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RESUMEN
Se estudid del efecto de una pelicula antimicrobiana en la vida Gtil del queso costefio a
diferentes concentraciones de Cloruro de sodio (2.5 y 3%) y almacenados a temperatura
ambiente (30 °C) y temperatura de refrigeracion (12 °C), teniendo como principio activo
Nisina (16 mg/100mL de solucion), se realizaron andlisis fisicoquimicos (Determinacion
del contenido de grasa y humedad (%), pH vy acidez (% &cido lactico)) analisis
microbioldgicos (Recuento de mohos y levaduras, Staphylococcus aureus coagulasa
positiva, Coliformes, E. Coli, y Salmonella (UFC/g)) y pruebas de andlisis sensorial (Por
Ordenamiento y preferencia) durante un periodo de tiempo de treinta dias cada cinco
dias. Los quesos almacenados a 30 °C, se deterioraron por completo al quinto dia. Los
resultados muestran que la pelicula antimicrobiana aumenta la vida util del queso
almacenado a 12 °C en 12 dias respecto a lo establecido para quesos sin peliculas de la
NTC 750 de 2009, para un total de 30 dias, el comportamiento del pH respecto a los
porcentajes de cloruro de sodio empleados es el mismo para los tratamientos en estudio;
caso contrario, ocurre con la acidez (% Acido lactico) donde se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los dias 15, 20, 25 y 30. Los tratamientos con peliculas
y diferente concentracion de cloruro de sodio fueron aceptados organolépticamente
durante los 30 dias por los panelistas, a diferencia del tratamiento control que a los 15
dias de almacenamiento se detecté presencia de mohos y levadura. La condicion que
presenta una menor degradacion del queso durante los 30 dias fue la temperatura de
refrigeracion (12 °C), en cuanto a la concentracion de cloruro de sodio se presentd un
comportamiento similar para cada uno de los parametros estudiados. Por ultimo, en los
guesos almacenados a 12 y 30 °C se aceler6 el crecimiento de microorganismos tales

como mohos y levaduras.



ABSTRACT

The effect of an antimicrobial film on the life of Costefio cheese at different
concentrations of sodium chloride (2.5 to 3%) and stored at room temperature (30
°C) and refrigeration temperature (12 °C) was studied, with the Nisin active
compound (16 mg/100 mL solution), Physicochemical analyzes were performed
(Determination of fat and moisture (%), pH and acidity (% lactic acid))
microbiological analyzes (count of molds and yeasts, Staphylococcus aureus
coagulase positive, Coliforms, E. Coli and Salmonella (CFU/g)) and sensory
analysis tests (for attributes and hedonic scale) for a period of thirty days every five
days. The cheese stored at 30 °C, completely deteriorated at the fifth day. The
results show that the antimicrobial film increases the life of cheese stored at 12 °C
in 12 days regarding provisions for cheese without movies NTC 750, 2009, for a
total of 30 days, pH behavior as regards the percentages of sodium chloride used
is the same for the treatments under study; Otherwise, occurs with acidity (% lactic
Acid) where differences are presented in the days 15, 20, 25 and 30. Treatments
with films and different concentration of sodium chloride were organoleptically
accepted within 30 days by the panelists, unlike the control treatment after 15 days
of storage will detect the presence of mold and yeast. The condition has a lower
cheese degradation during 30 days was the cooling temperature (12 °C), as to the
concentration of sodium chloride appeared similar for each of the parameters

studied behavior. Finally, the cheese stored at 12 and 30 °C the growth of

microorganisms such as yeasts and molds accelerated.
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1. INTRODUCCION

El queso costefio es un producto autéctono de la Costa Atlantica, el cual se
produce de forma artesanal, utilizando leche cruda como materia prima vy
elaborado bajo las minimas condiciones higiénicas sanitarias, por lo que se
considera un excelente medio para la proliferacion de bacterias patégenas, como
Listeria monocytogenes, que es el agente causal de la Listeriosis, una de las
enfermedades mas importantes, adquirida en el 99% de los casos por el

consumo de alimentos contaminados (MinSalud 2013).

