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RESUMEN:

En el presente trabajo se demostro la efectividad de la Nisina, prolongando el tiempo
de vida util en queso fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL), este
conservante acta como agente antimicrobiano. Se utilizaron cuatro diferentes
concentraciones de nisina, esta se afadio posterior al lavado de la cuajada. El
conservante se aplico en quesos elaborados con leche cruda y leche pasteurizada con
su respectiva replica. Se analizO Aerobios y Coliformes totales los cuales
disminuyeron un 99.2% y 98.5% respectivamente al afiadir 0.5gr de Nisina por Kg
de queso elaborado con leche pasteurizada, las muestras presentaron una
insignificante diferencia en sus caracteristicas fisico — quimicas y sensoriales. EIl uso
de nisina en queso fresco elaborado con leche pasteurizada permitio prolongar

aproximadamente 4 dias adicionales de vida util normal.



INTRODUCCION
La contaminacion en queso fresco es un problema que se ha venido dando en el
Centro de Adiestramiento Lechero. En principio se debe al deficiente manejo de
practicas de manufactura, pero al aplicarlo si bien disminuye no desaparece.

El Centro de Adiestramiento Lechero se encuentra ubicado en la ciudad de Ambato
en el Instituto Tecnologico Agropecuario Luis A. Martinez en la calle Rumifiahui y
Pichincha, es una planta piloto utilizada para la ensefianza y aprendizaje de los
alumnos del Instituto, ademas expende los productos alli procesados como: Leche
pasteurizada, queso fresco, mozarella, andino, yogurt natural y sabor, mantequilla, y

crema.

La planta labora con un volumen aproximado de 500 litros diarios, tienen
inconvenientes en lo que respecta a la comercializacion, debido a la existencia de los
mismos productos que ellos elaboran pero con mejor valor agregado (empaque, vida
atil), el queso que oferta el Centro de Adiestramiento Lechero tiene
aproximadamente 8 dias de vida util, tiempo reducido para competir en el mercado

ya que los demas alcanzan de 15 a 30 dias.

Existen diversos conservantes para queso en el mercado, lamentablemente los que se
oferta son sintéticos y por evitar enfermedades provocadas por microorganismos se
han ocasionando otro tipo de enfermedades, por lo cual un beneficio para el

consumidor y para el industrial es utilizar un bioconservante.

El presente proyecto tiene la finalidad de estudiar la aplicacion de nisina para
incrementar el tiempo de vida util en queso fresco en el Centro de Adiestramiento
Lechero en el 2010, este bioconservante (Nisina) se inactiva por las enzimas del
tracto digestivo humano, inhibe las bacterias Gram positivas incluyendo las
patogenas, disminuye la carga microbiana del producto y asi aumenta el tiempo de
vida util en el queso, brindando mayor confiabilidad a los clientes e incrementando

ventas en el centro de Adiestramiento Lechero (CAL).

Xi



CAPITULO I
CONTAMINACION MICROBIANA EN QUESO FRESCO

1.1 Tema

“APLICACION DE NISINA PARA INCREMENTAR EL TIEMPO DE
VIDA UTIL EN QUESO FRESCO EN EL CENTRO DE
ADIESTRAMIENTO LECHERO (CAL) EN EL 20107

1.2. Planteamiento del Problema

1.2.1 Contextualizacién

Contexto Macro

La provincia de Tungurahua se encuentra ubicada en los hemisferios Sur y
Occidental, estd comprendida entre los paralelos 00°55'00"S y 01°35'00" y los
meridianos 78°06'51" y 78°55'49", es una de las principales provincias productoras
de leche y también de sus derivados especialmente queso fresco, el mismo que en

varias ciudades de la provincia es elaborado artesanalmente.

En la provincia de Tungurahua el queso fresco es uno de los productos lacteos mas
consumidos, lamentablemente en su mayoria son expendidos irresponsablemente, sin
brindar las adecuadas condiciones de almacenamiento, como es cadena de frio, lo
cual es un gran foco de contaminacion. A nivel nacional la preocupacion de
industriales es como incrementar el tiempo de vida Gtil en su producto, ya que por
mas que brinden todas las condiciones adecuadas antes de llegar al consumidor este
se contamina variando sus caracteristicas es asi que pierde gran cantidad de suero
influenciando en la textura del producto, aumentando su acidez perdiendo calidad y

aceptabilidad.

Segun Diario Los Andes (Diciembre-2008), EI Consejo Provincial de Tungurahua,
implementd mancomunadamente con 744 pequefios ganaderos, acopios en cuatro
centros y comercializan 96 mil litros de leche y 56 mil quesos mensuales, alcanzando

ventas por 83 mil 900 dolares a traves de la Cadena Provincial de Lacteos.



En el I Censo Agropecuario realizado en el afio 2000, diariamente en Tungurahua se
producen 264.451 litros de los cuales el 85.33% se venden en liquido, 9.97% es
consumida en la propia finca, y apenas el 3.86% es procesada. Con datos
proyectados a la fecha actual, se produce diariamente un aproximado de 372.000

litros de leche de los cuales més del 80% se vende en liquido.

Contexto Meso

El canton Ambato se encuentra ubicado en la provincia de Tungurahua, por estar en
el centro del pais se convierte en una ciudad comercial, existe una variedad de
proveedores entre ellos grandes industrias queseras, queseras artesanales de todos los

rincones del pais.

Segun GAmez Juan C. (Diario el Universo Julio-2009) las industrias queseras que
mayor acogida tienen en Ambato son las que se encuentran ubicadas sectores
aledafios, entre estos podemos mencionar Quisapincha, Juan Benigno Vela,

Pilahuin.

Contexto Micro

El Instituto Tecnoldgico Agropecuario Luis A. Martinez se encuentra ubicado en la
calle Rumifiahui y Pichincha, al ser una institucion dedicada a la formacion de
estudiantes con conocimientos de agronomia y agroindustria se vié en la necesidad
de implantar una planta piloto para la elaboracion de productos lacteos, en los afios
1980 realizan un convenio con la FAO el mismo fue fortificAndose permitiendo que
en el afio 1986 se funde el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL), una planta

piloto con caracteristicas Unicas de ese entonces en el pais.

Desde ahi el CAL se encuentra elaborando diferentes productos para lo cual se
aprovecha la mano de obra de los sefiores estudiantes, la capacidad de de esta planta
es de 500It/h pudiendo trabajar en bach alrededor de 1000 It.

Actualmente la planta piloto se utiliza para el aprendizaje de los alumnos y se
encuentra organizada administrativamente por un Jefe de Planta Ingeniero Julio

Gutiérrez, un asistente de planta que conjuntamente con los sefiores estudiantes



colaboran con la mano de obra, una persona encargada de mantenimiento, el personal

auxiliar como contador, guarda almacén, vendedor, proveedor.

Los productos que se ofertan son: Leche pasteurizada, queso fresco, mozzarella,
andino, yogurt natural y sabor, mantequilla y crema. Se procesan un aproximado de
400 a 500 litros diarios de Leche los dias lunes miércoles y viernes, distribuidos 100
litros para queso fresco los cuales son elaborados solo dos dias a la semana, es decir
un aproximado de 200 litros por semana, con un rendimiento de 6.5 litros por kilo de
queso, obteniendo un aproximado de 30 kilos por semana de queso.

Existe inconvenientes en lo que respecta la comercializacion, ya que en el mercado
se ofertan diferentes marcas de leche UHT, quesos empacados al vacio lo que les
permite tener mayor tiempo de vida atil, el Ingeniero Gutiérrez menciona que se
aplica las Buenas Practicas de Manufactura y concientiza al personal y alumnos que
laboran en la planta para que estas sean aplicadas, pero aun asi no ha podido superar
la problematica de vida util del queso, ya que al cliente le gusta que el producto sea
firme, duro y que no presente desuerado, pero al avanzar los dias el queso tiende a

deshidratarse y perder la firmeza caracteristica.

1.2.2 Analisis Critico
Arbol de Problema

Graéfico 1.- Arbol de Problema
ETA'S Reducido tiempo Perdida de Rechazo de

de vida util clientes producto
EFECTO ‘\\\\\\ 4 3

CONTAMINACION MICROBIOLOGICA EN
QUESO FRESCO

\/
A A A
CAUSA '<\\\\\

Uso de Materia Deficiente manejo Almacenamiento Desconocimiento
prima de mala de Buenas Préacticas inadecuado de la aplicacion
calidad de Manufactura de nisina
Personal no
Elaborado por: Oscar H. L6opez B., 2010 calificado
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Relacion causa — efecto

La contaminacion microbioldgica, es un problema que degrada al queso fresco por la
presencia de microorganismos, estos ocasionan cambios fisicoquimicos, sensoriales
y reduccion del tiempo de vida util, la aplicacion de nisina altera las condiciones de
sobrevivencia de los microorganismos, lo que afecta al crecimiento y reproduccion

de estos. (Anexo 1)

1.2.3 Prognosis

El queso fresco por su humedad y gran cantidad de proteina tiende a contaminarse
con facilidad, presentando degradacion, porosidad y flacidez en la textura, al no
aplicar nisina el queso fresco seguira teniendo alta carga microbiana y reducido
tiempo de vida util ocasionado pérdidas econdmicas en el Centro de Adiestramiento
Lechero, ademas al no dar solucion a este problema produciria enfermedades a los

consumidores por ingerir toxinas emanadas por microorganismos en el producto.

1.2.4 Formulacion del Problema

¢Es el desconocimiento de la aplicacion de nisina, la que produce contaminacion
microbiana en queso fresco conllevando a un reducido tiempo de vida util en el
Centro de Adiestramiento Lechero en el 2010?

Variable independiente = desconocimiento de la Aplicacion de nisina

Variable dependiente = reducido tiempo de vida dtil

1.2.5 Interrogantes

¢El' uso de materia prima de mala calidad produce contaminacion en queso fresco?
¢Por qué existe deficiente manejo de Buenas Practicas de manufactura?

¢COAmo se podria capacitar al personal no calificado?

¢COmo se puede brindar un almacenamiento adecuado en queso fresco?

¢Cudl seria la solucion para disminuir las ETA’s?

¢COmo se evitaria la pérdida de clientes por contaminacion de quesos?

¢A qué conlleva el rechazo de queso fresco?



1.2.6 Delimitacion del Objeto de Investigacion

Campo: Tecnologia de L&cteos
Area: Aditivos Alimenticios
Aspecto: Bioconservante

Espacial: Centro de Adiestramiento Lechero (Ambato-calle Pichincha y Rumifiahui
esquina)
Temporal:

Tiempo Problema: Mayo 2009

Tiempo de Investigacion: 18 de Julio 2009 — 29 de Mayo 2010

1.3 Justificacién

Los lacteos o derivados de la leche son un conjunto de alimentos que, por sus
caracteristicas nutricionales, son considerados los méas basicos y completos en cuanto
a composicién de nutrientes, ya que aporta al cuerpo con hidratos de carbono,

proteinas, grasas, vitaminas y minerales.

En el caso concreto del queso, destaca su importante contenido de proteinas de alto
valor nutricional, grasas que proporcionan energia, fosforo y ante todo calcio,
mineral basico para el desarrollo de los seres humanos. No obstante, es
potencialmente peligroso por el crecimiento rapido de bacterias, siendo prioritario
una manipulacion adecuada y la refrigeracion del producto terminado para evitar que

se convierta en una fuente de propagacion de enfermedades.

La aplicacion de nisina es una alternativa para acrecentar la estabilidad y seguridad

microbioldgica en queso fresco Y evitar la presencia de microorganismos patdgenos.



La elaboracion de este proyecto permitid prolongar el tiempo de vida Gtil de queso
fresco elaborado en el Centro de Adiestramiento Lechero, aplicando en su tecnologia
la adicion de Nisina.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

- Estudiar la aplicacién de Nisina para incrementar el tiempo de vida util en

queso fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero en el 2010.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Analizar la concentracion de Nisina en queso fresco para demostrar la
funcionalidad de bioconservante.

- Evaluar la aceptacion de consumidores de queso fresco a los mejores
tratamientos mediante la respectiva evaluacion sensorial.

- Estimar el tiempo de vida util en el queso fresco con la finalidad de
prolongar la conservacion.

- Realizar un andlisis de costo de produccion de queso fresco con nisina en el
Centro de Centro de Adiestramiento Lechero.

- Proponer el uso de nisina en queso fresco para prolongar la vida util.



CAPITULO I1I
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

Segun Castro Gustavo y Colaboradores (2009) La nisina es una bacteriocina capaz
de frenar el crecimiento de microorganismos Gram positivos, entre ellos
Staphylococcus aureus. EI empleo de cultivos iniciadores productores de
bacteriocinas, representa una alternativa para elaboracion de quesos con mejor

calidad microbioldgica.

Aproximadamente el 50% de la produccion nacional de quesos se realiza mediante
procesos artesanales o semi-industriales, que generalmente emplea leche cruda,
muchas veces obtenida bajo un ambiente antihigiénico por el ordefio. Esa
elaboracion artesanal se da, tanto en pequefias plantas procesadoras como en las
mismas unidades de explotacion lechera. A nivel semi-industrial, aunque se cuente
con tecnologias que mejoran la productividad, existen muchas fallas en cuanto a

normas sanitarias, en parte debido a la escasa formacion técnica del personal.

Segun la Comision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN), la leche
utilizada para la elaboracion de queso blanco debe ser pasteurizada, pero la
pasteurizacion por si sola no representa la solucién a los casos de intoxicacion
estafilocdccica, ya que el proceso logra destruir al Staphylococcus aureus, pero no a
la toxina causante de la enfermedad. Es por ello que la solucién debe abarcar las
condiciones higiénico- sanitarias durante el ordefio y manejo de la leche antes del

procesamiento.

Se debe tener en cuenta ademas, que éste microorganismo constituye parte de la flora
bacteriana de animales y humanos, siendo éstos considerados como los principales
reservorios, aungue también se puede encontrar en el agua, suelo, polvo, aire o
equipos empleados en la elaboracion de alimentos. En consecuencia, si se tiene un
manejo poco cuidadoso de los productos terminados, existe la posibilidad de que los

quesos se contaminen con el patégeno y con ello el riesgo de producir ETA. La
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industria tiene la alternativa de emplear preservantes bioldgicos, para satisfacer el
interés de los consumidores por obtener alimentos inocuos y naturales, es decir,
elaborados con estricto control de calidad sanitaria y sin la adicién de aditivos

quimicos artificiales.

El Lactococcus lactis subsp. lactis es una bacteria &cido lactica, con propiedades
biopreservadoras, ya que algunas cepas son capaces de producir nisina, una
bacteriocina ampliamente usada en la industria alimentaria y generalmente
reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Organizacion para la
Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO) en 1969. Numerosos
estudios han sido publicados reportando la eficacia de la nisina para inhibir el
crecimiento de bacterias patogenas, entre ellas Listeria monocytogenes y Clostridium
spp.; sin embargo, son escasos los que demuestran la efectividad sobre

Staphylococcus aureus.

