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RESUMEN

El queso fresco elaborado en la provincia de Chota es muy apreciado en la region y regiones
colindantes a Cajamarca, sin embargo, las condiciones tecnoldgicas y de salubridad en las que se
producen hacen que sea un producto altamente perecedero. Por ello, esta investigacion tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la poblacion de bacterias probiéticas (Lacticaseibacillus rhamnosus)
(CBL), temperatura de pasteurizacion (TP) y tiempo de vida atil (TVU) en las caracteristicas
fisicoquimicas del queso fresco pasteurizado. La investigacion se desarroll6 teniendo en cuenta el
efecto de las CBL, TP y TVU en el queso fresco pasteurizado mediante el andlisis de acidez,
humedad y pH, utilizando un disefio factorial de maltiples niveles. EI ANOVA de los modelos (p
< 0,05) para las variables respuestas acidez, humedad y pH resulté con efecto significativo en
relacién a las variables independientes CBL, TP y TVU. El queso fresco pasteurizado con adicion
de bacterias probidticas (Lacticaseibacillus rhamnosus) mantuvo la humedad dentro de la escala
exigida por el DS N° 007-2017-MINAGRI, a diferencia del el pH y la acidez titulable que
registraron valores con ligero descenso cuando se trata del pH y ligero aumento de la acidez. Las
bacterias probiéticas durante el periodo maximo de estudio (21 dias) presentaron un incremento
de coliformes totales y termotolerantes que la califica al queso fresco como no apto para consumo
humano. Esto implica que, bajo las condiciones de procesamiento y de la leche fresca utilizada, el
queso probablemente tendria una vida atil menor a los 21 dias conservadas a las condiciones de
almacenamiento estudiadas (refrigeracion). Sin embargo, en relacion al pH, humedad y por la
supervivencia e incremento que presentd el Lacticaseibacillus rhamnosus, el queso fresco
pasteurizado puede ser considerada aceptable y portadora de cepas probioticas.

Palabras claves: pasteurizacion, probiotico, derivado lacteo, poblacién microbiana, vida

atil.
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ABSTRACT

The fresh cheese produced in the milk-producing areas of Chota province is highly valued in the
region and neighboring regions of Cajamara; however, the technological and sanitary conditions
in which it is produced make it a highly perishable product. Therefore, the objective of this research
was to evaluate the effect of probiotic bacteria (Lacticaseibacillus rhamnosus) population (CBL),
pasteurization temperature (TP) and shelf life (TVU) on the physicochemical characteristics of
pasteurized fresh cheese. The research was developed considering the effect of CBL, TP and TVU
on pasteurized fresh cheese through the analysis of acidity, moisture and pH, using a multilevel
factorial design. ANOV A of the models (p < 0.05) for the response variables acidity, moisture and
pH resulted with significant effect in relation to the independent variables CBL, TP and TVU.
Pasteurized fresh cheese with the addition of probiotic bacteria (Lacticaseibacillus rhamnosus)
maintained the humidity within the range required by DS N° 007-2017-MINAGRI, unlike pH and
titratable acidity, which registered values with a slight decrease in pH and a slight increase in
acidity. The probiotic bacteria during the maximum study period (21 days) showed an increase in
total coliforms and thermotolerant, which qualifies the fresh cheese as unfit for human
consumption. This implies that, under the processing conditions and the fresh milk used, the cheese
would probably have a shelf life of less than 21 days under the storage conditions studied
(refrigeration). However, in relation to pH, humidity and the survival and increase of
Lacticaseibacillus rhamnosus, the pasteurized fresh cheese can be considered acceptable and a

carrier of probiotic strains.

Keywords: pasteurization, probiotic, dairy derivative, microbial population, shelf life.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, es comun utilizar bacterias acido lacticas en la elaboracion de alimentos,
especialmente en productos lacteos fermentados. Estas bacterias poseen diversas caracteristicas,
entre las cuales destaca su capacidad para producir diferentes sustancias antimicrobianas, como
las bacteriocinas. Estas Gltimas son péptidos o proteinas de pequefio tamafio con una potente
actividad antimicrobiana, que puede inhibir el crecimiento de varias cepas bacterianas, incluidas
aquellas consideradas patogenas ( Prisilla et al., 2021).

Las bacterias probidticas son definidas como "microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, proporcionan beneficios para la salud del huésped™ segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2001). Ademas,
se ha demostrado que estas bacterias probioticas pueden actuar como biocatalizadores al mejorar
el alimento durante la elaboracion, confiriéndole caracteristicas organolépticas y nutricionales
deseables (Makinen et al., 2012).

Segun Ningtyas et al., (2019) el queso fresco es potencialmente una buena matriz para
administrar probidticos debido a sus caracteristicas quimicas y fisicas especificas en comparacién
con otros productos lacteos, como el valor del pH, la actividad de agua relativamente alta y el
contenido de grasa.

A raiz de los beneficios antes mencionados por el uso de bacterias probidticas y a que la
provincia de Chota region Cajamarca debido a sus caracteristicas agroecoldgicas y potencial
ganadero representa una zona propicia para la manufactura de leche y por ende la produccién de
queso (Alayo, 2018). Surgié la idea de elaborar queso fresco pasteurizado con la utilizacion de
bacterias probidticas, que ademas de alimentar, puede cumplir con una funcion beneficiosa en la

salud de quienes los consumen.
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De alli que este trabajo de investigacion tuvo como objetivo general, evaluar el efecto de
las bacterias probidticas (Lacticaseibacillus rhamnosus), temperatura de pasteurizacion y tiempo
de almacenamiento en las propiedaddes fisicoquimicas y microbioldgicas del queso fresco
pasteurizado. Los objetivos especificos de la presente investigacion fueron analizar las
caracteristicas fisicoquimicas del queso fresco pasteurizado, determinar la poblacién adecuada de
bacterias probioticas (Lacticaseibacillus rhamnosus) para mejorar la calidad en queso fresco
pasteurizado, determinar la temperatura adecuada de pasteurizacion del queso fresco pasteurizado
y, determinar el tiempo adecuado de almacenamiento del queso con adicion de bacterias

probidticas (Lacticaseibacillus rhamnosus).
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Cangas et al. (2019), en Oviedo, Espafia, llevaron a cabo una investigacion con el
objetivo de determinar la relacién y la poblacién bacteriana de Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus en la leche, asi como la proporcién de ingredientes vegetales para
desarrollar un queso fresco con beneficios para la salud. Concluyeron que los cultivos deben
utilizarse en una relacion de 1:1 y una poblacion del 2,5%. Ademas, observaron que el queso
refrigerado mantuvo una viabilidad por encima de 10° UFC/g hasta los 14 dias.

Bolafios (2015), en Quito - Ecuador, realizo un estudio en la elaboraciéon de queso
semimaduro utilizando bacterias probi6ticas con el fin de ampliar las opciones tecnolégicas en
el procesamiento de la leche. La muestra consistio en la elaboracion de queso a partir de leche
cruda de vaca. Se investigo0 el efecto de la temperatura de pasteurizacion (63 °Cy 72 °C) en la
viabilidad del probiotico empleado. Los resultados mostraron que a una temperatura de 72 °C
se logra un nimero igual o mayor de bacterias viables probidticas de 1x10°® UFC/g, y se
mantuvo la ausencia de patogenos (Enterobacterias y S. aureus), cumpliendo asi con la norma
NTE1334-3 (INEN, 2011).

Pehrson et al., (2020) evaluaron el efecto de una preparacion probiotica de multiples
cepas sobre la seguridad microbioldgica y composicion bacteriana de un queso tradicional
brasilefio de leche cruda, mediante métodos dependientes de cultivo y pirosecuenciacion. Los
quesos enriquecidos con probidticos presentaron 50% menos de lecturas de secuencia de
Enterobacteriaceae que los quesos control. La viabilidad celular de coliformes totales y
termotolerantes disminuyo durante la maduracion (verano y otofio). Los resultados del método
dependiente del cultivo no se correlacionaron con el método independiente, debido a un
numero relativamente constante de lecturas de Enterobacteriaceae durante la maduracion. Las

células viables de coagulasa positiva Staphylococcus aureus se mantuvieron dentro de los
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limites legales en ambos grupos de quesos desde el ler dia, en los quesos enriquecidos con
probidticos disminuyé a cero en el 15 avo dia. Salmonella sp. y Listeria sp. estuvieron ausentes
en los grupos control y probioticos. Estos resultados respaldan que el enriquecimiento de
quesos de leche cruda con probidticos u otras bacterias bioprotectoras pueden mitigar los
sabores producidos por Enterobacteriaceae, mientras se mantiene la diversidad microbiana que
beneficia a la salud y mejora del perfil sensorial.

