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Resumen

El uso de conservadores es una practica comun en la industria de los alimentos,
por muchos anos se han empleado conservadores sintetizados quimicamente,
redundando en un rechazo por parte de los consumidores de alimentos
procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones. Una de
estas opciones son las bacteriocinas, que son proteinas sintetizadas por algunos

tipos de bacterias, capaces de inhibir el crecimiento microbiano.

Los quesos frescos, especialmente el queso panela, son muy consumidos en todo
el pais, sin embargo la vida util de este producto es muy corta. El empleo de
bacteriocinas representa una alternativa para elaborar quesos frescos mas
duraderos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antimicrobiano de
la nisina, natamicina y lactato de calcio en queso panela, para asi definir cual de
estos conservadores logra aumenta la vida util. Para ello se analiz6 tanto la leche
bronca como el queso panela para comprobar su calidad quimica y microbiologica,
después se elaboraron 6 quesos ,5 para realizar los retos microbianos y uno como
control, en cada caso la leche se pasteurizd y se siguieron las buenas practicas de
manufactura. Se llevd a cabo la prueba de vida util de cada conservador en el
queso panela mediante un conteo microbiano. Tanto las pruebas quimicas como
microbiolégicas se realizaron en base a normas oficiales mexicanas. Se encontro
que la nisina tuvo un mayor efecto bacteriostatico sobre la E. coli en comparacion
con los otros conservadores, mientras que en los casos donde el queso fue
inoculado con S. aureus la nisina logro inhibir por completo el crecimiento de este
bacteria. Del mismo modo en el queso donde se inoculé con Candida albicans la
natamicina inhibié en su totalidad este microorganismo. La nisina resulto ser mas
eficiente para la biopreservacion del queso panela al aumentar su vida util mas

tiempo que los otros dos conservadores.

——
(I
| —
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Introduccion

Los productos lacteos son ricos elementos nutritivos, especialmente para nifios. El
queso es uno de los mejores alimentos, es rico en proteina, nutrientes esenciales
para la vida, contiene calcio y vitaminas, y todas las grasas necesarias para
conservar el calor necesario. En México la elaboracién y consumo de queso fresco

es alto.

El queso es un producto fresco o maduro que se obtiene por la separacion del
suero de leche, que esta listo para el consumo después de la fabricacién, y no
sera sometido a ningun cambio fisico o quimico adicional. Los quesos frescos
suaves y humedos suelen consumirse entre los 1 y 15 dias, antes de que

comience a presentar alteraciones.

La importancia del queso como alimento en todas las sociedades radica en que
representa una forma de consumo indirecto de la leche, ademas de que su
tecnologia es accesible. Dentro de los tipos de queso estan los frescos,
generalmente elaborados con leche cruda de vaca. Por esta razén los quesos
suelen ser vehiculo de microorganismos patdégenos como Staphylococcus aureus,
E. coli o Salmonella. La fuente mas importante de contaminacion es el ordefio y
manejo de la leche, que sumado a las deficientes condiciones higiénicas de
fabricacion del queso provocan que el producto final sea riesgoso para el
consumidor. Por tal razéon es importante buscar alternativas que disminuyan la
presencia de microorganismos patoégenos y la flora responsable del deterioro del

queso fresco.

Existe una tendencia mundial en consumir productos mas frescos y sanos, y lo
mas parecidos a su forma original. Esto debido a que se ha asociado el uso de
conservadores quimicos, a intoxicaciones, cancer y otras enfermedades
degenerativas, como son los benzoatos, nitritos, nitratos, anhidrido sulfuroso,

entre otros (Rodriguez, 2011). Esto genera la necesidad de buscar alternativas de
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conservacion que cubran las mismas propiedades antimicrobianas y

compatibilidad con el alimento.

Para este trabajo primeramente se analiz6 la calidad de la leche con lo que se
trabajo, después se elabord el queso panela siguiendo un método tradicional; al
igual que en la leche, también se evalu6 la calidad del queso fabricado. Se
realizaron retos microbianos inoculando al queso con E. coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans frente a nisina, natamicina y natamicina para
comprobar cual tenia mejor efecto antimicrobiano, finalmente se realizo una vida
de anaquel del queso con cada uno de los conservadores para conocer con cual

prologaba mas la vida util del queso panela.
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Capitulo 1. ANTECEDENTES.

1.1 leche.

La leche es un alimento indispensable en la alimentacion de mamiferos en sus
primeros dias de vida, debido a que satisface los requerimientos nutricionales. Es
considerado uno de los alimentos mas completos que existen, ya que contiene
proteinas de alta calidad, carbohidratos, grasas, vitaminas y sales minerales de
alto valor biologico; ademas de ser una buena fuente de energia. Las propiedades
multifuncionales de la leche la convierten en un ingrediente indispensable en la

elaboracion de una gran variedad de productos.

Puede ser considerada un alimento que cubre todas las necesidades nutritivas del
humano ya que contiene carbohidratos, proteina, grasa, vitaminas, minerales y
distintos biocatalizadores necesarios para mantener y desarrollar los procesos
vitales (Alais, 2003)

1.1.1 Definicion.

La leche se puede definir de varias formas dependiendo el enfoque, a

continuacion se mencionan alguna de ellas.

Definicion bioldgica:

“Es el producto secretado por las glandulas mamarias de una hembra lechera
sana, bien alimentada y no agotada, recogida con limpieza y que no contiene

calostro” (Romero, 2004).

Definicion leqgal:

Es el producto obtenido de la secrecion de las glandulas mamarias de las vacas
sin calostro, el cual debe de ser sometido a tratamientos térmicos u otros procesos
que garanticen la inocuidad del producto; ademas puede cometerse a otras

operaciones tales como clarificacién, homogenizacion u otras, siempre y cuando
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no contaminen el producto y cumplan con las especificaciones de su
denominacion (NOM-155-SCFI-2011).

Definicidon tecnoldgica:

“‘Una emulsion de materia grasa en forma globular en un liquido que muestra
analogias con el plasma sanguineo, este liquido es asimismo una suspension de
materia proteica en un suero constituido por una solucién neutra que contiene,

principalmente, lactosa y sales minerales” (Alais, 2003).

1.1.2 Propiedades fisicas.

La leche es un liquido blanco, opaco, dos veces mas viscoso que el agua. Tiene
un sabor ligeramente azucarado. Es un sistema biolégico muy complejo que posee
mas de 100 sustancias, estas se pueden encontrar en suspension, dispersion
coloidal o emulsion en agua. Estd compuesto por 3 fases como se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1. Fases de la leche.

Fase de la leche Tipo de solucion Componentes
Contiene moléculas de
Acuosa lactosa disueltas, asi como

iones de calcio y vitaminas
hidrosolubles.

Contiene dos coloides
hidrofilicos; la albuminas y
Coloidal las globulinas; estos estan
asociados a un complejo de

caseinato de calcio.

Contiene glébulos de grasa,
generalmente
Emulsion triacilgliceridos, rodeados
de una membrana
lipoproteica con carga
negativa.

Fuente: Luquet. Leche y productos lacteos, Espana, Ed Acriba, 1993.

La caseina es la principal proteina que contiene la leche, se encuentra en
dispersion junto con un gran numero de particulas pequefias que quedan

suspendidas.
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Las micelas de caseina y los glébulos de grasa otorgan a la leche la mayoria de
sus caracteristicas fisicas como el olor y color. Estas caracteristicas se conservan
en los derivados de la leche si no se ha llevado por un proceso de fermentacion o

se ha agregado algun aditivo para modificar estas caracteristicas.

1.1.3 Composicion de la leche.

En general la leche esta constituida por agua, grasa, proteina, carbohidratos,
vitaminas y minerales, asi como otras sustancias que estan presentes en menor
concentracion y que en conjunto forman un sistema estable de mas de 450
compuestos. En la tabla 2 se muestra la concentracion de componentes de

distintas razas de vacas lecheras.

Tabla 2. Composicion quimica de la leche de diferentes razas de vacas.

Raza Agua Grasa Proteina Azlcares Ceniza
88.1 34 3.1 4.6 0.71
87.3 34 34 4.4 0.73
87.3 3.9 3.3 4.6 0.72
86.3 4.5 3.6 47 0.75
85.6 5.1 3.7 4.7 0.74

Fuente: Badui. Quimica de los Alimentos, México, Ed Educacion Pearson, 2013.

Los solidos totales de la leche (grasa y solidos no grasos) representas del 11 al
15% de su composicion y varian de acuerdo a muchos factores, tales como la
raza, la edad de la vaca, el tipo y frecuencia de alimentacién, estado de lactacion,
temperatura ambiente, enfermedades, época del afo, hora del dia de la ordefa,
etc. (Gil, 2010)

Algunos alimentos conducen a la presencia de acidos grasos en la leche que
otorgan diferente sabor y pueden afectar las propiedades fisicas de las grasas.
Algunos ejemplos de esos alimentos pueden ser el nabo, la col o la cebolla; que
cuando se almacena de manera inadecuada en el silo puede llegar a afectar las

grasas de la leche.
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A continuacion se describiran brevemente los componentes quimicos de la leche.
Agua.

El contenido normal de agua es aproximadamente el 87% del total de la leche, sin
embargo la variacion en este valor se puede deber a una alteracion en cualquiera
de sus otros componentes: lactosa, proteinas y sobre todo a la grasa. Por su
importante contenido de agua, la leche permite que la distribucion de sus
componentes sea relativamente uniforme y de esta forma, cualquier cantidad de

leche contiene casi todos los componentes disponibles (Gil. 2010).
Proteinas.

Las proteinas estan formadas por aminoacidos, sin embargo no todas la proteinas
tienen igual valor nutritivo, ya que algunas no contiene la cantidad equilibrada de
aminoacidos esenciales. Las proteinas de la leche son de alto valor nutrimental ya
que contiene todos los aminoacidos esenciales, ademas de contener pequeias
cantidades de aminoacidos que se encuentras en proteinas vegetales. Por esta
razon las proteinas de la leche es una fuente proteica de un alto nivel nutrimental,

economico y de facil acceso a la poblacion en general (Villegas, 2012)
Lactosa.

La lactosa es el principal carbohidrato que contiene la leche, representa cerca del
50% de los sdlidos no grasos y cerca del 30% del contenido caldrico de la leche
bovina. En la leche de vaca representa el 5% del contenido total. Tiene un sabor
edulcorante débil, aproximadamente 6 veces menor que el de la sacarosa y es
sensible al calor; al calentar la leche se produce un pardeamiento originado por la
caramelizacién de las moléculas de lactosa, lo que puede llegar a producir una

disminucion en el valor nutritivo de las proteinas (Gil, 2010).
Lipidos.

La materia grasa es un componente muy importante de la leche por sus

implicaciones tecnologicas y nutricionales. Los lipidos o grasa de la leche pueden
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constituir desde el 3.5% hasta el 6% de la leche, esto es ocasionado por la
variedad de la raza de la vaca y por el tipo de alimentacion principalmente. Se
encuentra en la leche en forma de pequenos glébulos esféricos emulsionados en
el suero de la leche, el tamano de estos globulos varia entre 2 a 10 um de
diametro dependiendo de factores como la raza o el periodo de lactacion. Cada
glébulo de grasa contiene colesterol, vitaminas liposolubles vy triglicéridos
insaturados en su interior, los cuales se encuentran rodeados por una capa de
triacilgliceridos solidos, fosfolipidos y proteinas asegurando asi la estabilidad de la

emulsion.

Hasta hace unos anos, el precio de la leche se establecia en funcién del contenido
de grasa, y aunque hoy en dia el panorama ha cambiado y ahora se consideran
otros componentes como la cantidad de proteina, aun juega un papel importante;
dado que el precio de la mayoria de productos depende de la cantidad de grasa
que contengan. En aspecto nutritivo, ademas de otorgar energia, sirve como

portador de vitaminas liposolubles (Belitz 2009).
Vitaminas.

Las vitaminas son sustancias organicas esenciales para el desarrollo de la vida y
deben ser aportadas por los alimentos en cantidades suficientes. La leche figura
entre los alimentos que contienen la variedad mas completa de vitaminas a pesar

de que algunas se encuentren en cantidades muy pequeias o despreciables.

La leche fresca recién ordefiada contiene la mayor cantidad de vitaminas. Los
tratamientos tecnologicos a los que es sometida la leche pueden disminuir el
contenido vitaminico, en especial de la vitamina C. Las vitaminas liposolubles A,
D, E y K se encuentran interaccionando con los glébulos de grasa, principalmente
en la membrana y su contenido en la leche depende directamente de la dieta a la
cual es sometida la vaca. Por su parte en el suero se localizan las vitaminas
hidrosolubles tales como la riboflavina, Be y B12, biotina, niacina, tiamina y acido
pantoténico; sus concentraciones no dependen tanto de la dieta de la vaca, por lo

qgue su concentracion se mantiene practicamente constante (Gil 2010).
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1.1.4 Propiedades fisico-quimicas.

Dentro de las propiedades fisico-quimicas de la leche se encuentran la acidez, el
pH, punto de congelacion, densidad, entre otras; cada una de estas propiedades
estan relacionadas con la composicion quimica de sus constituyentes de

suspension o emulsion de la leche. Estas propiedades se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la leche.

Propiedad Caracteristicas Limites
La leche es blanca y opaca debido a los fendmenos de
reflexion y dispersion de la luz que provocan las Blanco a
particulas en dispersion coloidal, este color puede ligeramente
estar ligeramente matizado por la mayor o menor amarillo.
rigueza de carotenos de la materia grasa.
El pH de la leche suele tener un valor entre 6.5y 6.8, Acidez
un aumento o disminucion de este valor puede expresada en
significar una adulteracion. La leche natural obtenida Acido lactico
en condiciones higiénicas y que presenta una variaciéon (g/L).
de acidez indica una riqueza proteica. Todos los 1.3-1.7 g/L
componentes capaces de combinarse con iones (NOM-155-SCFI1-2011)
basicos constituyen la acidez de la leche.

El punto de ebullicién esta en funcién de la 100.5°C a
concentracion de soélidos en la leche; al aumentar esta presién
concentracion el punto de ebullicién también tendra un atmosférica

aumento. normal

El punto de congelacion presenta un descenso
directamente proporcional a la concentracion de sales
minerales en solucién. La concentracion de lactosa e -0.53a-0.56 °C
iones como cloruro, sodio y potasio explican mas del | (NOM-155-SCF1-2011)
80% de la disminucion del punto de congelacion. Las

variaciones superiores a -0.52°C indican una
adulteracion.

La densidad debes ser medida normalmente a 30°C
con el fin de que la materia grasa se encuentre liquida,
de lo contrario la densidad de la leche aumentaria. La | 1.029-1.031 g/ml

adulteracion de la leche por desnatado o por dilucién | (NOM-155-SCFI-2011)

de leche desnatada aumenta su densidad, mientras
que la dilucién con agua la disminuye

Elaborado a partir de NOM-155-SCFI1-2011 y Belitz, (2009)
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1.1.5 Microbiologia de la leche.

La leche debido a su composicidén quimica y a su elevada actividad de agua, es un
magnifico sustrato para el crecimiento de una gran variedad de microorganismos.
De entre los que se pueden encontrar en la leche, unos son benéficos, otros son
alterantes y algunos perjudiciales para la salud. La recogida, almacenamiento y
transporte de la leche son operaciones que deben realizarse con maxima higiene
posible para conseguir una leche cruda de gran calidad microbiologica. Los grupos

microbianos mas importantes pueden dividirse como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Bacterias que se pueden encontrar en la leche.