Segun Sangronis Elba, Garcia Jesus (2007), El uso de la nisina, una bacteriocina
natural, es una alternativa para disminuir los riesgos de la elaboracion de queso con
leche cruda, aumentar la vida 0til del producto y en consecuencia mejora su
comercializacion. En este estudio se evaluo el efecto de dos concentraciones de
nisina en las caracteristicas fisicas, quimicas y en la calidad sensorial del queso
“telita” elaborado con 3 partidas de leche fresca de diferente procedencia. EI queso

“telita” sin la adicion de nisina se usdé como control.

Los resultados indican que la adicion de nisina en las concentraciones ensayadas no
afectd la composicion quimica y la calidad sensorial del queso “telita”. Es necesario
buscar alternativas que disminuyan la presencia de microorganismos patégenos y la
flora responsable del deterioro del queso fresco. Una de esas alternativas es el uso de
las bacteriocinas, entre ellas la nisina, cuyo uso en alimentos es permitido en mas de
50 paises en el mundo y recientemente fue aprobado en Venezuela para los quesos

madurados.



Una vez realizado el diagnostico de la problematica se propusieron soluciones
practicas dirigidas a mejorar la productividad de una quesera piloto y la calidad del
producto final. Entre las sugerencias propuestas estan, entre otras, la automatizacién
y adaptacién de la cuba de coagulacion mixta para un mejor control de la
temperatura en la leche para la formacion de la cuajada y disminuir el tiempo de
calentamiento de la leche y la adicién de nisina para prolongar la vida util del queso.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue determinar los efectos de la adicién de
nisina en las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales del queso telita de Upata,
del Estado Bolivar. La nisina inhibe las bacterias Gram positivas, incluyendo las
patdgenas, es atdxica, estable, se inactiva por las enzimas del tracto digestivo del

humano.

Segun Cava R. y Colaboradores (2006), la adicion de nisina en queso "telita"
disminuye la supervivencia de S. aureus por lo cual podria ser utilizado como un
agente antimicrobiano de origen natural que mejoraria la calidad microbioldgica del
queso blanco fresco elaborado siguiendo las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM).

El efecto observado es dependiente de la concentracion de la nisina agregada y de la
carga microbiana inicial del producto. El uso de la nisina no puede sustituir las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) necesarias para la elaboracion de un queso

fresco artesanal.

Segun Castro M y Colaboradores (2004), Las bacteriocinas, proteinas
biologicamente activas producidas por bacterias lacticas que exhiben propiedades
antimicrobianas, han despertado un gran interés como alternativa para la
preservacion de alimentos. La nisina es la bacteriocina mejor caracterizada y es
utilizada en productos lacteos, carnicos y vegetales, como parte de un sistema de
barreras multiples. Su inclusién en un sistema alimenticio como los aderezos debe
considerar los efectos de posibles interacciones antagonistas entre los diferentes

aditivos.



Segun Marquez Jose y Garcia Carmen (2007), Se evalu6 el efecto inhibitorio de
dos concentraciones de nisina sobre la poblacion de Staphylococcus aureus,
coliformes totales, Escherichia coli, Salmonella spp y Listeria monocytogenes en
queso blanco tipo "telita" elaborado en una quesera de Upata, Estado Bolivar. El
namero de S. aureus, coliformes totales y Escherichia coli se determind mediante la
siembra en peliculas secas rehidratables Petrifilm 3M; siendo los recuentos de S.
aureus significativamente menores (p < 0,05) en las muestras de queso "telita” con
las dos concentraciones de nisina ensayadas con respecto a las muestras control. No
se detectd Salmonella spp ni Listeria monocytogenes en ninguna de las muestras
analizadas Se encontr6 que las dos concentraciones de nisina adicionadas al queso
"telita” ejercieron un efecto inhibitorio sobre la poblacién de S. aureus presente

como microflora contaminante en las mismas.

Considerando las caracteristicas del queso "telita”, el alto contenido de grasa, la
humedad, el bajo pH, empleo del calor durante el hilado de la pasta y posibles
pérdidas de la nisina en el caldero (hilado) y los sucesivos cortes de la pasta sobre el
meson de trabajo, se decidid que una de las concentraciones fuera de 16.7 mg/Kg de
queso, equivalentes a 100 mg/6 Kg (peso promedio de la cuajada mas otros
ingredientes) para cada lote. La otra concentracion ensayada fue de 10,0 mg/ Kg de

queso, equivalente a 60 mg/6 Kg, inferior al limite sefialado.

Los resultados encontrados en este estudio confirman el efecto inhibitorio de la
nisina sobre el crecimiento del S.aureus en queso blanco tipo "telita"; ambas
concentraciones de nisina utilizadas mostraron un efecto bacteriostatico sobre el S.
aureus a las 2 semanas de almacenamiento a 8 + 2 °C, concluyendo que este efecto
fue dependiente de la concentracién de nisina adicionada al producto y de la
poblacion inicial de S. aureus presente en el queso "telita”. La reduccion en los

niveles de S. aureus en las muestras de queso telita con 10,0 y 16,7 mg nisina/kg.

10



2.2 Fundamentacion filosofica

El presente proyecto de investigacion se basa en el paradigma Naturalista el mismo
que segun Musgrave Alan y colaboradores (1975) menciona que el paradigma
positivista o naturalista, se caracteriza por el alto interés por la verificacion del
conocimiento a través de predicciones. Algunos lo llaman el paradigma
prediccionista”, ya que lo importante es plantearse una serie de hipdtesiS cOmo
predecir que algo va a suceder y luego verificarlo o comprobarlo. En las ciencias
exactas y naturales es en donde tiene mayor aplicacion. En ciencias sociales esto no

es tan sencillo.

El positivismo acepta como unico conocimiento valido al conocimiento verificable y
mensurable, visible. El positivismo no acepta la pertinencia de otras perspectivas, de
otros procedimientos metodoldgicos y otros tipos de conocimientos de interpretacion
de la realidad; lo que importa para el positivista es la cuantificacion y medir una serie
de repeticiones que llegan a constituirse en tendencias, a plantear nuevas hipotesis y
a construir teorias, todo fundamentado en el conocimiento cuantitativo. Los aspectos
cuantitativos estan sélidamente mezclados con aspectos cualitativos. Desde que se
concibio la estadistica como una manera de cuantificarlo todo a través de muestras,
se encontro la metodologia mas idonea y coherente es el paradigma positivista, para

poder explicar, controlar y predecir.

2.3 Descripcion del proceso de la Elaboracion de Queso fresco con la Adicion de

Nisina

Segun referencia de Tecnologia de Lacteos Gutiérrez, Julio (2008) describe el

proceso de elaboracion de queso fresco de la siguiente manera:
Recepcién

Es un conjunto de operaciones mediante las cuales se recepta la leche, comprobando

los requisitos generales que se especifican en la norma INEN 9, los mismos que son:
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acidez, densidad, materia grasa, prueba de alcohol, conocidas como pruebas de anden
o0 plataforma.

Filtracion

La filtracién o depuracion se efectla por las mismas razones que para la produccion
de leche fluida es un método fisico mediante le cual se elimina las impurezas macro
que pueden haber tenido acceso a la leche en forma involuntaria, pudiendo hacérselo
a través de filtros fibrosos, tamiz, mallas, pafio, etc.

Pasteurizacion
El objeto principal de la pasteurizacion de la leche es destruir las bacterias patdgenas

y también las bacterias que reducen la conservacion de la leche y el queso.

Se recomienda utilizar la pasteurizacion lenta tipo abierta esto es 63-65°C por 30
minutos no se aconseja un tratamiento térmico muy fuerte, pues causa una
disminucidn de la aptitud de la leche para coagular con el cuajo, ello significa mayor
tiempo de coagulacion o coagulo mas suave, un desuerado lento y pérdida de materia

seca en el suero por un coagulo débil.

Enfriamiento
Luego de la pasteurizacion la leche debe ser enfriada a 38 — 40°C que es la

temperatura a la que actua el cuajo, para posterior llevar la leche a la tina de quesera.

Llegada a la tina

La leche debe introducirse en la tina con cuidado para evitar una mezcla de aire y
una formacion de espuma. La espuma puede causar una formacion de ojos
irregulares en el queso y con ellos es mas dificil conocer cual es el momento correcto
para cortar el coagulo. Por eso es mejor vaciar la leche contra las paredes de la tina o

al fondo para que no absorba aire.
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Adicion de Cloruro de Calcio
El cloruro de calcio es un compuesto quimico que se agrega a la leche para mejorar
y estabilizar la capacidad de la leche para formar un coagulo con el cuajo.

La cantidad a agregar depende de la leche y sus condiciones. La cantidad natural que
existe en la leche varia mucho, dependiendo de follaje, época del afio, periodo de
lactancia, etc. La cantidad méaxima que se debe usar es 0.2gr por litro de leche para

queso.

Demasiado calcio produce un coagulo demasiado firme y un queso muy elastico,
dando un sabor a producto quimico, poca cantidad de calcio, el coagulo sale muy
suave y el queso muy quebradizo, es necesario agregarlo al menos 15 minutos antes

de agregar el cuajo.

Cuajo

Es una sustancia que tiene la propiedad de coagular la caseina de la leche. El cuajo
enzimatico es el mas utilizado, en el CAL se emplea en forma de polvo. La cantidad
por cada 100 litros depende de las casas comerciales, en este caso se utiliza 2gr/1001t
de leche utilizados, mismo que se debe disolver a unas 40 — 50 veces su volumen en
agua. La disolucion del cuajo asegura una buena distribucion de este en la tina y la
sal facilita su disolucion. Una vez afiadida a la leche agitar y remover durante 2 — 5

minutos.

Coagulacion
A la coagulacién o solidificacion de la leche se llama cuajada y tiene una apariencia
de gelatina blanca y se forma una vez adicionada la cantidad exacta de calcio, cuajo

y a la temperatura adecuada.

Corte
Se puede cortar la cuajada cuando tiene la firmeza adecuada, que generalmente se

obtiene de 30-40minutos luego de haber afiadido el cuajo, una cuajada normal es
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elastica, suave, homogeénea, y puede ser cortada por un cuchillo o lira facilmente. Si
el corte se realiza en una cuajada demasiada blanda se pierde grandes cantidades de
materia seca en el suero lo que econdmicamente es malo, si la cuajada es demasiado
firme es dificil de cortar y el tamafio de los granos es muy desigual, lo cual significa
que es dificil controlar su proceso respecto a la separacion del suero, acidificacion, y
estructura del queso final. Para el caso de fresco se debe realizar la division o corte
de la cuajada en cubos por medio de una lira que tiene una distancia de 1.5 a 2 cm.

Primera Agitacion
Recien después del corte los granos del queso son blandos y débiles por lo que la
agitacion debe ser muy suave y cuidadosa para romper los granos y perder sustancias

secas en el suero.

Para la elaboracion de queso fresco se deja reposar la masa por unos 5 minutos antes
de empezar la agitacion. Este reposo permite a los granos tener una estructura mas
firme. Por otro lado es muy importante en esta etapa romper todos los aglomerados

de granos que se formaron después del corte.

Durante la primera agitacion ocurre la primera separacion del suero que es muy
rapida y los granos se vuelven mas y mas firmes, por lo tanto se puede intensificar la
agitacion. La primera agitacion dura entre 15 y 25 minutos hasta que los granos estén

mas firmes y no tengan la tendencia de aglomerarse.

Desuerado

El objetivo del desuerado es dejar lugar para el agua del calentamiento y aminorar el
consumo de calor. Ademas el desuerado posibilita una agitacién mas fuerte con lo
cual es mas facil evitar la formacion de aglomerado durante el calentamiento.

Generalmente se desuera entre el 30 — 35 % del total en litros.

Calentamiento y Lavado de la Cuajada
El objetivo del calentamiento es aumentar la sinéresis y acelerar de esta manera la

salida del suero. El calentamiento afecta directamente la capacidad fisica de la
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cuajada para retener humedad ya que las proteinas absorben menor cantidad de agua
a altas temperaturas. Ademas de la separacion del suero y con este de més lactosa las
bacterias se desarrollan mas lentamente, ocasionando tambien una acidificacién mas
lenta. La temperatura que se usan son diferentes dependiendo del tipo de queso, para

el queso fresco la temperatura del agua debe estar entre 40 y 45°C

El agua se debe adicionar lenta y constantemente por las paredes de la tina, esta debe
ser de buena calidad y estar libre de peliculas extrafia, la cantidad que se afiade es
aproximadamente equivalente a la cantidad del suero que se retir6 en el desuerado

anterior.

Adicion de Sal al suero
Se usa sal en casi todos los tipos de queso en una cantidad mas o menos apreciable
(hasta 600gramos por 100 litros de leche) la misma que entra junto con el agua de

lavado. La sal influye: en el sabor, el cuerpo, los microorganismos, las enzimas.

Segunda agitacion

Se realiza con mayor intensidad que la primera con un tiempo que varia de 5 - 10
minutos. Algunas investigaciones indican que una variacion en el tiempo de
agitacion no influye mucho en los valores de humedad y pH en el queso final sino
que los resultados organolépticos concluyen que los quesos con mayor tiempo de

agitacion tienen mejor cuerpo de los quesos semi-duros.

Separacion de la cuajada y el Suero
Este desuerado equivale a un 70% del suero total, posterior a este procedimiento se

incluird la nisina

Adicion de nisina

Para este estudio se hace referencia a la hoja técnica del bioconservante, con cuatro
cantidades de nisina para verificar el mejor tratamiento, la dosis descrita es de 0.1 —
0.6 gr/Kg de queso, en el presente estudio no se utilizara los valores extremos sino a

partir de 0.2gr, 0.3gr, 0.4gr y 0.5gr de nisina /Kg de queso.
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Moldeado
El moldeado del queso tiene como finalidad dar al queso determinado formato y
tamafo de acuerdo a sus caracteristicas y de cierto modo de acuerdo a la tradicion y

exigencias del mercado. La forma de los quesos pueden ser esféricas, cilindricas, etc.

Prensado

Para la mayor parte de los quesos el proceso moldeado se termina con un prensado y
el objetivo es dar forma caracteristica del queso correspondiente. Ademas es parte
importante en el proceso de formacion de cascara unién de los granos y eliminacion
del suero suelto, el prensado se lo realizara por medio de volteos de los moldes con

lo que por la gravedad hara presion por si mismo.

Salado
El objetivo del salado consiste en dar al queso un sabor caracteristico, regular el
desarrollo de los microorganismos y la funcién de las enzimas, el salado de los

quesos terminados se puede efectuar mediante una salmuera.

Para la elaboracion de salmuera se disuelve 27 — 28 Kg de sal por cada 100litros de
agua a fin de lograr una concentracion de 21 — 23% correspondiente a 19 — 21 °Be

(grados Beaume).

Envasado

Antes de que se venda los quesos hay que limpiarlos bien y envasarlos para que se
presenten bien a los consumidores.

Objetivo del envasado: dar al queso una apariencia limpia y agradable, bajar la
evaporacion de agua, proteger el queso contra el ataque de microorganismos y

perturbaciones mecanicas. El envasado se lo realiza en fundas plasticas.

