema.

e Queso de capas

De acuerdo, a la figura 11, este tipo de quesos son de textura relativamente
firme, no granular, levemente elastica preparado con leche entera, cuajada con
enzimas y/o acidos organicos generalmente sin cultivos lacticos (INEN, Norma

General para Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012).

Figura 11. Queso de capas.
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e Queso duro

Es el queso no madurado, escaldado o no, prensado, de textura dura
desmenuzable, preparado con leche entera, semidescremada o descremada,
cuajada con cultivos lacticos y enzimas, cuyo contenido de grasa es variable
dependiendo de la leche empleada en su elaboracion y tiene un contenido
relativamente bajo de humedad (INEN, Norma General para Quesos Frescos
no madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura, 12).

Figura 12. Queso duro.

e Queso mozarella

Es el queso no madurado, escaldado, moldeado, de textura suave filamentosa,
(Figura, 13), cuya cuajada puede o no ser blanqueada y estirada, preparado de
leche entera, cuajada con cultivos lacticos, enzimas y/o acidos organicos o
inorganicos (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados.
Requisitos. 1528, 2012).

Figura 13. Queso mozarella.
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¢ Quesillo criollo

Es el queso no madurado, escaldado, alto en humedad con textura blanda suave
y elastica fabricado con leche, acidificada con acido lactico, cuajado
generalmente con cuajo liquido (INEN, Norma General para Quesos Frescos no
madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura, 14).

Tl ud

Figura 14. Queso criollo.

e Queso criollo o queso de comida

En la figura 15, observamos que este producto es el queso no madurado,
preparado con leche, adicionado de cuajo y de textura homogénea, con
desuerado natural (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados.
Requisitos. 1528, 2012).

Figura 15. Queso criollo o queso de comida.
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e Queso requesoén

Es el producto obtenido por la concentracion de suero y el moldeo del suero
concentrado, (Figura,16), con o sin la adicién de leche y grasa de leche, cuyo
contenido de grasa es variable (INEN, Norma General para Quesos Frescos no
madurados. Requisitos. 1528, 2012).
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Figura 16. Queso requeson.

e Queso Descremado

Es el queso no madurado, con un contenido relativamente bajo en grasa de
textura homogénea preparado con leche descremada (INEN, Norma General

para Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura, 17).

Figura 17. Queso descremado.
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e Queso Cuartirolo

Es un queso fresco tradicional (Figura, 18), de corteza lisa y suave con aromay
sabor caracteristico (INEN, Norma General para Quesos Frescos ho madurados.
Requisitos. 1528, 2012).

Figura 18. Queso cuartirolo.

e Queso de Hoja

Es el queso no madurado obtenido a partir de queso criollo acidificado de forma
natural en presencia de bacterias mesofilas nativas de Ecuador no patégenas
(Figura, 19), sometido a calentamiento previo al hilado, la caracteristica es su
envoltura en hoja de achira (INEN, Norma General para Quesos Frescos no

madurados. Requisitos. 1528, 2012).

Figura 19. Queso de hoja.
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e Queso Manaba

Es el queso no madurado obtenido a partir de leche, acidificado de forma natural
en presencia de bacterias mesofilas nativas de la zona manabita, salado con sal
en grano y colocado en moldes sin fondo para su prensado (INEN, Norma
General para Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura,
20).

Figura 20. Queso manaba.

e Queso amasado lojano

Es el queso no madurado elaborado a partir de queso criollo salado y acidificado
naturalmente, secado, molido y nuevamente prensado; la caracteristica es su
envoltura en hoja de achira (INEN, Norma General para Quesos Frescos no
madurados. Requisitos. 1528, 2012) (Figura, 21).

Figura 21. Queso amasado lojano.
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e Queso amasado carchense

Es el queso no madurado obtenido de cuajada no cortada, de acidificacion
natural, molido, amasado, moldeado en moldes perforados y espolvoreado sal
de consumo humano; desmenuzado manualmente, moldeado y prensado
(INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados. Requisitos. 1528,
2012) (Figura, 22).

Figura 22. Queso amasado carchense.

e Queso Andino fresco

Es un queso no madurado, el cuerpo presenta un color que varia de blanco a
crema y tiene una textura blanda (al presionarse con el dedo pulgar) que se
puede cortar (INEN, Norma General para Quesos Frescos no madurados.
Requisitos. 1528, 2012) (Figura 23).

Figura 23. Queso Andino fresco.
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B. Valor nutricional

El queso tiene un alto valor nutritivo con gran concentracién de proteinas, grasas,
agua, sales minerales y vitaminas. Constituye una interesante fuente de calorias
y contribuye a la remineralizacion del organismo puesto que contiene abundante
cantidad de calcio y fésforo. Sin embargo, el nivel de calcio varia en funcién del

contenido en agua y del tipo de fabricacion (Juarez, 1995).

Su composicion fisico - quimica se caracteriza por un contenido de humedad
entre 46 y 67% y entre 14 y 29% de grasa, 15 a 21% de proteinay 1 a 3% de
sal. Puede ser producido con todo, parcialmente desnatado, o leche descremada
y tiene una vida util corta. Se forma en una forma cilindrica, y su peso varia
ampliamente, desde 200 g a 1 kg. La textura es suave y cremosa, Yy su color es
blanco brillante (Cérdova, Yescas, & Ortiz-Estrada, 2016).

Segun el sistema de fabricacion, los quesos contienen entre el 10 y 30% de
proteinas. Estas proteinas proceden de la caseina modificada, una parte
importante se encuentra degradada y solubilizada en oligopéptidos y
aminoacidos.De hecho como consecuencia de esta protedlisis, las proteinas del

gueso son mas facilmente digestibles (Dubach, 1980).

Al igual que en el calcio de la leche, el calcio de los quesos es bien asimilado por
el organismo humano, debido a las proporciones relativas de calcio y fésforo que
aporta y a la presencia concomitante de proteinas que favorecen la absorcion
intestinal. El contenido en aminoacidos esenciales de las proteinas de la leche y
de los quesos confiere a estos productos un valor nutricional extremadamente
elevado (Dubach, 1980).

Respecto a la grasa que contiene un queso, no solamente suministra calorias
sino que es también portador de vitaminas liposolubles esencialmente vitamina
Ay D (Dubach, 1980).

Los lipidos de la leche, triglicéridos, fosfoglicéridos, esfingésidos se encuentran
en el queso en forma emulsionada, lo cual los hace mas digestibles (Dubach,
1980).
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En cuanto a la consistencia del queso, depende aparte de la grasa, de su
contenido de agua. Esta sirve ademas de disolvente y como suero es portadora
de sustancias minerales, de vitaminas hidrosolubles y de acido lactico (Revilla,
1983).