Grupo Caracteristicas

1. Atacan la lactosa produciendo acido
lactico.

Participan en la degradacion de
proteina.

Producen compuestos que dan
sabor y olor.

w N

Genero Bacilus y Clostridium
Son destruidas a temperaturas
mayores a 100°C.

Pueden producir gas.

=W N —

Sobreviven a temperaturas bajas
<5°C.
Producen cambios indeseables

Alteran la leche acidificandola.

Dan mal aspecto y sabor a la leche.
La leche se convierte en vehiculo de
especies patégenas.

WN =N

Fuente: Ceballos. (2009) “Manipulacion de alimentos en los lacteos y derivados” Espafa, editorial

Formacion Alcala.

1.1.6 Calidad de la leche.

La leche es un producto muy sensible a la degradacion producida por agentes
microbiolégicos que afectan su calidad y su aprovechamiento nutricional.
Asimismo las enfermedades que afectan al ganado pueden influir directamente en
su calidad e inocuidad, lo cual representa un peligro potencial para la salud publica
si no se aplican practicas de higiene durante las etapas de ordefio, transporte,

manufactura y procesamiento.

10
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La calidad de leche cruda destinada a la obtencién de distintos productos para
consumo humano depende de numerosos factores relacionados con la produccién
de la granja donde se encuentra el ganado lechero. La higiene personal y las
normas de manipulacion sanitaria, asi como la desinfeccién y limpieza del area de
trabajo son factores clave para la obtencion de productos lacteos de buena
calidad. Estas acciones previenen que se contamine el producto al reducir o
eliminar los riesgos, garantizando de esta manera que los productos sean seguros
y que no representan una amenaza para las personas que los consumen (Juarez,
2011).

Cuando la leche llega a la planta se somete a una serie de pruebas para confirmar
que su calidad permite los tratamientos térmicos; dentro de estas pruebas se
encuentran las denominadas “de anden”. Generalmente los analisis que se
realizan sobre la leche cruda cuando llega a la industria son: (Gonzalez y col.
2010).

e Caracteristicas organolépticas.

e Presencia de antibioticos.

e Adulteraciones con agua.

e Contenido graso.

e Contenido de solidos lacteos no grasos.
e Extracto seco.

e Recuento microbiano.

e Entre otras.

1.1.7 Componentes peligrosos en la leche.

Las sustancias potencialmente peligrosas pueden pasar a la leche a partir de la
alimentacion de las vacas, del ambiente y en el caso de algunos antibiéticos. Por
razones obvias, la atencion se ha centrado en las sustancias cuyos efectos son
mas conocidos, pero se cree que las pequenas cantidades de contaminantes
ambientales que siempre estan presentes pueden constituir un peligro a largo

plazo.

11
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v Antibidticos y otras sustancias antimicrobianas.

v

Se utilizan ampliamente en los tratamientos contra la mastitis, los cuales se
administran por via intramamaria, los antibiéticos mas empleados contra la
mastitis es la penicilina G, ampicilina, tetraciclina y sulfamidas. Los residuos
persisten en la leche hasta 4 dias después de la administracion de un
tratamiento de mastitis. Los efectos a corto plazo conocidos son la
posibilidad de fuertes reacciones alérgicas en las personas sensibles, la
posible carcinogenicidad si la exposicion es prolongada y el desarrollo por

los microorganismos resistentes a los antibiéticos (Villegas, 2010).

Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos producidos por numerosos mohos. En
muchos casos los efectos toxicos se manifiestan como cancer o alteracion
lenta de organos debido a la ingestion durante largos periodos. Las
micotoxinas pueden llegar a la leche a través del consumo de alimentos
infectados con hongos. Las que aparecen en la leche con mayor frecuencia
son las aflatoxinas producidas por algunas cepas de Aspergillus flavus, las

cuales son toxicas para el higado y carcinogénicas.

Compuestos quimicos del ambiente.

Se ha comprobado que muchos compuestos quimicos se degradan
lentamente y se acumulan niveles importantes en el medio ambiente. Existe
una preocupacion especial respecto a dos tipos de contaminantes, los
productos agroquimicos y los bifenoles policlorados. Se debe controlar el
uso de productos agroquimicos como herbicidas y pesticidas para evitar la
contaminacién al entorno lechero, el descuido o el uso irresponsable
representa un riesgo y es una de las causas de contaminacion de la leche
(Varnam, 1998).

Plantas venenosas.

12
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Las sustancias téxicas pueden llegar a la leche como resultado de la
ingestion de plantas venenosas por las vacas. En muchos casos las propias
vacas se envenenan y se considera que en el buen manejo de la
explotacion se ha de incluir la eliminacion de plantas perjudiciales del pasto.
(Villegas, 2010).

1.1.8 Alteraciones de la leche.

v" Agriado o formacion de acido lactico.
La formacién de acido lactico se manifiesta por un olor agrio y la
coagulacion de la leche, que produce una cuajada débil que libera un suero
claro. Los gérmenes lacticos pueden ser homofermentativos, que proceden
casi exclusivamente acido lactico, o heterofermentativos, que produce
ademas de acido lactico, cantidades de productos volatiles (compuestos

aromaticos) (Villegas, 2012).

v Produccion de gas.
Las especies formadoras de gases mas importantes son del género
Clostridium, bacterias coliformes, aerobacilos que liberan tanto hidrogeno
como dioxido de carbono y las levaduras y gérmenes que producen solo

diéxido de carbono.

v Protedlisis.
La hidrdlisis de las proteinas lacticas por accion microbiana se acomparna
en general de la produccion de un sabor amargo producido por algunos
polipéptidos. Las alteraciones producidas por los microorganismos
proteoliticos son la protedlisis y la produccidon de acido; las enzimas

bacterianas pueden producir leche cortada (Ceballos, 2009).

1.1.9 Tratamientos y procesos de conservacion de la leche.

La leche es un alimento con una alta calidad nutritiva y una fuente valiosa de

vitaminas y minerales, sin embargo, se deteriora con gran rapidez, la leche bronca
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tiene un tiempo de conservacion muy corto. Existes diversos métodos para
prolongar la vida util de la leche y sus derivados lacteos, siendo cada vez mayor el
numero de tecnologias que se pueden aplicar para mejorar la calidad e inocuidad
de la leche (FAO/OMS, 2000).

En la leche las alteraciones de origen microbiano son mas frecuentes y, sobre
todo, las primeras en aparecer, por lo tanto los métodos de conservacion tienden a
detener la proliferacion microbiana. Uno de los métodos mas comunes de
conservacion de los alimentos es mediante un calentamiento que destruye a los
microorganismos Y las enzimas dafiinas. Existen diferentes métodos que varian en
la temperatura y el tiempo de proceso. Antes del calentamiento la leche se somete
a una centrifugacion para eliminar particulas extrafias como células de las
glandulas mamarias, leucocitos y otros posibles contaminantes; ademas se

somete a una estandarizacién del contenido de grasa mediante centrifugacion.

La accion del calor se distingue de la accion del frio por el hecho de que el calor
es capaz de destruir microorganismos y no solo dificultar su desarrollo. El
tratamiento de la leche por el calor no es solo un método de conservacion, es mas

un método de higienizacion (Badui, 2013).

1.1.9.1 Pasteurizacion.

En 1933, Charles Porcher definié exactamente el objetivo de la pasteurizacion,
“pasteurizar la leche es destruir en ella, por el empleo apropiado del calor, casi
toda su flora banal y la totalidad de su flora patégena, procurando alterar lo menos
posible la estructura fisica de la leche, su equilibrio quimico, sus diastasas y

vitaminas”.

Actualmente se lleva a cabo en sistemas continuos de intercambiadores de calor
de placas o de tubos. Esta calculada para la reduccion de 12 ciclos logaritmicos
de la cuenta microbiana de C. burnetii. En la figura 1 se puede observar la relacién

del tiempo-temperatura con la destruccion de microorganismos patégenos.
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La leche entera se debe de llevar a un proceso de estandarizacién de la materia
grasa, mezclando la leche entera con leche descremada, esto con el fin de
alcanzar los porcentajes exigidos por la legislacion. Para evitar la separacion de la
capa superficial de nata y la formacién de tapones de grasa, la leche se

homogeniza.
Se pueden encontrar dos métodos de pasteurizacion de la leche:

1. Pasteurizacidn baja: es un método lento que generalmente se realiza de
manera discontinua, consiste en calentar la leche a 63°C durante un
periodo de 30 minutos; con la ventaja de que no modifica las propiedades
de la leche.

2. Pasteurizacion alta: En este caso la leche se calienta hasta alcanzar los 72
°C durante 15 segundos, provocando una coagulacién parcial de las

globulinas y de las albuminas.
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Figura 1. Pasteurizacion y ultrapasteurizacion de la leche y su relacién con la destruccion de
microorganismos.

Fuente: Badui (2013).
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Proceso de pasteurizacion.

La leche que va a ser pasteurizada recibe un tratamiento térmico a través de un
intercambiador de calor, que normalmente es de placas y en algunas ocasiones de
tubos. Un pasteurizador de placas esta constituido por cuatro secciones distintas,
cada una formada por un conjunto de placas de acero inoxidable rectangulares
encajadas entre si. La leche que entra al pasteurizador a una temperatura de 4 °C,
se precalienta en la seccidbn de recuperacion o regeneracion, en donde el
intercambio de calor se produce entre la leche fria que llega y la leche ya
pasteurizada que sale del sistema. La leche precalentada pasa a la seccion de
pasteurizacion en donde se calienta a una temperatura de 72 a 75°C con agua
calentada con vapor. La leche se mantiene a esa temperatura durante 15
segundos en el tubo de retencion y pasa través de una valvula de desviacion de
flujo antes de volver de nuevo a la seccion de recuperacion para ceder su calor a

la leche que esta entrando al intercambiador.

1.1.9.2. Ultrapasteurizacion.

Los tratamientos de ultrapasteurizacion estan disefiados para obtener un producto
comercialmente estéril, que no contenga microorganismos patogenos y que
almacenados y transportados en condiciones adecuadas, presenten muy pocas
posibilidades de alterarse durante un tiempo aceptable. Este método se basa en la
eficiencia bacteriolégica de un tratamiento térmico a alta temperatura durante un
tiempo muy corto, constituye un proceso decisivo en la preparacion de las leches

liquidas de larga conservacion.

La temperatura de calentamiento es de 138 a 150 °C durante un tiempo de 4 a 15
segundos, seguido de un envasado aséptico. Este procedimiento térmico destruye
practicamente todos los microorganismos y las enzimas mas termoresistentes.
Este proceso puede extender la vida de anaquel hasta por 6 meses (Coimbra,
2010).

Existen dos métodos de ultrapasteurizacion:
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Calentamiento indirecto: Se lleva a cabo en intercambiadores de calor de tubo o

de placas. El flujo de la leche debe ser en régimen turbulento para asegurar una
transferencia rapida de calor. Se precalienta la leche hasta alcanzar los 65 a 75 °C
en un recuperador, después pasa a un homogeneizador que la impulsa a presion
a la seccion de esterilizacion (138°C a 150°C) vy, finalmente a la seccién de

enfriado.

Calentamiento directo: En este caso la leche entra en contacto directo con vapor

de agua grado alimenticio. La mezcla intima de la leche y el vapor origina una
elevacion muy rapida de la temperatura. Sin embargo, se observa cierta
condensacion de vapor durante el calentamiento que provoca una dilucidén de la

leche del orden del 10% de su peso.

1.1.10 Produccioén de leche.

Mundial.

El consumo y el comercio mundial de los alimentos en general y de los productos
lacteos en particular esta influenciado por un conjunto de factores referidos al
contexto macroecondmico esperado y a la evolucién de la poblacion mundial y su
localizacion, asi como las politicas de apoyo a la produccion y comercializacidén en
los distintos paises y de las negociaciones internacionales. Todos ellos afectan la

demanda, la oferta y el comercio mundial (Garcia, L., y Aguilar, A., 2005).

En la ultima década el crecimiento del consumo mundial de lacteos dependid en
gran medida del aumento de la poblacion mundial. Aproximadamente el 70% de
los aumentos en la demanda se atribuyen a este factor. Es importante sefalar que
el consumo total de leche a crecido a una tasa de 1.6%. En la siguiente grafica se

puede observar la produccion mundial de leche en el 2013.

——
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Figura 2. Produccion mundial de leche fresca. Fuente Sagarpa (2015).

Nacional.

La produccion de leche representa la quinta parte del valor total de la produccion
nacional pecuaria, siendo la tercera en importancia superando la produccion de
cerdo y huevo. El crecimiento en la produccién primaria, a pesar de ser importante
y mostrar indices superiores al crecimiento de la poblacion, no son suficientes
para satisfacer a una industria que ha logrado una transformacién profunda,
obtenida en base a calidad y desarrollo de nuevos productos, lo que ha provocado
en la poblacion un mayor consumo de estos productos. En la figura 3 se puede
observar la produccién anual de leche a nivel nacional, cabe mencionar que el aho

2015 es una proyeccion de los resultados obtenidos hasta junio del mismo afio.
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Figura 3. Produccion nacional de leche fresca

Fuente. Sagarpa 2015.

1.1.11 Derivados lacteos.

Existe una amplia variedad de derivados lacteos. De manera general podemos

encontrar diferentes tipos de leches, queso, mantequillas y algunos postres. En la
siguiente tabla se describen algunos de estos.

Tabla 5. Derivados lacteos.

Leche pasteurizada.

Es la leche procesada que no * Leche esterilizada.
constituya un riesgo para el * Leche ultrapasteurizada.
consumidor.

« Leche concentrada azucarada

Es aquella a la que se le ha no esterilizada.

extraido cierta cantidad de agua. * Leche concentrada no
azucarada.

Es la leche que se ha sometido a * Polvo de leche entera.

deshidratacion. .

Polvo de leche descremada.




S
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Es una leche con elevado
contenido graso.

* Crema para batir.
* Crema para café.
» Crema fermentada o acida.

Es una mezcla pastosa con un
contenido graso 80% o mas, que

* Mantequilla de crema dulce.
* Mantequilla de crema

se obtiene batiendo la crema. fermentada.
*  Yogurt

Son productos acidificados por o Kéfir

medio de un proceso de * Mazada

fermentacion.

Es una mezcla de proteinas, grasa
y otros componentes; dicha mezcla

* Queso fresco no madurado
(queso panela).
*  Queso pasta blanda

se separa de la fase acuosa de la (Camembert).
leche después de la coagulacién * Queso pasta firme
de la caseina. (Manchego).
*  Queso de pasta dura
(Parmesano).
Son mezclas de diferentes clases * Queso fundido en bloques.
de quesos fundidos. En este (tipo Cheddar).

proceso, se ainade agua y aditivos
al queso fragmentado para obtener
una emulsion estable.

* Queso fundido en rebanadas
(queso amairillo).

* Queso fundido untable (queso
Philadelphia).

Fuente: Elaboracion propia con informacién obtenida de Kirchner y col., “Elaboracion de productos
lacteos”, 2010.