Ventas
Las ventas se realizan en tiendas y directamente al consumidor final, para lo cual el

queso debe guardarse en frigorificos a temperaturas de 7 a 10°C.
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Diagrama de Flujo del Proceso de Elaboracién de Queso fresco (Anexo 2)

2.4 Fundamentacion legal

Segun Normas INEN AL 03.01-420 (1528 1987-07/Queso Fresco)

Terminologia

Queso. Es el producto lacteo fresco o maduro que se obtiene por separacion del
suero de la leche entera, parcial o totalmente descremada, coagulada por accion del
cuajo u otros coagulantes apropiados.

Queso Fresco. Es un queso que esta listo para el consumo después de la fabricacion

y no sera sometido a ningin cambio fisico o quimico adicional.

Requisitos del Producto

Requisitos Generales

Forma. El queso fresco comun presentard bordes regulares y caras lisas, mientras
que el queso fresco extra humedo tendra la forma determinada por su envase. Ambas
deberan cumplir con las regulaciones INEN vigentes sobre Pesas y Medidas
Apariencia. El queso fresco debe presentar textura suave, no esponjosa y su color
puede variar del blanco al crema. Debe estar libre de colorantes. Su color y sabor

deben ser los caracteristicos del tipo de queso.

Requisitos de fabricacion

Materia Prima: El queso fresco debe fabricarse con leche cruda sometida al proceso
de pasteurizacién, proveniente de animales sanos.

Proceso. El queso freso debera elaborarse en condiciones higiénicas- sanitarias
adecuadas y con buenas practicas de fabricacion que permitan reducir al minimo la

contaminacién microbiana perjudicial.

Aditivos e Ingredientes
En la elaboracion del queso fresco comun pueden emplearse los siguientes aditivos e

ingredientes:
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a) Fermento lactico

b) Cuajo u otras enzimas adecuadas

c) Cloruro de sodio

d) Cloruro de calcio, con un méaximo de 0.2g/litro de leche empleada

e) Sustancia aromatizante naturales no derivadas de la leche, tales como

especias, en cantidades tecnoldégicamente adecuadas.

Complementarios

Almacenamiento.- Los quesos frescos se mantendrdn en fabrica hasta su

expendio a una temperatura inferior a 10°C

Especificaciones

El queso fresco de acuerdo a su clasificacion, analizado segin las normas

técnicas correspondientes debera cumplir con los requisitos establecidos en la
Tabla 1.

Tabla N° 1.- Requisitos del queso fresco

. ) _ Humedad Métodos de

Requisitos Tipo de queso Unidad
Min Max Ensayo
Queso Fresco Coman % - 65 INEN 63

Humedad

Queso Fresco Extrahumedo % >65 80 INEN 63
Ricos en grasa % >60 - INEN 64
Grasa en Grasos % >45 60 INEN 64
el extracto Semigrasos % >25 45 INEN 64
seco Pobres en Grasa % >10 25 INEN 64
Desnatados % - 10 INEN 64

Fuente: Norma INEN 1528/1987

El queso fresco ensayado con las Normas Ecuatorianas correspondiente, debera

cumplir con los requisitos microbioldgicos establecidos en la Tabla 2
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Tabla N° 2.- Requisitos microbioldgicos del queso fresco

o _ _ Métodos
Requisitos Unidad Méaximo
de Ensayo
Escherichia Coli Colonias/g 100 INEN 1529
Staphilococcus Aureus | Colonias/g 100 INEN 1529
Mohos y Levaduras Colonias/g 50000 | INEN 1529
Salmonella Colonias/25g 0 INEN 1519

Fuente: Norma INEN 1528/1987

Podran ser aceptados los lotes (o partidas) de queso fresco que cumplan con lo
requisitos del programa de atributos constantes en la tabla N° 3.

Tabla N° 3 Requisitos microbiologicos del queso fresco (lotes o partidas)

o Métodos
Requisitos Clase | n c m M
de Ensayo
Escherichia Coli 3 5 2 100/g | 500/g | INEN 1529

Staphilococcus Aureus | 3 5 2 100/g | 1000/g | INEN 1529

Salmonella 3 5 0 0/25g INEN 1529
Fuente: Norma INEN 1528/1987

Segun Normas INEN 66. Aditivos. En lo que respecta a disposiciones generales :
En los quesos sin madurar se permitira el uso de los siguientes aditivos:

a.- Fermentos lacticos seleccionados o cultivos inocuos de bacterias productoras de
acido lactico

b.- Cuajo y/o enzimas coagulantes de la leche, que sean de comprobada inocuidad
para la salud del consumidor

c.- Cloruro de sodio

d.- Cloruro de calcio, en dosis maxima de 0.02% (m/m) de la leche empleada
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e.- Caseinato de sodio, de calcio, de potasio o de amonio en dosis maxima total de
0.5% (m/m) del producto terminado podrén usarse una o mas de las siguientes gomas
vegetales y sustancias fijadoras del agua:

- goma de garrofin

- goma de guar

- goma karaya

- goma tragacanto

- carragenina o sus sales

- gelatina

- lecitina

- alginatos de propilenglicol

- agar-agar

- pectina

Al encontrarse muy relacionados los parametros definidos por el Instituto Boliviano
de Normalizacion y Calidad (IBNORCA) con la norma INEN y al carecer esta Gltima
de informacion para coliformes totales se ha tomado en cuenta IBNORCA para

utilizar como referencia, a continuacion:

Tabla N ° 4.- Requisitos Microbioldgicos

Microorganismos n C m M Método de Ensayo
Coliformes Totales ufc/g 5 2 1x10® | 5x10° NB 32005
Coliformes Fecales ufc/g 5 2 1x10° | 1x10° NB 32005
Staphylococcus aureus ufc/g 5 1 10 - NB 32004
Salmonella en 25¢g 5 0 | Ausencia - NB 659
Listeria monocytogenes en 25¢g 5 0 | Ausencia - -

Fuente: IBNORCA 33008- 2003
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Donde:

n: nimero de muestras del lote
¢: Numero de muestras defectuosas
m: limite minimo

M: limite maximo

Segun el Agrocentro Lechero distribuidor de Nisina:

Tabla N° 5.-Dosificacion de la nisina

Aplicacion Dosis
Quesos 100-600 mg/Kg
Leche y derivados de la leche 50-150mg/Kg
Queso ricota 100-200mg/Kg
Vegetales en conserva 100-200mg/Kg
Alifios y salsa 100-200mg/Kg

Fuente: Ficha Técnica Agrocentro Lechero

2.4.1 Marco Conceptual Variable independiente

Desconocimiento de la aplicacion de nisina

Segun la ficha técnica de Centro Agro Lechero

Nisina

Descripcion

La nisina es una clase de polipéptido, es un preservante de alimento natural. La
nisina se utiliza extensamente en los alimentos transformados por el calor y bajo pH,
particularmente en alimentos conservado, los productos lacteos, los alimentos de la
proteina de planta, carne curada.

Formula molecular: Ci43H228N42037S7

Masa molecular UMA Unidad de Masa Atomica, Dalton: 3348 g/mol
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Caracteristicas

La nisina es una proteina con accidn antibidtica producida por un microorganismo
inofensivo presente en la leche fresca de forma natural y que interviene en la
fabricacion de diferentes productos lacteos. Existe como un conservante natural en
algunos quesos y otros productos lacteos fermentados, producidos por su flora de

maduracion.
1.- La nisina posee actividad antimicrobiana contra una amplia gama de las bacterias
gran positivas, particularmente las que produzcan las esporas.

2.- La nisina es un polvo de color blanco, potencia acuosa 1000lU/mg. La acidez es
estable a temperatura ambiente e incluso al calentarse. Puede resistir 30 minutos en
pH 2.0 a 121°C y 15 minutos en pH 3.0 a 121°C, pero en pH mayores la estabilidad
de actividad puede ser afectada.

Método de produccion

La nisina es producida por el crecimiento controlado del lactococcis lactis, una

bacteria que es natural de la leche.

Almacenaje

Almacenarse en un lugar, seco, en envase sellado a temperaturas entre 4-15 °C.
Usos

Solo es eficaz contra algunos tipos de bacterias como conservante de ciertos tipos de
quesos procesados, especialmente los fundidos. Se utiliza como conservante de la
leche y otros derivados lacteos ante los problemas para mantener estos productos

siempre en refrigeracion.
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Segun la ficha técnica de Proquiga S.A.

Modo de empleo y dosificacién.- La nisina es un efectivo conservante natural de
alimentos. Puede ser usado en productos a través de un amplio margen de niveles de
pH (3.5 — 8.0). Como inhibidor de bacterias formadoras de esporas (especialmente
Clostridium sporongenes) en determinados productos lacteos y otros productos

alimenticios.

Caracteristicas Fisico — Quimicas

pH de 10% de solucién acuosa 3.10 - 3.60
Humedad <3%
Metales pesado (Pb) < 2mg kg™
Arsénico (As) > 1mg kg™
Potencia Hidratante >10001U g*

Especificaciones Microbiolégicas.- Recuento Total < 10ufc g*

Conservacion —Caducidad.- Mantener el envase cerrado. Conservar en un lugar
fresco (4°C — 15°C), seco y oscuro en estas condiciones el producto se mantiene

inalterable hasta dos afos a partir de la fecha de envasado.

Segun Christian Harb V. y Colaboradores (2008), se evalud la produccion de
nisina mediante ensayos fermentativos, con el microorganismo Lactoccocus lactis
subsp. lactis, empleando suero de queseria y Lactobacillus sp como microorganismo
nisina-sensible o indicador. Se realiz6 la caracterizacion de suero de queseria
pasteurizado y desmineralizado, para disefiar un medio de cultivo 6ptimo para la
produccién de nisina, encontrando para el suero pasteurizado unas concentraciones
de: lactosa 0.162 g/L, proteinas 0.02 g/L, cenizas 24.7 g/L y concentracién de calcio
y de hierro 0.09 g/L y 0.00054 g/L respectivamente.

Para el suero desmineralizado unas concentraciones de lactosa 0.192 g/L, proteinas

0.017 g/L, cenizas 62.55 g/L y concentracion de calcio y de hierro 0.017 g/L y 0 g/L
23



respectivamente. Se disefid un medio de cultivo 6ptimo para la produccion de nisina
empleando un disefio de experimentos de superficie de respuesta donde se evalu6 la
influencia de la adicién de caseina y el pH inicial del medio sobre la produccion de

nisina, biomasa y sobre el consumo de azucares reductores.

La nisina es un poli péptido que actia como antibi6tico, es un conservante natural
que evita e inhibe la proliferacién de microorganismos como bacterias, mohos y
levaduras, empledndose como una alternativa para sustituir parcial o totalmente a los
aditivos sintéticos, no presenta limitaciones en su consumo ni se considera
perjudicial para la salud ya que es una proteina y es tratada por el cuerpo como tal y
digerida en el intestino delgado. La ingesta maxima diaria de nisina es de 33000
unidades/ Kg de peso corporal, ademas aumenta las propiedades organolépticas del
alimento como el sabor y la textura, especificamente en los casos en que existen
inconvenientes para mantener algunos productos en refrigeracion, como la leche y

otros derivados lacteos.

Segun Martinez F. Beatriz (1996), Las primeras observaciones de antibiosis
microbiana realizadas por Pasteur y Joubert (1877) permitieron vislumbrar la
posibilidades terapéuticas de los fendmenos de antagonismo. Posteriormente, Rogers
(1928) identificé una sustancia de naturaleza peptidica (nisina), producida por S.
lactis, que inhibia a microorganismos Gram positivos, incluyendo patdgenos y
alterantes de alimentos. Debido a que la cepa productora era utilizada como cultivo
iniciador en la produccion de derivados lacteos se plantearon nuevas aplicaciones, no

solo con fines terapéuticos, del antagonismo microbiano.

De hecho, la fermentacién (proceso de transformacion bioldgica de alimentos) es una
de las técnicas mas antiguas utilizadas para aumentar el periodo de consumo de
alimentos perecederos. De las muchas especies microbianas que se encuentran
inicialmente en el alimento crudo o materia prima, solamente unas pocas estan
dotadas de las capacidades fisiologicas necesarias para multiplicarse masivamente en

las condiciones concretas que ofrecen el alimento y el medio ambiente que se genera.
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Asi pues, las bacterias lacticas llegan a proliferar en la mayoria de estos habitats,

constituyendo un claro ejemplo de antagonismo microbiano.

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza peptidica y activas,
generalmente, frente a microorganismos relacionados taxondmicamente con la
especie productora. Se describieron por primera vez en Escherichia coli (1925) vy,
posteriormente, en bacterias Gram positivas (1976).

La nisina, producida por L. lactis, fue el primer lantibidtico conocido (1971) y
pertenece al tipo A. Dentro de este grupo se han descrito otros como la nisina Z,

variante natural de la nisina A con una sustitucion.

Grafico 2: Estructura primaria de la nisina Z, lantibiotico producido por L.
lactis (Mulders et al., 1991). DHB: dehidrobutirina; DHA: dehidroalanina;
ALA-S-ALA: lantionina; ABA-S-ALA: 3-metil lantionina.
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Fuente: Bacteriocinas de lactococcus lactis aislados de quesos: nisina y lactocina

En principio, su naturaleza peptidica permite la degradacion por los enzimas
digestivos, resultando asi presuntivamente inocuas para el consumidor y su
microflora intestinal de ocupacion y, en algunos casos, su espectro de accion incluye

a los potenciales patdgenos y alterantes asociados a los alimentos.

La posibilidad de utilizar cepas productoras de nisina para conservar los alimentos
fue sugerida por Hirsch (1951). Estos autores consiguieron evitar la hinchazon tardia
de los quesos (debida a la produccion de gas por Clostridium spp.) e inhibir el
crecimiento de S. aureus.. La nisina también se utiliza para disminuir la intesidad del

tratamiento térmico de los alimentos enlatados para controlar la fermentacion

25



maloléctica en vinos y para evitar el crecimiento de bacterias lacticas durante la

fabricacion de la cerveza.

Segun Castro Gustavo y Colaboradores (2009) La nisina es una bacteriocina capaz
de frenar el crecimiento de microorganismos Gram positivos, entre ellos

Staphylococcus aureus.

Sangronis Elba y Garcia Jesus (2007) Mencionan que el uso de la nisina, una
bacteriocina natural, es una alternativa para disminuir los riesgos de la elaboracion de
queso con leche cruda, aumentarle la vida Gtil del producto y en consecuencia

mejorar su comercializacion.

Cava Rita y colaboradores (2009) La adicion de nisina al queso "telita” disminuye
la supervivencia de S. aureus por lo cual podria ser utilizado como un agente
antimicrobiano de origen natural que mejoraria la calidad microbiologica del queso
blanco fresco elaborado. El efecto observado es dependiente de la concentracion de
la nisina agregada y de la carga microbiana inicial del producto. El uso de la nisina
no puede sustituir las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) necesarias para la

elaboracién de un queso fresco artesanal.