Las vitaminas del grupo B son en gran parte eliminadas con el lactosuero a lo
largo del desuerado quedando retenidos unicamente el 25% en la cuajada. La

vitamina C es totalmente eliminada (Dubach, 1980).

C. Consumo de queso en Ecuador y en laregidn

La industria lactea ecuatoriana procesa 5,8 millones de litros al dia, segun datos
del Centro de la Industria Lactea (CIL). De esos, mas de un tercio se destina a
la elaboracion de queso. Le sigue la leche en funda, de cartdén y otros. Las ventas
de la industria quesera crecieron 3,4 veces entre el 2005 y el 2014, al pasar de
USD 71,4 millones a 243,1 millones en ese periodo. En el pais existen 31
empresas dedicadas a la produccion de lacteos, segun el Ultimo censo
econdémico del 2010. En algunas empresas la produccién de quesos es mas
importante que en otras, siendo en algunos de los casos el 80% de su
produccion, la mayoria de esta produccién es queso tipo maduro y semimaduro
(LIDERES, 2015).
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Figura 24. Comparativa de Valores de Exportaciones e Importaciones de Queso Fresco
en Toneladas desde el 2013 hasta Agosto de 2015.
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Segun la revista de emprendimiento LIDERES, (2015); ocho de cada diez
ecuatorianos dicen que compran queso fresco, le sigue en preferencia la
mozarela, queso crema, maduro, semimaduro y el queso de cabra. El queso
fresco esta entre los habitos de consumo del ecuatoriano gracias a su tradicion
y a su precio. Pero el queso maduro, que en el pais tiene como minimo seis
meses de maduracion, gana adeptos, aunque la tradiciébn de elaborar quesos
maduros surgié hace 50 afios, con maestros queseros como Oskar Purtschert.
A partir de los afios noventa cuando comenzo a apreciarse el consumo de queso
conservado, la poblaciéon se defini6 por un consumo del 80% de queso
semimaduro, 15% maduro y 5% queso fresco LIDERES, (2015). En general, hoy
en dia los quesos mas buscados y apetecidos, son los quesos de sabores en

especial los quesos con pesto, con rosas, con orégano, laurel y otras especias.

En los autoservicios y delicatessen de las ciudades principales de Ecuador, se
pueden encontrar quesos frescos y quesos de cabra importados como también
los elaborados por industrias nacionales. En cuanto a las variedades preferidas
y mas consumidas tenemos el queso maduro tipo manchego “Montecaprino” en
una presentacion de 300 gr. cuyo precio comercial en autoservicios y
delicatessen es de USD 6.69. También el queso fresco denominado Roulé de
Cabra cuyo precio y presentacion es de USD 3.13 por 160 gr. Por otra parte en
ciertas regiones del pais sobre todo en la sierra podemos evidencias el consumo

de variedades de queso como

e Queso crema natural 125 g. USD 2.00

e Queso crema con 7 hierbas y ajo 125 g. USD 2.20

o Cabrichos: Surtido de 4 porciones individuales de queso crema con
cebollin, pimiento, pimienta y ajonjoli tostado. 100 g. USD 2.20.

e Requeson: 250 g. USD 3.20.

C.1 Procesos de produccion de los quesos saborizados en general y

en estudio

El proceso de elaboracion del queso es bastante simple (Figura 25), no obstante
involucra fenomenos fisicos y quimicos muy complejos. Se trata esencialmente

de un proceso de concentracion, a partir de la coagulacion de la proteina
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mayoritaria de la leche (caseina) por la accion enzimatica (cuajo) u otro

coagulante de tipo &cido (comunmente 4cido lactico) (Johnson, 2011).

El proceso de produccion del queso esta determinado para una produccion de
50 litros de leche y se debe tomar en cuenta que la leche nunca debe romper el
sistema de frio para no pierda su valor nutricional ni su calidad microbiologica,
todos los célculos referentes a la produccion de quesos se realizan con la leche

es en masa (Silva, 2008).

Una vez obtenido el producto, se debe asegurar la calidad y estabilidad del
mismo, evaluandolo mediante el uso de indicadores entre los cuales estan los
fisicoquimicos: en los que constan la humedad, pH, actividad de agua (aw) y los
microbiolégicos que son los que permiten identificar la existencia de patdgenos
ya sea por condiciones inadecuadas de elaboracion o manipulacion en los que
pudieran estar presentes en alimentos obtenidos al final del procesamiento como
el queso (Ajila, 2017).

Adicién de Clorura de
Lecha fresca 50 L calcio

. Pasteurizacion Ajuste de temperatura
Acidez 0,14 . 10 g por cada 50 L
65 2C por 30 min 38-39eC

Materia grasa 3,7 15 min antes de la
coagulacion

Salado Desuerado

. Agitar y dejar en Corte d i2d
1% del peso de la Retirar el 60% de reposo por 5 min orte de cuajada
cuajada obtenida suero

Enfriamiento

Moldeo y prensado .
50

Durante 24 horas DRl
18 horas

Figura 25. Diagrama de flujo de la elaboracion de queso fresco.

En lo que respecta a los quesos saborizados las operaciones que se aplican para
la obtencion de un sabor generalmente involucran que en el proceso de salado

del producto se involucre la adicion de los aderezos (Figura 26), para de esta
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forma lograr obtener los sabores deseados. Antes de dicho paso, se debe

considerar los siguientes aspectos adicionales:

e Picar finamente el ingrediente deseado: pimiento, aji, orégano, ajo,
cebolla entre otros. Agregar el equivalente de media o una cucharada por
libra de queso fresco.

e Freir o cocinar el condimento y dejarlo enfriar.

e Moler o amasar la cuajada mezclando el condimento o ingrediente en un
molino manual y recibir el queso molido en una bandeja pléstica o de

acero inoxidable.

Adicion de Clorura

Lecha fresca 50 L L Ajuste de de calcio
Pasteurizacion
Acidez 0,14 €5 °C bor 30 mi temperatura 10 g por cada 50 L
2C por 30 min
Materia grasa 3,7 ) 38-39C 15 min antes de la

coagulacién

Adicién de especias Desuerado
Agitar y dejar en

. Corte de cuajada
reposo por 5 min

orégano/aji Retirar el 60% de
Picadas y cocinadas suero

Salado Enfriamiento

1% del peso de la Durante 24 horas 4-5oC durante 12 a
cuajada obtenida 18 horas

Moldeo y prensado

Figura 26. Diagrama de flujo de la elaboracion de queso saborizado.