Gutiérrez (2020), realiz6 la adicion de probioticos a un queso fresco y evalud su
influencia en las caracteristicas fisicoquimicas, texturales, sensoriales y la viabilidad bacteriana
durante el almacenamiento. Se observé que el queso fresco elaborado con Lacticaseibacillus
rhamnosus afiadido antes del cuajado presentdé una mayor viabilidad de las bacterias acido
lacticas (BAL), alcanzando 1,77 x 10° UFC/g a los 21 dias de almacenamiento a temperaturas
de4°Cab5-°C.

Orihuela (2016), en Huancayo, evaludé las propiedades fisicoquimicas, las
caracteristicas sensoriales y el analisis microbioldgico del queso paria utilizando cultivos
probidticos de las marcas SACCO y VIVOLAC. Para la pasteurizacion de la leche, se empleo
un tratamiento térmico HTST a temperaturas entre 72 y 75 °C durante 20 segundos, y durante
la etapa de pre-maduracion se agregaron cultivos probidticos de las marcas SACCO vy
VIVOLAC. Los resultados mostraron que los quesos elaborados con cultivos probioticos
SACCO presentaron un mayor rendimiento y una mayor aceptabilidad. Ademas, en los analisis
microbiologicos de Coliformes, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella
sp (UFC/g), se encontraron valores por debajo de las normativas establecidas en todos los

tratamientos, lo que indica que son aptos para el consumo humano.
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2.2. Bases tedricas

2.2.1 Leche

La leche se define como una mezcla compleja que contiene una variedad de
componentes, entre los que se incluyen agua, caseinas, albuminas, lactosa, grasas, sales

minerales, vitaminas, proteinas y solidos no grasos (Serrano y Minga, 2015).

2.2.2 Pasteurizacién de leche

El tratamiento térmico de pasteurizacion es elevar la temperatura de la leche a 65 °C o
a 71,7 °C por un tiempo de 30 minutos o 15 minutos, respectivamente; realizar la pasteurizacion
es fundamental para obtener un producto dentro de los estandares de seguridad alimentaria

(Cavalcante et al., 2007).

2.2.3  Requisitos fisico-quimicos de leche pasteurizada

segun la NTP 202.086-2010, la leche tiene que cumplir con ciertos parametros de
calidad tales como fisicos quimicos, asi como se muestra en la Tabla 1 sus cantidades minimos
y maximos que deberia tener la leche pasteurizada y, en la Tabla 2 se muestran parametros de
los tipos de quesos obtenidos de la leche pasteurizada que seran destinados para el consumo

humanao.
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Tabla 1

Composicién fisicoquimica de la leche pasteurizada

Leche Leche Leche
. pasteurizada .
Componentes pasteurizada . pasteurizada
parcialmente
entera descremada
descremada
. - Menor de 3,2y L
Materia grasa (g/100 Q) Minimo 3,2 mayor de 0.5 Méaximo 0,5
Soélidos no grasos (g/100 g) Minimo 8,2 Minimo 8,3 Minimo 8,4
Solidos totales (g/100 g) Minimo 11,40 - -
P,ro_telnas (N x6,38) en los Minimo 34 Minimo 34 Minimo 34
solidos no grasos (g/100 g)
AAcidez, expresada como 0,14 -0, 18 0,14-0,18 0,14-0,18

acido lactico (g/100 g)

Densidad a 15 °C 1,0296 -1,0340 Minimo 1,0297 Minimo 1,0320
Nota. NTP 202.086-2010.

2.2.4 Queso

El queso se produce a partir de la coagulacion de la leche cruda o pasteurizada, siendo
principalmente compuesto por caseina en forma de gel. Este proceso permite conservar los
nutrientes presentes en la leche, como grasas, proteinas y otros elementos, resultando un
producto con un sabor distintivo y una textura solida o semisélida (Velez y Barbosa, 2009).

Desde hace un tiempo, se han identificado mas de 2000 tipos de queso, incluyendo
variedades maduradas, semimaduradas y frescas (Gunasekaran y Ak, 2002). Ademas, los
quesos frescos son componentes esenciales de una amplia gama de platos culinarios,
contribuyendo al rico patrimonio gastronomico del Perd (Ramirez y Vélez, 2012),

destacandose como la opcidn preferida hasta la fecha.
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2.2.5 Clasificacion del queso

Segun su textura, que se define en funcion del contenido de humedad sin grasa
(HSMG), la leche se clasifica en diversas categorias que incluyen extraduro, duro, firme o

semiduro, y blando (FAO, 2013).

Tabla 2

Clasificacion del queso segln su consistencia

HSMG % Denominacion
Menor a 51% Extraduro
Mayor o igual a 49% y menor o igual a 56% Duro
Mayor o igual a 54% y menor o igual a 69% Firme/ Semiduro
Mayor 67% Blando

Nota. HSMG: Humedad Sin Materia Grasa

La HSMG se calcula de la siguiente forma (Ecuacion 1):

Peso de la humedad en el queso
HSMG =

Ec. 1
Peso total del queso - Peso de grasa en el queso X (Ee. 1)

2.2.6 Queso pasteurizado

Un queso pasteurizado se obtiene sometiendo la leche a un proceso de pasteurizacion;
Este procedimiento implica un calentamiento rapido para destruir posibles patdgenos y asi
disminuir la presencia de microorganismos (Wolke, 2005). En los quesos frescos, la alta
humedad y el bajo pH son factores que ejercen una influencia significativa en la textura y el
sabor durante el almacenamiento. Un exceso en la descomposicién de las proteinas puede
ocasionar defectos como una textura excesivamente suave y un sabor amargo (Ramirez y

Vélez, 2012).
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2.2.7 Caracteristicas fisicoquimicas del queso

El queso fresco debe cumplir con ciertos requisitos sensoriales y fisicoquimicos

establecidos en la DS N° 007-2017-MINAGRI para ser considerado aceptable (Tabla 3).

Tabla 3

Requisitos fisicoquimicos del queso

Caracteristica Unidad Elaboradoabase Elaborado a base de Elaborado a

de leche entera leche parcialmente base de leche
descremada descremada
Materia grasa @/100g > 40 >15 <15
en el extracto /1009 > 46 > 46 > 46
seco
Humedad

2.2.8 Caracteristicas sensoriales del queso

Son las caracteristicas organolépticas del queso, los cuales son percibidos por los

sentidos. En la Figura 1 se aprecia el orden en que deben ser percibidos (Alejandro, 2017).

Figura l

Orden de percepcion de las caracteristicas sensoriales del queso

pnticipacic,

Nota. Brich y Col (1997) citado por Alejandro (2017).
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En la Figura 1 se observa un circulo dividido en tres atributos: la apariencia la cual debe
ser percibida por el sentido de la vista, las caracteristicas olfato-gustativo, percibidas con los
sentidos del gusto y el olfato y las quinestésicas que son percibidas por con el tacto y el oido.
Para percibir la textura de un producto, éste debe ser manipulado; es decir, cortarlo, presionar
con los dedos, entre otros. Las caracteristicas olfato-gustativas incluyen el gusto, olor y aroma

(Alejandro, 2017).