Segun Gallegos et al. (2007), en Colombia el queso, debido a su composicion,
nutrientes, valores de actividad de agua y pH, esta reconocido como un alimento
de alto riesgo en salud publica al igual que en otros paises. Estos mismos afirman
que el queso costefio producido en los municipios de Cereté y Monteria del
departamento de Cérdoba, frecuentemente estan contaminados con Listeria spp y
la presencia de L. ivanovii patdégeno involucrado en algunos casos de infecciones
oportunistas en humanos y L. innocua, microorganismo utilizado en muchas
industrias de alimento como indicador del grado o calidad de sanitizacion.
Demostrando asi, que las condiciones de produccion y expendio no son

adecuadas y que el consumo de queso costefio no es seguro.
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Un reporte dado por el Sistema de Vigilancia en Salud Puablica (Sivigila), indica
que en el 2009, se presentaron 899 brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos, de los cuales solo en el 56% se identific6 el agente patégeno,
correspondiendo el 18.4% a la presencia de Staphylococcus aureus coagulasa
positiva, encontrandose este, en alimentos (79%), muestras biologicas (12.7%)
y superficies (8.5%); lo cual evidencia que la primera causa de brotes por este
microorganismo en el territorio nacional es de origen alimentario. Siendo el queso
uno de los alimentos involucrados. (Sivigila 2011a). Para el 2010 del Instituto
Nacional de Salud reportdé 147 (16.5%) brotes asociados al consumo de queso
donde los microorganismos implicados fueron Staphylococcus aureus, E. coli,
Salmonella spp., Proteus spp., Bacillus cereus, Listeria. monocytogenes y Shigella

spp. (Sivigila 2011b)

La Resolucién 2310 de 1986, en el capitulo VII- Art 49, declara lo siguiente: “No
se permite la elaboracién de queso fresco para consumo humano a partir de leche
cruda, salvo en los casos en que por las condiciones especiales de ubicacion,
dificultades de transporte, sistema de produccién y un volumen de produccién
menor de 500 litros/dia, la autorice el Ministerio de Salud o su autoridad
delegada”. Dando espacio lo anterior para la produccion de queso utilizando leche
cruda, por parte de los pequefios productores del departamento de Cordoba. Sin

embargo, los mismos no cuentan con una autoridad delegada por el Ministerio de

18



salud, que controle tal problematica. Por lo tanto se hace necesario brindarles una

alternativa para que continten con su actividad, produciendo.

Se ha optado por la Nisina como una alternativa para disminuir la carga
microbiana en diferentes variedades de queso, la Nisina es producida por ciertas
cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis y exhibe actividad antimicrobiana contra
una amplia gama de esporas y bacterias Gram-positivas,
incluyendo Staphylococcus. Por lo tanto se ha sugerido como un antimicrobiano
natural para ser utilizado como un bioconservante en los alimentos, incluyendo
productos lacteos, y se considera generalmente como seguro. Ademas, la Nisina
es la Unica bacteriocina autorizados para su uso en la industria alimentaria y

muchos estudios recientes han demostrado su efectividad (Pinto et al. 2011).
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2.1

2. OBJETIVO

Objetivo general

Estudiar el efecto de una pelicula antimicrobiana en la vida Gtil del queso costefio

elaborado con diferentes concentraciones de NaCl y almacenados a diferentes

temperaturas.

2.2

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Objetivos especificos

Determinar las propiedades fisicoquimicas, microbiologicas y sensoriales de

gueso durante un mes.

Determinar la aceptacion del producto en los consumidores, a través de

métodos de analisis sensorial.

Evaluar la eficiencia de la pelicula antimicrobiana con respecto a la vida atil del

gqueso costefio.

Seleccionar la concentracion de cloruro de sodio y temperatura de
almacenamiento que proporcionen una menor degradacion del queso costefio

durante su vida util.

20



3. MARCO TEORICO

3.1 QUESO

Es el producto obtenido por coagulaciéon de leche, de la crema de leche, de la
crema de suero, del suero de la mantequilla o de la mezcla de algunos o todos
estos productos, por la accibn del cuajo u otros coagulantes aprobados

(Resolucion 2310 de 1986).

3.1.1 Queso fresco

El Queso Fresco contiene una alta humedad, se produce principalmente en
paises de América Latina a partir de leche cruda (Lin et al. 2006; Moreno et al.
2007). Debido a que la leche utilizada para la elaboracién del queso no es
pasterizada, la microflora bacteriana nativa de la leche cruda se encuentra
presente en la elaboracién del Queso Fresco (Renye et al. 2008). Estas cepas de
bacterias, al tiempo que imparten algunos sabores potencialmente importantes y
efectos texturales generales a los quesos, no son adecuados para el consumo de
acuerdo con las normas de EE.UU para la calidad de los alimentos. Debido a que
estos quesos son tan humedos y tienen un pH superior a 6,0 que soporta el
crecimiento de un numero de organismos de descomposicion y bacterias
patdgenas, tales como Listeria monocytogenes, por lo que existe un interés

significativo en el desarrollo de métodos para la produccion de quesos que son
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similares en sabor, textura y en general a las cualidades sensoriales, a partir de

leche pasteurizada (Moreno et al. 2007).