C.2 Caracterizacion nutricional de los quesos saborizados en

estudio

El queso comparte casi las mismas propiedades nutricionales con la leche; a
excepcion de la lactosa, los otros componentes se encuentran mas concentrados
(Tabla 1). Ademas de brindar un excelente aporte de proteinas de alto valor
biolégico, el queso se destaca por ser una fuente importante de calcio y fésforo
(Garcia-Islas, 2006). Con este criterio la Cooperativa de Produccion

agropecuaria Chone Ltda., ha realizado el analisis proximal de sus productos
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encontrando que los mismos se hallan dentro de los limites permitidos por la

Normativa NTE-INEN 1528, los cuales son:

Tabla 1. Caracterizacion nutricional de los quesos elaborados en Cooperativa de Produccion
Agropecuaria Chone Ltda.

Tipo de Parametros nutricionales (%)

queso Proteina | Grasa | Ceniza | Lactosa | Calcio | Fosforo | pH | Humedad
Fresco 18,6 19,2 0,5 5,2 -- -- 6,3 48
Saborizado 18,1 23,8 0,8 2,8 -- -- 6,1 46,5

D. Caracterizacion de la empresa en estudio

La Cooperativa de Produccion Agropecuaria Chone Ltda., fue constituida un 24
de noviembre de 1966, y aprobada mediante Acuerdo Ministerial No 7374, se
encuentra ubicada en la Avenida Eloy Alfaro, Kilbmetro 1 %2 de la via Chone

Portoviejo; de la Provincia de Manabi, Republica del Ecuador.

al?
auv

Figura 27. Ubicacion de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria Chone Ltda.

Desde entonces, la Cooperativa ha tenido un avance progresivo, donde cada
uno de los directorios han desarrollado algunos programas en lo que tiene que

ver a equipos, implementos y a la construccion de la sede social, donde
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actualmente desarrolla sus labores y cada afio se celebra la Feria de la
Produccion Agropecuaria, como parte del desarrollo social, no solo de la

Institucion, sino también de Chone.

La Cooperativa ha implementado una planta pasteurizadora de leche, que ha
sido financiada por el Ministerio de Inclusion Econémicay Social, por el Ministerio
de Agricultura y Ganaderia a través del proyecto Caders y con recursos propios,
en donde se procesan los derivados de la leche como: queso pasteurizado,
yogurt, leche chocolatada, entre otros; con costos muchos menores que en el
mercado y con una excelente calidad, con lo que se le esta brindando a las

familias ecuatorianas, un alimento nutritivo a poco precio.

La cooperativa de produccién agropecuaria Chone Ltda., en su iniciativa
pretende elaborar quesos saborizados. Este sera producido a partir de leche
entera pasteurizada sintetizando, el queso fresco saborizado como derivado
lacteo. Con estos indicios se evidencia la necesidad de realizar un estudio de
control de calidad de los quesos elaborados dentro de esta organizacion con el
afan de que estos quesos procesados no se constituyan en una amenaza para

la Seguridad Alimentaria.
E. Caracterizacion de los parametros fisico-quimicos en estudio

E.1 Humedad

La pérdida de humedad, que al provocar una disminucién de la hidratacién de
las proteinas conduce a una mayor interaccién de las mismas provocando el

aumento de la firmeza de la matriz proteica (Walstra, 1990).

E.2 pH

Es uno de los parametros que afecta sobre todo las propiedades texturales del
queso, debido a su efecto sobre la red de proteinas. Un pH cercano al punto
isoeléctrico provoca fuertes fuerzas ionicas e hidréfobas, que resultan en una
red de caseina compacta tipica de los quesos duros, mientras que en el caso de

un pH mas alto las caseinas presentan una carga negativa, lo que genera
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repulsion entre los agregados proteicos, generandose un queso con mayor

humedad, mas elastico y menos compacto (Lu, 2008).

En los quesos frescos, la elevada humedad y el bajo pH, son condiciones que
afectan notoriamente la textura y sabor durante la conservacion, de forma que
una excesiva protedlisis podria ocasionar defectos como una textura

excesivamente blanda y un sabor amargo (Fox F.y., 1996).

E.3 Acidez

La acidez, en el queso es otro factor que no solo tiene incidencia sobre el sabor,
sino también directamente en los cambios que experimenta la red de proteina
(cuajada) del queso, teniendo esta una correlacion directa en los fendmenos de
sinéresis (es decir; a mayor acidez, mayor sinéresis) y textura final (Pinho et al.,
2004). Ademés de la acidez, la sinéresis esta afectada también por
circunstancias propias del proceso de elaboracién y por la presencia de calcio
libre, el cual provoca la unién de la caseina en la red proteica de la cuajada
(Walstra, 1990).

F. Caracterizacion de los parametros microbiolégicos en estudio

F.1 Enterobacteriaceae

Familia de microorganismos, cuyos miembros son bacilos Gram negativos
moviles por flagelos periticos o inmdviles, capsulados o no, no esporulados,
aerobios y anaerobios facultativos; fermentan la glucosa generalmente con
produccion de gas, reducen los nitratos a nitritos; son catalasa positivos, excepto
un serotipo de Shiguella; son oxidasa negativos, comensales, saprofitos, o

patogenos intestinales (INEN, 1998).

F.2 Listeria monocytogenes

Son bacilos gram positivos, no esporulados, no capsulados, no ramificados, casi
cocoides, aislados en cadenas cortas, aerobio-anaerobios facultativos. Por su
presencia cocobacilar y por formar a veces cadenas cortas, pueden ser
confundidos con estreptococos, asi como con corinebacterias cuando presentan

su forma bacilar, aislados o en pares. Son microrganismos moviles de 1 a 5
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flagelos peritricos, los cuales se generan mejor a temperaturas de 25 °C, siendo
su motilidad mayor a temperatura ambiente que por incubacién a 36-37 °C, ya
gue a estas temperaturas son aflagelados o tienen solo un flagelo y aparecen
como inméviles. Son catalasa positiva, oxidasa y ureasa negativas, y B
hemoliticos en agar sangre. Se le considera un patégeno psicrétrofo, es decir,
capaz de desarrollarse a temperaturas de refrigeracion, lo cual le diferencia de
bacterias patégenas como Salmonella o Staphylococcus aureus, que son

inhibidas en su crecimiento a bajas temperaturas (Schoébitz, 2009).

F.3 Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no formador de esporas que
esta presente en el intestino de los animales y del hombre, asi como también en
suelos. Fue inicialmente descrito por Theodor Escherich en 1885 con el nombre
de Bacterium coli, tras aislarlo a partir de muestras fecales procedentes de nifos
con enteritis. Escherichia coli es considerado como un miembro fundamental de
la flora facultativa normal del intestino y juega un papel importante en el
mantenimiento de su fisiologia, ya que tiene la util funcién en el cuerpo humano
de suprimir el crecimiento de peligrosas bacterias y contribuir a la sintesis de un

apreciable volumen de vitaminas.