2.2.9 Requisitos de calidad de los quesos

Segun la NTP 202.195:

v Los quesos frescos deben ser elaborados exclusivamente con leche pasteurizada y en
condiciones higiénico-sanitarias rigurosas.

v La apariencia, textura, color, olor y sabor de los quesos frescos deben ser caracteristicos
del tipo de queso correspondiente y no deben contener sustancias ni caracteristicas
sensoriales extrafias.

v Los quesos frescos no deben tener corteza.

v' La pasta del queso fresco debe tener una textura suave, ser facil de cortar y puede
mostrar pequefias grietas caracteristicas.

v Lagrasay las proteinas lacteas en los quesos frescos no pueden ser reemplazadas por
elementos no l4cteos.

v Los quesos frescos deben almacenarse refrigerados, a temperaturas entre 2 °C y 6 °C,
hasta su consumo.

v En el contexto de los alimentos, se consideran conceptos de calidad que abarcan diversos
aspectos como higiene, salud, composicion quimica, propiedades fisicas, caracteristicas
sensoriales, etc. Estos aspectos pueden evaluarse mediante criterios objetivos y

subjetivos. (Ares, 2002).
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Para conseguir un queso de calidad y que cumpla con los requisitos de salubridad
necesarios es importante realizar el control de la materia prima, la alimentacion del animal debe
ser de calidad los cuales deben ser alimentados con pastos limpios y verdes, el ordefio debe
realizarse en un lugar limpio, con un correcto lavado de manos antes de orderiar, se debe limpiar
la ubre de la vaca para evitar material extrafio como tierra, residuo agricola o microbios a la
leche, tener un control de mastitis de las vacas y, finalmente lavar todos los recipientes y
guardar inmediatamente. Después del ordefio es necesario enfriar la leche y bajar la
temperatura por debajo de los 15° C evitando el crecimiento de microbios (Castillo y Mestres,

2004).
2.2.10 Bacterias acido lacticas

Los probiodticos son organismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, brindan beneficios para la salud del huésped. La cantidad necesaria puede variar
segln la normativa de cada pais; sin embargo, por lo general, un producto probiotico debe
contener mas de 108- 108 UFC/g o mas de 108 — 10'° UFC/dosis de células viables (Sanchez et
al., 2015). Segun el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MINAGRI) (2017), basandose
en el Decreto Supremo 007-2017 - MINAGRI, el recuento minimo de bacterias lacticas puede
ser de al menos 10’ UFC/g. Las BAL abarcan una amplia gama de géneros bacterianos, siendo
principalmente bacterias Gram positivas (+) y tipicamente negativas para la enzima catalasa
(Gonzélez, 2013).

Los generos més destacados incluyen Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus y
Bifidobacterium. Filogenéticamente, las bacterias Gram positivas (+) se dividen en dos grandes

grupos. A excepcion de las bifidobacterias, todos los géneros mencionados pertenecen al grupo



25

de las bacterias Gram positivas; el género Bifidobacterium no se incluye en las bacterias Gram
positivas (+) (Gonzalez, 2013).

Las bacterias lacticas producen una variedad de sustancias antimicrobianas que
contribuyen a la estabilidad de los alimentos fermentados. Su capacidad para generar acidos
organicos, lo que resulta en la acidificacion del medio, es el principal mecanismo que inhibe el
crecimiento de otros microorganismos en los productos fermentados (Pérez y Ramirez, 2007).

Existen diversos géneros microbianos identificados como probidticos, cada uno con
beneficios especificos, dado que no todos son iguales. Se pueden distinguir dos tipos de
probioticos: bacterianos y de levadura. Entre los bacterianos, los mas comunes son

Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., que abarcan diversas especies (Ramirez et al., 2009).

2.2.11 Lacticaseibacillus rhamnosus

El Lacticaseibacillus rhamnosus es un bacilo gran positivo considerado originalmente
de una subespecie de L. casei, Sin embargo, mediante investigaciones genéticas se concluyo
que era una nueva especie (Tabla 4). Ademas, por ser un probidtico, en muchos estudios se ha

comprobado los efectos positivos en la salud (Caseres y Gotteland, 2010).

Tabla 4

Informacién taxondmica de la bacteria Lacticaseibacillus rhamnosus

Taxonomia de Lactobacillus rhamnosus

Dominio Bacteria
Division Fimicutes
Clase Bacili

Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillales
Género Lactobacillales
Especie L. rhamnosus

Nota. Caseres y Gotteland (2010).
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2.2.12 Beneficios de las bacterias probidticas en el queso fresco

Las bacterias &cido lacticas (BAL) probidticas ofrecen una opcion para el tratamiento
de enfermedades infecciosas en seres humanos. Ademas de esta funcion, estas bacterias
probidticas poseen otras caracteristicas deseables, como la capacidad de adherirse a los tejidos,
la produccidn de acidos organicos y peroxido de hidrégeno, y son consideradas seguras al no
ser patogenas, entre otras (Sanchez y Pefia, 2016).

Los alimentos funcionales probioticos, ademas de su valor nutricional intrinseco,
contribuyen al mantenimiento del estado de salud general del cuerpo humano y pueden ofrecer
beneficios adicionales, ya sean terapéuticos o preventivos. Para ejercer un efecto positivo, los
microorganismos deben mantenerse viables en el alimento desde su produccion hasta su
consumo. Los alimentos probidticos deben contener una poblacion microbiana de al menos 10°
UFC/ml que se establezcan en el intestino para ser considerados como tales y deben consumirse

de manera regular (Rodriguez et al., 2005).
2.2.13 Parametros que influyen en la elaboracion de queso fresco

En la produccion de queso fresco, diversos factores fisicoquimicos ejercen influencia y
definen sus caracteristicas, incluyendo:

El tiempo (min) y Temperatura (°C) de pasteurizacion de la leche. La accién de la
pasteurizacion busca controlar y reducir los posibles contaminantes microbiologicos presentes
en la leche, los cuales podrian originarse durante el proceso de ordefio, envasado y
almacenamiento. Sin embargo, la temperatura y duracion de la pasteurizacion desempefian un
rol crucial en la formacion del queso, ya que afectan sus caracteristicas sensoriales y
microbiologicas (Molina et al., 2001). Una desventaja asociada a la pasteurizacion radica en la
reduccion de los niveles de calcio soluble, lo que puede suceder especialmente cuando se

emplean temperaturas por encima de los 80 °C. Esto puede resultar en la desnaturalizacion de
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las proteinas del suero y la formacién de complejos entre la B-lactoalbdmina y la k-caseina.
Estos efectos pueden dificultar la coagulacion de la leche y prolongar el tiempo necesario para
lograrla. Sin embargo, parte de estas repercusiones pueden ser atenuadas mediante el uso de
cloruro de calcio (Rodriguez, 2019).

Poblacion del cultivo probidtico Lyofast LR 4PD (L. rhamnosus). La cantidad de
indculo utilizado influye en el tiempo necesario para la formacion de la cuajada. En el caso de
trabajar con cultivos madre, se utiliza un in6culo que oscila entre el 1% y el 2%, con una
poblacion microbiana de 10°— 107 UFC/g. Aunque es esencial agregar un cultivo probidtico
para mejorar las propiedades fisicoquimicas del queso, no siempre se logra este propdsito
debido a la variabilidad en las dosis utilizadas, lo que puede resultar en diferentes
caracteristicas en el mismo producto (Molina et al., 2001).

Tiempo de almacenamiento del queso fresco. El periodo de almacenamiento de
cualquier producto tiene un impacto significativo en sus propiedades fisicoquimicas. A medida
que transcurre el tiempo, el producto lacteo presenta una pérdida gradual de sus atributos
sensoriales distintivos. Ademas, si no se almacena de manera adecuada, puede comenzar a

descomponerse (Lizama y Palacios, 2017).
2.3. Definicion de conceptos
2.3.1 Queso fresco

Producto solido que se obtiene del procesamiento de la leche pasteurizada, con la
cuajada, y la eliminacion del suero, sus variedades dependen de los métodos de elaboracion
seguidos y el grado de madurez alcanzada. Este producto debe cumplir con los estandares

sensoriales y fisicoquimicos del DS N° 007-2017-MINAGRI.
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2.3.2 Microorganismos probidticos

Son microorganismos vivos que, si Se consumen en una cantidad adecuada, tienen
efectos positivos en la salud, no solo en términos nutricionales, sino también asegurando la

inocuidad de un producto, lo que les otorga un valor adicional (Karimi et al., 2011).

2.3.3 Lactobacillus

Son una clase de bacterias probioticas que son grampositivas y tienen la capacidad de
producir acido lactico a partir de los azlcares presentes en la leche. Por lo tanto, suelen ser
combinadas con la leche para la produccion de productos lacteos, con beneficios adicionales

para la salud.

2.3.4 Pasteurizacion

Proceso mediante el cual se somete la leche a una temperatura constante con el fin de

asegurar la disminucion de las bacterias presentes en la leche.

2.3.5 Tiempo de pasteurizacion

Es el tiempo que se sometera a la leche al proceso térmico de pasteurizado.

2.3.6 Tiempo de almacenamiento

Es el tiempo que se almacena el queso bajo condiciones adecuadas hasta su consumo,

y que puede variar desde un dia hasta 21 dias a 4 °C.
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I1l. MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion

El estudio se llevé a cabo en los laboratorios de tecnologia lactea y sus derivados,
Microbiologia y Biotecnologia Agroindustrial, Laboratorio de analisis y control de productos
agroindustriales de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad

Nacional Autonoma de Chota, ubicada en el Campus Colpa Huacaris.