1.2. Queso.

La elaboracién de queso es seguramente la forma mas antigua de procesado de la
leche. La produccion de leche siempre va unida al intento del hombre por
conservar, la tan valiosa y a la vez deteriorable proteina de la leche (Spreer,
1991).

El queso constituye una forma ancestral de conservacion de las proteinas y de la
materia grasa, asi como de una parte del calcio y del fésforo, cuyas cualidades
nutritivas y organolépticas son apreciadas por el hombre en casi todas las

regiones del mundo (Mahaut, 2003).
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1.2.1 Historia.

Aunqgue no se conoce su origen con exactitud, se cree que el queso se origind en
la zona comprendida entre los rios Tigris y Eufrates, a partir de las leches de cabra
y oveja que eran trasportadas en los odres de piel. Cabe suponer que los pastores
empleaban estdomagos de rumiantes, donde esta contenido el cuajo, para
trasportar la leche de sus rebafos. De este modo se formaria la cuajada, de la que
se separaria el suero al agitar los odres de piel. El suero era consumido como
bebida refrescante, y la cuajada una rica fuente de proteinas. La domesticacion
de animales se remonta a 10,000 o 12,000 afios antes de nuestra era, en el
Neolitico cuando el hombre dejo de ser ndomada y se hizo sedentario practicando
la agricultura y la ganaderia, es ahi donde parece seguro que el queso aparecio.
En el templo de la gran diosa de la vida Ninhursag, de Bagdad, se encontré el
célebre friso sumerio “la lecheria” que data entre 2500 y 3500 a.C. y muestra en

imagenes las principales fases de la produccion de queso (Lara, 2012).

1.2.2 Definicion.

Los quesos son productos elaborados de la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicién de crema,
obtenida de la coagulacion de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas
apropiadas, acidos organicos comestibles con o sin tratamiento ulterior, por
calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicibn de fermentos de
maduraciéon, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su

proceso ser: frescos, madurados o procesados. (NOM- 243- SSA1-2010).

1.2.3 Clasificacion de los quesos (Lara, 2012 y NOM-243-SSA1-2010).

La clasificacion de los quesos puede basarse en aspectos culturales, juridicos,
dietéticos, técnicos o gastrondmicos entre otros. A continuacién citamos los mas

comunes.

21

——
| —



Queso Panela Ke-j

Clasificacion por el tipo de leche utilizada.

Esta clasificacion esta basada en la especie de animal productora de la que se ha

obtenido la leche utilizada para elaborar queso.

e Queso de vaca.
e Queso de oveja.
e Queso de cabra.

e Queso de mezcla.

Clasificacién por el tratamiento de la leche.

El tratamiento al que se somete la leche antes de empezar el proceso de
elaboracion del queso determina en buena medida las propiedades organolépticas

del queso resultante.

e Queso de leche cruda.

e Queso de leche pasteurizada.
¢ Queso de leche termizada.

¢ Queso de leche microfiltrada.

e Queso de suero.

Clasificacion por su textura.

Esta clasificacién se realiza teniendo en cuenta el porcentaje de humedad sin
considerar su grasa. Se denomina %HSMG (Porcentaje de Humedad Sin Materia

Grasa). La designacion es la siguiente.

e Queso de pasta extra dura: menos de 51% de humedad.
¢ Queso de pasta dura: entre 46 y 56 % de humead.

¢ Queso de pasta semidura: entre 54 y 63% de humedad.

¢ Queso de pasta semiblanda: entre 61 y 69% de humedad.

¢ Queso de pasta blanda: mas del 67% de humedad.
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Clasificaciéon por contenido en materia grasa.

La designacion es %G/ES (Porcentaje de Grasa sobre Extracto Seco). Segun este

criterio se distinguen los siguientes quesos:

Queso extra graso: mas de 60% G/ES.

Queso graso: entre el 45y 60% G/ES.

Queso semigraso: entre 25y 45% G/ES.
Queso semidescremado: entre 10 y 25% G/ES.

Queso descremado: menos del 10% G/ES.

Clasificacion por tipo de produccion.

Segun este criterio podemos distinguir los siguientes tipos de queso:

Quesos artesanales. Son elaborados siguiendo métodos tradicionales y en
queserias pequefias o familiares.
Queso de granja. Son elaborados siguiendo métodos tradicionales y en la
propia granja, utilizando solo la leche cruda procedente de animales criados
en su explotacion.
Quesos de cooperativa. Se realizan con la leche de los propios miembros
de la cooperativa, que disponen de una dimensién mas amplia y la
fabricacion esta semiautomatizada.

Quesos industriales. Son productos obtenidos a partir de leche adquirida
en diferentes granjas. La elaboracidbn sigue un proceso totalmente

automatizado y es a gran escala.

Clasificacion por tiempo de maduracion.

Segun su tiempo de maduracion los quesos reciben los siguientes nombres:

Queso fresco: sin maduracion.
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e Queso tierno: menos de 7 dias.

e Queso semicurado: de 20 (menos de 1.5 Kg) a 35 dias (mas de 1.5Kg).
e Queso curado: de 45 (menos de 1.5 Kg) a 105 dias (mas de 1.5Kg).

e Queso viejo: de 100 (menos de 1.5 Kg) a 180 dias (mas de 1.5Kg).

e Queso afejo: mas de 270 dias.

Clasificacion por tipo de elaboracion.

Existe una categoria muy extendida, de origen francés, que divide los quesos en

ocho grandes familias. Las cuales son:

¢ Quesos frescos. Son quesos sin maduracion que se obtienen directamente
de la coagulacion de la leche, sin pasar por ninguna otra fase mas que, en
algun caso, un ligero prensado o moldeado.

¢ Queso de pasta fundida. Se han fabricado a partir de diferentes variedades
de quesos. Estos son rallados, mezclados y calentados hasta que se
funden, de manera que se les pueda dar la forma deseada. Son de facil
conservacion, incluso sin refrigeracion.

e Quesos de pasta blanda y corteza enmohecida. Son quesos blandos y
cremosos que se caracterizan por una cuajada mixta. Después del salado,
se coloca en moldes y la superficie se espolvorea con mohos,
especialmente el Penicillium candidum.

e Queso de pasta blanda con corteza lavada. Son quesos de coagulacion
mixta. Durante la maduracion, los quesos son volteados con frecuencia
(dos a tres veces por semana), cepillados y lavados con una solucién de
agua y sal, vino, cerveza o aguardiente y ocasionalmente con cultivo
bacteriano.

e Quesos azules. Esta caracteristica es producida por la accion del moho
Penicillium roqueforti, cuyo crecimiento se provoca en el interior de estos

quesos durante la maduracion.
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e Quesos de cabra. No se distinguen por su modo de elaboracién, sino por su
leche y, por tanto, pueden pertenecer a las diferentes familias de
elaboracion.

e Quesos de pasta prensada sin cocer. Es un queso elaborado con leche
cruda cuya cuajada se fragmenta, se tritura, se sala y se prensa en moldes

antes de su curacion.

1.2.4. Composicion quimica de algunos tipos de quesos.

En México existe una gran variedad de quesos tanto artesanales como
industriales. Los cuales, dependiendo de su composicién quimica, pueden ser mas
susceptibles que otros a un crecimiento microbiano si no se cumplen las buenas
practicas de manufactura en el momento de elaboracion del queso o de un mal

procesamiento del mismo.
En la Tabla 6 se muestra la composicion quimica de algunos quesos mexicanos.

Tabla 6. Composicion quimica de distintas variedades de queso.

NOMBRE TIPO DE MADUR | % H,0 % % % % %
PASTA ACION SOLIDOS | GRASA | PROTEINA | CENIZAS | SAL
TOTALES TOTAL
Blanda No 58.0 |42.0 20.0 |18.2 3.8 2.2
Hilada No 50.7 | 49.3 212 | 244 3.7 1.9
Semidura Si 37.5 | 67.5 36.1 23.7 2.7 2.0
Semidura Si 440 | 56.5 29.6 22.7 3.7 2.3
Hilada No 49.0 |52.0 235 240 3.5 1.8
Dura Si 39.4 | 62.6 253 |28.38 6.5 4.5
Blanda No 49.0 |53.0 23.5 |23.9 3.6 -

Fuente: Villegas de Gante. “Tecnologia quesera”, 2012.

1.2.5. Generalidades sobre tecnologia quesera.

La fabricacién de queso comprende 4 grandes etapas:
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Estandarizacion.
Coagulacién (enzimatica y/o lactica).
Desuerado.

Afinado (maduracion).

1.2.5.1 Estandarizacion

La calidad de la leche de queseria puede definirse como la aptitud para producir

un buen queso en condiciones normales de trabajo con un rendimiento
satisfactorio (Mahaut, 2003).

Con la finalidad de satisfacer las variaciones fisicoquimicas y bioldgicas de la

leche se estandariza el contenido de sus componentes principales (grasa, proteina

y calcio) y también la calidad higiénica de la misma.

Proteinas de la leche. Se regulan entre 35 y 40 g/L por medio de diferentes
técnicas: eliminacion del agua por evaporacion u osmosis inversa,
concentracion por nanofiltracion, por ultrafiltracion, por microfiltracion o por
enriquecimiento en caseinatos (Mahaut, 2003).

Grasa de la leche. Se pude estandarizar, mezclando leche entera con leche
descremada (Spreer, 1991).

Equilibrio del calcio. Las industrias utilizan el CaCl2 a una dosis que varia
entre 50 y 200 mg/L de leche, mejorando de esta forma la aptitud para la
coagulacion de la leche.

Calidad higiénica. Consiste en la estandarizacion biolégica por tratamiento
térmico, bactofugaciéon o microfiltracion, seguida de la adicién de flora
controlada (Mahaut, 2003).

1.2.5.2. Coagulacion.
Existen principalmente dos vias o formas de precipitar las caseinas de la leche:

por medio de la renina o cuajo, o bien, acidificacion cercana al punto isoeléctrico
de las caseinas (pH=4.6) (Badui, 2013).
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Coagulacién acida.

Consiste en la precipitacion de las caseinas en su punto isoeléctrico (pH= 4.6) por
acidificacién biolégica con la ayuda de fermentos lacticos que trasforman la

lactosa en acido lactico o por la adicion de acidos organicos (Mahaut, 2003).

La acidificacion acarrea una disminucion de las cargas negativas de las micelas y
por lo tanto una disminucion de la capa de hidratacion y de las repulsiones
electrostaticas, asi como una solubilizacién del calcio y del fésforo mineral, lo que
supone una peérdida de estructura de las micelas de caseina con una
reorganizacion de las proteinas para formar una red tridimensional o gel (Mahaut,
2003).

Cuando el pH se ajusta a 4.6, ocurre una protonacion de los carboxilos libres (de
las caseinas), la consecuente eliminacién de las cargas negativas y la interacciéon
y precipitacion de las proteinas (Badui, 2013). En este punto, el fosfocaceinato de
calcio disperso coloidalmente se convierte en un gel. Cuando se forma el gel, las
moléculas de caseina se unen en puntos estratégicos para formar espacios
capilares que atrapan el liquido (Charley, 2012). El gel que se forma, presenta una
elevada friabilidad, junto con una elasticidad y una plasticidad practicamente
nulas, debido a la falta de estructuracion de la red. Las uniones son de poca
energia de tipo hidrofébico y poco resistentes ante tratamientos mecanicos
(Mahaut, 2003). Si esta leche cuajada o coagulada se rompe por el batido o al
cortarse, el liquido sale y el gel se separa en dos fases, la parte acuosa de la

leche llamada suero y la parte rica en caseina llamada cuajada (Charley, 2012).
Coagulaciéon enzimatica.

Consiste en trasformar la leche del estado liquido al estado de gel por la accion de

enzima proteoliticas, casi siempre de origen animal (Mahaut, 2003).
Este fendmeno se distingue en tres fases:

e Primera fase o enzimatica: desencadena la coagulacion mediante la

hidrolisis (rompimiento) de la caseina k a nivel de la unién entre la
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fenilalanina (105) y la metionina (106) (Mahaut, 2003). Lo que origina dos

péptidos con propiedades marcadamente diferente:

- El macropeptido o caseinomacropéptido (CMP), que comprenden los
residuos 106-109, es una molécula hidrofilica y soluble que se
desprende de la micela de caseina y se difunde en el suero.

- La para-k-caseina, formada por los residuos 1 a 105, es una molécula
fuertemente hidrofébica, que tras la hidrdlisis permanece atada a la
micela (Villegas, 2012).

e Segunda fase: corresponde a la coagulacion propiamente dicha y comienza
cuando, a un pH de 6.6, el 80-90% de la caseina k es hidrolizado. EI CMP
se separa de la caseina K y la micela pierde su caracter hidréfilo. Las
uniones hidréfobas y electroestaticas se estabilizan entre las micelas
modificadas y preparan la formacién del gel.

e Tercera fase: Las micelas agregadas experimentan profundas
reorganizaciones por la aparicion de uniones fosfocalcicas y posiblemente
por puentes disulfuro entre las paracaseinas (Mahaut, 2003). Esto se
traduce en la estructuracion en forma de malla o red tridimensional, que

constituye la matriz de la cuajada quesera (Villegas, 2012).

Coagulacién mixta.

Resulta de la combinacion del cuajo y la acidificacion. La multitud de
combinaciones que conducen a los distintos estados de equilibrio especificos esta
en el origen de la gran diversidad de quesos de pasta blanda y de pasta prensada
no cocida (Mahaut, 2003).

1.2.5.3 Desuerado.
Esta fase consiste en la eliminaciéon, parcial del lactosuero atrapado ente las

mallas de gel formado por la via acida y/o enzimatica. El desuerado comienza en
las tinas o recipientes de coagulacion, prosigue en los moldes y posteriormente en

el secado.
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e Desuerado del gel lactico. Es lento y da lugar a una cuajada
heterogénea, teniendo en cuenta que en la cuajada se produce un
escaso desuerado debido a una estructura desmineralizada. La red
poco estructurada soélo experimenta una débil contraccion. Estas
cuajadas no pueden soportar las acciones mecanicas fuertes. Sin
embargo el coagulo es desuerado segun diversos procedimientos
(desuerado en bolsas de tela, centrifugacion, ultrafiltracién).

e Desuerado del gel enzimatico y del gel mixto. Presenta una cohesion,
una elasticidad y una porosidad fuerte, pero una escasa permeabilidad.
Con la finalidad de obtener una cuajada con un elevado contenido en
materia seca, es necesario realizar diversas operaciones, como el corte,
la agitacion, el calentamiento, el prensado, el salado y el secado.
(Mahaut, 2003).

1.2.5.4. Afinado.
El afinado o maduracién corresponde a una fase de digestion enzimatica de los

constituyentes de la cuajada. Se trata de un proceso bioquimicamente complejo:

Por un lado, la matriz procedente de la coagulacién y del desuerado de la
leche presenta una gran heterogeneidad fisicoquimica.

Por otro lado, las enzimas que intervienen en el afinado tienen distintos
origenes. Pueden estar presentes desde el principio en la leche (plasmina,
lipasa, etc.), ser anadidas a Ila leche (enzimas coagulantes,
microorganismos), o producidas durante el afinado por sintesis microbiana

(bacterias, levaduras y mohos).

Constituye un ecosistema complejo y un biorreactor imperfecto. El afinado esta

dominado por tres grandes fendmenos bioquimicos:

La fermentacion de la lactosa.
La hidrolisis de la materia grasa.