En el proceso de elaboracion del Queso Fresco se emplea la molienda antes del
salado. Paul et al. (2012) estudiaron la influencia de varios tipos de molienda en la
degradacion de las proteinas, obteniendo como resultado que estas se degradan
principalmente por la descomposicién de B-caseina después de cuatro a ocho
semanas de envejecimiento a 4 °C. Debido a que observaron muy poca
degradacion de las proteinas y no se utilizé cultivos iniciadores en la fabricacion
de queso, es esta protedlisis mas probable debido a la eventual aparicion de
bacterias de descomposicion. Esto demuestra que la molienda no es necesaria en
la produccion de queso fresco, y su incorporacibn como un paso en los
procedimientos puede ser simplemente una via adicional de contaminacion

mientras jugaba ningun papel esencial.

Estos quesos tienen un alto contenido de humedad, un sabor ligero, sin corteza, y
una corta vida util y requieren de refrigeracion. Los quesos frescos se producen en
depdsitos de coagulacion utilizando enzimas y/o acidos. Una vez cuajada, el suero
se drena, se muele, se le adiciona sal y el queso final se envasa en bolsas de

plastico para la venta (Torres et al. 2012).
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3.1.1.1 Caracteristicas microbiolégicas y fisicoquimicas

Segun la NTC 750 de 2009 los requisitos microbioldgicos y fisicoquimicos de

diferentes designaciones de quesos son los que se describen en la tabla 1y 2,

respectivamente.

Tabla 1. Requisitos fisicoquimicos para el queso.

Designacion segun su consistencia

Humedad sin materia grasa (HSMG), %

m/m

<50,0
Extraduro

50-55
Duro

56-68
Firme/Semiduro

> 68

Blando

Designacion segun su contenido de
Materia grasa

Extragraso

Graso

Semigraso

Semidescremado

Descremado

Materia grasa en extracto seco (GES),
% m/m

> 60,0

245,0 - < 60,0

225,0-<45,0

>10,0 - <25,0

<10,0

Fuente: NTC 750 de 2009.
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Tabla 2. Requisitos microbiolégicos para el queso fresco.

n m M
REQUISITO
Exédmenes de rutina:
Recuento de coliformes, UFC/g. 5 1 000 5000
Recuento de E. coli, UFC/g. 5 <10 -
Recuento de mohos y levaduras, UFC/g 5 100 500
Examenes especiales:
Recuento de Staphylococcus aureus
coagulasa positiva, UFC/g 5 10 100
Deteccion de Salmonella /25 g 5 Ausente -
Deteccion de Listeria monocytogenes/25g 5 Ausente -

En donde:

n: nimero de muestras por examinar, m: indice maximo permisible para identificar

nivel de buena calidad, M: indice maximo permisible para identificar nivel de

calidad aceptable, c: nUmero maximo de muestras permisibles con resultados

entre my M.

Fuente: NTC 750 de 2009.
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3.1.1.2 Periodo de vida atil de los quesos frescos

De acuerdo con el capitulo XVIII, articulo 129 de la Resolucion 2310 de 1986, el
queso fresco, presentado en el empaque hermético refrigerado, tiene una duracion
sanitaria de hasta 18 dias y el queso fresco, empacado al vacio refrigerado de 30
dias. El queso fresco elaborado con leche cruda que por lo general se consume
dentro de los 14 dias haberlo producido (Renye et al. 2008; Paul et al. 2012).

El Queso Fresco, una variedad de queso hispana, esta ganando popularidad en
otros paises como los USA. A menudo se come fresco, de ahi su nombre, pero a
muchos consumidores y puntos de venta le gustaria la opcion de refrigeracion por
un par de semanas. Para ello, las caracteristicas de Queso Fresco deben ser
investigadas en el tiempo a temperaturas de almacenamiento habituales (Pouillot

et al. 2010).

Tunick et al (2012), analizaron el Queso Fresco, con leche pasteurizada y sin
cultivo iniciador a lo largo de 8 semanas de almacenamiento a 4 y 10 ° C el queso
era quebradizo y no se fundio, y los quesos elaborados en el laboratorio no podian
distinguirse de una muestra comercial por un panel de consumidores. Estos
autores afirman que la protedlisis y lipolisis se produjeron durante el
almacenamiento, también se evidencié cambios en lactosa, pH, los perfiles de
proteinas, y los compuestos volatiles, pero tuvo poco o ningun efecto sobre la
textura, reologia, fusiébn, o microestructura. Aunque los niveles de humedad se

mantuvieron sin cambios a los 4 ° C, todas las muestras de quesos exhibieron

25



pérdida de suero durante el almacenamiento, y es probable que cierta cantidad de
NaCl se disolviera en el suero de leche perdido. Los mismos concluyeron que los
consumidores pueden almacenar Queso Fresco durante al menos 2 meses sin

degradacion significativa de la calidad.