3.2 Poblacion y muestra

3.2.1 Poblacién. La poblacién estuvo constituida por la produccion de leche fresca

proveniente de los ganados de la comunidad de Chulit, distrito y provincia de Chota.

3.2.2 Muestra. Se emple6 un muestreo no probabilistico, del tipo muestreo por
conveniencia, debido a la naturaleza del experimento. Estuvo constituida de

aproximadamente 60 L de leche fresca necesarias para los 18 tratamientos.

3.3 Equipos materiales e insumos requeridos

3.3.1 Insumos
v" Leche cruda de vaca
v’ Bacterias probidticas L. rhamnosus
v" Cuajo
v Sal
3.3.2 Materiales
v Recipientes de plastico
v" Moldes
v' Tela organza

v Pipeta volumétrica



v

v

v

v

Cépsula de porcelana
Pinza
Probetas

Matraz aforado

3.3.3 Equipos

v

v

Balanza analitica: modelo SANTORIUS ENTRIS.

Estufa: modelo Binden ED56

Potenciémetro: S| ANALYTICS, modelo Lab 855.

Cocina industrial
Refrigeradora: marca SAMSUNG

Termoémetro: TAYLOR, HDLD.

3.4 Metodologia de la investigacion

30

En la Figura 2 se presenta el esquema experimental donde inicialmente se realizé las

corridas experimentales (Tabla 6) mediante un disefio factorial de maltiples niveles, donde los

factores de estudio fueron la temperatura con dos niveles (63 y 75 °C), tiempo de

almacenamiento con tres niveles (1, 11y 21 dias) y poblacion de Lacticaseibacillus Rhamnosus

con tres niveles (0,0 g/100 L; 2,5 g/100 L y 5 g/100 L de leche). Posteriormente se elaboro el

queso utilizando los parametros obtenidos del disefio, luego se analizé el efecto de los

parametros en las caracteristicas fisicoquimicas (recuento de las bacterias Lacticaseibacillus

rhamnosus, humedad, pH y acidez titulable) del queso fresco pasteurizado.



31

Figura 2

Esquema experimental de la elaboracion queso fresco pasteurizado

T1:63°CyT2:75°C

L. rhamosus .
Elaboracion del queso fresco
pasteurizado
Empacado al vacio
Almacenamiento
v l
Dia 1l Dia 11 Dia 21
) ) )

Recuento de

e Recuento de

e Recuento de

rhamnosus rhamnosus rhamnosus
Humedad e Humedad e Humedad
pH e pH e pH

e Acidez e Acidez

Analisis Microbiologicos
e E.Coli.
e Salmonella sp

e Coliformes totales



32

3.4.1 Elaboracion de queso fresco pasterizado

Para la elaboracion de queso fresco pasteurizado con la adicion de la bacteria probiotica
Lacticaseibacillus rhamnosus se opero los parametros mostrados en la Tabla 5 y se siguio el

proceso de elaboracion de la Figura 3.

Tabla s

Parametros utilizados para la elaboracion de queso fresco pasteurizado con probidtico

PARAMETROS NIVELES
Temperatura (T) T1=63 °C T2=75°C
Poblacion P1=00 P2=25 P3=50 P1=00 P2=25 P3=50

bacteriana (P) UFC/lg  UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g

Tiempo de
TiPit1=  TiPot1 = T1Pst1 = ToPqt1 = ToPot1=  ToPsty=

Q1 Q2 Qs Q4 Qs Qs

almacenamiento
dia 1 (t1)

Tiempo de
TiPitir  TiPatin= TiPstiz=  ToPitiz=  ToPotin=  ToPstin=

=Q7 Qs Qo Qo Qu Q12

almacenamiento
dia 11 (t11)

Tiempo de
TiPitor  TiPator=  TiPstor=  ToPitor=  ToPator= ToPstor=

= Q13 Q4 Q15 Qs Qa7 Qus

almacenamiento
dia 21 (t21)

Nota. Q#: muestras de queso fresco a analizar.




Figura 3
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Diagrama de flujo para la elaboracion de queso fresco pasteurizado

100 L leche >

63 °C por 30 min
75 °C por 3 min

Recepcién

A\ 4
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}
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10 ml de cuajo x

100 L de leche -

Agua hervida .
35°C

Pasteurizacion > Agua
Enfriamiento > 45°C
v
Incubacion 43 °C x 30 min
Coagulacién 35 °C por 45 min
Corte y batido — 10 min
\4
Desuerado > Suero ~70 %

\ 4

Lavado de la cuajada

— Agua y suero

\ 4

Sal 0,39% —

Salado

A 4

Volteo 3 veces
cada 20 min

Moldeado y volteo

!
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suero
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Descripcién del proceso de elaboracion de queso fresco pasteurizado con la

adicion de la bacteria probidtica (Lacticaseibacillus rhamnosus).

Recepcion de la leche. La leche se recibio en recipientes limpios y esterilizados, luego
se traslad¢ al Laboratorio de Tecnologia de la Leches y Derivados de la Escuela Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la UNACH.

Filtracion. Se filtro la leche utilizando una tela de organza de color blanco con el fin
de eliminar posibles impurezas fisicas, como cabellos, residuos vegetales o fibras, que podrian
haberse introducido durante el proceso de ordefio o durante el transporte.

Pasteurizacion. La leche fue sometida a dos tratamientos térmicos distintos: T1
consistio en calentarla a 63 °C durante 30 minutos, mientras que T2 implico elevarla a 75 °C
durante 15 segundos. Estos procesos se realizaron con la finalidad de reducir la carga
microbiana presente en la leche.

Enfriamiento: Tras el proceso de pasteurizacion, la leche se enfrid hasta alcanzar una

temperatura de 45 °C

Adicidn de cultivo: Se agrego el cultivo Lacticaseibacillus rhamnosus 5 g para 100 L
de leche. El cultivo probiético se obtuvo de la empresa SACCO como el producto denominado

Lyofast LR 4PD (ver ficha técnica).

Adicion de cuajo. Se agrego 10 ml de cuajo para 100 L leche.

Coagulacion: luego de agregar el cultivo y el cuajo, los tratamientos se dejaron en
reposo durante 45 min a 35 °C.

Corte y batido. Se emple6 una lira de 1 cm de lado para cortar la cuajada y asi obtener
trozos uniformes. Después del corte, los granos se dejaron reposar durante 5 minutos, tras lo

cual se agitaron suavemente durante 10 minutos.

Desuerado. En esta etapa se elimind aproximadamente el 70% del suero formado.
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Lavado de la cuajada. Se afiadié agua a una temperatura de 35 °C, previamente
hervida, se agité la cuajada y luego se retiré aproximadamente un tercio del liquido, incluyendo

el suero.
Salado: Se emple6 0,39% por cada 100 L de leche, se agitd y dejo reposar por 5 min.

Moldeado y volteo: El queso se formd en moldes circulares de acero inoxidable y el

volteo se realizé 3 veces cada 20 min con la finalidad de obtener una masa firme.

Envasado y almacenado: el envasado se realizd al vacio y se emple6 bolsas de
polietileno con el objetivo de preservar el producto. Posteriormente, se almacend en una cdmara

de refrigeracion a una temperatura de 4 °C para su analisis posterior.
3.4.2 Caracterizacion fisicoquimica del queso fresco pasteurizado

Humedad. Para determinar el contenido de humedad del queso fresco, se empleé el
método descrito en AOAC (1993). Inicialmente, se pesd una placa Petri vacia, luego se tomo
una muestra de 5 g de queso triturado y se secé en una estufa a 105 °C hasta alcanzar un peso
constante. Posteriormente, se volvio a pesar la placa Petri con la muestra de queso ya seca. El

porcentaje de humedad se calcul6 utilizando la Ecuacion 2 proporcionada en el método.

(Ps-pH)

%H= p—H x100 [EC 2]

Donde:

v" %H= porcentaje de humedad
v’ Ps= peso seco de la muestra en g

v" pH= peso humedo de la muestra en g
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3.4.3 Acidez

El analisis de la acidez se realizo siguiendo el método volumétrico descrito en AOAC
(2000), como se detalla por Mejia et al., (2019). En este proceso, se diluyeron 10 g de queso
en 50 ml de agua destilada, y posteriormente se tomé una muestra de 10 ml de esta disolucion
para titulacion con una solucién de NaOH 0,1 N. La titulacién se realizo hasta que aparecio un
color rosa persistente durante al menos 30 s.

El porcentaje de acidez se calculé utilizando la Ecuacion 3.