Hernaez Laura y Colaboradores (2007) La nisina es una bacteriocina producida
por Lactococcus lactis y puede permeabilizar la membrana de los microorganismos
mediante mecanismos especificos o0 no especificos. Es efectiva en la inactivacion de
un amplio rango de bacterias gram positivas. Varios autores han demostrado su
efectividad en productos lacteos, como quesos untables, ricota, leche y suero liquido

frente a la contaminacion de Clostridium spp y Lissteria spp

2.4.2 Marco Conceptual Variable dependiente

Reducido tiempo de vida atil

Zavala P. José (2005) En la década del 60 modifica la anterior idea al enunciar el

genial principio de conservacion de alimentos: “Todos los procesos de deterioro son
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una funcién de la humedad relativa o de los tipos de agua que se encuentran en el
alimento”. Asi: no es ya la cantidad de agua la que determina el deterioro, si no la

calidad en que se encuentra el agua en relacién con los alimentos.

En la practica cada alimento tiene un comportamiento diferente frente a las
moléculas de agua en relacion a las fuerzas fisicas y quimicas que los ligue, para
cada temperatura. La comprension de los mecanismos de deterioro de los alimentos
nos ha permitido perfeccionar la tecnologia de los alimentos en especial de los
alimentos conservados por refrigeracion, concentracién, deshidratacién o mediante la

adicion de solutos (azUcares y cloruro de sodio).

Rondon E. y Colaboradores (2004) La vida uatil de un alimento se puede definir
como el periodo de tiempo durante el cual el producto almacenado no se percibe
significativamente distinto al producto inicial o recién elaborado. Para la evaluacion
de los productos se utilizan técnicas de evaluacion sensorial, anlisis fisicos;

quimicos y microbiolégicos.

Cabeza Enrique A. (2009) La vida util o caducidad de un alimento puede definirse
como ‘el periodo de tiempo, después de la elaboracién y/o envasado y bajo
determinadas condiciones de almacenamiento, en el que el alimento sigue siendo
seguro y apropiado para su consumo” es decir, que durante ese tiempo debe
conservar tanto sus caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales, asi

como sus caracteristicas nutricionales y funcionales.

Todos los alimentos poseen una caducidad microbioldgica, una caducidad quimica
y/o fisico-quimica y una caducidad sensorial; la cual depende de las condiciones de

formulacion, procesamiento, empacado, almacenamiento y manipulacion.

Los alimentos perecederos son aquellos de tipo o condicién tales que pueden
deteriorarse, entendiéndose aquellos como los alimentos compuestos total o
parcialmente de leche, productos lacteos, huevos, carne, aves de corral, pescado o

mariscos, 0 de ingredientes que permitan el crecimiento progresivo de
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microorganismos que puedan ocasionar envenenamiento u otras enfermedades
transmitidas por alimentos; asi aquellos alimentos que son considerados como
perecederos generalmente poseen una vida util de 7 dias, y esta vida Gtil esta limitada
en la mayoria de los casos por el decaimiento bioquimico o microbiol6gico, mientras
que los alimentos semiperecederos (conservas en general) la vida Util esta limitada

principalmente al deterioro fisicoquimico y/o sensorial antes que el microbioldgico.

El hecho que los alimentos son sistemas diversos, complejos y activos en que las

reacciones microbiol6gicas, enziméticas y fisico-quimicas estan interactuando de
forma simultanea, hace una tarea ardua el estudio de su vida Util. La preservacién de
los alimentos es dependiente de la combinacién de maltiples factores y un sin fin de

reacciones bio-fisicoquimicas.

Esencialmente, la vida util de un alimento depende de cuatro factores principales a
saber: la formulacion, procesado, empaque y condiciones del almacenamiento. Sin
embargo, si las condiciones posteriores de manipulacion no son las correctas,
entonces la vida util de los mismos puede limitarse a un periodo menor que del cual

haya sido establecido.

Todos los cuatro factores son criticos pero su importancia relativa depende de cuan
perecedero es el alimento. Generalmente, un alimento perecedero (almacenado en
condiciones apropiadas) tiene una vida Util media de 14 dias siendo limitado en la
mayoria de los casos por el decaimiento bioquimico (enzimatico/senescencia) o el
decaimiento microbiano. Con las nuevas tecnologias de empaque en atmosfera
modificada/controlada en condiciones asépticas, algunos alimentos pueden durar
hasta 90 dias (3 meses). Un alimento semi-perecedero tiene una vida Util media de
alrededor de 6 meses, como ciertos quesos, mientras que los alimentos no
perecederos tienen una vida Util superior a 6 meses y con una duracion de hasta 3
afios cuando son mantenidas bajo condiciones apropiadas de almacenamiento (p.ej.,

la mayoria de las conservas).
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Para la determinacion de la vida atil de un alimento deberan considerarse las
variables microbioldgicas, fisico-quimicas y sensoriales que mayor influencia

tendrén sobre la calidad del producto.

En torno a la evaluacion microbioldgica se ha planteado toda una discusion sobre qué
grupo de microorganismos deberian considerarse para la determinacion de la vida
atil, por un lado encontramos el empleo de los recuentos viables totales (aerobios o
anaerobios mesofilos, psicrotrofos o psicréfilos) ya que este grupo se considera en
microbiologia de alimentos como un indicador del nivel de contaminacion de un
producto, sin embargo surge el planteamiento de la diversidad de especies que
podrian en un momento puntual integrar este grupo y de cdmo podrian cambiar de
lote a lote, de un periodo de tiempo a otro, o dentro de un mismo proceso.

Entonces, ¢es seguro emplear este grupo como indicador de vida atil?. Si se emplea
este recuento podriamos establecer que el valor maximo permitido oscilaria en torno
a 106 ufc/ g o mL, es decir, que la vida atil microbioldgica caducaria en cuanto se

alcance este nivel de crecimiento en el producto final.

Resulta mas conveniente establecer la vida util microbiologica de un alimento
cuantificando el crecimiento de microorganismos alterantes, y dentro de este grupo
establecer cual de las especies es la que mayor incidencia va a tener sobre la calidad
final del producto. Por ejemplo, volvemos al caso del yogurt, en este producto la vida
atil podria evaluarse empleando el recuento de bacterias acido-lacticas. De todas
formas tampoco resultaria I6gico emplear el recuento total de viables si sabemos que

este producto ha sido preparado empleando un cultivo iniciador o estarter.

Estimacion de la vida atil microbioldgica: uso de herramientas predictivas.

Como ha sido comentado en muchas revisiones, la microbiologia predictiva de
alimentos se constituye hoy por hoy en una herramienta valiosa para el sector
agroindustrial, ya que permite obtener resultados en menor tiempo minimizando el
uso de materiales de laboratorio, mano de obra, y reduciendo por tanto costos
econémico. Sin embargo, la microbiologia tradicional aun sirve de apoyo a la

microbiologia predictiva.
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Los principales factores que influyen en la estabilidad microbiana en los alimentos
son la temperatura, pH y actividad de agua. La temperatura en particular puede variar

significativamente a través de la produccion y distribucion.

Segun Alvarado J y colab. ( 2005) La determinacion o el célculo del tiempo de vida
atil de alimentos, es decir el tiempo que el producto mantiene una buena condicién
para su comercializacion y consumo, es un campo de gran importancia para la
Ingenieria de Alimentos. Los datos son muy  (tiles para productores,
comercializadores e industrias procesadoras; ademas en los Gltimos afios las
regulaciones legales que exigen se incluya en las etiquetas datos informativos para el
consumidor, entre los cuales esta la fecha de caducidad del producto.

La fecha de caducidad del producto; también conocida como "Fecha Abierta” es una
fecha estampada en la envoltura de un producto para ayudar a la tienda a determinar
por cuanto tiempo se puede ofrecer un producto a la venta. También puede ayudar al
comprador a saber el margen de tiempo en que puede comprar un producto para que

tenga la mejor calidad posible.

En muchos de los casos, el valor n es diferente de cero; puede ser un valor entero o
fraccionado entre 0 y 2. En el caso de ser 1, corresponde a una ecuacion de primer
orden. Aplicando de esta manera el método propuesto por Alvarado (1996). Se aplica
entonces la ecuacion:

InC =1InCo + kt

Donde:

C parametro escogido como limite de tiempo de vida Gtil

Co = concentracion inicial
t =tiempo de reaccion

k = constante de velocidad de reaccién
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2.43 Graficos de inclusiéon interrelacionados
- Super Ordinacion Conceptual

Grafico N° 3.- Superodinacion Conceptual
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Elaborado por: Oscar H. L6opez B., 2010
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Gréfico N° 4.- Subordinacion Conceptual
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Elaborado por: Oscar H. L6opez B., 2010

2.5 Hipotesis

El desconocimiento de la aplicacion de nisina es lo que conlleva a un reducido

tiempo de vida util en queso fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL)

2.6 Sefialamiento de variables de la hipdtesis

Variable independiente = desconocimiento de la Aplicacion de nisina
Variable dependiente = reducido tiempo de vida Util
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CAPITULO I

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
Enfoque

El trabajo de investigacion se sustenta en el paradigma critico propositivo, de
caracter cuanti-cualitativo.

Cuantitativo porque los resultados de la investigacibn de campo se procesan
numéricamente con el apoyo de paquetes estadisticos que permiten identificar al
mejor tratamiento. Tambien se verifican las muestras por medio de caracteristicas
medibles.

Cualitativa porque para el analisis sensorial tomamos de referencia las cualidades de
las muestras, ademas estos resultados son sometidos al andlisis e interpretados con el

apoyo del marco teorico.

3.1. Modalidad Basica de la Investigacion

El presente proyecto de investigacion tiene un enfoque cualitativo, pues, interactua
con los sujetos de la investigacion y sugiere que las respuestas sean interpretadas
con las autoridades y personas a cargo del Centro de Adiestramiento Lechero (CAL),
el enfoque de la aplicacion de nisina en queso fresco tiene una orientacion al
descubrimiento exploratorio, expansionista, descriptivo e inductivo, ya que se debe

realizar un estudio completo.

3.1.1 De campo
Segun Nieves Cruz. Felipe (2006) menciona que la metodologia de campo se refiere
a los diferentes tipos de lugares en los que se lleva a cabo la investigacion, ya sea en

la comunidad como en los diferentes sectores comerciales.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado esta investigacion se realiz6 en el Centro
de Adiestramiento Lechero (CAL) en donde se elaboraron los quesos y en la Unidad
Operativa de Investigacion en Tecnologia de Alimentos (UOITA) en la que se

realizaron los respectivos analisis.
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3.1.2 Bibliogréfica —documental
Segun Baldomero Sommer (2009) La investigacion bibliogréfica es aquella etapa
de la investigacion cientifica donde se explora qué se ha escrito en la comunidad

cientifica sobre un determinado tema o problema.

El presente trabajo hace referencia a la investigacion bibliografica. Esta
indagacion permite apoyar la investigacion que se desea realizar, evitar
emprender investigaciones ya realizadas, tomar conocimiento de experimentos
ya hechos para repetirlos cuando sea necesario, continuar investigaciones
interrumpidas o incompletas, buscar informacion sugerente, seleccionar un

marco tedrico, etc.

3.1.3 Experimental

Segun El diccionario online (1998) menciona que es un metodo para la recoleccion
de datos en el cual se comparan las mediciones del comportamiento de un grupo de

control, como minimo, con las mediciones de un grupo experimental, como minimo.

Este proyecto tiene una modalidad de investigacion experimental porque requiere
mediciones y parametros que permiten obtener resultados y satisfacer los objetivos

planteados para concluir favorablemente este proyecto.

3.2 Nivel o tipo de Investigacion

3.2.1 Exploratorio

Segun Nieves Felipe (2006) menciona que explorar significa incursionar en un
territorio desconocido. Por lo tanto, se emprenderd una investigacion exploratoria
cuando no conocemos el tema por investigar, o cuando el conocimiento es tan vago e
impreciso que impide sacar las mas temporales conclusiones sobre aspectos que son

relevantes.
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Se puede tener una gran voluntad y entusiasmo para estudiar o investigar cualquier
tema, pero si se desconoce el mismo se debe iniciar un estudio exploratorio para
empezar a conocerlo y familiarizarse con él, para precisar mejor el problema que
interesa resolver o para comenzar a dar forma a alguna hipotesis previa que sobre la

cuestion tengamos.

Para explorar un tema relativamente desconocido disponemos de un amplio espectro
de medios para recolectar datos en diferentes ciencias: bibliografia especializada,
entrevistas y cuestionarios hacia personas, observacion participante (y no
participante) y seguimiento de casos. La investigacion exploratoria terminard cuando,
a partir de los datos recolectados, se adquiera suficiente conocimiento como para

saber qué factores son relevantes al problema y cuéles no.

Hasta ese momento, esta en condiciones de encarar un analisis de los datos obtenidos
de donde surgen las conclusiones y recomendaciones sobre la investigacion. Este
proyecto tiene un nivel exploratorio porque se exploraro, la problematica existente en

queso fresco y a la vez el desconocimiento de la aplicacion de nisina.

3.3 Poblacién y Muestra
3.3.1 Poblacién
Este proyecto se realizo para beneficio del Centro de Adiestramiento Lechero, en el

mismo que se elabord quesos frescos.

3.3.2 Muestra

La muestra se encuentra relacionada con la poblacién y se utilizé quesos elaborados
en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL) aplicando nisina para verificar su
efectividad.

3.4 Operacionalizacién de Variables

3.4.1 Operacionalizacion de la variable independiente
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Desconocimiento de la Aplicacion de nisina

Tabla N ° 6.- Operacionalizacion del Desconocimiento de la Aplicacion de nisina

Técnicas e

instrumentos de

Conceptualizacion Categorias Indicadores | Items basicos .
recoleccion de
informacion
¢Qué
5 o porcentaje del
esconocimiento | porcentaje Entrevista
J personal
total del uso de d d
esconoce de
- la utilizacion
Deficiente .
_ B de nisina?
informacion de la .
o (Qué
utilizacion de un _
) o porcentaje del
bioconservante | Desconocimiento
. personal
(nisina) de la Entrevista
» desconoce la
concentracion de B
. concentracion
nisina en queso | Porcentaje (Anexo 3)

fresco?

de nisina
utilizada en

queso fresco?

Elaborado por : Oscar H. Lopez B., 2010

3.4. Operacionalizacién de la variable dependiente

Reducido tiempo de vida atil
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Tabla N° 7.- Operacionalizacion del Reducido tiempo de vida til

Deficiente Periodo
de tiempo de
conservacion de
alimentos (queso

fresco)

Propiedades

Peso (gramos)

Técnicas e
o ) _ Items instrumentos de
Conceptualizacion Categorias Indicadores o .
béasicos recoleccion de
informacion
¢Las
propiedades
pH fisico L
o Aplicacion de
quimicas de

queso fresco

Norma INEN 03.01-

403

Fisico quimicas | sensorial: | 5" P
peso las
y sensoriales Olor, Color, | mismas que
Sabor, se Evaluacién sensorial
Textura, encuentran
(Ver anexo 4)
Aceptabilidad | en un rango
establecido
en Normas?
¢La vida util
de de
Unidades alimentos
Vida atil con Formadoras podemos | Alvarado Jy colab.
relacion a de colonia determinarla 2005
Propiedades (ufc) por medio
microbioldgicas de una
relacion de
carga
microbiana?