Estudios realizados por Clark et al (2001) en los Estados Unidos demuestran que
los consumidores tradicionales, tanto hispanos como los familiarizados con el
queso fresco, prefirieren quesos con alto contenido de sal y pH bajo. Siendo el
contenido de sal entre el 1,4 y 2,4% y un pH entre el 5,4 y el 6,1 los mas
aceptados por los consumidores evaluados.Su aceptacién se basa en parte en su

color (blanco brillante), la textura y estructura (Van Hekken y Farkye 2003).

Un coctel de Listeria monocytogenes (ca. 3,0 logl0 UFC/g) de cinco cepas
resistente a la rifampicina se introdujo como un contaminante post-pasteurizacion
en queso fresco que se fabricé usando un procedimiento comercial. Listeria.
monocytogenes se inocularon en la cuajada antes de formar el bloque de queso y
en rebanadas (52-66 g), individualmente envasado al vacio y se almacen6 a 4 y
10 °C. El crecimiento se monitoriz6 durante un maximo de 35 dias. La tasa de
crecimiento y tiempo de generacion fueron mas rapidos a 10 ° C que a 4 ° C.
Después de 20 dias, la maxima densidad de poblacion era de 7.80 £ 0.17 UFC/qg,
independientemente de la temperatura de almacenamiento. Estos resultados
indican que la fabricacion de Queso Fresco debe llevarse a cabo utilizando buenas

practicas de fabricacion y en condiciones higiénicas, y que es necesaria para
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prevenir la presencia y el crecimiento de Listeria monocytogenes y el uso de

antimicrobianos y/o intervenciones post-procesamiento (Leggett et al. 2012).

La Intoxicacion alimentaria estafilococica esta vinculada con el consumo de
productos lacteos (Ostyn et al. 2010; Schmid et al. 2009). Estudios realizados por
Torres et al (2012) dieron a conocer la ausencia de estas toxinas en muestras de
Queso Fresco analizadas, probablemente debido a la inhibicion de su sintesis por
el pH. Los patdgenos también pudieron haber sido inhibidos por el pH acido (la
mayoria de las muestras tenian niveles de pH por encima de 5.0). Estos
resultados muestran un posible efecto protector del pH en los quesos frescos
elaborados con leche cruda, aunque se necesitan mas estudios para confirmar
que los niveles de pH por debajo de 5.0 contribuyen a la inhibicion de patdégenos

en los quesos frescos.

3.1.2. PROCESO DE ELABORACION DEL QUESO

El proceso por el que la leche se transforma en queso se desarrolla a lo largo de
varias etapas que normalmente son: Recepcion de la materia prima, adicion de
cloruro de calcio, cuajado, cortado de la cuajada, desuerado, salado, moldeado y
prensado. Las propiedades de la leche de partida influyen directamente sobre
todas ellas, de modo que la composicion fisico-quimica (pH, concentracion de
cationes divalentes calcio y magnesio y de aniones fosfato y citrato, concentracion

de grasa y proteinas, etc.) y todos los factores que influyen sobre ella (especie,
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raza, periodo de lactacion, estacion del afio, calidad microbiologica, recuento de

células sométicas, etc.) han de ser tenidos muy en cuenta (Luruefia 2010).

3.1.2.1. Recepcion de la materia prima

Para la elaboracion del queso hay que utilizar leche de muy buena calidad tanto
desde el punto de vista de su composicidén y carga microbiana como en relacion a
su aptitud para la fermentacion y la coagulacién. Si no se cumple estos requisitos
se presentan muchos problemas en la fabricacién y aparecen diversos defectos
en el queso (Moreno y Ruiz 2007). Segun Tornadijo et al. (1998) la leche es de
calidad cuando reune los siguientes requisitos:

+ Ausencia absoluta de sustancias perjudiciales para la salud del consumidor,
tales como sustancias extrafias y residuos de productos nocivos
(pesticidas, medicamentos, toxinas microbianas, etc.).

% Capacidad de acidificacion normal, es decir, ausencia de sustancias
capaces de inhibir a la flora acido lactica.

+ Baja carga microbiana, como requisito previo para obtener productos con
capacidad de conservacion prolongada.

% Caracteres organolépticos normales.

% Escaso contenido celular, indicativo de una leche normal producida por una
mama sin infecciones ni trastornos secretorios.

% Escaso o nulo numero de gérmenes tecnoldgicamente indeseables,

especialmente coliformes y esporulados butiricos.
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« Composicion quimica normal, indicativa de una buena aptitud para la

transformacion.

La acidez en la leche, después del ordefio se modifica especialmente, por la
accion de bacterias lacticas, que transforman la lactosa en acido lactico; esta
acidez en la leche, se expresa en porcentaje de acido lactico (Calderon et al.
2011). En Colombia, una leche fresca posee una acidez natural entre 0.13 a 0.18

% (Decreto 616, 2006).