E. coli se ha convertido en la actualidad, en uno de los tipos de bacteria
enteropatdégena de mayor preocupacion en la industria alimenticia, debido a que
se le ha catalogado como uno de los principales agentes causales de epidemias
por contaminacion de alimentos, provocando en el humano, severos trastornos

gastrointestinales, principalmente en nifos y ancianos (FENAP, 1996)

F.4 Staphylococcus aureus

Especie bacteriana perteneciente a la familia Micrococcaceae y al género
Staphylococcus, cuyos miembros tienen la forma de cocos que generalmente se
agrupan formando racimos, inméviles, Gram positivos, aerobios y anaerobios
facultativos, temperatura optima 37 °C. Producen un pigmento amarillo dorado,
son halotolerantes. Poseen las enzimas coagulasa, fosfotasa vy
desoxirribonucleasa que le distinguen de otros estafilococos. Producen

exotoxinas: hemolisina y enterotoxina (INEN, 1998).
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F.5 Salmonella

Género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta integrado por
microorganismos que forman colonias tipicas sobre medios selectivos solidos y
poseen caracteristicas bioquimicas y serologicas definidas. Generalmente son
moviles, Gram negativas, fermentan la glucosa con formacién de gas y no
fermentan la lactosa (INEN, 1996).

G. Caracterizacion de los condimentos en estudio

G.1 Aji

Histéricamente se asocia el aji con el viaje de Colén a América. Cristobal Colén
recibe el crédito por haber introducido el aji a Europa y consecuentemente a
Africa y Asia. En su primer viaje él encontré una planta cuya fruta tenia el picante
de la pimienta, Coldn lo llamé pimienta roja porque las plantas tenian los frutos

rojos.

Los ajies del género Capsicum, son una fuente importante de nutrientes;
contienen gran cantidad de vitamina A mas que cualquier otra variedad de planta
comestible, ademas de ser una buena fuente proveedora de vitamina B y C,

hierro, tiamina, niacina, potasio, magnesio y rivoflavina.

Para las personas que se cuidan de ciertos alimentos, el aji esta libre de
colesterol y grasas saturadas, es recomendable también para las dietas bajas
en sodio y altas en fibra. Comer aji incrementa el metabolismo, el aji ocupa el
primer lugar de importancia dentro de las hortalizas que se cultivan en nuestro
pais y conjuntamente con el ajo y la cebolla son los mas consumidos como
condimentos. El aji es utilizado como condimento dentro de la alimentacion
humana, y en las industrias farmacéuticas y de alimentacién para animales por
sus multiples beneficios, tales como, mejorar el funcionamiento del tracto
digestivo, estimulante de defensas, actia como reforzante de antibidticos, tiene

efecto bactericida y como fuente de pigmentacion (Alvarez-Parrilla, 2011).
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G.2 Orégano

El orégano, (Origanum vulgare), es una herbacea perenne aromatica del género
Origanum, muy utilizada en la cocina mediterranea. Son las hojas de esta planta
las que se utilizan como condimento tanto secas como frescas, aunque secas
poseen mucho mas sabor y aroma. Varias especies del género Origanum son
nativas de la zona mediterranea y todas ellas son tratadas como especia. La
influencia del clima, la estacion y el suelo afectan en mayor medida la
composicién del aceite esencial que contiene que la diferencia entre especies.

Las especies mas importantes son:

e Origanum vulgare, Europa

« Origanum heracleoticum, Italia, Peninsula Balcanica y Asia occidental.

Asi mismo, posee propiedades que han sido ampliamente estudiadas, siendo las
mas importantes su actividad antioxidante, antimicrobiana y, en estudios
bastante primarios, antitumoral, antiséptica y también se la considera tonica y
digestiva (Asensio, 2013). Esta planta es muy aromatica y de sabor ligeramente
amargo, el orégano de buena calidad puede llegar a entumecer la lengua, sin
embargo, las variedades cultivares que han sido adaptadas a los climas mas

frios, a menudo poseen un sabor menos intenso.

Es el ingrediente imprescindible de la cocina italiana, donde es utilizado para la
salsa de tomate, las verduras fritas y la carne a la brasa y, por supuesto, la pizza.
Las cocinas de otros paises mediterraneos utilizan esta especia en menor
medida, aunque es de relativa importancia en la espafiola, francesa y griega. En

México se utiliza para condimentar platillos como el menudo (Economou, 2011).

En general, el orégano tiene hasta 20 veces mas contenido en antioxidantes que
las demas hierbas estudiadas. En un calculo del peso por gramo, el orégano y
otras hierbas de la familia han superado a la mayoria de frutas y verduras en su
accion antioxidante. El orégano tiene 42 veces mas antioxidantes que las
manzanas, 30 veces mas que las patatas, 12 veces mas que las naranjas y 4

veces mas que los ardndanos (Asensio, 2013).
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Asi mismo, se han llevado a cabo muchas investigaciones sobre el aceite de
orégano, descubriéndose que es un tratamiento efectivo para dolencias como la
indigestion, la candidiasis (producidas por un hongo del tipo de las levaduras),
diarreas, tension nerviosa, picaduras de insectos, dolor de dientes, dolor de
oidos, reumatismo 'y bronquitis (principalmente por sus efectos
antiespasmadicos), entre otros desérdenes (Azizi, 2009).
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CAPITULO 2 — METODOLOGIA

A. Muestreo

A.1 Definicién y Generalidades

El universo de la muestra estuvo constituido por quesos frescos elaborados
industrialmente por la Cooperativa Agropecuaria Chone Ltda., con muestras de
queso elaboradas entre os meses de noviembre 2017 — marzo 2018; de forma
aleatoria. El tamafo de la muestra estuvo constituida originalmente por 3
unidades de 500 g de queso por cada criterio de tiempo a considerar en este
estudio (0, 30 y 60 dias de elaboracion). Las muestras fueron tomadas con los
implementos o utensilios (cuchillos) propios de la planta y se introdujeron en
forma aséptica, en una bolsa de cierre de presion (Ziploc), en la parte externa de
la bolsa se rotulo con informacion necesaria para identificar la muestra, para
luego ser transportadas en una caja isotérmica (cooler) provistas de refrigerantes
(5 °C) al laboratorio de la Facultad de Ciencias Zootécnicas de la ciudad de
Chone, para los posteriores andlisis fisico-quimicos y microbiol6gicos

determinados por la Normativa Técnica Ecuatoriana.