Y la degradacion de proteinas.
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Las trasformaciones confieren a la pasta del queso nuevas caracteristicas.
Modifican su aspecto, su composicion, su consistencia. Al mismo tiempo, se

desarrolla el sabor, el aroma y la textura (Mahaut, 2003).

1.2.6. Produccion de queso en México.

En México, el queso se ha elaborado desde tiempos de la colonia, cuando los
conquistadores espanioles trajeron los primeros rebafios de cabra y ovejas, y luego
ejemplares de ganado bovino. Actualmente, en México se elabora mas de una
treintena de tipos diferentes de queso, la mayor parte artesanal y de difusion
regional. Los quesos de mayor preferencia entre los mexicanos, en orden
decreciente en el lapso 2000-2008 fueron: el panela, el doble crema, el tipo

Manchego y el Oaxaca (Villegas, 2012).

Al concluir el mes de mayo del 2015, la elaboracion de quesos alcanzo un
volumen de 144 mil 678 toneladas, con un valor en el mercado de 6 mil 464 MDP.
Siendo los mas producidos en este periodo el queso panela con 17%, fresco con
16% y Chihuahua con el 16% (SAGARPA, SIAP, 2015). En la figura 4 se muestra
la participacion de los diferentes quesos producidos en México durante el periodo
de Enero a Mayo del 2015.

Crema Otros

6% 4%

Doble crema
8%

Figura 4. Produccion de queso en México (Enero-Mayo 2015). Fuente: SIAP, SAGARPA junio
2015.
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En México, de forma convencional, se pude clasificar a la industria quesera en tres

extractos, segun el volumen de leche que procesan diariamente:

e Pequena. Trasforma volumenes menores de 2000 Lt./dia.
e Mediana. Procesa entre 2000 y 20 000 Lt./dia.

e Gran industria. Trata volumenes mayores a 20 000 Lt./dia.

Es necesario poner énfasis en el contraste entre la industria quesera pequefia y
artesanal, y la gran industria, algunas veces trasnacional. La industria mediana

posee rasgos intermedios.

De tal manera que mientras existen escasas empresa (algunas de ellas de capital
extranjero) en donde se controla con escrupulo la calidad de la leche y se
estandariza su contenido empleando instrumental de laboratorio adecuado, a la
par que se controla rigurosamente el proceso de elaboracion, existen
innumerables queserias familiares que tratan leche cruda en las que se desconoce

aun el término calidad.

Las primeras elaboran un producto bien presentado, mas o menos homogéneo
todo el afo, estandarizado en composicion y por mucho dentro de las normas
legales sanitarias vigentes, las segundas se enfrentan a problemas de
conservacion, presentacion, heterogeneidad, sanidad constante y comercializacion

del producto.

En la tabla 7 se trata de resumir o simplificar algunos rasgos contrastantes entre la

gran industria quesera y la pequefia.
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Tabla 7. Contraste de la industria quesera pequeia y artesanal y la gran
industria.

Plantas trasformadoras de grandes
volumenes de leche, mayores a 20, 000
L/dia. (v.g. Caperucita, Industrias Club, La
Esmeralda, La Vaquita, Dos Laguna,
LACMENOQ, etc.). Son escasas en el pais.

Plantas trasformadoras de bajos
volumenes de leche (menores de 2000
L/dia)

Presentan mayor nivel tecnoldgico
- Mayor presencia de equipo.
- Mas moderno.

Disponen de menor nivel tecnoldgico:
- Menor equipo.
- Mayor obsolescencia.

- Mayor conocimiento técnico. - Predomina el conocimiento
- Mayor organizacion empresarial. empirico.
- Deficiente organizacion
empresarial.

Produce derivados con leche pasteurizada,
cultivos lacticos, emplea aditivos y ejerce
mayor control de calidad en materia prima,
proceso y producto.

Elaboran productos con leche cruda o
bronca, no emplea aditivos, el control de
calidad en materia prima, proceso vy
producto es muy limitado o inexistente.

Presenta menores problemas de
abastecimiento de leche debido a:
- Mejor articulacion con productores.
- Presencia de ganado especializado.
- Mayor disponibilidad de forraje.

- Mejores vias de colecta.

Se enfrenta a mayores problemas de
abastecimiento debido a:
- Escasa articulacion
productores.
- Presencia de ganado criollo y de
doble propésito.
- Disponibilidad de
dependiendo de la estacion.

con

forraje,

Es mas sensible al cambio tecnoldgico,
administrativo, etc.

Es mas conservadora, poco sensible a
innovaciones.

Elaboran quesos genuinos, pero también
quesos extendidos.

Fabrican  predominantemente
genuinos.

quesos

Sus productos tienen marca.

A menudo sus quesos no poseen marca.

Difusion comercial de amplio alcance en el
mercado nacional.

Alcance comercial regional

Elabora quesos mas homogéneos y de
mayor vida de anaquel.

Productos mas heterogéneos, y de menor
vida de anaquel.

Cumple o tiende a cumplir la normatividad.

Desconoce, evade o0 incumple Ila

normatividad.

Gran importancia econdémica, por los

volumenes que procesa.

Importancia no solo econémico, sino social.

Fuente: Villegas Tecnologia quesera, 2012.

1.2.7 Queso panela.

Es uno de los quesos mas consumidos en México, se produce en todos los

estados del pais para autoconsumo y comercializacién. Es un queso con grandes

caracteristicas organolépticas:

——
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¢ COlfato. Lactico, con mucho aroma a suero de leche.
e Gusto. Sutil, con sabor a leche fresca.

e Textura. Fresca, masticable, humeda y granular (Yescas, 2013).

1.2.7.1 Origen.
No se sabe con certeza cual es el origen de este producto, algunos lo ubican en

la region de Los Balcanes, en donde se elaboran ciertos quesos rusticos
moldeados en cestos, lo mismo sucede en la Peninsula Italica y aun en la India.

Incluso al mismo nombre, “panela”, es dificil seguirle la huella (Villegas, 2012).

Su nombre original era queso de la panela o queso del canasto. Estos nombres
hacian referencia a los moldes que se utilizaban para el drenado de la cuajada al
elaborar estos quesos. La panela, asi como el canasto, estaban elaborados con
ramas o palmas, las cuales se llenaban de cuajada, y al drenar el exceso de
suero, la pasta adquiria la forma del molde. El nombre “de la panela” existe en
algunos recetarios coloniales donde se menciona este queso y su sencilla

elaboracioén (Yescas, 2013).

1.2.7.2 Definicion.
Es un queso fresco, de pasta blanda, autoprensado, elaborado con leche

pasteurizada de vaca (ocasionalmente de vacal/cabra) entera o parcialmente
descremada. De forma troncocénica invertida, en piezas que van desde 0.5 hasta
2 Kg. Muestra un color blanco brillante, una pasta facilmente tajable y un sabor

lacteo ligeramente agrisalado, pero agradable (Villegas, 2012).

1.2.7.3. Composicion.
Su composicion incluye un porcentaje elevado de agua (hasta 58%) y por ello es

altamente perecedero, de ahi que tiene que conservarse bajo refrigeracion desde
el momento de su elaboracion (Villegas, 2012). A causa de tal humedad, no se
conserva durante mucho tiempo. Ademas, por la falta de un proceso de
maduracién es preciso pasteurizar la materia prima para evitar que los gérmenes
patdgenos, puedan desarrollarse en el producto (Kirchner y col.,, 2010). A

semejanza de otros quesos frescos, este es de alto rendimiento, entre 13y 15 %
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Kg/100L de leche, debido a que el trabajo de grano y el prensado no son
pronunciados (Villegas, 2012).

LECHE BRONCA

!

PASTEURIZACION 632C =30 min (enfriar a
372C)
A\ 4
Cloruro de calcio (0.2 g /L). oo
Cuajo (5ml/100L).
v
REPOSO 30 min.
A 4
CORTE Cubosde 1cm3
\ 4
AGITACION Lenta 15 min.
Rapida 5 min.

DESUERADO =" 70% del suero

A 4

Sal 6g/L =P MEZCLADO

MOLDEADO

REPOSO 8°C, 12 horas.

ENVASADO

Figura 5. Diagrama de proceso de queso panela.

1.2.7.4. Descripcion del proceso de queso panela.
Recepcion de la leche: Implica la medicion volumétrica, el muestreo y la

admisién de la leche cruda. La leche que se lleva a la planta quesera debe pasar
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por un tamiz para eliminar particulas gruesas. Almacenandose en refrigeracion

4°C antes de su tratamiento.

Pasteurizacion: La pasteurizacion se lleva a cabo a 65°C durante 30 minutos, con
el objetivo de eliminar a todos los microorganismos patdgenos y abatir
considerablemente la carga de microorganismos no patégenos (en mas del 90%
de la flora original). Asimismo, destruir una elevada proporcién de enzimas

nativas, que pueden tener injerencia en la conservacion del queso.

Adicion de cloruro de calcio: El cloruro de calcio se afade a la leche
pasteurizada con el objeto de mejorar su capacidad de coagulacion. La cantidad

agregada es de 0.2g de CaCl2 por litro de leche.

Tras la pasteurizacién el calcio ionico de la fase plasmatica (suero) se inmoviliza,
al transformarse las sales fosfocalcicas solubles (y por tanto, altamente
ionizables) en compuestos fosfocalcicos mas insolubles. Lo que ocasiona
alteraciones en la capacidad de cuajado, formando un gel muy delicado, flojo, que
no soporta la manipulacion. Por eso, a toda la leche pasteurizada para queseria

se le agrega CacClz (Villegas, 2012).

Coagulacion de la leche: La coagulacion es el paso fundamental en la
elaboracion de queso. En esta etapa se afiade el cuajo a la leche cuya actividad
enzimatica hace que coagule esta, en un tiempo de 30 a 45 minutos, a una
temperatura de 38 a 40 °C. La cantidad agregada de cuajo dependera del tipo de

cuajo utilizado:

e Una fuerza o titulo. (1/10 000) 1 ml de cuajo puede coagular 10 000
ml de leche a 35°C en 40 minutos.
e Doble fuerza. (1/20 000) 1 ml de cuajo puede coagular 20 000 ml de
leche a 35°C en 40 minutos.
La aplicacién de cuajo se lleva acabo utilizando el de doble fuerza por lo que se

afiade 5ml de cuajo por cada 100 L de leche.
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Corte de la cuajada: El coagulo o gel, es cortado en la propia tina o
recipiente con utensilios de corte (liras verticales y horizontales) en pequefios

granos con un tamario uniforme de 1 cm?.

Primera agitacion: Se procede a una primera agitacion lenta, se realiza asi para
evitar romper en exceso los coagulos formados ya que a este tiempo aun no

tienen la fuerza suficiente para resistir impactos mecanicos severos.
Reposo: Se deja reposar 5 minutos para fortalecer el coagulo.

Segunda agitacién: La segunda agitacion se realiza con mayor velocidad, para
ayudar a la salida del suero, gracias a estos tratamientos se produce gran parte de

la separacién del suero, que es un liquido rico en lactosa y sales minerales.

Desuerado parcial: Se desuera parcialmente el 70% del suero presente en la tina
o recipiente, para simplemente dejar la cuajada, se recomienda que el suero

restante se utilice como vehiculo para el salado.

Saldo: El salado se lleva acabo con el cuajado en la tina, realizando una agitacion
para permitir una mezcla homogénea y que todos los granos contengan la misma

cantidad de sal, se recomienda utilizar de 6 a 8 gramos de sal por litro de leche.

Moldeado: Después de la eliminacion de gran parte del suero, los granos de leche

cuajada y salada se colocan en moldes de plastico.

Desuerado: Se deja desuerar en los moldes permitiendo drenar el suero, se pude

utilizar el autoprensado colocando uno sobre otro.

Volteos: Se voltea el queso después de los 30minutos de autoprensado y dos

volteados mas separados por 15 minutos cada uno.
Refrigeracion: Se pone a refrigeracion a 4°C durante 24 horas con todo y molde.

Desmoldado: Se desmolda el queso panela, adquiriendo la forma del molde.
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Empacado: El queso debe empacarse, para ello, hay diferentes tipos de
empaque, los cuales pueden ser bolsas de plastico de polietileno o bolsas para

envasar al vacio. Este paso se realiza antes de su salida al punto de venta.

1.3 Conservadores.
El uso generalizado que la industria alimentaria, actualmente hace del tipo de

sustancias, obliga a establecer mecanismos de control que regulen su correcta
utilizacién y que verifiquen sus resultados. Para que una sustancia sea admitida
como aditivo alimentario, debe de estar bien caracterizada quimicamente y debe
superar los controles toxicologicos establecidos por parte de los organismos
sanitarios correspondientes. Ha de demostrarse su necesidad, de tal modo que su
uso suponga ventajas tecnoldgicas y beneficios para el consumidor (lbafez y

Torre. 2003); los cuales pueden ser:

« Conservar la calidad nutritiva de un alimento.

« Proporcionar alimentos con destino a un grupo de consumidores con
necesidades dietéticas especiales.

« Aumentar la estabilidad de un alimento o mejorar sus caracteristicas
organolépticas.

«+ Favorecer los procesos de fabricacion, transformacién o almacenamiento

de un alimento, siempre que no se enmascare materias primas defectuosas

o practicas de fabricacion inadecuadas.

El motivo principal de deterioro de los alimentos es el ataque de microorganismos
(bacterias, hongos y levaduras), lo cual produce grandes pérdidas econdmicas
tanto para los fabricantes (deterioro de materias primas y productos elaborados
antes de su comercializacion) como para distribuidores y consumidores. Se
calcula que el 20% de los alimentos producidos en el mundo se pierden a causa

de los microorganismos (Cubero y Monferrer. 2002).

El uso de conservadores es una practica muy antigua, sin embargo, los alimentos

conservados con ellos no son imperecederos, tan solo se mantienen inalterados
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por un periodo de tiempo, debido a que a las concentraciones utilizadas el

crecimiento microbiano se ve retardado pero no inhibido totalmente.

Los conservadores se definen como un grupo de sustancias que se afladen a los
alimentos para mantenerlos comestibles durante un periodo prolongado. Su
mecanismo de accion consiste por lo general en prevenir la proliferacion de
bacterias, hongos y levaduras. Los conservadores suelen presentar una toxicidad
muy baja y son de gran utilidad por su capacidad de reducir o prevenir los riesgos
de contaminacién por microorganismos. La efectividad de los conservadores

depende de diversos factores, entre ellos estan:

*

+ La especificidad de accién: Si son efectivos contra un determinado grupo de
microorganismos o tienen un espectro muy amplio de accion.
¢+ La composicion del alimento (pH, aw, fuerza i6nica, etc.).

% Manipulacion del producto terminado (Lucas. 2012).

Entre los conservadores quimicos mas empleados en la industria alimentaria se
encuentra el benzoato de sodio, el acido sorbico, sulfitos, nitritos, nitratos,

peroxido de hidrogeno y cloruro de sodio.