Si la coagulacién se hace a pH cercanos a la neutralidad, esta es lenta y la
cuajada obtenida es flexible, elastica, compacta, impermeable y contiene poca
agua, para desuerar se necesita accibn mecanica por la nombrada
impermeabilidad. Por el contrario, cuando mayor es la acidez la coagulacion se
hace mas rapida por accion del cuajo, siendo mas consistente la cuajada, pero
esta queda mas desmineralizada y el queso quedara menos plastico; el desuerado

también es rapido (Paniagua 2008).

3.1.2.2. Adiciéon de Cloruro de calcio

El contenido de CaCl, de la leche, tiene influencia sobre las propiedades de la
coagulacion, aumentado ligeramente su firmeza (Sbodio y Revelli 2012).La
presencia de calcio, hace que mejore el desuerado, facilita la retencién de las

grasas y otros soélidos. Como es posible que se pierda en la pasteurizacion parte
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del calcio libre (i6nico), se agrega sales de calcio (especialmente cloruro de calcio
o fosfato mono calcico) para compensar en un porcentaje de 10 a 30 g por cada

100 L. de leche a 34 °C. (Paniagua 2008; Sbodio y Revelli 2012).

3.1.2.3. Coagulacion

El primer paso en la elaboracion de la mayoria de los quesos es la coagulacion
proteica, inducida mediante la acciébn combinada de enzimas proteoliticas y
fermentos lacticos. Este proceso se divide fundamentalmente en dos fases: la
fase primaria o enzimética y la fase secundaria o de agregacién. La fase primaria
corresponde a la hidrdlisis especifica de la k-caseina, localizada en la superficie
de las micelas de caseina, por la accién de enzimas proteoliticas (quimosina
principalmente). La accion enzimatica produce una ruptura en el enlace proteico
Fel05-Metl06 de la k-caseina, generando dos péptidos con propiedades muy
diferentes. El glicomacropéptido es un fragmento hidrofilico y soluble, formado por
los residuos de aminoéacidos 106 a 169. Este fragmento, que representa cerca del
4% de la caseina total, pasa a formar parte del lactosuero. El otro fragmento,
formado por los residuos de aminoacidos 1 a 105 de la k-caseina, se denomina
para-k-caseina, es altamente hidrofébico y permanece enlazado a las micelas.

La segunda fase esta representada por una reduccion drastica de la carga
eléctrica negativa de la superficie de las micelas, que posibilita su acercamiento y
facilita la agregacion de las mismas, en la que el calcio (Ca2+) juega un papel

importante como acelerador del proceso (Rovira 2013).
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3.1.2.4. Cortado de la cuajada

Tiene por objeto aumentar la superficie de exudacion y favorecer la salida del
suero. Esta operacion se realiza con liras. Este troceado tiene un limite, pues si
es muy interno las particulas de coagulo quedan muy finas y retienen grandes
cantidades de suero durante el prensado.

Las dimensiones del grano pueden variar entre 3 mm y 2.5 cm; este tamafo tiene
mucha importancia en la velocidad de salida del suero. Los granos grandes
retienen mas humedad, por lo que conservan mas lactosa y por lo tanto son mas
acidos. Debe cuidarse su uniformidad del tamafio de los granos, pues de lo
contrario el grueso no tendra textura uniforme, con distribucion desigual de
humedad y acidez. Por otra parte, los granos grandes retienen mas grasa que los
granos pequefios. En general, para quesos blandos, el corte o trazado de los
guesos sera en granos grandes, mientras que para quesos semiduros y duros el

grano deberd ser pequefio (Paniagua 2008).

3.1.2.5. Desuerado

En esta etapa se extrae una gran parte del lactosuero el cual contiene lactosay
sustancias nitrogenadas no coaguladas y una proporcidn variable de minerales.
Fundamentalmente es la mayor o menor cantidad de suero que queda retenido en
la cuajada lo que determina muchas de las caracteristicas del queso dentro de
ellas la dureza y textura. Por esta razon la operacién de desuerado tiene una gran

importancia en el proceso de fabricacién y ademas, controlando esta etapa se
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regula el extracto seco total exigido por la legislacion para cada tipo de queso

(Gonzalez 2010).

3.1.2.6. Salado

El salado es una etapa posterior a la sinéresis, la cual se puede hacer en seco o
por inmersion en salmuera. Luruefia (2010) sostiene que este proceso tiene las
siguientes consecuencias:

- Completa el desuerado, ya que se produce un gradiente salino que genera un
flujo de sal hacia el interior con flujo de agua hacia el exterior del queso,

- Reduce y/o evita las actividades enzimaticas y el desarrollo de microorganismos

- Aporta un gusto caracteristico.