B. Andlisis fisico-quimico de las muestras de queso

B.1 Determinacion de la Humedad. Método de desecaciéon en
estufa de aire caliente. NTE INEN 63.

e Principio

El método para determinar la cantidad de agua presente en la muestra se basa
determinacién gravimétrica de la pérdida de masa, de la muestra desecada hasta
masa constante en estufa de aire caliente refiriendo su peso al peso total de la

muestra y expresada como porcentaje.

e Preparacion de la muestra

Si la muestra corresponde a queso blando o semiduro, cortarla en trozos de
forma aproximadamente cubica con 3 mm a 5 mm de lado y mezclar los trozos

obtenidos.
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e Procedimiento

La determinacién debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra

preparada

Colocar la capsula de porcelana durante una hora en la estufa a 103°+ 2 °Cy

pesarlo con aproximacion a mg.

Transferir rapidamente a la capsula aproximadamente 3 g de muestra y pesar

nuevamente con aproximacion a mg.
Colocar el conjunto en la estufa a 103° + 2 °C y mantenerlo alli durante 3 horas.

Enfriar en el desecador y pesarlo con aproximacion a mg. Repetir el
calentamiento por periodos de 30 min, enfriando y pesando hasta que la

diferencia entre dos pesadas consecutivas no sea mayor de 2 mg.

Sila muestra presenta el aspecto de una masa pastosa a 103° = 2° C, mantener
en el desecador durante 16 h, a temperatura ambiente, y pesarlo con

aproximacion a mg luego de tal periodo de tiempo.

El contenido de humedad en el queso se calcula mediante la ecuacién siguiente:

ml —m?2
% Humedad = m x 100

Donde:
H = Contenido de humedad, en porcentaje de masa m = masa de la capsula

m1 = masa de la capsula con muestra en g.

m2 = masa de la capsula con residuo seco en g.
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B.2 Determinacion de la acidez. Método Volumétrico NTE INEN
0013:84

e Principio

El contenido total de acidos en un alimento lo determina la acidez valorable total,
la que se expresa en funcidn del acido representativo que es el lactico, la acidez
se establece en un peso de muestra llevada a un volumen conocido, se titula una
alicuota con base estandarizada hasta el viraje determinado por cambio de color
del indicador.

e Preparacion de la Muestra

Se toman 10 gramos de queso fresco finamente molidos. Se coloca 100mL de
agua destilada a 40°C. La mezcla se agita vigorosamente. Se filtra la solucion y
con una pipeta se toman 50 ml del filtrado. Esta cantidad corresponde a 5 g de

la muestra. (Meyer, et al. 1982).

e Procedimiento

La determinacion debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra
preparada Lavar cuidadosamente y secar el matraz Erlenmeyer en la estufa a
103° = 2°C durante 30 min. Dejar enfriar en el desecador y pesar con

aproximacion al 0,1mg.

Invertir, lentamente tres o cuatro veces el matraz donde se encuentra la muestra

preparada. Agregar 2 ml de solucion indicadora de fenolftaleina.

Agregar, lentamente y con agitacion, la solucion 0,1 N de hidroxido de sodio,

justamente hasta conseguir un color rosado persistente.

Continuar agregando la solucion hasta que el color rosado persista durante 30
s. Leer en la bureta el volumen de solucién empleada, con aproximacién a 0,05

ml.
La acidez se calcula mediante la ecuacion siguiente:

VxN
A =0,090 x 100
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Donde:

A = Acidez titulable, en porcentaje de &cido lactico

V = Volumen de la solucion de hidréxido de sodio empleado en la titulacion en
cc

N = Normalidad de la solucién de hidréxido de sodio

m = peso de la muestra en gramos

B.3 Determinacién del potencial Hidrogeno (pH). Método Potenciométrico.
NTE INEN 389

e Principio

El método a que esta Norma se refiere, se basa en la medicion electromagnética
de la actividad de los iones hidrogeno presentes en una muestra del producto

mediante un aparato medidor de pH (potenciémetro).
e Preparacion de la Muestra
Homogenizarla con ayuda de una pequefia cantidad de agua (recientemente
hervida y enfriada y mediante agitacién)
e Procedimiento
La determinacién debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra

preparada

Colocar en un vaso de precipitacidon aproximadamente 10 g de la muestra
preparada, afiadir 100mL de agua destilada (recientemente hervida y enfriada)

y agitar suavemente.

Si existen particulas en suspensién, dejar en reposo el recipiente para que el

liguido se decante.

Determinar el pH introduciendo los electrodos del potenciémetro en el vaso de
precipitacion con la muestra, cuidando que éstos no toquen las paredes del

recipiente ni las particulas sélidas, en caso de que existan.
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Para la medicidén del pH, las muestras fueron cortadas (2 g cada una, rodajas
finas (0,1 a 0,2 mm) de la superficie del queso paralela a la superficie de corte
usando un Cuchillo, y sumergidas en 30 ml de agua destilada (DDW). Se
homogenizaron durante 15 segundos usando un mezclador Osterizer de 12
velocidades 450 W,Sunbeam-Oster, Boca Ratén, FL, EE.UU. (Yildiz, 2016).

C. Anélisis microbioldgico de las muestras de queso

C.1 Enterobacteriaceae

Realizar las diluciones del alimento de acuerdo a las indicaciones dadas.
Sembrar en profundidad 1ml de las diluciones seleccionadas.

Agregar el Agar fundido VRB recientemente preparado y temperado a 45 + 2 °C.
La adicién del medio de cultivo no debe pasar mas de quince minutos a partir de

la preparacion de la primera dilucion.

Delicadamente mezclar el inéculo de siembra con el medio de cultivo
imprimiendo a la placa movimientos de vaivén, cinco veces en una direccion;
hacerla girar en sentido de las agujas del reloj cinco veces. Repetir este proceso

pero en sentido contrario.

Dejar reposar las placas para que solidifique el agar, luego verter en la superficie

una capa sellante.

Dejar solidificar, invertir las cajas e incubar a 35°C, durante 24-48 horas.
Pasado el tiempo de incubacion, seleccionar las placas que presenten 30-150

colonias. Calcular el recuento de U.F.C.
C.2 Listeria monocytogenes

Colocar la placa petriflm en una superficie plana. Levantar el film superior.
Colocar la pipeta automatica en forma perpendicular a la placa petrifilm, pipetear

3000 pL de la muestra en el centro del film inferior.

Bajar el film superior evitando introducir burbujas de aire.
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Colocar el aplicador para alta sensibilidad en el film superior sobre el in6culo.
Distribuir la muestra ejerciendo una ligera presion sobre el mango del aplicador.
No girar ni deslizar el aplicador. Levantar el aplicador. Esperar de 2 a 5 minutos

para que el gel solidifique.