) VXNXE
% Acidez =

x100 (Ec. 3)

Donde:

v" V=ml de NaOH gastado en la titulacion.
v" N= normalidad de NaOH.
v E=meq del &cido l4ctico.

v" M= peso en g de la muestra
344 pH

El pH se determin6é mediante el método potenciométrico, siguiendo el protocolo
establecido por Mejia et al. (2019). Para ello, se tom6 una muestra de 1 g del queso fresco
pasteurizado y se diluy6 en 10 ml de agua destilada. A continuacion, se sumergié el electrodo
del multiparametro en la solucion resultante durante varios segundos hasta que la lectura del
pH se estabiliz6. Es importante destacar que este proceso se llevo a cabo en triplicado, es decir,
se repitio tres veces, con el fin de obtener resultados consistentes y precisos. Esta medida de
precaucion garantiza la fiabilidad de los datos obtenidos y permite una evaluacién mas precisa

del pH del queso fresco pasteurizado.



37

3.5 Disefo experimental

En este estudio, se implementd un disefio experimental factorial de maltiples niveles,
como se detalla en la Tabla 6. Este disefio considerd diversas variables independientes que
podrian influir en la produccién de queso fresco pasteurizado. Estas variables incluyeron la
temperatura de pasteurizacion, con dos niveles (63 y 75 °C), el tiempo de almacenamiento, con
tres niveles (1, 11 y 21 dias), y la poblacion de Lacticaseibacillus rhamnosus, con tres niveles
de concentracion (0,0 g/100 L; 2,5 g/100 L y 5 g/100 L de leche).

Se realizaron un total de 18 ensayos para evaluar el efecto combinado de estas variables
en las caracteristicas del queso fresco pasteurizado. Este disefio experimental permitio no solo
analizar la influencia individual de cada factor, sino también las interacciones entre ellos.
Ademas, posibilito la identificacion de las condiciones dptimas en términos de la poblacién de
la bacteria probiotica, el tiempo de almacenamiento y la temperatura de pasteurizacion para

obtener un producto de alta calidad y caracteristicas deseables.
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Tabla 6

Planeamiento factorial de maltiples niveles para la variable respuesta (pH, humedad, acidez)

Ly Poblacion de bacterias Tiempo de
Cédigo de Temperatura de e .
Tratamientos  pasteurizacion (°C) probidticas incorporadas aImacerTamlento
[9/100 L leche] (dias)
Q1 63 0 1
Q2 75 0 1
Qs 63 2,5 1
Q4 75 2,5 1
Qs 63 5 1
Qs 75 5 1
Q7 63 0 11
Qs 75 0 11
Qo 63 2,5 11
Q1o 75 2,5 11
Qu 63 5 11
Q12 75 5 11
Q13 63 0 21
Qu 75 0 21
Q1s 63 2,5 21
Qs 75 2,5 21
Q17 63 5 21
Qus 75 5 21

3.6 Analisis estadistico

Para las variables numéricas, como la humedad, acidez titulable, pH y recuento de L.
rhamnosus, se hizo un analisis estadistico completo. Primero, se verifico la homogeneidad de
varianzas utilizando la prueba de Levene. Luego un andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar si existian diferencias significativas entre los grupos. En caso de encontrar
diferencias significativas (p < 0,05), se procedi0 a realizar la prueba de comparaciones
multiples de Duncan para identificar los tratamientos que difieren entre si. Esta prueba agrupa
los tratamientos similares y determina cuél es el méas efectivo. los andlisis se realizaron con un

nivel de confianza del 95%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la poblacion de bacterias, pasteurizacion y tiempo de almacenamiento en

la poblacion de las Lacticaseibacillus rhamnosus en el queso fresco

En la Figura 4, se puede observar que a medida que aumenta la poblacidn bacteriana,
asi como el tiempo de almacenamiento y la temperatura de pasteurizacion, el recuento de
Lacticaseibacillus rhamnosus tiende a incrementarse, llegando a alcanzar 5,33x10° UFC/g de
queso. Este aumento puede deberse al tratamiento térmico de la leche a 75 °C, lo que
posiblemente favorecio el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos presentes en
la leche. Ademas, al agregar la bacteria lactica Lacticaseibacillus rhamnosus al queso, no se
vio afectada su supervivencia durante el almacenamiento, ya que la competencia por el sustrato
se vio reducida.

Segun los resultados obtenidos, el queso fresco pasteurizado podria ser un vehiculo
prometedor para cepas probioticas, como sefiala Vazquez et al. (2019). Es crucial que la matriz
alimentaria conserve al menos la cantidad de bacterias probidticas, o incluso que haya un
aumento, para que estas puedan manifestar sus propiedades beneficiosas en el organismo del
consumidor. Este hallazgo se alinea con las conclusiones de Castro et al. (2021), quienes
encontraron que las bacterias acido lacticas (BAL) afiadidas al queso cocido artesanal
mexicano inhibieron el crecimiento de bacterias patdgenas relacionadas con intoxicaciones
alimentarias. Ademas, estos autores sugieren que la pasteurizacion de la leche y periodos de
maduracion mas prolongados pueden mejorar la calidad microbioldgica de los productos
lacteos, y al agregar cepas productoras de bacteriocinas directamente en el queso, se podria

contribuir a garantizar la seguridad alimentaria.
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Figura 4

Recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus en queso fresco con respecto a la poblacién de
bacteria, temperatura y tiempo de almacenamiento
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Nota. Recuentos de <10 UFC/g se indic6 como 0 para el analisis estadistico, como se muestran
en la figura.

En el Anexo 3, se encontrd que la prueba de Levene indicd homogeneidad de varianzas
(p > 0,05) para el recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus, lo que permitié proceder con la
observacién de varianza y posteriormente la prueba de Duncan. Segun los resultados
presentados en la Tabla 7, el analisis de varianza revel0 que la poblacion de bacteria, la
temperatura de pasteurizacion, el tiempo de almacenamiento, asi como las interacciones entre
bacterias-temperatura, bacterias-tiempo, temperatura-tiempo y bacterias-temperatura-tiempo,
mostraron un efecto significativo (p < 0,05) sobre el recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus

en queso fresco pasteurizado.
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Tabla 7

Andlisis de varianza para recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus en quesos con respecto
a la poblacion de bacteria, temperatura y tiempo de almacenamiento

Grados )
.., Suma de Media
Fuente de variacion de " F p
. cuadrados cuadratica
libertad

L. rhamnosus (g/100 L): A 2 2,25E+13 1,13E+13 6635,500 0,000
1 9,93E+12 9,93E+12 5853,700 0,000
Tiempo: C 2 6,98E+12  3,49E+12 2056,100 0,000
A*B 2 505E+12  2,53E+12 1488,700 0,000
A*C 4 1,51E+13  3,79E+12 2230,300 0,000
2
4

Temperatura: B

B*C 1,06E+13  5,30E+12 3119,900 0,000
A*B*C 2,86E+13 7,16E+12 4219,300 0,000
Residuales 36 6,11E+10 1,70E+09

Total 53 9,89E+13

En la Tabla 8, la prueba de Duncan indico que las muestras de queso pasteurizado a 75
°C, con poblacién de bacteria de 5,0 g/100 L de leche a tiempo de almacenamiento de 21 dias
presentd el valor mas alto de recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus de Log:05,33x10°

UFC/g en el queso fresco pasteurizado.
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Tabla 8

Prueba de Duncan para recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus en quesos con respecto a
la poblacion de bacterias probioticas, temperatura y tiempo de almacenamiento

Poblaci(?n ba_cter_iana Temperatura Tiempo de _ R_ecugnto de

de Lacticaseibacillus d_e 3 almacenamiento Lacticaseibacillus rhamrjosus

rhamnosus (g/100 L pasteuorlzacmn (dias) en queso fresco pasteurizado

leche) °C) (UFC/g)

5,0 75 21 5,33E+06 a
2,5 75 11 3,25E+06 b
50 63 11 1,60E+06 c
2,5 75 21 1,23E+06 d
5,0 63 1 9,48E+05 e
5,0 75 11 6,39E+05 f
50 75 1 5,49E+05 g
50 63 21 4,09E+05 h
2,5 63 1 2,64E+05 i
2,5 75 1 2,17E+05 i
2,5 63 11 1,47E+05 j
2,5 63 21 1,37E+05 j
0,0 63 1 < 10 UFC/g k
0,0 63 11 <10 UFC/g k
0,0 63 21 <10 UFC/g k
0,0 75 1 <10 UFC/g k
0,0 75 11 <10 UFCl/g k
0,0 75 21 <10 UFC/g k

Nota. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0,05).
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4.2. Efecto de la poblacion de bacterias, temperatura de pasteurizacion y tiempo de

almacenamiento en el contenido de humedad del queso.