3.1.2.7. Moldeado

El moldeado tiene por prioridad lograr que los granos de cuajada se adhieran y
formen piezas grandes. Existen varias formas y tamafios de los moldes, que son
los que dan la apariencia final al queso (Paniagua 2008). Estos moldes pueden ser

de madera, plastico o metal (Gonzéalez 2010).

3.1.2.8. Prensado

Esta etapa del proceso permite extraer el agua libre del queso y complementar asi
su desuerado. Evidentemente, no se aplica a todos los tipos de queso, sino sélo a
los que tienen una estructura capaz de soportar una presion directa. Las

condiciones del prensado como la intensidad, la progresion y el tiempo, deben
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ajustarse en funcion de la naturaleza de los quesos que se vayan a fabricar
(Gonzalez 2010). Puede hacerse por la presion que ejerce su propia masa o bien
aplicando fuerza externa. En cuanto al prensado por aplicacion de fuerza externa
se hace con prensas horizontales o verticales de palanca. Si la elaboracién ha
sido correcta, al iniciar el prensado el suero sale rapidamente y es transparente.
De lo contrario, si el desuerado es lento la acidificacion se hace excesiva o hay
mucha desmineralizacion al final del prensado, por lo que la pasta se hace secay
poco flexible. La presion aplicada varia segun el queso, siendo entre 4 a 40 veces
el peso del queso. El tiempo de prensado también es variable desde 1 a 20 horas

(Paniagua 2008).

3.2. BACTERIOCINAS

Se considera tradicionalmente a las bacteriocinas como péptidos biolégicamente
activos que tienen propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto
se ha modificado ya que se han encontrado también acciones bactericidas contra
cepas distanciadas filogenéticamente de la cepa productora. En el campo de la
conservacion de los alimentos, resulta interesante analizar el uso de las
bacteriocinas como una alternativa para sustituir, al menos parcialmente, a los
agentes quimicos. (Gonzélez et al. 2003). Las bacteriocinas han atraido la
atencion como sustituto potencial de compuestos preservantes porque son
producidas por bacterias consideradas benéficas para la salud y en la produccion

de alimentos (Rojas y Vargas 2007). Al mismo tiempo tienen la ventaja de ser
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proteinas que al biodegradarse no forman compuestos secundarios. Estos
compuestos purificados o semipurificados pueden ser utilizados como
biopreservantes en alimentos para la reduccidbn o eliminacion de ciertos
microorganismos de deterioro y algunos patégenos como Estafilococos y Listeria
monocytogenes, respectivamente. (Gonzalez et al. 2003; Rojas y Vargas 2007).

En la naturaleza existe una enorme diversidad de bacteriocinas que han sido
encontradas en casi todas las especies bacterianas examinadas hasta la fecha, y
aun dentro de una especie podrian producirse diferentes tipos de bacteriocinas.
Se piensa que el 99% de las bacterias pueden producir cuando menos una
bacteriocina y la Unica razén de que no se hayan aislado es debido a que han sido

muy poco estudiadas (Dosta et al. 2009).

3.2.1 CLASIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS
En la tabla 3 se muestra la clasificacion de las bacteriocinas reportada por

Gervasio (2012).

3.2.1. Nisina

La Nisina, descrita en 1928, fue la primera bacteriocina aislada a partir de la
bacteria acido lactica (Lactococcus lactis Subs. lactis.) Es la bacteriocina mejor
caracterizada y es utilizada como conservador de alimentos; es la Unica
reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generalmente reconocidos como

seguros).
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Tabla 3. Clasificacion de las bacteriocinas.

Clase Tamafo (kDa) Caracteristicas y subclases

Péptidos producidos en el ribosoma, sometidos a una gran
<5 modificacion después de la traduccién, pequefios péptidos

gue contienen lantionina y B-metillantionina.

Son péptidos de bajo peso molecular, termoestables,
formados Unicamente por aminoacidos modificados,
sintetizados en el ribosoma como péptidos inactivos y entran
en funcion por el corte post-traduccion en el N-terminal del
péptido lider.

: <10 lla. Péptidos simples anti-listeria que contienen la secuencia
de aminoécidos YGNGV cerca del N-terminal.
IIb. Bacteriocinas de dos péptidos.

llc. Péptidos Thiol activados (necesitan reducir la cisteina para

su actividad).

i >30 Proteinas de alto peso moléculas y termolabiles.
Complejo de bacteriocinas que llevan restos de lipidos o
carbohidratos.

Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas

Postraduccionalmente.