A pesar que la mayoria de conservadores usados en alimentos son de origen
quimico, existen diversos productos de origen natural provenientes de plantas y
microorganismos que pueden ser usados como bioconservadores en alimentos.
Existen diversos productos de origen botanico los cuales poseen una actividad
antimicrobiana como el ajo, orégano, mostaza, canela, albahaca, tomillo, pimienta,
mejorana, chile, achiote, cebolla, cilantro, entre otras (Draughon, 2004). Ademas
de los conservadores de origen natural provenientes de plantas existen
antimicrobianos producidos por bacterias que son de origen proteico llamados

bacteriocinas.

1.3.1 Bacteriocinas.

Son proteinas sintetizadas a nivel ribosémico por las bacterias, con actividad

antimicrobiana sobre especies genéricamente muy relacionadas, y cuya actividad

38

——
| —



Queso Panela Ke-j

no es letal a la célula productora (Escudero, 2002). Su sintesis se produce cuando
las bacterias se encuentran en situaciones de estrés, como es habitual en las
rutas metabolicas de los microorganismos. La sintesis de bacteriocinas también
depende del ecosistema, pH, potencial oxido-reduccion, cantidad de nutrientes,
fase de crecimiento, temperatura y oxigeno disponible. Aunque las bacteriocinas
se pueden sintetizar por levaduras y bacterias Gram positivas y negativas, son las
producidas por bacterias acido lacticas las que han recibido mayor atencion
porque, ademas de conservar los alimentos, provienen de un grupo bacteriano

saludable (www.tecnoyalimentos.wordpress.com, 2008)

Pueden tener un efecto antimicrobiano por si solas, aunque también existen los
llamados “sistemas de dos péptidos”, en los cuales requiere de dos proteinas que
son inactivas de manera aislada, pero cuando se combinan el efecto

antimicrobiano se potencializa.

Las bacteriocinas son proteinas de secrecion, las cuales pueden ser transportadas
al exterior de la célula por proteinas del sistema ABC que usan como fuente de
energia ATP. De manera general las bacteriocinas se clasifican en 4 clases. En la
clase | o lantibioticos se encuentran aquellas proteinas que sufren cambios
después de la sintesis de la proteina. En las clases Il y Ill o no lantibioticos se
encuentran englobadas las que no sufren modificaciones después de la sintesis
proteica. En la clase IV se encuentran aquellas que estan asociadas a lipidos o
carbohidratos (Gerneau, 2002).

Aun cuando en la clasificacion de las bacteriocinas se ha incluido la palabra
antibidtico, de manera estricta difiere de ello en el sentido que no se usan en el
tratamiento de alguna enfermedad. Por otro lado, desde el punto de vista
ecoldgico las bacteriocinas les sirven a los microorganismos productores para que
puedan establecerse en una comunidad, o bien para que otras bacterias no

puedan invadir su nicho ecoldgico. (Barboza, y Vazquez, 2004).

1.3.1.1 Nisina.
La nisina es un péptido bioactivo sintetizado por cepas de Lactococcus lactis ssp.

lactis, presente en la leche fresca de forma natural, durante la fase exponencial de
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crecimiento (Cotter, 2005). Tiene una masa molar de 3.4 kD y estd compuesta de
34 residuos de aminoacidos. Es soluble y estable en solucion acida, es mucho
mas estable frente a temperaturas de esterilizacion (121°C) cuando el pH del

medio es bajo.

Solo es eficaz contra algunos tipos de bacterias y es comercialmente usado como
un agente natural de bioconservacion segura por la FDA (Food and Drugs
Administration). Recibio la denominacion GRAS (Generalmente Reconocido como
Seguro) en 1988. La nisina al ser ingerida es destruida rapidamente por la
digestion y sus aminoacidos constituyentes se metabolizan junto con los

procedentes de otras proteinas, ademas no brindan sabor o color al alimento.

H
HH
Mg O a NHz

Figura 6. Estructura quimica de la nisina.

Fuente: Parada. “Bacteriocins from lactic acid bacteria: Purification, preparation and use by
preservatives”
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1.3.1.2 Natamicina.
Es un antibiético natural producido por una fermentacién realizada con

Streptomyces natalensis.

Pertenece a un grupo de antibiéticos con doble enlace con propiedades fungicidas
que se fijan al ergoesterol en la membrana citoplasmatico de los hongos, alterando
su estructura y su funcion. Es efectiva contra una extensa lista de cepas de
hongos y levaduras, mejorando la apariencia estética y la vida de anaquel de los

alimentos (Codex Alimentarius, 2000)

Reduce el riesgo de produccion de micotoxinas y no afecta en lo mas minimo el
sabor, olor, color o apariencia de los alimentos. No interfiere con la actividad
deseada de cultivos en la produccién de alimentos fermentados y los organismos
indeseados no generan resistencia frente al compuesto y es mucho mas efectivo

que los conservadores quimicos (Cubero y Monferrer, 2002)
1.3.1.3 Lactato de calcio.

El lactato es la forma ionizada del acido lactico. El lactato de calcio (CeH10CaOs)
es una sal de calcio que suele utilizarse como conservante natural en la industria

alimentaria. Se presenta como un polvo granulado de color blanco y olor suave.

De forma comercial se produce fermentando almidén y melazas utilizando
bacterias. De forma natural, el cuerpo humano produce lactato de calcio por la

actividad de las bacterias presentes en el intestino grueso.

Su ingesta no representa ningun peligro, por lo que se puede
consumir ilimitadamente, excepto en el caso de nifios y bebés que aun no han

desarrollado las enzimas encargadas de metabolizar el lactato de calcio.

Caracteristicas del lactato de calcio.

El lactato de calcio presenta las siguientes caracteristicas:

- Polvo granulado blanco.
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- Alta solubilidad en agua y etanol.

- Tiene capacidad antioxidante.

- Es absorbido facilmente por los intestinos.
- Es una pobre fuente de calcio.

- Se puede utilizar como purgante.

- Puede tener una estructura pentahidratada.

- Es capaz de coexistir con sus estereoisémeros.

Aplicaciones del lactato de calcio en la alimentacion.

El lactato de calcio suele utilizarse en la industria alimentaria como conservante
natural principalmente contra hongos vy levaduras, aunque también tiene
aplicaciones en la fermentacién de algunas frutas. También se utiliza como
estabilizante de la estructura de frutas y verduras durante su procesamiento

industrial previniendo la perdida de agua (Valverde, 2007).

Debido a que el lactato de calcio es una sal organica con buenas propiedades de
solubilidad se utiliza mucho en bebidas claras y otras bebidas como jugos, leche
de soya, néctares, leche fortificada, entre otras. En este campo, si se mezcla el
lactato de calcio con otras sales de calcio puede funcionar como estabilizador de

las bebidas.

Sirve para mejorar la textura de algunas frutas, remineraliza los dientes al ser
incluido en chicles y ayuda a prevenir su caida cuando se agrega en alimentos

que no contienen azucar.

El departamento de Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), por sus siglas
en inglés, ha aprobado el uso de lactato de calcio, en productos carnicos y
productos alimenticios en general, con una concentracion de 0.6% en la
formulacion del producto. Excepto formulas y comida para infantes (9 CFR
424.21).
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El Codex alimentarius, en su norma para los productos a base de caseina
alimentaria, establece la utilizacién de lactato de calcio en dosis, referidas como

niveles maximos permitidos, como (limitada por las BPF).

Sus caracteristicas de preservacion del lactato de calcio, constan de varios
mecanismos de accion, incluyendo la inhibicion de la regeneracion, la acumulacion
intracelular, interferencia con el traslado de protones por la membrana celular, y

bajar la actividad de agua de los productos (Valverde, 2007).

Alimentos en los que se puede usar el lactato de calcio.

El lactato de calcio puede ser usado, entre otros, en los siguientes alimentos:

- Leche en polvo.

- Queso.

- Bebidas lacteas como el yogur.

- Suero liquido.

- Helados.

- Polvos para hornear.

- Productos de panaderia.

- Mantequilla de mani o crema de cacahuate.
- Postres elaborados a base de huevo.

- Vinos.

- Licores destilados con mas de 15% de alcohol.
- Cerveza y bebidas de malta.

- Algunos complementos alimenticios (Quiminet, 2011).

1.4 Caracteristicas de microorganismos patégenos

1.4.1 Escherichia coli.

Es una bacteria Gram negativa y anaerobia facultativo, la temperatura ideal de
crecimiento es de 37°C pero puede crecer a temperaturas superiores o inferiores a

esta. Se encuentra comunmente en el intestino del ser humano y animales de
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sangre caliente. Debido a su alta presencia en el intestino se utiliza como el
indicador principal para detectar y medir la contaminacion fecal en la evaluacion

de inocuidad del agua y de los alimentos. (FAO, 2012)

Las cepas de Escherichia coli son una parte comun de la microflora anaerébica
facultativa normal del tracto intestinal de las personas y animales. La mayoria de
los brotes humanos por Escherichia coli han sido relacionados con el consumo de
carne mal cocida, con menor frecuencia con leche pasteurizada, ya que algunas
cepas de Escherichia coli son resistente al calor, pero la pasteurizacion de la
leche es un tratamiento eficaz que destruye mas de 10% células por ml (Doyle,
2001).

1.4.2 Staphylococcus aureus.

Se caracteriza por ser un anaerobio facultativo Gram- positivo, fermenta en azucar
con produccién de acido sin generar gas. Es considerado omnipresente,
encontrandose en las mucosas y en la piel de la mayoria de animales de sangre
caliente. En el ser humano el principal reservorio es la cavidad nasal,
localizandose también en brazos, manos, cara, garganta e intestino, pasando de
estas localizaciones al aire, polvo ropa, utensilios y equipos, llegando asi a
contaminar los alimentos. En concentraciones superiores a 10* UFC/ml puede
producir toxinas que generan brotes de intoxicacion alimentaria (Rivero y
Gonzalez, 2001)

La intoxicacion alimentaria estafilocécica, se clasifica como una de las causas
mas frecuentes de gastroenteritis en todo el mundo. Resulta de la ingestion de una
0 mas enterotoxinas estafilococicas, preformadas en el alimento que contiene

Staphylococcus aureus (Doyle, 2001).

1.4.3 Candida albicas.

Es un hongo dimorfico, es decir, se desarrolla de distinta forma en funcién de la
temperatura de crecimiento, como levadura, normalmente es a 37°C en el

huésped y como hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza. En forma
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de levadura presenta un aspecto de células redondas u ovaladas de 3-8 micras de
tamano, agrupadas en pequefios grupos; mientras que en forma de hongo
filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la apariencia de

filamentos.

El diformismo le permite evadir los mecanismos de defensa relacionados con la
inmunidad celular del huésped. En forma de levadura convive en simbiosis con el
huésped, mientras que en forma de hongo filamentoso se comporta como un

parasito patdgeno produciendo sintomas (Stainer, 1996).

1.5 Vida de anaquel.
La vida util de un alimento es el tiempo finito después de la produccion en

condiciones controladas de almacenamiento, en las que un alimento tiene una
pérdida de sus propiedades sensoriales, nutritivas y fisicoquimicas, asi como un
cambio en su perfil microbiolégico. Entre los factores que pueden influenciar la
vida util de un alimento se encuentran: la calidad de la materia prima, la
formulacion del producto, el proceso aplicado, las condiciones sanitarias durante el
proceso, en envasado, almacenamiento, distribucién del producto y las practicas
de los consumidores (Carrillo y Mondragon, 2011). La vida util se determina al
someter a estrés un alimento siempre y cuando las condiciones de
almacenamiento sean controladas. Se pueden realizar las predicciones de la vida
util mediante modelos matematicos, pruebas en tiempo real (para alimentos
frescos de corta vida util), y pruebas aceleradas (para alimentos con mucha
estabilidad) (Charm, 2007).

En el queso el tiempo de vida util es afectado por factores ambientales vy
fisicoquimicos, por el método de fabricacion y por el uso de compuestos activos
empleados para prolongar su vida util, pero principalmente por la calidad de la
materia prima de la que procede. Otro factor que determina la vida util de los

quesos es la temperatura de almacenamiento durante su comercializacion.
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Capitulo 2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto antimicrobiano de nisina, natamicina y lactato de calcio para

prolongar la vida de anaquel de queso panela.

2.1.1 Objetivos Particulares.
Objetivo particular 1.

Analizar leche fresca de vaca mediante un analisis quimico proximal, pruebas de

andén y pruebas fisicoquimicas para establecer su calidad.
Objetivo particular 2.

Elaborar queso panela aplicando las buenas practicas de manufactura para su

posterior analisis.
Objetivo particular 3.

Realizar un analisis quimico proximal (humedad, carbohidratos, grasa y cenizas) y
un analisis microbiolégico mediante técnicas de laboratorio referenciadas en la

NOM-243-SSA1-2010 al queso panela para conocer su calidad.
Objetivo particular 4.

Realizar tres retos microbianos en queso panela inoculando con E. coli, utilizando
tres conservadores (nisina, natamicina y lactato de calcio), un segundo reto
microbiano inoculando con Staphylococcus aureus y empleando nisina como
conservador, un tercer reto microbiano inoculando con Céndida albicas y como
conservador natamicina mediante conteos microbianos segun la norma NOM-243-
SSA1-2010 para la evaluacion de la efectividad de los conservadores en la

extension de la vida util del queso.
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Objetivo particular 5.

Determinar la vida util de queso panela adicionado con nisina o natamicina o
lactato de calcio mediante pruebas microbiolégicas de acuerdo a la NOM-243-

SSA1-2010 para establecer el mejor conservador para este producto.
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Evaluacién del efecto antimicrobiano de la Nisina, Natamicina y Lactato de Calcio en la vida util del queso panela.

|
v R | v 3 v — v

3.1 Cuadro Metodolégico

Objetivo Particular 1: Objetivo Particular 2: ObJYetivo Particular 3: Objetivo Particular 4: Objetivo Particular 5:

Analizar leche fresca de vaca Elaborar queso panela Realizar un analisis quimico proximal Realizar tres retos microbianos en queso panela Determinar la vida util del queso panela

mediante un analisis quimico aplicando las buenas (humedad, proteina, grasa y cenizas) y inoculado con E. coli utilizando tres adicionado con nisina o natamicina o

proximal, pruebas de andény practicas de manufactura un andlisis microbioldgico mediante conservadores (nisina, natamicina y lactato de lactato de calcio mediante pruebas

pruebas fisicoquimicas para para su posterior analisis. técnicas de laboratorio referenciadas en calcio), un segundo reto microbiano inoculado microbioldgicas de acuerdo a la NOM-

establecer su calidad. la NOM-243-SSA1-2010 al queso panela con Staphylococcus aureus y empleando nisina 243-SSA1-2010 para establecer el mejor
para conocer su calidad. como conservador, un tercer reto microbiano conservador para este producto.