En la Figura 5 se observa que mientras se aumenta la temperatura de pasteurizacion,
los valores de humedad tienden a incrementarse. En cuanto a la poblacién de bacterias, los
cambios en la humedad fueron minimos, al igual que para el tiempo de almacenamiento. Los
valores de humedad registrados se encontraron dentro del rango de 48,77% y 58,50%, que se
situan dentro del rango de humedad para quesos frescos, que oscilan entre el 50% y el 60%
(Ramirez-Lopez y Vélez-Ruiz, 2012). Hallazgos similares fueron reportados por Romero
(2017) con valores que fluctian entre el 52,7+0,5% y el 53,1+0,8000% para queso de pasta
hilada con lactobacilus probidticos. Sin embargo, se encontraron porcentajes de humedad mas
altos, entre el 62,94+0,27% y el 63,6+0,32%, para queso cremoso que contiene cepas de
Bacillus con propiedades probidticas (Soares et al., 2019), y un valor del 62,33% para queso
fresco probidtico (Martinez, 2019). El aumento de humedad en los tratamientos podria indicar
una disminucién en el contenido de proteinas y grasas en el queso, lo cual podria atribuirse a
la pasteurizacién de la leche y a la adicién de la bacteria probidtica durante el proceso de

elaboracion del queso fresco pasteurizado (Fajardo y Hern, 2016).
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Figura 5

Contenido de humedad en quesos con respecto a la poblacion de bacteria de Lacticaseibacillus
rhamnosus, temperatura y tiempo de almacenamiento
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En el Anexo 3, la prueba de Levene determiné homogeneidad de varianzas (p > 0,05)
para el contenido de humedad, lo que permitié proceder con el analisis de varianza y
posteriormente la prueba de Duncan. Segun los resultados presentados en la Tabla 9, el analisis
de varianza determiné que la temperatura de pasteurizacion y las interacciones entre poblacion
de bacterias Lacticaseibacillus rhamnosus -temperatura, bacterias-tiempo, temperatura-tiempo
y bacterias-temperatura-tiempo mostraron un efecto significativo (p < 0,05) sobre el contenido

de humedad en queso fresco pasteurizado.
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Andlisis de varianza para el contenido de humedad en quesos con respecto a la poblacion de
bacteria probidticas Lacticaseibacillus rhamnosus, temperatura y tiempo de almacenamiento

Fuente de variacion Gradosde Sumade Media 5

libertad cuadrados cuadratica

L. rhamnosus (g/100 L): A 2 19,944 9,972 3,251 0,050

Temperatura: B 1 217,206 217,206 70,821 0,000

Tiempo: C 2 16,491 8,245 2,688 0,082

A*B 2 63,281 31,640 10,317 0,000

A*C 4 63,262 15,815 5,157 0,002

B*C 2 56,392 28,196 9,193 0,001

A*B*C 4 53,185 13,296 4,335 0,006

Residuales 36 110,411 3,067

Total 53 600,172

En la Tabla 10, la prueba de Duncan indicé que las muestras de queso pasteurizado con

75 °C, con poblacion de bacteria de 0 a 5,0 g/ 100 L de leche a tiempos de almacenamiento de

21 dias presentaron los valores mas altos de humedad (estadisticamente iguales al presentar la

misma letra a), los valores de humedad en este subgrupo se encuentran en el rango de 57,18 a

58,50%.
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Prueba de Duncan para humedad en quesos con respecto a la poblacién de bacteria de
Lacticaseibacillus rhamnosus, temperatura y tiempo de almacenamiento

Poblacion _
N° de bacteriana Temperatura Tiempo de
) almacenamiento Humedad (%0)
Tratamientos (9/100 L de (°C)
(dias)
leche)
1 2,5 75 11 58,50 a
2 2,5 75 21 58,38 a
3 2,5 75 1 58,29 a
4 0,0 75 11 57,85 a
5 5,0 75 21 57,78 a
6 0,0 75 1 57,29 a
7 0,0 75 21 57,18 a
8 5,0 75 1 56,75 ab
9 5,0 63 11 54,12 bc
10 2,5 63 11 54,02 bc
11 5,0 63 21 53,73 bc
12 0,0 63 11 53,08 c
13 2,5 63 21 53,07 c
14 0,0 63 21 53,04 c
15 5,0 63 1 5226 cd
16 0,0 63 1 5187 cd
17 2,5 63 1 4951  de
18 5,0 75 11 48,77 e

Nota. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0,05).

4.3. Efecto de la poblacién de bacterias de Lacticaseibacillus rhamnosus, temperatura de

pasteurizacion y tiempo de almacenamiento en el pH del queso.

En la Figura 6 se observa que al aumentar la temperatura de pasteurizacion los valores

de pH no presentaron un comportamiento definido, del mismo modo al incrementar la
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poblacion de bacteria; con referencia al tiempo de almacenamiento el pH en los quesos presento
tendencia a disminuir. Asimismo, se observa que en general en todos los tratamientos de queso
fresco pasteurizado presentaron valores de pH con rango de 6, 11 a 6, 79. Valores similares
reportaron Anihouvi y Kesenkas, 2022 quienes determinaron un pH que oscila entre 6,35 y
6,48 para queso Wagashi que incorporaron bacteria probiotica y a los reportados por (Coelho
etal., 2014) que obtuvieron valores de pH entre 6,4 y 6,5 para queso fresco con bacterias acido
lacticas y 6,06 y 5,56 (0 y 21 dias almacenamiento) para queso fresco probidtico (Martinez,
2019).

El descenso de pH que se observa al trascurrir el tiempo almacenamiento puede estar
relacionado por la presencia de la bacteria probidtica adicionada, que al ser una bacteria acido
lactica promueve la acelerada acidificacion del queso fresco, tal como indica (Guerra-Martinez
et al., 2012). Asimismo, de acuerdo a estos hallazgos de pH bajo, se puede decir que el queso
fresco pasteurizado ofrece condiciones adecuadas para la supervivencia y crecimiento de los

microorganismos probioticos (Topgu et al., 2020).
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Figura 6

pH en quesos con respecto a la poblacion de bacteria de Lacticaseibacillus rhamnosus,
temperatura y tiempo de almacenamiento
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En el Anexo 3, la prueba de Levene determin6é homogeneidad de varianzas (p>0,05)
para el pH, por lo que se procedi6 a trabajar con el andlisis de varianza y posteriormente la
prueba de Duncan. En Tabla 11, el analisis de varianza determin6 que la poblacion de bacteria,
la temperatura de pasteurizacion, tiempo de almacenamiento e interacciones: bacteria-
temperatura, bacteria-tiempo, temperatura-tiempo y bacteria-temperatura-tiempo presentaron

efecto significativo (p<0,05) sobre el pH en queso fresco pasteurizado.
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Tabla 11

Analisis de varianza para pH en quesos con respecto a la poblacién de bacteria, temperatura

y tiempo de almacenamiento.

Grados de Suma de Media

Fuente de variacion F P
libertad cuadrados cuadratica

L. rhamnosus (g/100 L): A 2 0,097 0,049 10,828 0,000
Temperatura: B 1 0,416 0,416 92,651 0,000
Tiempo: C 2 0,824 0,412 91,664 0,000
A*B 2 0,068 0,034 7,592 0,002
A*C 4 0,083 0,021 4,645 0,004
B*C 2 0,564 0,282 62,783 0,000
A*B*C 4 0,357 0,089 19,889 0,000
Residuales 36 0,162 0,004

Total 53 2,572

En la Tabla 12, la prueba de Duncan indicé que la muestra de queso pasteurizado con
75 °C, con poblacion de bacteria de Lacticaseibacillus rhamnosus 5,0 g/100 L de leche a

tiempo de almacenamiento de 21 dias presentd el menor valor de pH de 6,11.
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Tabla 12

Prueba de Duncan para pH en quesos con respecto a la poblacion de bacteria de
Lacticaseibacillus rhamnosus, temperatura y tiempo de almacenamiento.