Incubar placas caras arriba en pilas de hasta 10 placas. El tiempo de incubacion

y temperatura establecidos 371 °C a 24 horas.

Las placas petrifilm pueden leerse con un contador de colonias standard u otra

lente de aumento iluminada.

C.3 Escherichia coli

Realizar las diluciones del alimento de acuerdo a las indicaciones dadas.

Sembrar en profundidad 1mL de las diluciones seleccionadas.

Agregar el Agar fundido VRB. Recientemente preparado y temperado a 45 + 2
°C. La adicion del medio de cultivo no debe pasar mas de quince minutos a partir
de la preparacion de la primera dilucion.

Delicadamente mezclar el in6culo de siembra con el medio de cultivo
imprimiendo a la placa movimientos de vaivén, cinco veces en una direccion;
hacerla girar en sentido de las agujas del reloj cinco veces. Repetir este proceso,

pero en sentido contrario.

Dejar reposar las placas para que solidifique el agar, luego verter en la superficie

una capa sellante.

Dejar solidificar, invertir las cajas e incubar a 35°C, durante 24-48 horas.
Pasado el tiempo de incubacion, seleccionar las placas que presenten 30-150

colonias.

Contar todas las colonias de 1-2 mm de diametro (minimo de 0,5 mm) de color
rojo amoratado rodeadas por un halo rojizo.
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C.4 Staphylococcus aureus

Pesar en un recipiente estéril 25 gramos del producto (queso fresco) y colocar

225mL de diluyente (agua de peptona), homogenizar.

A partir del homogenizado preparar diluciones sucesivas del orden 10 segun

convenga al caso.

Inocular volimenes de 100 uL a las placas Petri, y diseminar el in6culo,
uniformemente sobre la superficie del agar hasta que sea absorbido por el

medio.
Invertir las placas e incubar entre 35y 37°C durante 32 + 2 horas

Finalizado el periodo de incubacion, contar las unidades formadoras de colonias
en las placas elegidas para el recuento.

Elegir placas de dos diluciones consecutivas que contengan 15 y 150 colonias
tipicas, si contienen mas de 150 colonias contar en las placas con la menor

cantidad de muestra.
Calcular el numero de UFC de S. aureus, coagulasa positiva / g 6 ml de alimento.

C.5 Salmonella

Se preparard homogenizando con 25g de muestra y 225 cc de diluyente, y si es
necesario, ajustar el pH a 6,8 = 0,2 con una solucién estéril de cloruro de sodio
al 2%.

Luego se procede a homogenizar la muestra en el agua de peptona salina, en
un matraz Erlenmeyer previamente esterilizada. Se debe tapar asépticamente y
se llevara a incubar por 24h con una temperatura de 37 © C. Este procedimiento
servird para darle tonicidad al medio donde se encuentren posibles células de

Salmonella.

Pasadas las 24h del pre-enriquecimiento, se procede a tomar con una pipeta 0,1
ml del medio donde se encuentra, el agua de peptona salina junto con la muestra.

Seguido a esto se procede a colocar la muestra del pre-enriquecimiento en un

34



METODOLOGIA

caldo selectivo (Caldo de Rapapport), colocado en otro matraz Erlenmeyer y
tapado asépticamente, donde se lo llevara a incubar por 24 h a una temperatura
de 43 °C.

Paralelo al inoculo en un caldo selectivo, se procede a tomar 0,1ml
respectivamente en caldos de lactosa, sacarosa y glucosa. Llevandolos a
incubar 24 horas a una temperatura de 37 °C. Siendo esta unas pruebas

bioquimicas.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion del caldo selectivo (Rapapport),
se toma muestras para realizar la identificacion en agares selectivos. La siembra
se realizara en placas de medios sélidos selectivos y diferenciales, con asa de
cultivo sembrar en estria sobre la superficie seca de placas de Agar S-S
(Salmonella-Shigella). Las placas se invierten y se incuban a 37 £ 1°C por 24 h.

La mayoria de las colonias tipicas de Salmonella son opacas o translucidas,
incoloras o de color crema, con o s in centro negro. Las pocas cepas de
Salmonella que fermentan la lactosa presentan colonias lisas de color rosa o

naranja.

Se examinaran las placas entre las 20 y 24 h, si el crecimiento es pobre y no
aparecen colonias tipicas de Salmonella, examinarlas después de 24 horas mas
de incubacion. Cualquier colonia tipica o sospechosa debe ser confirmada, ya
que reconocer las colonias de Salmonella supone mucha experiencia y el
aspecto puede variar no solo de especie a especie sino también de lote a lote de

medio de cultivo.

De cada placa de medio selectivo se deberan seleccionar 5 colonias tipicas o
sospechosas bien aisladas y sembrarlas directamente en agar TSI. Si en una

placa hay menos de cinco colonias tipicas, sembrar todas.

Al inocular en agar TSI, inoculando con asa de aguja, flameando la aguja
previamente. Sembrar por picadura la columna del agar y la superficie inclinada
en estria, taparlos con un tapén flojo. Incubar los tubos de TSI entre 35y 37° C

por 24 + 2 hy 48 £ 2 h, respectivamente.
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Si a partir de uno, o de ambos medios de enriquecimiento selectivo, se aisla
Salmonella en las placas de agar selectivo, reportar: "Se aislé6 Salmonella en 25
g de muestra examinada"'; se debe mencionar el medio o medios de

enriquecimiento selectivo.
D. Tratamiento estadistico

Para el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos experimentalmente,
se utilizd el método paramétrico de analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
y se probaron con respecto a los supuestos de ajuste de los datos a la
distribucion normal ya la homogeneidad de varianzas. Siempre que se
detectaron diferencias estadisticamente significativas, se realizaron las pruebas
de comparaciones multiples de Dunnett (Zar, 2009). Se analizaron mediante un
andlisis factorial de componentes principales a partir de los cuales se
seleccionaron aquellos con valores propios mayores o iguales a uno, explicando
asi el mayor porcentaje de la variacion total de los datos y andlisis de

clasificacion.

Todas las diferencias se consideraron estadisticamente significativas al nivel de
5 % (es decir, siempre que se observo p-value < 0,05) (Zar, 2009). Todos los
calculos se realizaron a través del software estadistico IBM® SPSS® Statistics,

version 24.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS

A Caracterizacion de los parametros fisico-quimicos en estudio

A.1 Determinacion de la Humedad

Con respecto a la humedad los tipos de quesos analizados (Figura 28),
presentan un porcentaje entre: 46,10 % - 51,90 %, comparando estos valores
con la norma ecuatoriana NTE INEN 1528:2012, se consideran como semiduros;
los valores promedios de los quesos fresco, saborizado con aji y saborizado con
orégano.