¢ * inoculado con Cdndida albicas y usando un

. . # conservador (natamicina) mediante conteos *

Actividad 1: Actividad 1: — microbianos (NOM-243-SSA1-2010) para la —
Acidez: Elaboracién del queso Actividad 1: evaluacién de la efectividad de los conservadores Actividad 1:
Titulacién acido—base. panela conforme al Humedad: en la extensién de la vida dtil del queso panela . Elaboracion de queso panela con uno de
Densidad: diagrama de flujo 1y Estufa 80°C con arena. tres conservadores (Nisina, Natamicina y
Lactodensimetro. aplicando las buenas Grasa: v Lactato de Calcio) y un testigo negativo.
Prueba de alcohol: practicas de Gerber. Actividad 1: En pequefias muestras empacadas al
Alcohol al 72% v/v. manufactura. Proteina: Determinacién de la concentracién del indculo vacio.
Reductasa: Microkjeldahl. mediante método turbidimetrico (curva de Mc.
Azul de metileno. Ceniza: Farlan. #

Método general. Elaborar la curva de Mc. Farlan, utilizando Actividad 2:

# # cloruro de bario y 4cido sulfurico. Seguimiento de los indicadores
PR
Humedad: g : . ] P | NOM-243-S5A1-2010; en el estudio de
Estufa 80°C con arena. or]teo de mlcroor‘gamsmos patogenos en placa. vida util concurrente hasta alcanzar los
Carbohidratos: iollforrﬁes.tc;tale;..l. # niveles maximos permitidos por ley.
Lane Eynon. Mgal: rojo-vio e(:a ! '.5' v o, Coliformes totales:

Grasa: ohos y Levaduras: Ct'Y' ad Z. o Agar rojo-violeta bilis.
Gerber. Agar Dextro.sa—papa. Rgallzar pru.ebas de viabilidad para cada Mohos y Levaduras:
Proteina: Zalmznrﬂﬁ hashisel microorganismo en el queso panela. Agar Dextrosa-papa.
Microkjeldahl. Sfarh e;mone a-shige .a' * Staphylococcus aureus:
Ceniza: aphylococcus aureus: Agar Bair Parker.

Agar Bair Parker. Actividad 3:

Método general. o . . .
Seguimiento diario de los retos microbianos:

a) nisina +E. coli

b) nisina + Staphylococcus aureus
c) natamicina + E.coli

* d) natamicina + Candida albicas
e) lactato de calcio +E.coli

Anidlisis y discusidn resultados

v ,

Conclusiones \
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El objetivo general y los objetivos particulares estan detallados en el cuadro

metodoldgico.

3.2 Desarrollo experimental.
Material bioldgico: leche cruda obtenida del rancho ubicado en Santa Rosa de

Lima Cuautitlan Izcalli, la cual se refrigero inmediatamente después del ordefio y
se trasladd en envases de plastico sellados y refrigerados. Una vez en el
laboratorio se realizaron los analisis fisicoquimicos, quimicos y pruebas de andén

como se muestra en las tablas 8 y 9, para comprobar la calidad de la leche.

3.2.1 O.P.1. Andlisis quimico y pruebas de andén a la leche.

En base a los objetivos planteados en este trabajo de investigacion primeramente
se realizo la prueba de azul de metileno para conocer la calidad microbiologica de
la leche con la que se trabajo, también se realizaron las pruebas de densidad,

estabilidad al alcohol y acidez como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Pruebas de andén de la leche.

Pruebas de anden

Parametro Método Referencia
Densidad Lactodensimetro NOM-155-SCF-2012
Reductasa Degradacion del azul de NMX-F-700-COFOCALEC-
metileno 2012
Prueba de estabilidad al Precipitacion de las NMX-F-700-COFOCALEC-
alcohol proteinas 2012
Acidez Titulacidon acido-base NOM-155-SCF-2012

Posteriormente se realiz6 un analisis quimico proximal a la leche de acuerdo a la
normatividad vigente como se muestra en la tabla 9. Con el propdsito de conocer
la calidad de la leche y si esta era apta para la realizacion del queso panela, en
todos los casos cada prueba se realizé por ftriplicado y los resultados fueron
analizados empleando un Anova con un nivel de confianza del 95% para lo que se

utilizé el programa de Excel.
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Tabla 9. Analisis quimico proximal

Pruebas quimicas

Parametro Método Referencia
Humedad Estufa a 80°C con arena NOM-116-SSA1-1994
Proteina Micro-kjeldahl NOM-155-SCFI-2003
Grasa Gerber NMX-F-387-1982
Carbohidratos Lane Eynon NOM-155-SCFI-2003
Cenizas Método general 500-550°C NMX-F-066-S-1978

3.2.2 O.P.2. Elaboracién de queso panela.

Después de realizar los analisis a la leche se llevo a cabo la elaboracion del queso
panela de forma semi-industrial detallando las condiciones del proceso; el cual es

representado en la figura 7.

50

——
| —




Cloruro de calcio (0.2 g /L).
Cuajo (5mil/100L).

Sal 6g/L —>»

LECHE BRONCA

!

Queso Panela \a-j

—>

PASTEURIZACION 632C —30 min (enfriar a
379°C)
v
CUAJADO
REPOSO 30 min.
CORTE Cubosde 1cm3

A\ 4

AGITACION

Lenta 15 min.
Rapida 5 min.

A\ 4

DESUERADO

— 70% del suero

8°C, 12 horas.

A4

ENVASADO

Figura 7. Proceso de elaboracion de queso panela.
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3.2.3. 0.P.3. Evaluacion de la calidad del queso panela elaborado.

Analisis quimico proximal del queso panela.

Habiendo elaborado el queso panela se realizaron las pruebas de humedad,
proteina, grasa, carbohidratos y cenizas mediante técnicas oficiales, para conocer
si el queso elaborado cumple con lo estipulado en la norma vigente para este tipo

de producto.

En la tabla 10, realizar las

determinaciones, en todos los casos cada parametro se analizdé por triplicado y

se muestran las técnicas empleadas para

los resultados se analizaron con un Anova del 95% en el programa Excel.

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos evaluados.

Pruebas quimicas

Parametro Método Fuente
Humedad Estufa a 80°C con arena NOM-116-SSA1-1994
Proteina Micro-kjeldahl NOM-155.SCFI-2003

Grasa Gerber NMX-F-100-1984
Carbohidratos Lane Eynon NOM-155-SCFI1-2003
Cenizas Método general 500-550°C NMX-F-066-S-1978

Determinacién del conteo de microorganismos patégenos.

En las segunda actividad se realizaron pruebas de coliformes totales, mohos y
levaduras, salmonella y Staphylococcus aureus. Para cada microorganismo se
emple6 un medio de cultivo especifico, asi como condiciones de prueba

diferentes, las cuales se describen en la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de pruebas microbiolégicas realizadas al queso

panela.
Microorganismo | Medio de cultivo | Temperatura de | Tiempo de | Expresion  de
incubacion incubacion resultados
Coliformes Agar rojo violeta | 35°c 24 h UFC/g o ml
totales bilis
Mohos y | Agar papa | 25°C 24 -26 h UFC/g o ml
levaduras dextrosa
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Agar Ausencia o]

Salmonella salmonella- 35-37°C 24-48 h presencia en g
shigela o ml de muestra

Staphylococcus | Agar Bair- Ausencia o}
aureus Parker 35°C 48 h presencia en g
o0 ml de muestra

Una vez comprobado que el queso panela cumple con las especificaciones
descritas en la normatividad mexicana vigente se prosiguid con la resolucion del

objetivo particular 4.

3.2.4 Actividad preliminar O.P.4. Elaboracién de la curva de Mc Farlan.

Para la realizacién de los retos microbianos con E. coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicas es necesario controlar y conocer la concentraciéon de dicho
microorganismos para después ser inoculados en el queso panela. Para dicho
proposito se elabord la curva de Mc Farlan que se basa en la precipitacion de
cloruro de bario en presencia de acido sulfurico, la turbidez generada por esa
reaccion tiene una relacion con una posible concentracion de muestra bacteriana.
Para elaborar la curva de Mc Farlan se prepar6 una solucion de BaClz al 1% vy
otra de H2SO4 al 1% las cuales se mezclaron e identificaron en viales

transparentes del 1 al 10 segun la concentracidn como se indica en la tabla 12.

Tabla 12. Elaboracion de la curva de Mc Farlan.

Clave del tubo BaCl, 1% ml H2S04 1% ml UFC representadas
x108/ml
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 04 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9.3 2100
8 0.8 9.2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9.0 3000

Una vez teniendo la cepa pura (E. coli, Staphylococcus aureus o Candida albicas

dependiendo del reto) en una caja Petri sembrada con dilucion americana, se
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tomaron las colonias aisladas con una asa estéril y se diluyeron en un vial con
solucién salina hasta llegar a la turbidez similar del tubo 1 de la curva de Mc
Farlan, utilizando la figura 8 de fondo y a contra luz, a este tubo se le nombro A,
que equivale a 300X10% UFC. Este a su vez se diluyo a la mitad para obtener
150X10% UFC , a este tubo se le denomino B; de esta concentracion se realizaron
diluciones decuples, las cuales se sembraron en cajas Petri con agar y se dejaron
incubar 24 horas para encontrar la concentracion deseada de 1X10%. Encontrando

la concentracion en el tubo 6 como se muestra en la figura 8.

— v"‘f N TS R S 19 O jr‘"“\
U U W6 W

Figura 9. Obtencioén de la concentracion inicial del indculo

54

——
| —



Queso Panela Ke-j

Prueba de viabilidad del inéculo en queso panela.

Una vez obtenida la concentraciéon del inoculo de 108 UFC, E. coli en agar rojo
violeta bilis, Staphylococcus aureus en agar Bair Parker y Candida albicas en agar
papa-dextrosa. Como segunda actividad se realizé una prueba de viabilidad para

verificar que en el queso panela se podian obtener 106 UFC.

Se elabord queso panela agregandole el in6culo de acuerdo al proceso marcado
en la figura 5, donde la inoculacion de la cepa se realiz6 después de la
pasteurizacion de la leche. Para cada microrganismo empleado se llevo a cabo la
prueba por duplicado, una vez transcurridas las 24 horas de reposo para el queso
panela se procedié a tomar muestra y realizar diluciones decuples hasta alcanzar
la dilucion 10", Las diluciones se sembraron en el agar correspondiente a cada

microorganismo y se dejaron incubar 24 h.

Transcurrido ese tiempo se observo cada una de las cajas de cada dilucién y se
realizo el conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC/g.) para cada uno
de los microorganismos empleados, esto con el fin de obtener el estandar de 106
UFC/g. de cada microorganismo en el queso panela para poder seleccionarlo y

emplearlo en los retos microbianos.

3.2.5. O.P.4. Retos microbianos.

Como tercera actividad del objetivo particular 3 se realizaron 5 retos diferentes
con los microorganismos y conservadores antes mencionados como se muestra
en la tabla 13. Las cepas fueron obtenidas de casos clinicos de animales como

donativo del Departamentos de Bacteriologia y Micologia de la FMVZ de la UNAM.

Tabla 13. Retos microbianos.

Numero de experimento Condiciones
1 E. coli + nisina
2 E. coli + natamicina
3 E. coli + lactato de calcio
4 Staphylococcus aureus + nisina
5 Candida albicas + natamicina
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Para cada experimento se elaboré queso panela de acuerdo a la figura 10. Una
vez transcurridas las 24 horas de reposo del queso panela se procedié a
envasarlo en bolsas especiales para el vacio con ayuda de una envasadora

Oaster food saver modelo 3800 con tamano de muestra de 10g.

Todas las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 10°C a lo largo del
experimento, tomando una para cada determinacion a lo largo de la
experimentacion. Diariamente se tomaba un queso de 10g y se realizaban
diluciones decuples. Cada dilucion se sembraba por duplicado y se incubaban a
las condiciones especificas de cada microorganismo como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 14. Condiciones de pruebas microbiolégicas utilizadas en los retos
microbianos.

Experimento muestra Agar Tiempo de | Temperatura Método
empleado incubacién de incubacion | de
sembrado
E. coli + nisina 10¢g Agar rojo 24h 35°C Vaciado
violeta bilis en placa
E. coli + 10g Agar rojo 24h 35°C Vaciado
natamicina violeta bilis en placa
E. coli + lactato 10g Agar rojo 24h 35°C Vaciado
de calcio violeta bilis en placa
Staphylococcus 10g Agar  Bair- 48h 35°C Extension
aureus + nisina Parker en
superficie
Candida albicas 10g Agar papa- 24 h 25°C Vaciado
+ natamicina dextrosa en placa

Los muestreos se realizaron diariamente para realizar el seguimiento de la
eficiencia del conservador en el control del microorganismo con el que se llevd

acabo cada uno de los retos.
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Inoculo 10° UFC. (E.
Coli, Staphylococcus

—

aureus y Candida
albicas).

Cloruro de calcio (0.2 g
/L).Cuajo (5mil/100L).

Sal 6g/L Conservador (Nisina,
Natamicina y Lactato de
Calcio).

LECHE BRONCA

!
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PASTEURIZACION 632C-30 min (enfriar a
l 379C)
INOCULACION
v
CUAJADO
y
REPOSO 30 min.
v
CORTE Cubos de 1cm3
¥ L 15 mi
AGITACION enta 1> min.
\ 4
DESUERADO — 70% del suero
\ 4
—> MEZCLADO
\ 4
MOLDEADO
\ 4
REPOSO 8°C, 12 horas
\ 4
ENVASADO

Figura 10. Proceso de elaboracién de queso panela con inoculo y conservador.
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3.2.6 O.P.5 Evaluacién de la vida de anaquel.

Se llevd acabo la elaboracién 4 tipos diferentes de queso panela,

1 sin conservador y sin inoculo
1 con natamicina y sin inoculos

1 con nisina y sin inoculo

e

1 con lactato de calcio y sin inoculo.

En todos los caso se siguid el diagrama que se muestra en la figura 11. Cada uno
de los quesos fue cortado y empacado al vacio en muestras de 10 g con ayuda de
una empacadora oaster food saber modelo 3800 y refrigeradas a 4°C
aproximadamente durante toda la actividad. Diariamente se realizaron analisis
microbiolégicos de coliformes Staphylococcus aureus, hongos y levaduras de
acuerdo a la normatividad vigente a cada tipo de queso por duplicado hasta
detectar los limites maximos permitidos en la norma oficial NOM-243-SSA1-2010.

Fecha en la que se marca el fin de la vida de anaquel.
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LECHE BRONCA

!

PASTEURIZACION 632C —30 min (enfriar a 379C)
Cloruro de calcio (0.2 g /L). CUA]'ADO
Cuajo (5mil/100L). l
REPOSO 30 min.
CORTE Cubos de 1.cm3
v L 15 mi
AGITACION enta 1> min.
Rapida 5 min.
\4
DESUERADO 70% del suero
Sal 6g/L Conservador (Nisina, A\ 4
Natamicina y Lactato de Calcio. > MEZCLADO

REPOSO 8°C, 12 horas.

\4

ENVASADO

Figura 11. Proceso de elaboracion de queso panela utilizando conservador.
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CAPITULO 4 ANALISIS Y RESULTADOS

4.1. O.P.1. Caracterizacion de la materia prima

Se llevd acabo el analisis quimico proximal de la leche y la determinacion de las

pruebas de andén para asi poder determinar su calidad.
Pruebas de andén

En la tabla 15, se condensan los resultados de las pruebas de andén realizados a

la leche entera, con el fin de determinar la calidad de la misma.

Tabla 15. Pruebas de andén de la leche entera.

Pruebas de Especificaciones Promedio. Desviacion Coeficiente
andén. Normativas. Estandar. de Variacion.
Acidez (g/L de 1.3a1.6 1.3873 0.010 0.781
Ac. Lactico.
Densidad 1.026 a 1.033 1.026133 4.71E-5 0.0045
(g/ml) 15°C
Alcohol al 72% Negativa Negativa - -
viv
Reductasa Minimo 2 hrs. 3.33hrs. 0.2357 7.07106
(Azul de
Metileno).