NP P(_)blacién Temperatura Tiempo (_je
Tratamientos bacterllana (9/100 L °C) almacer'mamlento pH
eche) (dias)

1 0,0 75 1 6,79 a
2 5,0 75 1 6,78 a
3 2,5 75 1 677 a
4 0,0 63 21 6,77 a
5 0,0 63 11 6,76 a
6 5,0 63 1 6,72 ab
7 2,5 63 1 6,72 ab
8 0,0 63 1 6,70 ab
9 2,5 63 21 6,70 ab
10 5,0 63 21 6,63 bc
11 2,5 63 11 6,61 bc
12 5,0 75 11 6,56 c
13 0,0 75 21 6,43 d
14 2,5 75 11 6,39 de
15 5,0 63 11 6,32  def
16 0,0 75 11 6,28 ef
17 2,5 75 21 6,25 f
18 5,0 75 21 6,11 g

Nota. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0,05).

4.4. Efecto de la poblacion de bacterias Lacticaseibacillus rhamnosus, temperatura de

pasteurizacion y tiempo de almacenamiento en la acidez titulable del queso.

En la Figura 7, se observa que al transcurrir el tiempo de almacenamiento los valores
de acidez presentaron tendencia aumentar, no se evidencia un comportamiento definido cuando

aumenta la poblacion de bacterias, para la misma manera para la temperatura de pasteurizacion.
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Los valores de acidez titulable oscilaron entre 10% a 23,3%. El aumento de la acidez
probablemente se deba a que al transcurrir el tiempo hubo tendencia a disminuir el pH en el
queso fresco pasteurizado. Valores cercanos reportd Gutiérrez Coronado, 2020 de 17,40 +0,18
°Dornic para queso fresco con adicién de probidticos a los 21 dias de almacenamiento.
Ademas, estos resultados coinciden con los hallazgos de Metelin Recino (2015), donde la
acidez titulable de sus tratamientos aument6 durante el periodo de almacenamiento. El aumento
de acidez se puede explicar por la accion de microrganismos acido lacticos que se utilizan los
nutrientes presentes en el queso como fuente de carbono para acidos organicos (Acosta , 2009).
Cuando se utilizaron cultivos iniciadores, la acidez representa un tendencia creciente (Fajardo

y Hern, 2016).

Figura 7

Acidez titulable en quesos con respecto a la poblacion de bacteria, temperatura y tiempo de
almacenamiento.
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En el Anexo 3, se puede observar que la prueba de Levene indic6 homogeneidad de
varianzas (p > 0,05) para la acidez titulable, lo que permitié proceder con el andlisis de varianza

y posteriormente la prueba de Duncan. resultados presentados en la Tabla 13, el andlisis de
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varianza muestra que la temperatura de pasteurizacion y las interacciones entre bacterias-
tiempo y temperatura-tiempo mostraron un efecto significativo (p < 0,05) con respecto al

contenido de la acidez titulable en queso fresco pasteurizado.

Tabla 13

Analisis de varianza para acidez titulable en quesos con respecto a la poblacion de bacteria,
temperatura y tiempo de almacenamiento.

Grados .
., Suma de Media
Fuente de variacion de s p
. cuadrados cuadratica
libertad
L. rhamnosus (g/100 L): A 2 48,150 24,074 1,040 0,364

118,520 118,519 5,120 0,030
Tiempo: C 28,700 14,352 0,620 0,544
A*B 25,930 12,963 0,560 0,576

Temperatura: B 1
2
2
A*C 4 401,850 100,463 4,340 0,006
2
4

B*C 156,480 78,241 3,380 0,045
A*B*C 57,410 14,352 0,620 0,651
Residuales 36 833,330 23,148

Total 53 1670,370

En la Tabla 14, la prueba de Duncan indicé que las muestras de queso pasteurizado con
75 °C, con poblacion de bacteria de 2,5 g/ 10 L de leche a tiempo de almacenamiento de 21
dias presentd el valor mas alto de acidez de 23,33%, debido al mayor tiempo de

almacenamiento e incremento de la poblacion microbiana en general.
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Prueba de Duncan para acidez titulable en quesos con respecto a la poblacion de bacteria,

temperatura y tiempo de almacenamiento.

poblacion

Temperatura

Tiempo de

almacenamiento

(dias)

Acidez
titulable (%)

Tratal:lnc}entos bacteriana (g/100
L leche)

1 2,5 75
2 0,0 63
3 0,0 75
4 2,5 63
5 5,0 75
6 0,0 75
7 0,0 75
8 2,5 75
9 2,5 75
10 5,0 63
11 5,0 63
12 5,0 75
13 0,0 63
14 2,5 63
15 0,0 63
16 2,5 63
17 50 63
18 5,0 75

21
1
1
1
21
11
21
1
11
11
21
11
11
21
21
11
1
1

23,33
20,00
20,00
20,00
20,00
16,67
16,67
16,67
16,67
16,67
15,00
15,00
13,33
13,33
10,00
10,00
10,00
10,00

ab
ab
ab
ab
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
bc
bc

Nota. Las letras diferentes representan diferencias significativas en los tratamientos.

4.5. Recuento Microbiolégico en queso fresco con adicion de poblacion de bacterias

probidticas de Lacticaseibacillus rhamnosus

En la Tabla 15 observa que los limites maximos permisibles para el queso fresco

pasteurizado con poblacion de bacterias probioticas pasados los 21 dias, los coliformes totales
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sobrepasan el limite maximo permitido. En tanto, la E. coli se mantiene por debajo del limite
minimo (< 3 NMP/g) y en cuanto a la Salmonella sp. se registra ausencia.

La sola presencia de los coliformes totales (superior al limite maximo permitidos)
descalifica la calidad microbiolégica (DS.N° 007-2017-MINAGRI) del queso fresco
pasteurizado con adicion de bacterias probidtica, como tal, no se procedié con el analisis
sensorial.

Estos resultados muestran que, a pesar de la adicién de cultivos lacticos durante el
proceso de elaboracion del queso, no es suficiente controlar el crecimiento de las bacterias
patdgenas que garanticen la seguridad alimentaria. Esto implica, que las concentraciones
usadas de probidticos no generaron la acidificacion y competencia bioldgica necesarias para
inhibir lo suficiente el crecimiento de los patdgenos en los quesos frescos pasteurizados.

Tabla 15

Recuento microbiano para cada tratamiento de queso fresco pasteurizado con adicion de
bacterias probidticas Lacticaseibacillus rhamnosus.

RECUENTO Qi3 Qu Qs Q16 Q17 Qs
Coliformes totales >11x102 >11x102 >11x10? >11x10%2 >11x10? >11x10?
(UFClg)

E. coli (NMP/g) <3 <3 <3 <3 <3 <3

Salmonellasp (en25g) Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Todos los tratamientos del queso fresco pasteurizado y elaborado con adicién de
bacterias probiédticas (Lacticaseibacillus rhamnosus) presentaron humedad, pH y acidez
titulable dentro de la escala exigida por el D.S N° 007-2017-MINAGRI.

Las concentraciones de bacterias probidticas estudiadas no generaron las condiciones
de acidez y competencia bioldgica necesarias, para inhibir a los microorganismos patdgenos
cuando analizadas a los 21 dias.

Finalmente, el queso fresco pasteurizado puede ser una matriz interesante como
portador de cepas probidticas (Lacticaseibacillus rhamnosus) debido a su capacidad de

supervivencia y aumento de masa microbiana.

5.2. Recomendaciones.

Realizar estudios de optimizacion del tiempo de vida atil del queso fresco pasteurizado
enriquecido con probidticos, menores a 21 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Realizar estudios de andlisis sensorial en queso fresco pasteurizado enriquecido con
probidticos en el periodo de optimizacion de la vida dtil.

Realizar estudios en la que utiliza otros probidticos para enriquecer la flora bacteriana
saludable en queso fresco pasteurizado.

Investigar el uso y la poblacion de probidticos en otros tipos de queso.