En lo que tiene que ver con el andlisis de varianza de los tipos de queso que se
analizaron revelaron que los valores del porcentaje de humedad del queso fresco
y saborizado con aji difieren significativamente con el queso saborizado con
orégano (ANOVA, p-value < 0,05).

20,000 49,58 (b)
49,500

49,000

48,500

48,000

47,500 47,30 (a)

47,000
46,5 (a)

% Humedad

46,500
46,000
45,500
45,000
44,500

Fresco Aji Orégano

Tipos de Queso

Figura 28. Resultados obtenidos para el porcentaje de humedad en muestras de tres tipos de
queso: fresco, saborizado con aji y con orégano; gréficas con letras diferentes determinan
diferencias significativas.
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A.2 Determinacién de la acidez

El porcentaje de acidez que va de 0,33 - 0,42 % de acido lactico, cabe destacar
que este pardmetro no se contempla en la norma ecuatoriana INEN para quesos
sino que para leche fresca, por lo que se compard con requisitos de la Norma
Técnica Peruana NTP 2002 102:1987, estos valores se observan en la figura 29.

0,395 0,392 (a)
0,390
0,385
0,380

0,376 (a)
0,375

% Acidez

0,370
0,366 (a)

0,365

0,360

0,355

0,350
Fresco Orégano Aji

Tipos de queso

Figura 29. Resultados obtenidos para el porcentaje de acidez en gramos de &cido lactico en
muestras de tres tipos de queso: fresco, saborizado con aji y con orégano; graficas con letras
iguales determinan que no hay diferencias significativas.

La comparacion de medias mediante el test de Dunnett develaron que los valores
del porcentaje de acidez no difieren significativamente entre si (ANOVA p-value
> 0,05).

A.3 Determinacion del potencial Hidrogeno (pH)

La determinacion del potencial de hidrégeno i6nico de los tipos de queso en
estudio, se llevo a cabo utilizando el método indicado en el capitulo de la
metodologia de un electrodo de pH, obteniéndose los resultados en unidades de
pH entre una gama de valores de 0 a 14. Como se indica en la figura 30, los

valores medios de pH registrados, en un total de 15 observaciones, fueron
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respectivamente, 5,64; 5,96 y 6,32 para los tres diferentes tipos de queso fresco,

saborizado con aji y saborizado con orégano.

En comparacion, los tipos de queso que se analizaron revelaron que los valores

de pH muestran diferencias significativas entre si (ANOVA, p-value < 0,05).

6,400 632 (0)

6,200
6,000 5,96 (b)

L 5,800
5,64 (a)
5,600

5,400

5,200
Aji Orégano Fresco

Tipos de Queso

Figura 30. Resultados obtenidos para el parametro pH en muestras de tres tipos de
queso: fresco, saborizado con aji y con orégano; graficas con letras diferentes
determinan diferencias significativas.

B. Caracterizaciéon de los parametros microbiolégicos en estudio

B.1 Andlisis de componentes principales de la presencia de
Enterobacterias, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Salmonella sp., en los quesos frescos vy

saborizados.

Al realizar el ACP de las variables en estudio, es evidente que en el primer plano
el 45,6% de la variabilidad se corresponde satisfactoriamente, de la misma forma
en el segundo eje hay un 30,1%, en el tercer 16, 4% y en la cuarta variabilidad

de 3,8%; como podemos observar en la (Tabla 2).

39



RESULTADOS

Tabla 2. Comportamiento de los valores propios obtenidos a partir del ACP de los
microorganismos cultivados para determinar la calidad de las muestras de queso: fresco,
saborizado con aji y con orégano.

Ejes 1 2 3 4 Varianza
total
Valores propios 0,456 0,301 0,164 0,038 1,00
% de la varianza
acumulada 45,6 75,7 92,1 95,9
Sumatoria de los 1.00

valores propios

En la figura 31.; podemos apreciar que no hay oposicion de las variables para
que cada grupo bacteriano tenga un comportamiento diferente de acuerdo con

el tiempo de almacenamiento y conservacion.
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Figura 32. Analisis de componentes principales de los diversos grupos de
microorganismos considerados en el presente estudio y relacionandolos con el tiempo
de vida de anaquel de los quesos fresco y saborizado. Ecoli=Escherichia coli; Coliform
= Coliformes; Entero = Enterobacterias; Lst = Listeria; Salm = Salmonella; Aureus =
Staphylococcus aureus; Mh-Lvd = Mohos y levaduras; Or0 = Queso saborizado con
orégano 0 dias; Aj0 = Queso saborizado con aji 0 dias; Or30 = Queso saborizado con
orégano 30 dias; Or60 = Queso saborizado con orégano 60 dias; Aj30 = Queso
saborizado con aji 30 dias; Aj60 = Queso saborizado con aji 60 dias; Te0 = Queso
fresco testigo O dias; Te30 = Queso fresco testigo 30 dias y Te60 = Queso fresco
testigo 60 dias.

40



RESULTADOS

Asi mismo, es importante destacar que para el parametro Listeria
monocytogenes y Escherichia coli, existen diferencias significativas cuando se
comparan los quesos saborizados con orégano y ajo y el queso con orégano y
el testigo ANOVA (p-valor = <0,05).
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Figura 33. Gréficas de comparaciones multiples de los tipos de queso y la presencia de Listeria
monocytogenes y Escherichia coli en el presente estudio.

C. Puntos criticos de Control identificados en el proceso de

elaboracion del queso fresco

Con los resultados obtenidos producto de esta investigacion, se determiné los
principales Puntos Criticos de Control en la evaluacion de los riesgos fisicos,
quimicos y microbiologicos en la produccién de quesos saborizados en la

Cooperativa Agropecuaria Chone Ltda., tal como se detalla a continuacion:

Tabla 3. Puntos Criticos de Control de Calidad de la evaluacién de los riesgos fisicos, quimicos
y microbiolégicos en la produccion de quesos saborizados en la Cooperativa Agropecuaria
Chone Ltda.

Etapa del Peligro potencial Medida de control del peligro
proceso
e Presencia de
microorganismos e Transporte refrigerado de la
patdégenos debido a la falta leche.
de una cadena de friof e Control de proveedores,
Recepcion de durante ordefio y aceptando sélo los que
la leche cruda transporte de la leche a la traigan a la planta leche fria
planta. con una temperatura < 7 °C,
e Contaminacion con y un tiempo de reduccion del
patégenos por falta de azul de metileno > de 2 horas.
limpieza de  equipos,
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operarios u otras practicas
no higiénicas.