Fuente: (Gervasio 2012)
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Se produce de forma natural en algunos productos lacteos y se utiliza en la
produccion de alimentos y como un aditivo en productos lacteos, como quesos
untables, ricota, leche y suero liquido para prevenir la descomposicion
ocasionada por bacterias Gram positivas, especialmente de los géneros
Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Lysteria (Dosta et al. 2009; Ollé et al.
2013). Desde 1993 se sabe que la Nisina actta como un compuesto
despolarizante en membranas bacterianas energizadas y crea poros en la
membrana lipidica (SEM 1993), este mismo autor reporta que la solubilidad y
estabilidad de la Nisina decrece de un pH Optimo de 2 a un pH de 6, lo que
supone una desventaja tecnolégica importante en la utilizacién de la Nisina como
un aditivo en alimentos no acidos, como los enlatados y derivados lacteos. Davies
et al. (1997) encontraron en quesos elaborados con leche sin tratamiento térmico,
con niveles de aplicacion de 2.5 mg/L de leche del producto comercial (Nisaplin®)
lograban inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes por un periodo de 8
semanas. También se evalu6 un queso control, sin la aplicacion de Nisina,
mostrando que de 1 o 2 semanas de incubacion se lograban detectar niveles
peligrosos del patégeno. De igual forma se demostré que la temperatura de
almacenamiento ensayada (6-8 °C), solo se perdi6é entre 10 y 32% de la actividad
inicial de la Nisina aplicada. Un estudio realizado por Cava et al (2006); consistio
en evaluar el efecto de la adicion de Nisina en queso fresco "telita" sobre la
supervivencia de Staphylococcus aureus, encontrando que esta bacteriocina fue
capaz de inhibir el crecimiento del microorganismo patogeno a lo largo del

almacenamiento de los quesos, aunque no lograba eliminarlos por completo.
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Chollet et al (2008) emplearon Nisina como conservante potencial de queso

Emmental encontrando que esta interactud con la matriz de queso.

Quimicamente, la Nisina es un péptido de 34 aminoacidos, de bajo peso molecular
menor a 5 kDa. La sintesis de la Nisina es compleja, requiere de procesos de
transcripcion,  traduccién, modificaciones  posttraduccionales, secrecion,
procesamiento, y sefiales de transduccion. Existen dos variantes de esta
bacteriocina, la Nisina A y la Nisina Z, que difieren solamente en el aminoacido de
la posicion 27, la histidina en la Nisina A cambia por asparagina en la Nisina Z
(Sangronis y Garcia 2007). En la figura 1 se muesta la estructura basica de la

Nisina A.

Figura 1. Estructura basica de la Nisina A. (ABU: Acido amino butirico; DHA:
Dehidroalanina; ALA-S-ALA: Dehidrobutirina (metildehidroalanina) y ABU-S-ALA

metil-lantionina.)

b Nizin

Fuente:(Cotter et al. 2005).
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3.2.1.1. Modo de accion de la Nisina

Su mecanismo esta determinado por la composicion de la membrana
citoplasmatica, la estructura y expresion de una proteina en funcion de la
inmunidad, ademas, de la composicion quimica del medio de cultivo.
Recientemente, también se considera la existencia de las moléculas superficiales
en la membrana de la bacteria que se desea inactivar, que permite el

acoplamiento con la bacteriocina producida por otras bacterias (Sierra 2012).

El modo de accién de la Nisina es la union inicial a la membrana bacteriana por
atraccion electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y la bacteriocina
con su carga neta positiva localizada en uno de sus extremos y después se
produce la insercion de la bacteriocinas en la bicapa lipidica. De este modo se
forman poros en la membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada, la célula
comienza a perder iones y metabolitos fundamentales para su supervivencia y
eventualmente se produce la muerte bacteriana, probablemente debido a la
vesiculacion del protoplasma, la formacion de poros y la desintegracion completa
de la célula (Quintero 2006; Castro 2007; Sierra 2012). El modo de accion de la
Nisina tambien incluye la inhibicién de la biosintesis de la pared celular y la
induccion de autolisis, entre otros. Esta multiciplicidad de accion de la Nisina, y
otras bacteriocinas relacionadas, hace que sea muy efectiva incluso a
concentraciones infimas (Diez 2011). En la figura 2 se ilustra el mecanismo de

accion de la Nisina.

38



Figura 2. Mecanismo de accion de la Nisina.
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Fuente: (Cotter et al. 2005).
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3.2.1.2. Migracion de la Nisina

La migracion de una sustancia activa contenida en un empaque es un factor
importante en el control del crecimiento de microorganismos en los alimentos
(Quintero 2006).

La aplicacion directa del agente antimicrobiano en la superficie del alimento
provoca una rapida difusion desde la superficie hacia la masa de alimento. Por
esta razon, es mas eficiente el uso de sistema de envasado activos en donde los
agentes antimicrobianos van incorporados dentro del sistema. La tasa de
penetracion de la sustancia bactericida en el producto alimenticio se ve afectado
por sus condiciones de almacenamiento, el valor de pH, actividad de agua, asi
como la concentracion de la sustancia activa introducida (Krasniewska y Gniewosz
2012). No obstante, la migracién de Nisina en este tipo de peliculas puede
incrementarse mediante la adicion de cloruro de calcio (Sebti y Coma 2002). La
condicion de temperatura durante la produccién y distribucion tienen que ser
predicha para determinar su efecto sobre la actividad antimicrobiana residual de
los compuestos activos. La temperatura es un parametro muy eficaz para
representar la pérdida de los agentes antimicrobianos de films (Krasniewska y

Gniewosz 2012).