Optimizar el tratamiento térmico (pasteurizacion) en la elaboracion de queso fresco

enriquecido con probidticos.
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VII. ANEXOS
Anexo 1. Matriz de consistencia.
Problema Objetivo Hipdtesis Variables Dimensiones  Indicador Item Técnicas  Instrumento
es S
Problema S . Variablg
General Objetivo General Hi: mdepteendlen poblacién UFLCém Fichas de
;Qué efecto Evaluar el efecto de las La adicién de las Bacterias Bakc)_t?r_las bacteriana UFC/g Obs?rvam registro
tienen las bacterias probidticas bacterias probidticas probioticas on
bacterias (Lacticaseibacillus probioticas (Lactobacillu (Lact!caselbac N participati
e : L illus Viabilidad va
probidticas rhamnosus), en las (Lacticaseibacill s rhamnosus) rhamnosus) de [UFC/ sensorial Fichas de
(Lacticaseibac  caracteristicas sensoriales y us rhamnosus) o g ;
illus fisicoquimicas del queso en el queso crecimient ] registro
rhamnosus) en  fresco pasteurizado. fresco °
las Objetivos especificos pasteurizado, Variable Método Fichas de
caracteristicas mejora sus dependiente Grasa % electromé registro
sensoriales 'y caracteristicas trico
fisicoquimicas - Analizar las caracteristicas sensoriales, Caracteristic Método
del queso  sensoriales y fisicoquimicas fisicoquimicas y as Humedad  %Hb.s por Fichas de
fresco del queso fresco cumple con lo sensorialesy " gravimetr registro
pasteurizado?  pasteurizado. establecido en la  fisicoquimic  Caracteristicas fa
- Analizar las caracteristicas NTP as del queso  fisicoquimicas Método .

. - . ) ) Fichas de
sensoriales y fisicoquimicas 202.195:2019. fresco PH electromé registro
del queso fresco pasteurizado trico
pasteurizado con adicion de Titulacio
bacterias probidticas Acidez [°D] n Fichas de
(Lacticaseibacillus volumétri registro
rhamnosus). ca

- Determinar la  poblacion Método
optima de bacterias del
probidticas Coliformes nUmero  Observaci Fichas de
(Lacticaseibacillus Caracteristicas totales mas on registro
rhamnosus) para mejorar la sensoriales probabl
calidad en queso fresco e
pasteurizado. Escherichi Por Observaci Fichas de

a coli recuentr on registro



- Determinar la temperatura
optima de pasteurizacion
del queso con adicion de

bacterias probioticas
(Lacticaseibacillus
rhamnosus).

- Determinar el  tiempo
Optimo de almacenamiento
del queso con adicion de
bacterias probidticas
(Lacticaseibacillus
rhamnosus).

- Comparar los resultados de
las caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas
con la NTP 202.195:2019.

o de
placas

Por
Salmonella recuentr Observaci
spp o de on
placas

Fichas de
registro
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Anexo 2. Ficha técnica

Lyofast LR 4PD

Technical Data Sheet

General information
Description

Application

Technical Information

/
/) SACCO

Lyofast LR 4PD consists of 2 selected strains of Loctobacillus rhomnosus. Lyofast LR 4PD is a
protective culture inhibiting yeasts and moulds development. Lyofast LR 4PD may be applied in
fermented milk products and cheese products as non-starter culture lactic acid bacteria. The
culture develops a weak acidity and aroma from slow citrate fermentation.

Sprinkle the culture powder directly into process milk under aseptic conditions ensuring that the
culture is well dispersed by gentle stirring. The culture could also been used in saline solution,
without chlorine, and then the suspension could be sprayed, under aseptic conditions, on the
surface of cheese. The following may be used as inoculation guidelines [data are obtained under
standardised laboratory conditions, and consequently, should ke considered as guidelines):

Product Dose/1001 Product Dose/100 |
Frash cheese 1.0-100 Soft cheese 1.0-10.0
Semi-hard cheese 1.0-10.0  Hard cheasa 1.0-10.0
Fermanted milk, mesophilic 1.0-10.0 :t'me““d ik, thermophiiclong  ; 5100
Farmented milk, 1.0-10.0  Yoghurt, long set 1.0-10.0

thermophilic short set
Yoghurt, short set 1.0-10.0

Inoculation guideline: 1 dose is 10™ CFU and inoculated in 100 | milk 1 dose gives approx. 10°
CFU/ml milk. Data are obtained under standardised laboratory conditions, and consequently,

should be considered as guidelines:

Trait Result
Optimal temperature for growth 25-45°C
Aroma formation for yoghurt H
Protection attitude at 4-10°C

Microbiological specifications

Safety information
Heawy metal analysis

Issue usmber : 03,/04,/2005%
Reyishon Nr. O date 17/04/ 2019

Assay Result

Bacillus cereus <100 CFU/g
Coagulase positive staphylocooci® <10 CFU/g
Entercbacteriaceae <10 CFU/g
Escherichio coli <1 CFUfg

Listerig monocytogenes® Mot detected in 25 g
Moulds & yeasts <10 CFU/ g
Salmonella spp.* Mot detected in25 g

* Analysed on regulor basic. Araiytical methads ore ovallable ppon reguest

Heawy metal* Amount [ppm)

Pb [lead) <1 ppm

Hg [mercury) < 0.03 ppm
WS B MU

Method [Reference}
M10 IS0 7932)

M11 (IS0 5888-1-2)
M2 (IS0 21528-1-2-3)
M27 (IS0 11866-1-2/IDF
170)

M13 (IS0 11250-1-2)
M3 [IS0 6611/IDF 34}
M12 (IS 6785/IDF 93}

FPaxz 1 of 3
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Safety sheet

Allergens

BSE/TSE status

Other information
Colorants

Packaging
Information

Storage and
shelf-life

Certificate of
analysis

Certifications
General

Kosher

Halal

Service and
technical support

Issue number : 03/04/2019
Revision Nr. O date 17/04/2019

/A
v, SACCO

Cd (cadmium) <0.1 ppm
*Analyred on o regular basts.

This product is not hazardous; therefore provision of a Safety Data Sheet [SDS) is not mandatory
(REACH Art. 31).

A Safety Information Data Sheet has been made as a voluntary presentation of certain
information that may assist the user in the handling. The safety information is available upon
request.

Sacco organisms are not genetically modified (GMO), in accordance to the European Directive
2001/18/€C.

This product does not require labelling with regard to the use of GMO, in accordance to
Regulation (EC) No. 1829/2003, and Regulation (EC) No. 1830/2003.

The raw materials used are free of the following components and their products thereof: cereals
containing gluten, crustaceans, eggs, fish, peanuts, soybeans, nuts, celery, mustard, sesame
seeds, sulphur dioxide and sulphite, lupin and molluscs.

This product contains MILK.

The list of allergens is in compliance with Regulation (EC) 1169/2011.

This product is considered safe with respect to bovine spongiform encephalopathy (BSE) or
transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) transmissions in accordance to Regulation
EMA 410/01 rev. 3.

This product does not contain added colorants, in accordance to Regulation (EC) 1333/2008.

The freeze-dried culture is packaged inside waterproof and airproof pouches, consisting of three
layers (in order, going inwards): polyester, aluminium, and polyethylene.
The packaging material used is food grade.

Cultures should be preferably stored, at -18 °C (-0.4 °F), or below.
Under these conditions and in the original sealed package, the shelf-life of the product is 18
months.

Lot’s certificate of analysis is available upon request.

Sacco S.r.l. is 1SO 22000:2005 and FSSC 22000 certified since 2014. Certificates are available in the
web site www.saccosystem.com.

Sacco cultures are generally Kosher approved. Please consult Certificates that are available in the
web site www.saccosystem.com.

Sacco cultures are generally Halal approved. Please consult Certificates that are available in the
web site www.saccosystem.com.

Please contact your distributor for guidance and instructions for your choice of culture and
processing. Information about additional package sizes and sales units is also available upon
request.

WWW._SaCCOSYSiem com Page 2 of 3
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Liability

Issue msmber ; 03,/04/2005%
Revishon Mr. O date 17043015

A
v, SACCO

The information provided is to the best of our knowledge true, and given in good faith. Mo
guarantee against patent infringement is implied or inferred.

This may not be the most updated version of the TDS. For the latest wersion of this document
please visit our website or contact your distributor.
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Anexo 3. Prueba de Levene para las variables Recuento de Lacticaseibacillus rhamnosus,

humedad, pH y acidez titulable en queso fresco pasteurizado

Variable Estadistico de

Levene
(Ftﬁgyge)nto de Lacticaseibacillus rhamnosus 1791 0.070
Humedad (%) 1.407 0.190
pH 1.234 0.289
Acidez titulable (%) 0.683 0.798

Anexo 4. Registro fotografico de la ejecucion de la investigacion

Control de temperatura
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Analizador de leche

Midiendo
Leche de wvaca
Temp.18.7 C

Por Favor Espere

L

Elaboracion de queso fresco pasteurizado
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Sellado al vacio de muestras

Anélisis de pH

caplirada 8 molo g' power
AnbalIngarogo

3o octubre o 2023 1245p.m
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Anélisis de acidez por el método volumétrico

Analisis microbiolégico
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Conteo de UFC/g de poblacion bacteriana de Lacticaseibacillus rhamnosus.
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