Limpieza e higiene de

Cote de . * CoATnOOt el equpos
cuajada Y eqUIDOS. mani Eladores Capacitacion en BPM de los
Desuerado quipos, p y manipuladores.
del medio ambiente. .
Control del ambiente.
Contaminacién del .
Control de calidad de la
producto por )
. : salmuera (acidez, recuento
Salado microorganismos . -
. microbiano).
patégenos presentes en la
salmuera.
Contaminacion por
deficiente limpieza e Realizar limpieza efectiva de
higiene de: lienzos, moldes los moldes y de los lienzos.
Moldeado vy . : .
prensado y manipuladores. Realizar previamente una
Contaminacion por efectiva limpieza del equipo
deficiente limpieza de las de prensado.
planchas y moldes.
Contaminacién del
producto antes del Vigilancia y entrenamiento de
Empacado enva_sado a través d(_a los los manlpula}do_res, con
manipuladores y ambiente buenas practicas de
por envasado deficiente o fabricacion.
incorrecto.
Crecimiento de
Microoraanismos Control de la temperatura
Almacenado 9 almacenamiento

patégenos por fallas en la
refrigeracion del queso.
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CAPITULO 4 - Discusion de Resultados

Segun Osorio, et al. (2004), los resultados en cuanto al contenido de porcentaje
humedad 46,10 % - 51,90 %; pueden deberse al proceso de elaboracion en el
cual los valores mas bajos pueden ser por un mayor prensado y mayor
desuerado que los que presentan menor porcentaje de agua, esto se
correlaciona con la presencia de microorganismos hallados ya que, al ser quesos
con alto contenido de humedad, son productos que tienen condiciones optimas

para el crecimiento de bacterias.

Es importante destacar también, que la mayor cantidad de microorganismos no
se encuentran en los quesos con mas alta humedad esto tiene relacién también
al pH que va de 5,64 - 6,32 segun Pastorino, et al. (2003), el pH de quesos
frescos debe estar entre 4,7 a 5,5. lo que se relaciona con el porcentaje de acidez
que va de 0,33 - 0,42 % de &cido lactico.

En la elaboracion de quesos frescos, porcentajes altos de humedad y niveles de
pH bajos determinan agentes que inciden notoriamente afectando
principalmente la textura y sabor durante la conservacion, de forma que una
excesiva protedlisis podria ocasionar defectos como una textura excesivamente

blanda y un sabor amargo (Ramirez, 2012).

Otro factor a tener en cuenta en la elaboraciéon de quesos frescos es el
porcentaje de acidez, mismo que a mas de incidir en el sabor del queso, también
incide directamente en los cambios que experimenta la cuajada del queso,
teniendo ésta una correlacion directa en los fenémenos de sinéresis (es decir; a

mayor acidez, mayor sinéresis) y textura final (Pinho, 2004).

Los valores de Enterobacteriacea se encontraron en 2,07x10? valores que se
encuentran dentro de lo establecido por la normativa ecuatoriana NTE INEN
1528:2012, por lo que no hay peligro para el consumidor, pero sin embargo estos
valores demuestran malas practicas de manufactura y por consiguiente,
representa un riesgo potencial para la salud del consumidor. Al respecto,

Maldonado y Llanca (2008), afirman que la presencia de este género de
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microorganismos en alimentos esta relacionado con malas condiciones de
fabricacion, manejo, almacenamiento y transporte, por lo cual debe existir control
en estas areas, de manera de garantizar un alimento seguro e inocuo para el

consumidor.

El recuento de E. coli esta en un rango entre 3,23x10! y 3,69x10%, que de
acuerdo a la norma ecuatoriana NTE INEN 1528:2012, esta ligeramente por
encima de lo establecido (10 UFC/g), indicando esto contaminacion fecal, por lo
cual se restringe su consumo al poder representar un riesgo de salud para los
consumidores. Al respecto, Duran, et al. (2010) enuncian que recuentos
elevados de coliformes fecales desde >10 hasta <104 NMP/g, evidencian serias
falencias a lo largo de la cadena de produccion de quesos, como es el caso de
la manipulacion e higiene y sefialan que la presencia de este microorganismo en
el producto se debe a diversas condiciones de higiene desde el momento del

ordefo de los animales hasta el almacenamiento o venta de los quesos.

Del mismo modo, ANMAT., (2004), determina que el recuento microbiolégico de
S. aureus para los distintos tipos de queso elaborados para este estudio presenté
un rango de valores entre 4,67 UFC/g y 6,33 UFC/g. Si bien es una presencia
baja, no implica ausencia de este microorganismo, ya que es posible que una
poblacién numerosa pudo haberse reducido a un nimero mas pequefo debido
a una etapa del proceso, por ejemplo, calentamiento o refrigeracion. Por el
contrario, la presencia de S. aureus por encima de los valores permitidos por la
norma puede indicar un riesgo potencial para la salud. En este orden de ideas,
Diaz, et al. (2005) determinan que la presencia de S. aureus manifiesta una gran
deficiencia higiénica y representa un peligro latente como vehiculo de
intoxicacion estafilococica para el publico consumidor, quienes sugieren que su
presencia en muestras de queso blanco se debe al empleo de leche cruda en la

elaboracion y en muchos casos por fallas en las practicas de manufactura.

En lo que se refiere a la presencia de Salmonella spp., los tipos de queso
elaborados para el presente estudio registraron valores de pH dentro del rango
requerido para este microorganismo (3,8 a 9,5), en los tipos de queso estudiados

el promedio de pH en las muestras positivas para Salmonella spp fue de
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5,97+0,32, acercandose este valor al 6ptimo requerido por este microorganismo
7 a7,5 (Cretu, 2009).

Las bacterias prefieren rangos cercanos a la neutralidad pero pueden tolerar pH
de 4 a 9, por tanto, el pH de los quesos analizados no es un limitante para su
crecimiento; segun Citti, et al. (1999), L. monocytogenes mas de 30 dias, aun a
pH 4,0, y en tales condiciones se ha considerado que es mas resistente que los
organismos coliformes, por lo que un alimento libre de coliformes no
necesariamente esta libre de L. monocytogenes. Esto conjuntamente con la falta
de higiene en el proceso de elaboracion convierte al queso en un alimento

peligroso para la salud de los consumidores.

Estos resultados presumen que la contaminacion se estaria produciendo durante
la elaboracién del queso, probablemente por el uso de leche contaminada
(Catéao, 2001). La contaminacion de la leche puede proceder de vacas enfermas
gue padecen mastitis listeriésica asintomatica o de muestras de leche de un

animal con mastitis subclinica (Laciar, 1999).
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