Elaborado por : Oscar H. Lopez B., 2010
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3.5 Recoleccion de Informacién
Metodolégicamente para Luis Herrera E. y otros (2002), la construccion de la
informacién se opera en dos fases: plan para la recoleccién de informacion y plan

para el procesamiento de informacion.

3.5.1. Plan para la recoleccion de informacion
Este plan contempla estrategias metodolégicas requeridas por los objetivos e
hipotesis de investigacion, de acuerdo con el enfoque escogido, considerando los

siguientes elementos:

> Definicion de los sujetos: personas u objetos que van a ser investigados.
Personal centro de Adiestramiento Lechero: son personas que bajo un
conocimiento se encargan de la elaboracion de productos lacteos y con la
necesidad de mejorar tecnologia para ofrecer calidad al consumidor.

Queso Fresco: es un producto comestible facilmente perecible, con
propiedades fisico-quimicas y microbiologicas establecidas, normadas y
estandarizadas.

» Seleccion de las técnicas a emplear en el proceso de recoleccion de
informacion, para recopilar informacidn en el presente proyecto se utilizé una
encuesta dirigida a los estudiantes de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos, y se realizo analisis fisico-quimicos y microbiologicos de quesos
fresco segun Norma INENALO03.01-403

» Instrumentos seleccionados o disefiados de acuerdo con la técnica escogida
para la investigacion.

» Seleccidn de recursos de apoyo:

Asesor Tecnologia de Lacteos: Ing. Julio Gutiérrez

Asesora Analisis microbioldgicos: Ing. Mdnica Silva

» Explicitacion de procedimientos para la recoleccion de informacion, como se

va a aplicar los instrumentos, condiciones de tiempo y espacio, etc.
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Tabla N° 8.- Explicitacion de procedimientos para recoleccion de

informacion

TECNICAS PROCEDIMIENTO

Se lo realiz6 personalmente entregando
una hoja con formato de la encuesta

Encuesta En la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos

A partir del 24 de Agosto en Adelante

Se lo realizé Aplicando Norma INEN 63
y 64

Analisis de queso fresco En Laboratorios de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos

A partir del 24 de Agosto en Adelante

Elaborado por : Oscar H. Lopez B., 2010

3.6 Procesamiento y Analisis

3.6.1 Plan de procesamiento de informacion
» Reuvision critica de la informacion recogida; es decir limpieza de informacion
defectuosa: contradictoria, incompleta, no pertinente, etc.
> Repeticién de la recoleccion, en ciertos casos individuales, para corregir
fallas de contestacion.
» Tabulacion o cuadros segun variables de cada hipotesis: manejo de
informacion, estudio estadistico de datos para presentacion de resultados.
Una vez obtenidos los datos  en tablas de control, se procedi6 a tabular la
informacion atil en el paquete informéatico Excel, seguidamente se procesdé mediante
las herramientas del programa. Los resultados se expresan mediante tablas de datos y

gréficas de dispersion.

Para comprobar la hipotesis de igualdad de efectos de los tratamientos
experimentales se utilizd la tabla de analisis de varianza generada en los paquetes

informéticos Excel y Statgraphics. En caso de significancia estadistica, se determind
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el mejor tratamiento emplenado la prueba de Tukey generada en el paquete
informéatico Statgraphics.

El texto del informe se realiz6 en el paquete informéatico Microsoft Word.

3.6.2 Plan De Anélisis
Todas las actividades concernientes a recoleccion de informacion fue realizado por el

investigador.

Para la recoleccion de la informacion se utilizé las siguientes técnicas:

e Observacion
e Las muestras son tomadas al finalizar el proceso de elaboracion del queso

fresco.

Las observaciones se realizaron en el lugar de los hechos durante la fase
experimental en la cual se tomaron datos del proceso, las condiciones y pardmetros

con las que se elabora quesos en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL).

Para obtener la informacion de la influencia de la aplicacion de nisina sobre la
calidad microbiologica del queso fresco se empled un Disefio Factorial axb, mismo
que segun Saltos, Hector A. (1993), Se requiere evaluar el efecto combinado o
interactuante de dos variables o factores sobre una variable respuesta, se debe utilizar
disefios factoriales tales que cada factor actle con un cierto niumero de niveles.
Entonces, si a es el nimero de niveles del factor a 'y b el nimero de niveles del factor

b, en el experimento se requeriran axb tratamientos por replicacion.

La ausencia de efectos significativos de los factores A y B, equivale a decir que el
cambio de niveles de tales variables no incide significativamente sobre la variable

respuesta.

La ausencia de efecto significativo de accion interactuante de los factores a y b
quiere decir que el cambio de nivel en el factor a no incide en el comportamiento del

factor b sobre la variable respuesta y viceversa.
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El andlisis de varianza correspondiente a estos disefios factoriales axb implica a la
subdivision de la suma de cuadrados de tratamiento, SCTr; en tres componentes a
saber: suma de cuadrados factor A, SCA; suma de cuadrados del factor B, SCB;y
suma de cuadrados de la interaccion , SC(AB); es decir

SCTr= SCA+SCB+SC(AB)

La determinacion de la tabla de analisis requiere considerar el conjunto de respuestas
experimentales determinadas como una matriz o tabla de doble entrada, con las
combinaciones de los tratamientos dispuestos en filas y las replicaciones dispuestas
en columnas. De esta forma el calculo parte determinado la suma de cuadrados total,
de los tratamientos, de las replicaciones y del residuo como si se tratara de un disefio

de bloques, donde los bloques vienen a ser sustituido por las replicaciones.

3.7 .- Factores
A: leche a utilizar para la elaboracion
ao: Leche Cruda

al: Leche Pasteurizada

B: Cantidad de Nisina por Kg de Queso y en relacion a litros leche utilizados

bo: Sin Tratamiento 0.0 g /100 lts.
b1: 0.2 g/Kg de queso 3.1g/100 lts.
b2: 0.3 g/Kg de queso 4.7 g /100 lts.
b3: 0.4 g/Kg de queso 6.2 g /100 lts.
b4: 0.5 g/Kg de queso 7.7 .9 /100 lts.

Lo que implica un total de 10 muestras. Se realiz6 una réplica. Obteniéndose un total
de 20 muestras.

La respuesta experimental evalla el efecto de la nisina mediante la utilizacion del
método de analisis microbioldgico (Coliformes y aerobios totales) con el fin de
determinar el mejor tratamiento.

Se realiz6 una evaluacidn sensorial para comparar entre si las muestras y verificar la

aceptabilidad de queso con adicion de nisina.
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3.8.- MATERIALES Y EQUIPOS

Los equipos necesarios para la investigacion son:

- Balanza analitica Kern (Modelo: NLS50-3 — 0.001gr — 5gr)
- Balanza Torrey (Modelo: EQ -5/10 - 5x0.001Kg)
- Estufa Genny Industrial (YCO-010 - 180°C)

- Refrigerador (6 - 7°C)

- Termdmetro Cooper ( -10/150°C)

- Autoclave Vertical Trident (EA-632)

- Céamara de flujo laminar (T4 Flow 180H)

- Incubadora Memmert regulable de 25°C a 60 °C
- Licuadora Oster

- Cocineta eléctrica

Los materiales necesarios para la investigacion son:
- Jarras Mason

- Cuchillo

- Erlenmeyer (Pirex) 250 cm?®, 500 cm®

- Pipetas volumétricas de 1 cm® y 10 cm®

- Cajas petri de 90mm x 15mm

- Probetas de 100 cm®, 250 cm®

- Tubos de bacteriologicos (Pirex)

Los reactivos necesarios para la investigacion son:
- Cloruro de Calcio (comercial)
- Cuajo en polvo

- Nisina en polvo (Agrocentro Lechero)

La materia prima necesaria para la investigacion es:

- Leche Cruda y pasteurizada
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3.9.- Metodologia de calculo de tiempos de vida util

Finalmente se determino el célculo del tiempo de vida Gtil del mejor tratamiento,
considerando el método propuesto por Alvarado (1996) para el caso de cinética de
primer orden.

El calculo de los tiempos de vida se lo efectu6 mediante el contenido microbiano en
las muestras obtenidas de los mejores tratamientos, se llevo a cabo teniendo en

cuenta que se trata de una cinética de primer orden:

INnC=1InCo + kt

Donde:

C = parametro escogido como limite de tiempo de vida util
Co = concentracion inicial de microorganismos

t =tiempo de reaccion

k = constante de velocidad de reaccion
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Encuesta dirigida al personal del centro de Adiestramiento Lechero:

Pregunta N°1: En la elaboracion de Queso fresco en el centro de Adiestramiento

Lechero se utiliza algun tipo de conservante?

Tabla N° 9.- Utilizacion de un conservante para elaboracion de queso en el CAL

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 0 0
No 4 100
TOTAL 4 100

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Analisis e Interpretacion

Al analizar la primera pregunta de la encuesta, a las cuatro personas relacionadas con

la planta piloto del Centro de Adiestramiento Lechero confirman que no se utiliza

algun tipo de conservante, siendo esto igual al 100% de la respuesta.

Pregunta N° 2: Conoce usted algun tipo de conservante para la elaboracion de
quesos? ... mencione el mas comun?

Tabla N° 10.- Tipos de conservantes en el mercado

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 3 75
No 1 25
TOTAL 4 100

Elaborado por: Oscar H. L6pez B., 2010
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Andlisis e Interpretacién

De acuerdo a los resultados obtenidos 3 personas del personal que equivale al 75%,
conocen algun tipo de conservante, siendo el mas comun para todos el vulgarmente
conocido antiflato.

Pregunta N° 3: Ha escuchado usted acerca del uso de nisina en la elaboracion de
queso fresco?

Tabla N° 11.- Uso de Nisina en la elaboracion de queso fresco

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 1 25%
No 3 75%
TOTAL 4 100%

Elaborado por: Oscar H. Lépez B., 2010

Analisis e Interpretacion

Segun la tabla N° 11, se puede identificar que solo una persona que equivale al 25%
conocia a cerca del uso de nisina en la elaboracién de queso fresco, mientras que el

75% del personal fijo del CAL desconocen la existencia de nisina.

Pregunta N° 4: Conoce usted la cantidad de nisina que se utiliza por Kg de
queso?
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Tabla N° 12.- Cantidad de nisina por Kg de Queso?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 0 0
No 4 100%
TOTAL 4 100%

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Andlisis e Interpretacién

En la Tabla N°12, se puede verificar que todo el personal desconoce la concentracion
de nisina en la elaboracion de queso fresco, es decir el 100% de encuestados ignoran

sobre el tema. .

Se ha podido verificar que en el Centro de Adiestramiento Lechero el 75% del
personal desconoce el uso de nisina, y en lo que respecta a la concentracion este 25%
restante del anterior se suma siendo el 100% de encuestados desconocen la dosis a
usarse de nisina en la elaboracion de queso fresco, es uno de los motivos por el cual

no se ha utilizado nisina.
Los tratamientos a aplicarse en este proyecto se presentan en la tabla N° 13, de los

cuales se identificard el mejor tratamiento para disminuir carga microbiana y

prolongar tiempo de vida util.
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Tabla N° 13.- Tratamientos a aplicarse

Tratamientos Detalles

1 a0b0 | Leche Cruda sin tratamiento

2 aObl | Leche Cruda con 0,2 g nisina/ Kg de queso

3 a0b2 | Leche Cruda con 0,3 g nisina / Kg de queso

4 aOb3 | Leche Cruda con 0,4 g nisina / Kg de queso

5 aOb4 | Leche Cruda con 0,5 g nisina / Kg de queso

6 alb0 | Leche Pasteurizada sin tratamiento

7 albl | Leche Pasteurizada con 0,2 g nisina/ Kg de queso
8 alb2 | Leche Pasteurizada con 0,3 g nisina/ Kg de queso
9 alb3 | Leche Pasteurizada con 0,4 g nisina/ Kg de queso
10 | alb4 Leche Pasteurizada con 0,5 g nisina / Kg de queso

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
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4.1.- pH y Peso de las muestras de queso fresco elaborado con leche cruday
pasteurizada con diferentes concentraciones de Nisina

Tabla N° 14.- pH, Peso y Rendimiento de muestras de queso con la aplicacion

de nisina
* Peso de **Rendimiento
Tratamientos pH queso R _ Peso final . o

(Kg) peso inicial

1 a0b0 5.3 2,4 71,64%
g ©

= = 2 a0b1 5.4 2.4 71,64%
g2

£ ; 3 a0b2 5,4 2,35 70,15%
8 (&)

% e 4 a0b3 55 235 70,15%

5 a0b4 5,5 2,4 71,64%

© 6 alh0 55 2,4 71,64%
5T

g E 7 albl 5,6 2,35 70,15%
o 3

<2 8 alb2 5.6 24 71,64%
LL ©
o o

§ 2 9 alb3 5,6 2,35 70,15%
(&)
O o

- 10 alb4 5,7 2,4 71,64%

*se utilizé 151t de leche para elaborar los quesos

** Para calcular el rendimiento se hace referencia a 15It de leche utilizados
mas la cantidad de cloruro de calcio y cuajo con un peso de 3.35Kg

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

En la Tabla N° 14; se puede observar que el pH del queso elaborado con leche cruda
es bajo sin embargo al aplicar nisina este incrementa por decimas, al verificar el
queso elaborado con leche pasteurizada al igual que el anterior incrementé decimas

el pH.

El rendimiento de los quesos no varian al incluir nisina, ya que el peso de nisina en

comparacion al del queso es bajo, sin embargo en los tratamientos 3, 4, 7, 9 presenta
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una variacion esto puede deberse a pequefios desperdicios de cuajada al momento del

moldeo.