Como se puede observar la acidez esta dentro del rango establecido indicando
que la leche es fresca y no ha sido almacenada, esto indica que la carga
microbiana no transformé la lactosa en acido lactico por lo que el pH se mantuvo
estable evitando asi la coagulacion de las proteinas (Gonzalez y col.., 2014). La
densidad se encuentra dentro de los limites, demostrando que no existe alguna
adulteracién. La prueba de alcohol dio negativa, lo que indica que la carga
microbiana en la leche no ha iniciado el proceso de descomposicion, por lo que es

apta para la pasteurizacion. Por su parte la prueba de reductasa, utilizando azul
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de metileno, fue aceptada como buena ya que la decoloracién por efecto del
metabolismo de microorganismos presentes en la leche se obtuvo has las 3.3hrs
promedio, indicando una carga microbiana aproximada de menos de 500

bacterias/ml. Por tal motivo la leche utilizada es de calidad (Gonzalez y col., 2014).
Determinacién del analisis quimico proximal de la leche entera.

Una vez obtenidos los resultados de las pruebas de andén y sabiendo que la leche
cumplia con lo establecido en la norma NOM-243-SSA1-2010, se prosiguid a
realizar un analisis quimico proximal, por medio de técnicas oficiales con el
objetivo de determinar la calidad de la misma. Las pruebas se realizaron por
triplicado para dar confiabilidad estadistica, calculando la desviacidén estandar vy el
coeficiente de variacion de cada uno de los componentes analizados. Presentando

los resultados obtenidos de forma condensada como se muestra en la tabla 16.

Tabla 16. Analisis quimico proximal de la leche entera.

Componente Promedio % Desviacion Coeficiente de Valor
estandar variacion tedrico *
Humedad 87.161 0.069 0.0007 87.6
Grasa 3.033 0.04714 0.015 3.7
Proteina 3.757 0.251 0.66 3.2
Carbohidratos 4.733 0.039 0.008 4.8
Cenizas 0.708 0.008 0.012 0.7

*Valor obtenido de la norma NOM-155-SCFI1-2011

Como se puede observar el contenido de humedad, cenizas y carbohidratos estan
dentro de lo establecido en norma NOM-243-SSA1-2010. En cuanto a los
resultados de grasa, este se encuentra por debajo del valor tedrico, esto se puede

deber a dos razones principalmente; la primera debido al tipo de alimentacion y
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racion con que fueron alimentadas las vacas (Alais, 2003),y una segunda
respuesta puede ser atribuida a un ligero desnatado debido al enfriamiento. A
baja temperatura (5°C), se forman grandes agregados proteicos que hacen que
los glébulos de grasa se asocien (Badui, 2013). Los glébulos de grasa se asocian
en acumulo que luego se hacen tan grades que las fuerzas que los unen a la fase
de agua son insuficientes para contrarrestar el efecto de la diferencia en densidad

entre la fase de aceite y la fase de agua (Charley, 2012).

El desnatado se lleva a cabo en la primera hora de enfriamiento debido a la
capacidad de asociacion de las inmunoglobulinas. Esta nata o crema separada de
la fase acuosa se queda pegada en las paredes del contenedor lo que pudo

ocasionar que la leche quedara con un bajo valor en grasa.

El contenido de proteinas es mayor lo cual puede ser atribuido a la alimentacion y
la raza del ganado (Jersey) que tiene un porcentaje de proteina del 3.7 (Badui
2013).

Los valores obtenidos experimentalmente de cada uno de los componentes de la
leche, fueron promediados, se les calculd la desviacion estandar y coeficiente de
variacion para determinar la variacion de muestra. Los promedios obtenidos fueron
similares a los valores tedricos. Con respecto a la desviacion estandar vy
coeficiente de variacion son lo suficientemente bajos para asegurar la
homogeneidad de las muestras analizadas (Montgomery, 1991), por tal motivo

podemos decir que los resultados obtenidos son confiables.
4.2. O.P.3.Calidad del queso panela
Determinacion del analisis quimico proximal al queso panela elaborado.

Como parte del objetivo particular 3 se determiné el andlisis quimico proximal al
queso panela mediante técnicas oficiales, las cuales se realizaron por triplicado y

se presentan en la tabla 17.

La prueba de humedad se determiné en estufa a 80°C, la prueba se realizé por
triplicado obteniendo la desviacion estandar y varianza.
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Tabla 17. Resultados del analisis quimico proximal del queso panela.

Componente Promedio Desviacion e. Coeficiente de v. Valor teérico*

Agua 59.53 0.381 0.145 58 %
Proteina 20.55 0.139 0.013 20 %
Grasa 16.66 0.577 0.222 20 %
Cenizas 3.23 0.206 0.028 3.8 %

*Valor obtenido de la norma NMX-F-742-COFOCALEC-2010

De acuerdo a los valores obtenidos se puede observar que la humedad y la
proteina son muy cercanos a los valores de 58% y 20% respectivamente, que son
los tedricos, ademas la desviacion estandar de cada uno es 0.381 y 0.139

respectivamente lo que indica que los resultados obtenidos son confiables.

En cuanto a los resultados de grasa, este se encuentra por debajo del valor
tedrico, debido a que la leche analizada anteriormente, tuvo como resultado un
bajo contenido de solidos grasos por tal motivo el queso panela tuvo un bajo
contenido en grasa. Con respecto al contenido de agua, proteina y ceniza se
encuentran dentro de lo referenciado a la norma NMX-F-742-COFOCALEC-2010.

Determinacion del analisis microbiolégico al queso panela.

La calidad microbiologica del queso panela es de suma importancia para
garantizar la inocuidad de este, asi como para cumplir los estandares existentes.
Por medio de la norma NOM-243-SSA1-2010 expedida por la secretaria de salud,

establece los parametros microbioldgicos de debe cumplir el queso panela.

Una vez realizado el analisis quimico proximal se procedié a realizar un analisis
microbiolégico basado en el recuento de coliformes totales, Staphylococcus
aureus, mohos y levaduras; asi como la presencia o ausencia de Salmonella, para
establecer que el queso panela se hizo bajo las condiciones higiénicas necesarias

para su consumo, los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 18.
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Tabla 18. Resultados del analisis microbiolégico.

Microorganismo Limite maximo permitido* Resultado a las 24 hrs.
Coliformes totales <10 UFC/g o ml Ausente
Staphylococcus aureus 1000 UFC/g o ml Ausente
Mohos y levaduras 500 UFC/g o ml Ausente
Salmonella Ausente en 25go ml Ausente en 25 g o ml

*Valor obtenido de la norma NOM-243-SSA1-2010

Como se puede observar en la tabla anterior, los resultados obtenidos fueron los
esperados por lo que el queso panela cumple con las especificaciones marcadas
en la normatividad vigente. En cuanto a coliformes totales no se encontraron
colonias en la dilucion de 10! para las tres muestras evaluadas. Siendo la E. coli
el primer indicador de sanidad en los alimentos, al estar continuamente presente
en el estiércol del establo (Yumar E. 2012). Lo que nos da una idea de que el lugar
donde se obtuvo la leche y el lugar donde se elaboré el queso panela cumplen con
las condiciones higiénicas necesarias; ademas de que la pasteurizacién a la cual
fue sometida la leche fue efectiva dando como resultado un producto seguro al

consumidor.

Para el caso de Salmonella spp las tres muestras evaluadas cumplen con los
establecidos en norma que es ausente en 25 ml de producto. El monitoreo de esta
bacteria es de gran importancia para los quesos y otros derivados lacteos por
diversos casos de contaminacion como lo reportan Alcazar y colaboradores
(2006), demostraron que este microorganismo es uno de los principales causantes
de enfermedades gastrointestinales por consumo de quesos frescos y semi-
madurados en distintos puntos de venta en la ciudad de México, lo que puede ser
una factor de riesgo para el consumidor ya que algunos subtipos de Salmonella

pueden llegar a ocasionar la muerte.
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Para el caso de quesos frescos también es importante el conteo de
Staphylococcus aureus por ser un microorganismo patégeno que comunmente se
encuentra en productos lacteos y derivados. De acuerdo a la NOM-243-SSA1-
2010, el limite maximo permitido es de 1000 UFC/ g de producto, pues para que
este microrganismo patdégeno produzca la dosis necesaria de enterotoxina (1-5 ug)
capaz de provocar una intoxicacion alimentaria se requiere como minimo 10°
UFC/g de Staphylococcus aureus por gramo de producto contaminado. El
resultado obtenido fue ausente en las 3 muestras evaluadas, considerando asi

que el queso panela obtenido es de buena calidad.

Ademas de los 3 parametros microbiolégicos descritos anteriormente también fue
importante cuantificar los mohos y levaduras contenidas en el queso panela
elaborado. De acuerdo con la tabla 18 se permiten hasta 500 UFC/g de producto
obteniendo como resultado ausencia en las tres muestras realizadas. La
cuantificacion de mohos y levaduras es de gran importancia porque son las
responsables de alteraciones como cambios en coloraciones, olores y sabores
extrafos, rancidez y formacién de gas debido a la lactosa residual que se

mantiene después del proceso de elaboracion (Frank. 1997).

4.3 Actividad preliminar O.P.4. Preparacion de la escala de Mc Farlan para
los retos microbianos.

Se realizé la curva de Mc Farland para la estandarizacion del inoculo inicial,
obteniendo una concentracién de 106 UFC/ml. Recordando que las suspensiones
bacterianas dispersan la luz, al igual que cualquier particula pequefia suspendida
en agua (efecto Tyndall). La dispersion de la luz, es dentro de cierto limites,
proporcional a la masa de bacterias; obteniendo un medio ligeramente turbio
(Prescott, 2000).

En esta actividad se determiné la concentracion a utilizar de E. coli
Staphylococcus aureus y Candida albicas para los retos microbianos. Para todos
los retos se empled el tubo 1 de la escala de Mc Farlan (BaClz2 1% 0.1 ml, H2SO4
1% 9.9ml; 300x10® UFC/mlI) utilizando la metodologia descrita en la seccion 3.2.4

del capitulo 3.
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E. coli.

Para éste microorganismo una vez que se sembro en Agar Rojo Violeta
Bilis sus diluciones decimales del vial “B”, se observd que después de 24
horas se encontraron 10 colonias de E. coli en la dilucién 108. Después se
llevd a cabo una prueba de viabilidad para corroborar si en el queso panela
se podia obtener una concentraciéon minima de 10% UFC/g como se
muestra en la pagina 54. Con este dato obtenido se procedi¢ a obtener la
dilucion 108, para que a partir de este inocular el queso panela para el reto

microbiano.
Staphylococcus aureus.

En el caso de éste microorganismo, las diluciones decuples obtenidas a
partir del vial “B” se sembraron en Agar Bair Parker, después de 48 horas
se observo el crecimiento de 2 colonias en la dilucién 108. Enseguida se
llevd a cabo una prueba de viabilidad de la bacteria en el queso panela
para obtener una concentracion minima de 10° UFC/g. Con esta
comprobacién se procedié a elaborar nuevamente el vial “B” y obtener la
dilucién de 108, el cual se ocupd para inocular el queso panela para este

reto microbiano.
Candida Albicas

Para este microorganismo las diluciones decimales obtenidas a partir del
vial “B” se sembraron en agar papa dextrosa, después de 24 horas de
incubacion se observé el crecimiento de 3 colonias en la dilucion de 106.
Igualmente que en los casos anteriores se realizé la prueba de viabilidad
para comprobar si en el queso panela se obtenia la concentracion minima

de 108 UFC/g A partir de este valor se procedié nuevamente a preparar el
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vial “B” y obtener la dilucién 10° para inocular el queso panela en este reto

microbiano.
Prueba de viabilidad

Tanto la metodologia de la prueba de viabilidad y los retos microbianos se
realizaron en base a lo sefialado en el articulo “Efecto de la incorporacién de la
nisina sobre la supervivencia de Staphylococcus aureus en queso de mano” por
Roland, 2007.

Como se mencioné anteriormente se llevé a cabo una prueba de viabilidad para
cada uno de los microorganismos empleados. (E. coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicas) para verificar que cada una de estas bacterias podia crecer en el
queso hasta alcanzar minimamente 106 UFC/ g de queso panela, obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 19. Resultados de la prueba de viabilidad.

microorganismo Resultado
E. coli 10x10% UFC/ml
Staphylococcus aureus 2x10% UFC/ml
Candida albicas 1x10°% UFC/ml

Después de estandarizar la concentracion del inoculo mediante la curva de Mc
Farlan se agregd al proceso de elaboracion de queso panela, verificando que
todos los microorganismos fueron capaces de crecer a una concentracion igual o
mayor de 108 UFC/g., como se muestra en la figura 11, esto debido a que el queso
es un excelente medio de cultivo que favorece la proliferacion bacteriana al
contener proteina carbohidratos vitaminas y un contenido de humedad elevado
(Badui, 2013).
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Figura 12. Prueba de viabilidad.

4.4 O.P.4. Retos microbianos de E. coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicas.

Los retos microbianos consistieron en la confirmacién de la efectividad de los
conservadores naturales (nisina, natamicina y lactato de calcio) frente a
microorganismos patdégenos, empleados en la elaboracion de queso panela
mediante pruebas in vitro de acuerdo a la tabla de retos microbianos. Cada reto
se realizd6 monitoreando diariamente el queso inoculado con cada una de la sepas
y el conservador y un queso solo con conservador como testigo negativo.

Los conservadores empleados (nisina, natamicina y lactato de calcio) se utilizaron
en las concentraciones mostradas en la Tabla 20. En los 3 casos se emplearon las

concentraciones que recomendo el proveedor para queso panela.
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Tabla 20. Concentracion utilizada de los conservadores.

CONCENTRACION UTILIZADA DE LOS CONSERVADORES.

Conservador. Rango de empleo. Concentracion utilizada.
(mg/kg) (mg/kg)
Nisina. 1.25-12.5 12.5
Natamicina. 30-40 40
Lactato de calcio. 6,000 6,000
E. coli

Para el caso de este microorganismo se realizd el reto con los 3
conservadores utilizados (nisina, natamicina y lactato de calcio) como se

describié en el capitulo 3 seccién 3.2.5.
E. coli + nisina.

Como se menciond anteriormente en cada reto microbiano se monitoreo el queso
con conservador e inoculo y el queso unicamente con conservador, para este
caso, en el primer dia se observd una disminucion de la concentracion de inoculo
hasta alcanzar 30 UFC/g. Como se observa en la tabla 21. Sin embargo al pasar
los dias el crecimiento de la bacteria se ve incrementado a tal grado que duplica la
concentracion inicial del inoculo, mientras que en el queso que solo tenia el

conservador no mostro ningun crecimiento a lo largo del reto.

Tabla 21. Datos comparativos entre el queso con E. coli + nisina y el queso

con nisina.

Nisina + E. coli.

DIAS | A (UFClg) |B (UFClg)
0 0 10,000,000
1 0 30
2 0 3,000
3 0 100,000
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4 0 3,000,000
5 0 20,000,000

A: Queso panela + conservador.

B: Queso panela + conservador e inoculo.

Algunos estudios han demostrado que los tratamientos con nisina en presencia de
bacterias Gram negativas sensibilizan la membrana externa (Castro y col., 2009)
evitando asi que la nisina pueda actuar sobre el peptidoglicano del espacio
periplasmico de la célula bacteriana como ocurre en las bacterias Gram positivas
(Pifa, 2011). Sin embargo este efecto detiene momentaneamente el crecimiento
de las bacterias, las cuales después de cierto tiempo logran adaptarse y continuan

con un crecimiento exponencial.

25000000

20000000 /

15000000 /
£ 10000000
=) \ / =& Nisina con E coli

5000000
0 ¥— 0/
(i) 2 4 6
-5000000
Dias

Figura 13. Comportamiento del queso panela con E. coli y nisina.

E. coli + natamicina

En el caso de este reto microbiano igualmente se observé una disminucion
significativa el primer dia, de 10x10® UFC/ml a 200 UFC/ml. Al segundo dia se
obtuvo una disminucién del 50% con respecto al dia anterior, sin embargo en el
tercer dia el conteo microbiano aumento a 700 UFC/ml. Para el cuarto dia el
conteo de microorganismos llego a 1x10* UFC/ml, a partir del quinto dia del reto el

crecimiento de la E. coli fue practicamente exponencial como se muestra en la
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figura 14. En cambio el queso que solo tenia conservador no presento ningun

crecimiento a lo largo del reto.

La natamicina no tiene un efecto contra las bacterias (Codex alimentarius, 2000),
sin embargo a lo largo del reto microbiano se demostré que si logra disminuir la
concentracion inicial de E. coli como ya se describio, pero después de unos dias
esta crece exponencialmente. Esto puede ser debido a que el método de accion
de la natamicina consiste en formar un enlace con los esteroles (estos estan
ausentes en las bacterias) de la membrana celular del hongo para producir un
cambio en la permeabilidad de la misma, provocando asi la perdida de materiales

celulares esenciales (Obregoén, 2004).

La natamicina pudiera actuar de la misma manera en la pared de la célula de la E.
coli fijandose a un compuesto lipidico similar a los esteroles, lo que podria
provocar cambios en la pared externa de la célula dando como consecuencia la
disminucién en la concentracién de la bacteria. Este efecto no causa la inhibicion

total de la bacteria por lo que se podria considerar como un bacteriostatico.

Tabla 22. Datos comparativos entre el queso con E. coli + natamicina contra

el queso con natamicina.

Natamicina + E. coli.
DIAS | A (UFC/g) |[B (UFClg)

10,000,000
200
100
700
10000
140,000
100,000
4,000,000

A: Queso panela + conservador

o O | W N = O

ol O] O Ol O] ol o] ©

7

B: Queso panela + conservador e inoculo.
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Figura 14. Comportamiento del queso panela con E. coli y natamicina.

E. coli + lactato de calcio.

En este reto microbiano la disminucion inicial de la E. coli en el primer dia fue
considerable hasta alcanzar una concentracion de 3x10% UFC/g, sin embargo esta
disminucién fue mucho menor que en el caso de los retos donde se empled nisina
y natamicina. Al segundo dia del reto, el crecimiento de la bacteria fue en aumento
y asi continuo hasta el cuarto dia donde se alcanzé una concentracion de tres
veces mayor al indculo inicial, 30x108 UFC/g, como se observa en la figura 15. En
el caso de la muestra que solo contenia lactato de calcio no se mostré ningun

crecimiento a lo largo del reto microbiano.

Esto pude ser atribuido a sus caracteristicas de preservacion del lactato de calcio
que consta de varios mecanismos de accidén. Entre los principales podemos
encontrar la inhibicion de la regeneracion, la acidificacion intracelular, interferencia
con el traslado de protones por la membrana celular, y bajar la actividad de agua
de los productos (Valverde, 2007). Teniendo propiedades antimicrobianas frente a
microorganismos patégenos como E. coli, C. botulinum, L. monocytogenes
(Freixanet, 2010).
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Estudios realizados en carnicos han demostrado que productos derivados del
acido lactico, incluyendo el lactato de calcio, pueden extender la fase logaritmica y

disminuir el rango de crecimiento microbiano (Ok-kyung, Mallory y col. 2012).

Sin embargo la concentracion del inoculo inicial de 10x108 UFC/ml es demasiado
para el lactato de calcio, no logrando retardar lo suficiente la fase logaritmica de E.
coli, y en un periodo de dos a tres dias se observa un crecimiento exponencial de

la misma.

Tabla 23. Datos comparativos entre el queso panela con lactato de calcio +

E. coli contra el queso panela con lactato de calcio.

Lactato de Calcio + E. coli.
DIAS |A (UFC) B (UFC)
0 0 10,000,000
1 0 3000
2 0 300000
3 0 1,000,000
4 0 30,000,000

A: Queso panela + conservador.

B: Queso panela + conservador e inoculo.

35000000

30000000 T
25000000
20000000

UFC

/

15000000 II 9— Lactato de calcio

10000000 con E coli
5000000 \ /

0 %

-5000000 0

Figura 15. Comportamiento del queso panela con E. coli y lactato de calcio.
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Staphylococcus aureus + nisina.

Para el siguiente reto microbiano en donde se utilizd6 Staphylococcus aureus como
inoculo se observé una disminucion de 2x10% UFC/g a 2x102 UFC/g en el primer
dia del reto microbiano. Para el segundo dia se alcanzé la concentracion de 300
UFC/g y a partir del tercer dia la concentracién del inoculo fue cero: asi continuo el
experimento hasta alcanzar el séptimo dia de experimentacién (figura 16); para
corroborar el comportamiento del Staphylococcus aureus. A su vez también se
monitoreo el queso panela unicamente con la nisina como testigo, obteniendo

concentraciones de 0 UFC/g a lo largo de todo el reto microbiano.

Este comportamiento es debido a que la nisina se acumula en la mono capa
externa de lipidos de la membrana celular, lo que conlleva a la union con el
precursor del peptidoglicano, el lipido Il. Este enlace de la nisina y el lipido I
forman un poro hibrido compuesto de ocho moléculas de nisina y cuatro del lipido
ll, provocando la perdida de pequefos componente citoplasmaticos como
aminoacidos y ATP, lo que provoca un colapso en el gradiente de iones, y este a
su vez un desbalance en el gradiente de pH; llegando con esto a la lisis de la

célula bacteriana. (Pifia, M. 2011).

Tabla 24. Datos comparativos del queso panela con Staphylococcus aureus

+ nisina contra el queso panela con nisina.

Nisina + Staphylococcus aureus.
DIAS A (UFC/g) B (UFC/g)
0 0 2,000,000
1 0 2,000
2 0 300
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
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A: Queso panela + conservador.

B: Queso panela + conservador e inoculo.

2500000
2000000 \
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o
& 1000000 =—¢—Staphylococcus aureus
+ nisina
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T 2 4 6 8
-500000
dias

Figura 16. Comportamiento del queso panela con Staphylococcus aureus y

nisina.

Candida albicas + Natamicina.

En el caso de este reto microbiano se observé un comportamiento similar al reto
anterior, la disminucién en el primer dia fue considerable de 3x10® UFC/ml a 0
UCF/ml. El reto continuo a lo lardo de 7 dias para observar el comportamiento del
microorganismo, sin embargo no hubo cambio aparente. Al mismo tiempo se
analizo es queso panela unicamente con natamicina, el cual no tuvo ningun

crecimiento a lo largo de todo el reto (tabla 25).

Algunos estudios clinicos han demostrado que la natamicina es altamente eficaz
contra el crecimiento de Candida albicas tal y como lo menciona Saleem (2007),
donde presenta una inhibicion total de este hongo a los 5 dias aplicandole

natamicina para su tratamiento. Este estudio clinico se llevé a cabo en conejos lo
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comparacién con el reto microbiano en el queso panela.

Tabla 25. Datos comparativos entre el queso panela con Candida albicas +

natamicina contra el queso panela con natamicina.

Natamicina + Candida albicas
DIAS A (UFC/g) B (UFC/g)
0 0 3,000,000
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0

A: Queso panela + conservador.

B: Queso panela + conservador e inoculo.
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Figura 17. Comportamiento del queso panela con Candida albicas + natamicina.
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4.5. 0.P.5. Vida de anaquel.

Como parte del quinto objetivo particular se planteé realizar la vida de anaquel del
queso panela en presencia de cada uno de los conservadores empleados como

muestra la tabla 26.

Tabla 26. Condiciones para la vida de anaquel.

Experimento Condiciones Almacenamiento (°C)
1 Queso sin conservador 4°C
Queso con nisina 4°C
Queso con natamicina 4°C
Queso con lactato de calcio 4°C

En todos los casos se siguieron las actividades descritas en el apartado 3.2.6 del
capitulo 3 evaluando en los 4 casos coliformes totales, mohos y levaduras vy
Staphylococcus aureus. Sin embargo a lo largo de toda la vida de anaquel no se
registraron datos de hongos y levaduras ni de Staphylococcus aureus por lo que
los resultados mostrados solo estan enfocados a coliformes totales. La norma
oficial mexicana NOM-243-SSA1-2010 sefala que para queso fresco el valor de
coliformes totales debe de ser menor a 100 UFC/g. Tomando esto como referencia
si en algun experimento de los ya citados, sobrepasaba este valor se daba por
terminado el experimento ya que se considera fuera de norma y no puede ser
consumido. En la figura 18, se muestran los valores obtenidos de coliformes
totales en los 4 casos. En el caso del queso sin conservador no se observo
crecimiento hasta el sexto dia donde obtuvo un valor de 2 UFC/g, sobrepasando el
valor de la norma hasta el octavo dia con un valor de coliformes de 110 UFC/g.
Para el queso panela con lactato de calcio presento el primer crecimiento hasta el
séptimo dia con 10 UFC/g en los dias posteriores el valor de coliformes fue en
aumento hasta alcanzar las 125 UFC/g en el dia catorce del experimento. El
queso panela con natamicina tuvo crecimiento hasta el dia once, este crecimiento

fue de manera mas lenta en comparacioén con los 2 casos anteriores, logrando
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alcanzar las 143 UFC/g en el dia 20 de experimentacion. En el queso panela
donde se utilizé nisina el tiempo en el que presento el mayor crecimiento de

coliformes fue a los 23 dias con 131 UFC/g.

A pesar de que la leche fue pasteurizada, no se eliminaron por completo todos los
microorganismos que esta pudiera contener; sobreviviendo microorganismos
resistentes a temperaturas altas, principalmente bacterias mesofilas y algunas
especies de cocos. El proceso de elaboracién del queso se llevé a cabo bajo las
buenas practicas de manufactura, sin embargo no se realiz6 en un area totalmente
estéril por lo que el queso puedo haberse contaminado después de la
pasteurizacion. Otro punto importante es que el queso panela es un producto con
alto contenido de humedad, aproximadamente el 58% y nutrientes, principalmente
proteina (18%) (NMX-F-742-COFOCALEC-2010). Lo que genera un medio idoneo
para el crecimiento bacteriano. Es por eso que el queso panela sin conservador
solo duro 7 dias antes de sobrepasar el limite de coliformes segun la norma
mexicana NOM-243-SSA1-2010. El queso panela tiene una vida util de 7 dias

(Yescas, 2013) por lo que los datos obtenidos fueron esperados.

160
140
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100
&0 H queso solo
O 80 ||
=) H queso/lactato c.
60 1 | gqueso/natamicina
40 . . H queso/nisina
0 . h I | I

123456 7 8 91011121314151617 181920212223
Dias

Figura 18. Resultados de la vida de anaquel.
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De acuerdo con el objetivo particular 4 donde se evaluaron los conservadores en
presencia de E. coli, Staphylococcus aureus y Candida albicas se demostré que la
nisina, natamicina y lactato de calcio tienen un efecto inhibitorio sobre estos
microorganismos. Es por esto que al someter al queso panela a una vida de
anaquel en presencia de estos conservadores lograron extenderla. La diferencia
entre el tiempo de vida util de cada queso panela es debido principalmente al

método de accidon de cada conservador.

En base a los resultados obtenidos del presente trabajo se puede decir que, a
pesar de que la concentracion inicial del inéculo fue alta, los conservadores
disminuyeron, y en algunos casos inhibieron totalmente, a los microorganismos.
Tomando esto como referencia se puede decir que si por algun motivo durante el
procesos de elaboracion del queso panela, se llegara a contaminar con alguno de
estos microorganismos estudiados (E. coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicans) los conservadores podrian inhibirlo, ya que la concentracion seria
relativamente baja; sin dejar de lado las buenas practicas de manufactura durante

el proceso de elaboracion.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos del Analisis Quimico Proximal y de las pruebas de
anden de la leche son semejantes a las especificaciones sefaladas en la
norma NOM-155-SCFI-2010, lo que indica que la leche empleada fue de
buena calidad.

El proceso de elaboracion de queso panela empleado fue adecuado para
obtener un producto final con las caracteristicas propias de este producto.
Los resultados del analisis microbiologico del queso panela cumplen con lo
sefalado en la norma NOM-243-SSA1-2010, lo que indica que el proceso
se llevd a cabo con buenas practicas de manufactura.

En los retos microbianos de nisina, natamicina y lactato de calcio frente a E.
coli se comprobdé que los conservadores inhibieron parcialmente el
crecimiento de la bacteria, sin embargo, fueron incapaces de eliminarla
totalmente, una vez que la bacteria se adaptd su crecimiento fue muy
rapido.

La natamicina tuvo mayor efecto inhibitorio contra E. coli en comparaciéon
con la nisina y el lactato de calcio.

La nisina tuvo un efecto inhibitorio total cuando se retd frente a
Staphylococcus aureus en el queso panela, ya que es especifico para
bacterias Gram positivas, sin embargo, logro mostrar un efecto de inhibicién
frente a bacterias Gram negativas, como lo es la E. coli.

La natamicina logro inhibir totalmente el crecimiento de Candida albicas en
queso panela.

El lactato de calcio logro disminuir y retardar el crecimiento microbiano, sin
embargo, su efecto fue menor en comparacion con la nisina y la natamicina.
El queso panela sin conservador sobrepaso los limites microbioldgicos
permitidos por la norma NOM-243-SSA1-2010 a los 7 dias, lo que

corresponde a la vida de anaquel de un queso fresco.
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El lactato de calcio logro preservar el queso panela durante 13 dias,
mientras que la natamicina logro alargar su vida 19 dias, sin embargo la
nisina logro conservar durante 22 dias, siendo este ultimo el mas eficaz.

El empleo de conservadores naturales es una opcion para prolongar la vida
de anaquel del queso panela, siempre y cuando se lleven a cabo las

buenas practicas de manufactura.

El uso de conservadores no sustituyen las buenas practicas de manufactura
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Recomendaciones

Realizar estudios de nisina y lactato de calcio frente a mohos y levaduras
para ver si tiene efecto contra estos microorganismos

Estudiar el efecto de la nisina, natamicina y lactato de calcio frente a otros
microorganismos patégenos.

Realizar un analisis sensorial al queso panela con los conservadores
empleados durante la vida de anaquel para comprobar que sus
caracteristicas organolépticas no cambian, y asi, ser aceptado por el
consumidor.

Comprobar si la mezcla de 2 o mas conservadores, provocan un efecto
sinérgico, ampliando la vida util del queso panela.

Emplear los conservadores en otro tipo de queso para verificar si logran

aumentar la vida util.
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