4.2 Recuento Total de microorganismos (ufc/gr)

ufc

_ N°colonias* Factor dilusion
m Imuestra

Tabla N° 15.- Recuento de Aerobios Totales (ufc/gr) en Queso Fresco
Elaborado con Leche Cruda y Pasteurizada con la adicion de nisina en

diferentes concentraciones

. Promedio de
Tratamientos Recuento total (ufc/gr) Aerobios Totales
R1 R2

3 1 a0bo 3,6%10° 2,8%10° 3,2*10°
5
2 2 aob1 7,8*10° 8,610° 8,2*10°
g
S 3 a0b2 3,1*10° 2,8*10° 2,95*10°
&
£ 4 aob3 1,04*10° 1,1*10° 1,07*10°
g
3 5 a0b4 3,8*10° 3,7*10° 3,75*10"

6 alb0 3,2*10* 2,9%10* 3,05*10*
£
T albl 7,1%10° 6,9%10° 7,0<10°
o]
8 g
85 | 8 alb2 2,7%10° 2,1*10° 2,4*10°
2 2
L g
2 9 alb3 8,1*10? 7,5%10° 7,8%10°
>
o

10 alb4 2,5%10° 2,3*10° 2,4%107

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010
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Tabla N° 16.- Porcentaje de Disminucion en el recuento de aerobios totales al
incluir nisina en diferentes concentraciones

Tratamientos Promedio Porcentaje de
Aerobios Totales | Disminucién
1 a0b0 3,2*10° 0
£
9 2 a0b1 8,2*10° 74,38%
c
S « :
3 S 3 a0b2 2,95*10 90,78%
n HE
L 0O
Lé 4 a0b3 1,07*10° 96.66%
S
o4 4
5 a0b4 3,75*10 98,83%
6 a1b0 3,05%10% 0
2
2
E' - 7 albl 7,0*10° 77,05%
S g
3 § 8 alb2 2,4%10° 92,13%
L
L ®©
o o 2
2 9 alb3 7,8*10 97,44%
>
o
10 alb4 2,4%10? 99,22%

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

Nota: Los tratamientos 1 (aOb0), 6 (alb0) son tratamientos patrones en base a los
cuales se ha obtenido el porcentaje de disminucion de la carga microbiana
El porcentaje de disminucién de la carga microbiana es calculado en base a la

siguiente ecuacion:

% Reduccion = (100-(Recuento con tratamiento*100)/(Recuento sin tratamiento))
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De acuerdo a los datos presentados en la Tabla N°16; el tratamiento 1 (a0b0: queso

con Leche cruda sin pasteurizar y sin tratamiento) presenta mayor contaminacion en

el recuento total de microorganismos. Mientras que el tratamiento 10 (alb4: Queso

con

Leche pasteurizada con 0,5 g de nisina / Kg de queso) alcanza menor

contaminacién en el recuento total de microorganismos, disminuyendo aerobios

totales en leche cruda un 98.8% y en leche pasteurizada un 99.2%

Tabla N° 17.- Analisis de Varianza para Recuento de Aerobios Totales en los

diferentes tratamientos aplicados

ANOVA

Suma de

Grados de

Cuadrados

Efectos Cuadrados Libertad Medios F-calculado P-Value
Replica 2,80411*10" 1 2,80411*10" 0,85 0,3796
Factor A | 3,90477*10% 1 3,90477*10"? 118,87 000
Factor B 7,17079*10%? 4 1,7927*10%? 54,58 000
'”teff_;;c'on 6,90022%10%2 4 1,72505%10%2 52,52 000
Residuo 2,95632*10"! 9 3,2848*10%
Total 1,82994*10" 19

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

El Analisis de varianza al 95% de nivel de confianza establece que existe

significancia en los dos factores de estudio (Leche utilizada y nisina) y en la

interaccién AB. Por lo tanto, no solo el factor A (leche utilizada) es el responsable de

la disminucion de la carga microbiana final sino también la accién del factor B

(nisina) sobre el factor Ay por ende sobre la carga microbiana.
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Tabla N° 18.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey para para identificar el
mejor tratamiento en queso fresco

Factor A Promedio de Grupos
Aerobios Totales | Homogéneos
Al.-Leche Pasteurizada 8184,0 a
AQ.- Leche Cruda 891900,0 b

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey Tabla N° 18, establece que Al (Leche Pasteurizada) es el que
influye mayoritariamente en el recuento microbiano, esto permite ratificar que para

elaborar queso fresco es mejor pasteurizar la leche a utilizar.

Tabla N° 19.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey en nisina utilizada

Promedio de Aerobios Grupos
Factor B e
Totales Homogeneos
B4 - 0.5g nisina /kg de queso 18870,0 a
B3 - 0.4g nisina /kg de queso 53890,0 a
B2 - 0.3g nisina /kg de queso 148700,0 a
B1 - 0.2g nisina /kg de queso 413500,0 a
BO — sin tratamiento 1,61525*10° b

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey en la Tabla N° 19, establece que B4 (0.5g de nisina /Kg de
queso), es el que influye mayoritariamente en el recuento microbiano, demostrando

la efectividad de la nisina en la elaboracion de queso fresco.
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Tabla N° 20.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey en Recuento de
Aerobios Totales (interaccion axb)

INTERACCION Promedio de

Factor A Factor B Aerobios Totales
Al.-Leche Pasteurizada | B4 - 0.5g nisina /kg de queso 240,0
Al.-Leche Pasteurizada | B3 - 0.4g nisina /kg de queso 780,0
Al.-Leche Pasteurizada | B2 - 0.3g nisina /kg de queso 2400,0
Al.-Leche Pasteurizada | B1 - 0.2g nisina /kg de queso 7000,0
Al.-Leche Pasteurizada | BO — sin tratamiento 30500,0
AOQ.- Leche Cruda B4 - 0.5g nisina /kg de queso 37500,0
AOQ.- Leche Cruda B3 - 0.4g nisina /kg de queso 107000,0
AOQ.- Leche Cruda B2 - 0.3g nisina /kg de queso 295000,0
AOQ.- Leche Cruda B1 - 0.2g nisina /kg de queso 820000,0
AO.- Leche Cruda BO — sin tratamiento 3,2*10°

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey en la Tabla N° 20, establece que el tratamiento A1B4 (quesos
elaborados con leche pasteurizada con la adicion de 0.5g nisina /kg de queso) es el

mejor tratamiento por presentar el valor mas bajo de Recuento microbioldgico
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4.2 Recuento de Coliformes Totales (ufc/gr) en Queso Fresco Elaborado con

Leche Cruda y Pasteurizada y con la Adicion de Nisina en diferentes
concentraciones

ufc = N°colonias* Factor dilusion
m Imuestra

Tabla N° 21.- Recuento de Coliformes Totales en Queso Fresco Elaborado con

Leche Cruda y Pasteurizada y con la Adicion de Nisina en diferentes
concentraciones

Coliformes Totales _
(ufc/gr) Promedio de
Tratamientos Coliformes Totales
R1 R2

@ 1 a0b0 1,2*10° 1,32*10° 1,26*10°
(&)

[¢D)

g 2 a0b1 3,4*10* 3,9*10* 3,65*10*
8 © p
93 3 a0b2 2,5%10" 2,8*10" 2,65*10
8 G

L 4 a0b3 1,9*10* 2,1*10* 2,0*10*
2

o 5 a0b4 1,2*10* 1,5*10* 1,35*10*
@ 6 alb0 9,6%10° 1,04*10°* 1,0*10*
(&)

(D)

E' © 7 albl 1,15*10° 9,7*10° 1,06*10°
S §

g 'S 8 alb2 7,8*10° 7,1%10° 7,45%10°
L g 9 alb3 3,7*10° 4,4%10° 4,05*10°
(2]

(¢B)

&> 10 alb4 1,7*%10° 1,3*10° 1,5%10?

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010
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Tabla N° 22.- Porcentaje de Disminucion en el recuento de aerobios totales al
incluir nisina en diferentes concentraciones

Tratamientos Promedio de Porcentaje de
Coliformes Totales Disminucion

= 1 a0b0 1,26*10° 0
(&]
(¢b]
- | 2 a0b1 3,65%10° 71,03%
g
83 3 a0b2 2,65*10° 78,97%
()
= 4 a0b3 2,0*10°* 84,13%
(72
(«B]
> | 5 a0b4 1,35%10" 89,29%
@ 6 alb0 1,0*10* 0
[&]
[«B]
os 7 albl 1,06%10° 89,4%
3 g
85 8 alb2 7,45*10° 92,55%
2 3
e alb3 4,05*10° 95,95%
(2]
[«5]
& | 10 alb4 1,5%10? 98,5%

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

Nota: Los tratamientos 1 (a0Ob0), 6 (alb0) son tratamientos patrones en base a los

cuales se ha obtenido el porcentaje de disminucion de la carga microbiana

El porcentaje de disminucién de la carga microbiana es calculado en base a la

siguiente ecuacion:

% Reduccion = (100-(Recuento con tratamiento*100)/(Recuento sin tratamiento))

Segun la Tabla N° 22; el tratamiento que mayor porcentaje de disminucion de

Coliformes Totales (ufc/gr) es la combinacion de los factores Al: Leche
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Pasteurizada con el Factor B4 (0.5gr de Nisina / Kg de queso) disminuyendo

coliformes en leche cruda un 89% y en leche pasteurizada un 98.5%.

Al analizar los resultados obtenidos en el recuento de Coliformes Totales y al

comparar con los valores establecidos por la IBNORCA se puede identificar que al

elaborar quesos con leche cruda las ufc/gr sobrepasan al valor maximo de la norma

aun al incluir nisina, mientras que en el caso de los quesos elaborados con leche

pasteurizada la muestra sin tratamiento es la Unica que se encuentra fuera del rango

establecido, mientras que las otras muestras al pasterizar y aplicar nisina disminuyen

la carga microbiana obteniendo valores de ufc/gr permitidos.

Tabla N° 23.- Analisis de Varianza para Recuento Coliformes Totales en los

diferentes tratamientos aplicados

ANOVA

Suma de

Grados de

Cuadrados

Efectos Cuadrados Libertad Medios F-calculado | P-Value
Replica | 3,27168*10 1 3,27168*10° 4,66 0,0591
Factor A | 8,83176*10° 1 8,83176*10° 1259,18 00.00
Factor B | 1,02199*10 4 2,55497*10° 364,27 00.00
'”tef;dé” 7,10574*10° 4 1,77643*10° 253,27 00,00
Residuo | 6,31251*10 9 7,0139*10°
Total 2,62532*10" 19

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

El Analisis de varianza al 95% de nivel de confianza establece que existe

significancia en cada uno de los dos factores estudiados (Leche utilizada y nisina) y

en la interaccién de los mismos. Por lo tanto, no solo el factor A (leche utilizada) es




el responsable de la disminucion de coliformes sino también depende la accion del

factor B (nisina) sobre el factor A y por ende sobre la carga microbiana

Tabla N° 24.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey para queso fresco

Promedios de Grupos
Factor A Colifomes Totales | Homogéneos
Al.-Leche Pasteurizada 2472,0 a
AQ.- Leche Cruda 44500,0 b

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey (Tabla N° 24), establece que Al (Leche Pasteurizada) es el que
influye mayoritariamente en el recuento microbiano, lo que permite ratificar que para

elaborar queso fresco es mejor pasteurizar la leche a utilizar.

Tabla N° 25.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey para nisina utilizada

Factor B Promedios de Grupos
Coliformes Totales | Homogéneos
B4 - 0.5gr nisina /kg de queso 6825,0 a
B3 - 0.4gr nisina /kg de queso 10202,5 ab
B2 - 0.3gr nisina /kg de queso 13622,5 bc
B1 - 0.2gr nisina /kg de queso 18780,0 c
BO — sin tratamiento 68000,0 d

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey (Tabla N° 25), establece que B4 (0.5gr de nisina /Kg de queso)
es el que influye mayoritariamente en el recuento microbiano, esto permite demostrar

la efectividad de la nisina en la elaboracion de queso fresco.
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Tabla N° 26.- Prueba de Comparacion Multiple Tukey para Recuento de
Coliformes Totales (interaccion axb)

INTERACCION Promedio de
Factor A Factor B Aerobios Totales
Al.-Leche Pasteurizada | B4 - 0.5g nisina /kg de queso 150,0
Al.-Leche Pasteurizada | B3 - 0.4g nisina /kg de queso 405,0
Al.-Leche Pasteurizada | B2 - 0.3g nisina /kg de queso 745,0
Al.-Leche Pasteurizada | B1 - 0.2g nisina /kg de queso 1060,0
Al.-Leche Pasteurizada | BO — sin tratamiento 10000,0
AOQ.- Leche Cruda B4 - 0.5g nisina /kg de queso 13500,0
AOQ.- Leche Cruda B3 - 0.4g nisina /kg de queso 20000,0
AQ.- Leche Cruda B2 - 0.3g nisina /kg de queso 26500,0
AOQ.- Leche Cruda B1 - 0.2g nisina /kg de queso 36500,0
AQ.- Leche Cruda BO — sin tratamiento 126000,0

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

La prueba de Tukey en la Tabla N° 26, establece que A1B4 (quesos elaborados con
leche pasteurizada y la adicién de 0.5g nisina /kg de queso) es el mejor tratamiento

por presentar el valor mas bajo.
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Tabla N° 27.- Tratamiento para disminuir aerobios y coliformes totales en queso

fresco
Microor_ganismos Eactor A Factor B Po_rce_ntaje_,de
Analizados Disminucion
Aerobios Totales p':slt:allj_r?gzga EA5 ] gié\lsigina/Kg s 99,22%
Coliformes Totales p':slt;ll;riggg 3 BA4:0,5gr gié\lsijina/Kg de 98,50%

Elaborado por: Oscar H. Lépez B, 2010

Al realizar el anélisis de varianza se identifico que el mejor tratamientos es alb4
(quesos elaborados con Leche pasteurizada y la adicion de 0.5gr de Nisina /Kg de
gueso) motivo que esta combinacion demostré su efectividad al disminuir 99.2 y
98.50 de Aerobios y Coliformes totales respectivamente, es importante resaltar que
los quesos sin tratamiento térmico y sin la aplicacion de nisina no alcanzan los
valores maximos que sugiere la norma, sin embargo al incluir nisina el producto se

encuentra entre los estandares establecidos.

4.4 Analisis Sensorial

Para el analisis sensorial de las muestras se ha considerado elaborar el queso con
leche pasteurizada, motivo que este factor permitié que los valores se encuentren en
los rangos establecidos en la norma IBNORCA conjuntamente con los cuatro

parametros de cantidad de nisina con su respectivo testigo (sin tratamiento).

Se realiz6 un control mediante una comparacién multiple utilizando bloques

completos para determinar si el catador identifica la intensidad del conservante.

El analisis sensorial se llevo a cabo mediante el uso de 25 panelistas no entrenados y
cinco muestras de queso fresco (elaborado con leche pasteurizada y la adicion de 0.2,
03, 0.4 y 0.5 gr de nisina por Kilogramo de queso con su respectiva muestra testigo),

las muestras fueron etiquetadas con una numeracién de tres digitos seleccionados al
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azar, puestas en bandejas desechables y acomodado en forma aleatoria para cada uno
de los panelistas, a los cuales se les aplicd una encuesta referente a diversos
parametros como olor, color, sabor, textura y aceptabilidad, con una escala hedénica
de 1 al 5, siendo uno muy desagradable y cinco muy agradable.

Tratamiento Estadistico De Las Respuestas Experimentales
Pruebas Parametricas
Analisis de varianza y pruebas de comparacion Maltiple

Los principales atributos sensoriales a evaluar productos marinos, durante la sesion
de cata, con su respectiva escala y valoracion fueron los siguientes (Anexo 4 Disefio
de Hoja de Cata):

COLOR

Escala Valoracion
Muy Desagradable 1
Desagradable 2

Ni agrada ni Desagrada 3
Agradable 4
Muy Agradable 5
OLOR

Escala Valoracion
Muy Desagradable 1
Desagradable 2

Ni agrada ni Desagrada 3
Agradable 4
Muy Agradable 5
SABOR

Escala Valoracion
Muy Desagradable 1
Desagradable 2
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Ni agrada ni Desagrada 3

Agradable 4
Muy Agradable 5
TEXTURA

Escala Valoracion
Muy Dura 1
Dura 2

Ni Dura ni suave 3
Suave 4
Muy Suave 5)

ACEPTABILIDAD

Escala Valoracion
Muy Desagradable 1
Desagradable 2
Ni agrada ni Desagrada 3
Agradable 4
Muy Agradable 5

En la hoja de cata elaborada para la evaluacion sensorial, se realizo la siguiente
codificacion de las muestras para no brindar excesiva informacion al catador y asi

evitar influenciar en los resultados:

502 : sin Tratamiento

315: 0.2 gr de nisina / Kg de queso
628: 0.3 gr de nisina / Kg de queso
136: 0.4 gr de nisina / Kg de queso
741: 0.5 gr de nisina / Kg de queso
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Tabla N° 28.-Tratamiento aritmético de los datos de la evaluacion sensorial del
gueso fresco con la aplicacion de Nisina

502 315 628 136 741
Observacion Sumatoria
Sin Trata | 0,2gr/Kg | 0,3gr/Kg | 0,4gr/Kg 0,5 gr/Kg
Color 101 99 98 101 102 501
Olor 95 92 94 97 97 475
Sabor 93 93 92 94 95 469
Textura 77 69 71 73 74 364
Aceptabilidad 100 101 98 99 101 499

Elaborado por: Oscar H. Lopez B, 2010

Se realizé una evaluacion sensorial de muestras de queso fresco elaborado con leche

pasteurizada, combinando con todos los parametros del factor B, con su respectiva

muestra testigo. El panel sensorial se llevo a cabo en el Laboratorio de la Unidad

Operativa de Investigacion en Tecnologia de Alimentos, se aplico a 25 estudiantes de

la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos con conocimientos de evaluacion

sensorial, a los mismos se les recordd previamente sobre las generalidades de un

panel sensorial, caracteristicas del queso y parametros a evaluarse en el mismo, se

desarrollo 5

grupos.

Se compar0 las muestras con tratamiento y la muestra testigo en cuanto a los

parametros de sabor, olor, color, textura, sabor y aceptabilidad.

Tabla 29.- Analisis de Varianza (Evaluacion Sensorial del Color)

Fuente de Gradosde | Sumade | Cuadrados Razon de Fiablas
Variacion Libertad | Cuadrados | Medios | Varianza (Fc)
Tratamientos 4 0,432 0,108 0,31952663 2,44723651
Error 120 40,56 0,338
Total 124 40,992 | 0,33058065

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
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Hipotesis
Ho: A=B=C=D=E

Hi: AzB#C=D=#E

Regla de Decision.- A un nivel de significancia del 5 %, aceptar Ho si el valor “F”

calculado es menor que el “F” critico (Fiaplas)-

Decisién.- Se rechaza la hipétesis alternativa y se acepta la hipétesis nula (Ho).

Conclusion.- No existe diferencia significativa en el color de los quesos al aplicar
los tratamientos. Sin embargo al mirar las medias calculadas, la muestra con el
tratamiento de 0.5gr de nisina/ Kg de Queso presentan una media con mayor

valor, por tanto los catadores califican a estos dos con un mejor color.

Tabla N° 30.- Analisis de Varianza (Evaluacion Sensorial del Olor)

Fuente de Grados Suma de Cuadrados Razon de Fiablas
Variacion de Cuadrados Medios Varianza (Fc)
Libertad
Tratamientos 4 0,56 0,14 0,31437126  2,4472365
Error 120 53,44 0,44533333
Total 124 54 0,43548387

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
Hipotesis
Ho:A=B=C=D=E

Hi:AzB=C=D=E

Regla de Decision.- A un nivel de significancia del 5 %, aceptar Ho si el valor “F”

calculado es menor que el “F” critico (Fiaplas)

Decision.- Se rechaza la hipétesis alternativa y se acepta la hip6tesis nula (Ho).
Conclusion.- No existe diferencia significativa en el olor de los quesos al aplicar los

tratamientos. Sin embargo al mirar las medias calculadas, las muestras con
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tratamiento de 0.4gr y 0.5gr de nisina/ Kg de Queso. Presenta una media con

mayor valor, por tanto los catadores califican a esta con un mejor olor.

Tabla 31.- Analisis de Varianza (Evaluacién Sensorial de la sabor)

Fuente de Grados de | Sumade | Cuadrados Razon de Frablas
Variacion Libertad | Cuadrados | Medios | Varianza (Fc)
Tratamientos 4 0,512 0,128 0,3023622 2,44723651
Error 120 50,8 0,42333333
Total 124 51,312 | 0,41380645
Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
Hipaotesis

Ho:A=B=C=D=E

Hi: A#zB#C«#D=#E

Regla de Decision.- A un nivel de significancia del 5 %, aceptar Ho si el valor “F”

calculado es menor que el “F” critico (Fiaplas)

Decision.- Se rechaza la hipétesis alternativa y se acepta la hipdtesis nula (Ho).

Conclusion.- No existe diferencia significativa en el sabor de los quesos al aplicar
los tratamientos. Sin embargo al mirar las medias calculadas, la muestra con

tratamiento 0.5gr de nisina/Kg de queso presentan una media con mayor valor, por

tanto los catadores califican a esta dos con un mejor sabor.

Tabla 32.- Analisis de Varianza (Evaluacion Sensorial de la textura)

Fuente de Gradosde | Sumade | Cuadrados Razon de Frablas
Variacion Libertad | Cuadrados | Medios | Varianza (Fc)
Tratamientos 4 1,472 0,368 1,0887574 2,44723651
Error 120 40,56 0,338
Total 124 42,032 | 0,33896774

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
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Hipotesis
Ho: A=B=C=D=E
Hi: AzB#C=D=#E

Regla de Decision.- A un nivel de significancia del 5 %, aceptar Ho si el valor “F”
calculado es menor que el “F” critico (Fiaplas)

Decisién.- Se rechaza la hipétesis alternativa y se acepta la hipétesis nula (Ho).
Conclusion.- No existe diferencia significativa en la textura de los quesos al aplicar
los tratamientos.

Tabla 33.-Analisis de Varianza (Evaluacion Sensorial de Aceptabilidad)

Fuente de Gradosde | Sumade | Cuadrados Razén de Ftablas
Variacion Libertad | Cuadrados | Medios | Varianza (Fc)
Tratamientos 4 0,272 0,068 0,22222222  2,44723651
Error 120 36,72 0,306
Total 124 36,992 | 0,29832258

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Hipotesis
Ho: A=B=C=D=E

Hi: A#zB#C=#D=#E

Regla de Decision.- A un nivel de significancia del 5 %, aceptar Ho si el valor “F”
calculado es menor que el “F” critico (Fiaplas)-

Decision.- Se rechaza la hipétesis alternativa y se acepta la hip6tesis nula (Ho).
Conclusion.- No existe diferencia significativa en la aceptabilidad de los quesos al

aplicar los tratamientos.
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4.5 Determinacion de tiempo de vida util
Para el célculo del tiempo de vida Util en queso se di6 un seguimiento al mejor

tratamiento (0.5gr nisina/Kg de queso) y su respectiva muestra testigo

4.5.1 Recuento de Coliformes Totales en Queso Fresco testigo (sin tratamiento)

Tabla N° 34.- Recuento de Coliformes Totales en Queso Fresco testigo (sin
tratamiento) para la determinacion de vida util durante 14 dias

Tiempo (ufc/gr)
Promedio Ln ufc/gr
dias seg R1 R2 ! uie
0 0/|1,02*10* | 1,1*10*| 1,06*10" 9,26860928
1 86400 | 2,16*10% | 2,65%10* | 2,405%10* | 10,08789028
6 518400 | 1,26*10° | 1,63*10° 144500 | 11,88103479
7 604800 | 4,2*10° | 3,9%10° | 4,05%10° | 12,91164235
8 691200 | 7,0*10°| 7,8%10°| 7,4*10°| 13,51440547
14 | 1209600 | 2,4*10°| 2,010°| 2,2*10°| 14,60396792

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Gréfico N° 5.- Tendencia de ufc/gr (coliformes totales) en queso fresco sin
tratamiento durante 14dias

Tendencia ufc/gr en queso fresco sin tratamiento
2500000 durante 14 dias

2000000 //
1500000 /
1000000

500000 J
0 o—¢

0 500000 1000000 1500000

ufc/gr

tiempo (segundos)

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
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Gréfico N° 6.- Ln(ufc/gr) Coliformes Totales vs tiempo en Queso Fresco sin
tratamiento

Ln (ufc) Coliformes Totales
vs tiempo Sin Tratamiento

y = 5E-06x + 9,703
R?=0,941

Ln (ufc/gr)
[EEY
N

0 500000 1000000 1500000
tiempo (segundos)

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Para determinar el tiempo de vida util se ha utilizado la siguiente formula:
In C =kt + In Co
C = parametro escogido como limite de tiempo de vida util
Co = concentracion inicial
t =tiempo de reaccion
k = constante de velocidad de reaccion
In C =kt + In Co
Ln(C) = 5E-06x + 9,703
In Co=9.703
k= 5*10"
C =5*10°
C = 5000 ufc/g se recomienda como nivel maximo de coliformes totales en queso

fresco, de acuerdo al IBNORCA, pero por razones de calculo se ha multiplicado por
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1*10° debido al alto nivel microbiolégico y con este valor se puede realizar el

calculo para 14dias y una comparacion entre las muestras analizadas.

INC-1InCo=kt

InC=kt+InCo
(= In (C) — In(Co)
B k

(= 3,41936338
5*10°°

t = 683872,675 Segundos
t = 8 Dias

Al realizar los célculos respectivos para determinar el tiempo de vida util de queso
fresco sin tratamiento, se identifico que el tiempo a temperaturas de refrigeracion
(6.5°C) es de 8 dias, es importante recalcar que a los 8 dias de seguimiento el queso
aun mantenia sus caracteristicas normales, en los dias 13 y 14 el queso empez0 a
cambiar su coloracion de blanca a blanca amarillenta, durante este periodo de estudio

del queso el desuerado fue minimo.

4.5.2 Recuento de Coliformes Totales en Queso Fresco con tratamiento (0.5gr

nisina/kg queso) para la determinacion de vida atil durante 14 dias

Tabla N° 35.- Recuento de Coliformes Totales en Queso Fresco con tratamiento

(0.5gr nisina/kg queso) para la determinacion de vida util durante 14 dias

Tiempo ufc/gr
o FsJeg Rl( g )RZ Promedio Ln ufc/gr
0 0 2,8%10% | 3,2*10% | 3,0*10° | 5,703782475
1| 86400 2,5%10° | 3,5%10° | 3,0*10° | 8,006367568
6| 518400 | 3,2*10* | 4,1*10* | 3,65*10% | 10,50506754
7| 604800 | 9,6%10* | 1,12*10° | 1,04*10° | 11,55214618
8| 691200 | 2,2*10° | 1,6*10° | 1,9%10° | 12,15477935
14 | 1209600 | 8,7*10° | 9,3*10° | 9,0*10° | 13,71015004

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

68




Gréfico N° 7.- Tendencia de ufc/gr en queso fresco con tratamiento durante
l4dias

Tendencia ufc/gr en queso fresco con tratamiento
durante 14 dias
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Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010

Grafico N°8.- Ln(ufc/gr) Aerobios Totales vs tiempo en Queso Fresco con
tratamiento

Ln (ufc) Coliformes Totales
vs tiempo con tratamiento
14 P
12
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69
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Elaborado por: Oscar H. Lopez B., 2010
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In C =kt +In Co
C = pardmetro escogido como limite de tiempo de vida Util
Co = concentracién inicial
t =tiempo de reaccién

k = constante de velocidad de reaccion

In C =kt + In Co

Ln(C) = 6E-06x + 6,981
In Co=9.703

k= 6*10"

C =5*10°

C = 500 ufc/g se recomienda como nivel maximo de coliformes totales en queso
fresco, de acuerdo a la Norma INEN 1528/1987, pero por razones de calculo se ha
multiplicado por 1*10% debido al alto nivel microbiolégico y con este valor se puede

realizar el calculo y una comparacion entre las muestras analizadas.

INC-InCo=kt

InC=kt+InCo

~ In(C)- In(Co)
B k

t

~ 6,14136338

t
6*10°

t = 1023560,56 Segundos

t =12 Dias
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Al realizar los célculos respectivos para determinar el tiempo de vida atil de queso

fresco con 0.5 gr de nisina/Kg de queso, se identifico que el tiempo a temperaturas de

refrigeracion (6.5°C) es de 12 dias, es importante recalcar que hasta los 13 dias de

seguimiento el queso aun mantenia sus caracteristicas normales, en el dia 14 el queso

empez0 a cambiar su coloracion de blanca a blanca amarillenta, durante este periodo

de estudio del queso el desuerado fue minimo.

4.6 Estudio Econdmico

A continuacién se detallan todos los aspectos del estudio econémico:

MATERIA PRIMA Valor unitario Cantidad Sub Total

Leche (It) 0,350 100 35,000

Cloruro de calcio (gr) 0,014 20 0,280

Cuajo (gr) 0,007 2 0,014

Sal (gr) 0,001 198 0,123

MATERIALES INDIRECTOS

Fundas de polietileno 0,020 33 0,660

TOTAL 0,392 353 36,077

DEPRECIACION
ACTIVOS Costo Deprec. Deprec. Costo por Horas Costo/hora
FIJOS anual mensual hora utilizadas
Olla de coccion 1.000,00 100,00 8,33 0,012 0,5 0,006
Tina quesera 1.500,00 150,00 12,50 0,017 1,5 0,026
Cuarto frio 3.000,00 12,50 0,017 20 0,347
150,00
Utensilios 150,00 15,00 1,25 0,002 5 0,009
Mesa 500,00 50,00 4,17 0,006 2 0,012
TOTAL 0,399
Personal 1 7 horas /dia
SUELDOS
Sueldo Mensual | # personas | Sueldo /hora | Sueldo por Sueldo por Total del
dia hora sueldo
313,43 1 1,306 9,142 1,143 9,142
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Detalle Cantidad V. Unitario V. Mensual
) $
Energia eléctrica 10 0,1353 1,35
(Kw)
Agua (It) 90 0,0003 0,03
Diesel (gal) 2 1,0500 2,10
Detergente (Kg) 0,25 2,2700 0,57
Suman 4,05
Total
Materia Prima 35,954
Activos Fijos 0,399
Sueldo 9,142
Servicios 4,051
Total Costo de Produccion 49,547
Precio Unitario 1,50

Nisina 0,32 7,7 2.46 0,075

Total

Materia Prima 36,416

Activos Fijos 0,399

Sueldo 9,142

Servicios 4,051

Nisina 2.46

Total Costo de Produccion 52.01

Precio Unitario 1,57
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Con este estudio se ha determinado el costo de la produccion de queso fresco de
500gr es de $1.50, estimando el costo de materia prima, activos fijos y su respectiva
depreciacion, se ha incluido a una persona quien labora en el area de quesos, con 7
horas por dia que es el tiempo considerado en producir los quesos, la hora restante la
utiliza en colaboracion para la produccién de otros productos, a todo esto se afiadio el
costo de servicios basicos, posterior a identificar el precio unitario de queso fresco
se incluye el costo de 7.7 gr nisina utilizados en 100It de leche misma cantidad
procesada por parada, obteniendo un adicional de 15 ctvs. por kilo de queso o a su
vez 7,5 ctvs. por cada queso producido, dando como valor final de produccion $ 1.57
por queso fresco (500gr) con 0.5gr de nisina/Kg de queso
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

- Con la identificacion del tratamiento A1B4 como el mejor, se demostré que para
la elaboracion de queso se utiliza leche pasteurizada y concentracion de nisina de
0.5 gr /kg de queso o 7.7g / 100lt de leche utilizados, esto permite incrementar el

tiempo de vida Util sin alterar caracteristicas sensoriales y fisico-quimicas.

- Se realiz6 un andlisis sensorial con muestras de queso elaborado con leche
pasteurizada y nisina, y se identificé que los quesos no presentaban diferencia

significativa en sus caracteristicas organolépticas en relacion a la muestra testigo.

- El afiadir 0.5gr de nisina / Kg de queso fresco elaborado en leche pasteurizada
permitid disminuir un 98.5% de Coliformes Totales, al cabo de 14 dias de
almacenamiento a 6.5°C los resultados demostraron que el uso de nisina permite

extender la vida Util en queso fresco.

- Mediante el analisis de costos se determin6é que por 165 Kg de queso fresco el
costo de produccion es de $49.54 USD, con un precio unitario de $1.50 USD por
500gr de queso, al afiadir 0.5gr de nisina/Kg de queso el costo de produccion
incrementa a $ 52.01 USD y el precio unitario a $ 1.57 USD, si el precio de venta

es de $1.70 USD al incrementar nisina aun existe utilidad.
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5.2 Recomendaciones

- Al identificar que la nisina favorece los procesos de conservacion y
comercializacion de queso fresco, mediante una considerable reduccion de la carga
microbioldgica y prolongacion de tiempo de vida uatil se recomienda al Centro de
Adiestramiento lechero usar este bioconservante.

- Se recomienda que el personal del Centro de Adiestramiento Lechero vigile el
proceso de elaboracion de queso fresco cuando colaboran los sefiores estudiantes,
para que de esta manera se cumpla las Buenas Practicas de Manufactura (BPM),

tiempos y temperaturas del proceso.
- Se recomienda que después de afadir nisina la manipulacion de los quesos se la

realice con las mismas condiciones de asepsia para evitar contaminacion cruzada,

porque el uso de nisina no sustituye las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) .
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CAPITULO VI

PROPUESTA
6.1. Datos Informativos

e Titulo: “Aplicacion de Nisina para Incrementar el Tiempo de Vida Util en
Queso Fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL)”

e Unidad Ejecutora: Universidad Técnica de Ambato, a través de la Facultad
de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

e Beneficiario: Centro de Adiestramiento Lechero (CAL)

e Provincia: Tungurahua

e Canton: Ambato

e Direccion: Rumifiahui y Pichincha

e Director del Proyecto: Ing. Cesar German Tomala

e Personal Operativo: Egdo. Oscar Hernan Lopez Benalcazar

6.2. Antecedentes de la Propuesta

Gustavo y Colaboradores (2009) La nisina es capaz de frenar el crecimiento de
microorganismos. El empleo de bacteriocinas, representa una alternativa para

elaboracién de quesos con mejor calidad microbioldgica.

Sangronis Elba, Garcia Jesus (2007), El uso de la nisina, es una alternativa para
disminuir los riesgos de la elaboracion de queso, aumentar la vida util del producto y

en consecuencia mejorar su comercializacion

Las conclusiones de este estudio han permitido demostrar la efectividad de la nisina,
disminuir la carga microbiana e incrementar el tiempo de vida Gtil, sin alterar las

caracteristicas sensoriales del producto.

Ademas este bioconservante no influye significativamente en lo que respecta al

costo, simplemente incrementa $ 0.01 USD por unidad de queso (500gr)
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6.3 Justificacion

El Centro de Adiestramiento lechero (CAL) a mas de otros productos elabora queso
fresco, una de las probleméaticas en lo que respecta la comercializacion es la
competencia que existe con otras marcas porque ellas al utilizar conservantes,
diferente tipo de empaque como es al vacio, han prolongado el tiempo de vida util de
sus quesos, sin embargo en el CAL no incluyen ningun tipo de conservante por
bridar un queso saludable.

La nisina es una bacteriocina atoxica (se inactiva por las enzimas del tracto digestivo
humano), disminuye la carga microbiana del producto y asi aumenta su tiempo de
vida Util, esto permite reducir la contaminacion inicial del producto y mantenerlo en
condiciones adecuadas hasta que llegue al cliente el queso con caracteristicas

agradables.

Por esta razon el presente proyecto es de gran utilidad para el CAL porque le
permitira disminuir la carga microbiana del queso, prolongar un aproximado de 4

dias adicionales de vida util, ayudando en la distribucién y comercializacion del

queso.
6.4 Objetivos
6.4.1 Objetivo General
- Proponer el uso de nisina para prolongar el tiempo de vida atil en queso
fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero (CAL)
6.4.2 Objetivos Especificos

- Elaborar un manual de la aplicaciébn de nisina y la tecnologia de la
elaboracién de queso fresco.
- Difundir al personal del Centro de Adiestramiento Lechero el uso de nisina

en la Elaboracion de Queso Fresco.
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- Realizar un seguimiento de la efectividad de la nisina para prolongar el
tiempo de vida util en la elaboracion de queso fresco en el Centro de
Adiestramiento Lechero.

6.5 Analisis de Factibilidad

El anélisis de factibilidad es la sensibilidad del proyecto a ciertos factores que

pueden ser tanto externos como internos y que influyan en la ejecucion del mismo.

El Centro de Adiestramiento Lechero cuenta con el talento humano fijo para elaborar
queso fresco con la adicion de nisina, por esta razén en lo que respecta al personal el

proyecto es factible.

El centro de Adiestramiento Lechero (CAL) cuenta con sus propias instalaciones:
amplia planta piloto, ollas de coccion tipo Bach, tina quesera, moldes, balanzas,
cuarto frio para la refrigeracion y almacenamiento de los quesos, en fin la planta

cuenta con todos los equipos necesarios para elaborar quesos.

El recurso economico serd decision del personal Administrativo del CAL, la
inversion mensual es de $19.71 USD por 61.6 gr de nisina, para 200 litros de leche

utilizados en la elaboracion de queso fresco semanalmente.

Al ser estos $19.71 USD el costo de nisina por 800 litros de leche utilizados para
elaborar un aproximado de 132 Kilos de queso fresco mensualmente, con la garantia
de prolongar el tiempo de vida util y brindar al cliente quesos de calidad con baja
carga microbiana, es viable el uso de este bioconservante, porque a mas de tener un
costo considerable podria el CAL aumentar las ventas y producir mayor cantidad de

queso, por todo lo expuesto esta propuesta resulta factible.
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6.6 Fundamentacién

Esta propuesta se fundamenta en Buenas Précticas de Manufactura, tecnologia de
lacteos - queso fresco, hoja técnica de las concentraciones permitidas de nisina y las

conclusiones del presente estudio.

La fundamentacion legal de esta propuesta se apega a las Normas INEN tanto para la
elaboracion de queso fresco como para el analisis microbiolégico util para el

seguimiento de la efectividad de la nisina en queso fresco.

6.7 Metodologia

La propuesta para la elaboracion de queso fresco con adicion de nisina en el Centro
de Adiestramiento Lechero, es la siguiente:

Analizar los resultados y las conclusiones del presente proyecto

Elaborar un manual para difundir el uso de nisina en la elaboracion de queso fresco
al personal fijo y transitorio (estudiantes del instituto) del CAL, ademas incluir en el
manual Buenas Précticas de Manufactura para impulsar la aplicacion de estas durante
la produccion de queso fresco.

Elaboracion de queso fresco con la adicion de nisina y verificacion de la efectividad

de la nisina, por medio de seguimiento microbioldgico.

6.8 Administracion

La ejecucion de la propuesta estara coordinada por los responsables del proyecto Ing.
Cesar German, Egdo. Oscar Lépez B. y los interesados, en este caso el Centro de
Adiestramiento Lechero, los mismos que planificaran la produccion de quesos con la

adicién de nisina.

6.9 Prevision de la Evaluacion

La evaluacion al uso de nisina en queso fresco se la realizara por medio de la
verificacion de caracteristicas fisico-quimicas, como son peso, rendimiento, pH
acidez, con las mismas que podemos analizar si se esta cumpliendo con los

parametros establecidos en normativos.
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Para comprobar la efectividad de la nisina se dara un seguimiento microbioldgico a
muestras de queso, para identificar si se encuentra entre los rangos establecidos en

normativos.
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ANEXO 2
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Diagrama de proceso de la Elaboracion de queso Fresco con adicion de Nisina
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ANEXO N2 3
ENCUESTA DIRIGIDA A AL PERSONAL DEL CENTRO DE ADIESTRAMIENTO LECHERO (CAL)
DATOS GENERALES

Instituto: Tecnoldgico Agropecuario Luis A. Martinez

Centro de Adiestramiento Lechero

Personal de Planta

Fecha: oo

Ocupacion Desempefiada: ........c.oviviiiiiiiiiiiiiiii i

N° Preguntas Respuestas CODIGO
En la elaboracion de Queso
fresco en el Centro de Sl 1.- ( )
1 Adiestramiento Lechero se
utiliza algun tipo de NO 2.- ( )
conservante?
Sl 1.- ( )

Conoce usted algun tipo de

conservante para la
2 ) NO 2.- ( )
elaboracion de quesos? _
Mencione el mas

comin? |
Ha escuchado usted acerca
3 del uso de nisina en la Sl 1.- ( )
elaboracién de queso
fresco? NO 2.- ( )
Conoce usted la cantidad de S| 1- ( )
4 nisina que se utiliza por Kg
de queso?
NO 2.- ( )

GRACIAS
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Anexo 4
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ANEXO 5

Diagrama de Proceso de la Aplicacion de nisina para incrementar el tiempo de vida util en
Queso Fresco en el Centro de Adiestramiento Lechero

Pasteurizacion Mezclado Adicion de cuajo

Cortado de la Agitacion
cuajada

Moldeado Cortado

Analisis Fisico-quimico Envasado



Incubacién Siembra de
muestras

Conteo de colonias Anélisis Sensorial (cataciones)
en cajas
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Anexo 1. Matriz de Analisis

para conservacion de quesos frescos

corto tiempo de vida util

Queso fresco con deficiente calidad y

Perdida de

contaminados

clientes por

quesos

queso fresco

sintéticos en la elaboracion de

queso fresco

Queso fresco de calidad y

prolongado tiempo de vida util

Situacidn actual real negativa Problema a ser investigado | Situacion  futura deseada | Propuestas de
positiva solucion

Quesos frescos con alto porcentaje de Utilizacion de nisina para

contaminacion conservacion de quesos

Desaprovechada utilizacion de nisina | Contaminacion microbiana de | Reemplazo de conservantes

Mejorar la calidad
del queso fresco,
extender su vida
atil utilizando

nisina para su

elaboracion

Elaborado por. Oscar H. Lopez B. 2009




4.2 Cronograma

Elaborado por. Oscar H. Lopez B. 2009

MNombre de la Actividad Comienzo final I Jul | Agos |Sep|Oct| Nov Dic Ene Feb Mar Abril | Mayo
1|Identificacion del problema sab 18/07/09 |sab 18/07./09
2|Desarrollo del Capitulo I Tan 2000709 (lun27/07/09
3|Desarrollo del Capitulo II sab 253/07/0%  |lun 10/08/09
4|Desatrollo Capitulo IT1 sab 01/08/02 [sab 08/08/009
5|Desarrollo Capitulo IV sab 08/08/09 |sab 15/08/09
G |Presentacion del Provecto sab 153/08/02 [sab 13/08/00
7|Cotreccion v Aumento de Trabajo un 17/08/0%  |mier 04/11/09
& |Presentacion v Aprobacion de Tema mier 041109 [jue 19711709
9| Asignacion de tutor jue 191109 |jue 191109

10|Ejecucion del provecto jue 121109 [wier 20/11/09
11 [Fecopilacion de Informacion de misina Tan 23/11/09 [wier 27/11/09
12 [Pruebas de concentraciin de nisina en queso fresco  [lun 30010709 |vier 4/12/00
13 [Aplicacion de pruebas microbiologicas Tan 7/12/00 wier 11/12/009
14| Analisis de resultados lun 141209 [wier 18/12/00
15 |Eéplica de concentracion de nisina en queso fresco  [lun 40110 wier /0110
16 |Aplcacion de pruebas microbiologicas lun 11/00/10 [wier 16/01/10
17| Analisis de resultados microbiologicos Tan 18/01/0%  [vier 253/01/10
158 [Identificacion de la mejor concentracion wier 23/01/10  (lun 25/01/10

Eecopilacion de informacion de analisis de vida ttil

19 |en queso fresco lun 25/00/10 [jue 28/01/10
20 |Elaboracion de queso fresco con aplicacion de msina [jue 2500710 |wier 28/01/10
21 |Pruebas microbioldégicas wier 2000110 [wier 12/02/10
22 [ Analisis de resultados microbiologicos lun 1530210 [wier 12/02/10
23| Analisis de vida til wier 19/02/10  |wier 26/02/10
24 (Preparacion de muestra para catacion Tan 001/03/10 [lun 08/03/10
25|Cataciones de quesos Iun 08/03/10  |wier 12/03/10
26| Analisis de resultados catadores un 13/05/10 |han 22/03/10
27|Elaboracion de tesis un 22/03/10 |jue 08/04/10
28 |Presentacion de borrador a Tutor jues 080410 [juew 08/04/10
29|Revision de Tesis juewv 08/04/10  |juewv 15/04/10
30|Cotreccion de tesis juew 13/04/10  [lun 260410
31 |Presentacion de Tesis lun 260410 (lun 2670410
32|Evaluacion de Tesis un 030310 |lan 310310
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PRODUCTO: Queso fresco

Sirvase efectuar la siguiente catacion de QUESO FRESCO, sefialando con una “X” la caracteristica que usted
considere mas apropiada para describir a cada una de las muestras

Caracteristicas Muestra de Queso Fresco
COLOR 502 315 628 136 741
Muy Desagradable

Desagradable
Ni agrada ni Desagrada
Agradable

Muy Agradable

OLOR 502 315 628 136 741
Muy Desagradable
Desagradable
Ni agrada ni Desagrada
Agradable
Muy Agradable

SABOR 502 315 628 136 741
Escala

Muy Desagradable
Desagradable

Ni agrada ni Desagrada
Agradable

Muy Agradable

TEXTURA 502 315 628 136 741
Muy Dura

Dura

Ni Dura ni suave
Suave

Muy Suave

ACEPTABILIDAD 502 315 628 136 741
Muy Desagradable
Desagradable

Ni agrada ni Desagrada
Agradable

Muy Agradable

OBSERVACIONES: ...ttt sttt ettt st en s s ess s st sa e et e sn s erenseanennnes

GRACIAS POR SU COLABORACION