Algunos investigadores como Teerakarn et al (2002) estudiaron la difusion de la
Nisina en peliculas de proteinas (zeina de maiz fundido (CCZ), zeina de maiz
prensada en calor (HPCZ), gluten de trigo fundido (GTC), y gluten de trigo

prensado en calor (HPWG)). Se evaluaron a diferentes temperaturas de
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exposicion (5, 25, 35, y 45 °C). Obteniendo que la cinética de la difusion de la
Nisina en las peliculas de proteinas siguieron el modelo de difusion de Fick. El
CCZ tenia la menor difusividad de la Nisina y mayor retencién de la misma. La
difusividad en HPCZ, GTC vy peliculas HPWG no fueron significativamente
diferentes. Una disminucion en la temperatura de 45 °C a 5°C dio como resultado
una reduccién de la difusividad para todas las peliculas estudiadas, mostrando la
migracion de la Nisina dependencia de la temperatura, ajustdndose al modelo de
Arrhenius. Mas tarde Dawson et al. (2003) y Cha et al. (2003) establecieron que el
tipo de proteina'y el método de formacion de las peliculas afectan la migracién de
Nisina contenida en peliculas elaboradas a base zeina y gluten de trigo. Por otra
parte, Sebti et al. (2003) Realizaron un estudio en donde dan a conocer que las
peliculas de agarosa que contienen Nisina presentan reaccién entre ambos
compuestos, pero induce una retencion parcial de la Nisina sobre la superficie de
los alimentos, lo que podria favorecer la liberacién controlada de la Nisina, por lo
que puede ser til en la inhibiciébn de los microorganismos que crecen sobre la

superficie de los mismos.

3.3. PELICULAS COMESTIBLES

Los filmes y revestimientos comestibles son una innovacion dentro del concepto
de empaque activo biodegradable, los cuales interactian con los alimentos con el
fin de extender su vida util, mejorar su seguridad y/o propiedades funcionales,

mientras mantienen la calidad del alimento empacado. Estos actian como una
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barrera a los elementos externos, protegiendo y extendiendo su vida util. Se
presentan en formas diferentes; como filme es una fina pelicula formada
separadamente del alimento y aplicada después sobre el mismo; como
revestimiento 0 recubrimiento, es una suspensidon 0 emulsion aplicada
directamente sobre la superficie del alimento donde es secada formando una fina

pelicula sobre el producto (Durango et al. 2011).

El soporte de peliculas biopoliméricas antimicrobianas permite prolongar la vida
atil de productos alimenticios a través de la cobertura superficial con las mismas
(Kristo et al. 2008).Los envases antimicrobianos son unos de los mas
prometedores sistemas de envasado activos que se han encontrado altamente
eficaz para matar o inhibir el deterioro de microorganismos patdgenos que

contaminan los alimentos (Dutta et al. 2012).

Son muchos los investigadores que han introducido compuestos antimicrobianos
en el desarrollo de peliculas comestibles, ejemplos a citar son: Ming et al (1997)
quienes adsorbieron Nisina y pediocina en cubiertas de celulosa para reducir el
crecimiento de Listeria monocytogenes en carnes, Scannell et al (2000)
adsorbieron lactocina 3147 y Nisina en papel de celulosa para reducir el
crecimiento de Listeria innocua y Staphylococcus aureus en queso y jamoén, Ko et
al (2001) produjeron peliculas comestibles que contenian Nisina para probar su

accion contra Listeria monocytogenes.

42



Cao-Hoang et al (2010) inocularon L. innocua en la superficie y en profundidad de
un queso (Mini red Babybel® cheese) para investigar la eficacia de la pelicula
antimicrobiana de caseinato de sodio que contenia Nisina (1000 Ul/cm2), como
una funcion de la distancia desde la superficie en contacto con la pelicula.
Encontrando que la presencia de la pelicula activa resulté en una reducciéon de 1,1
log UFC/g en L. innocua para la superficie inoculada con muestras de queso
después de una semana de almacenamiento a 4°C en comparacion con las
muestras de control. Con respecto a la profundidad en muestras, se encontrdé que
la eficacia antimicrobiana tiende a ser dependiente de la distancia desde la
superficie en contacto con las peliculas activas a la matriz de queso. Las tasas de
inactivacién obtenidos fueron 1.1, 0.9 y 0.25 log UFC/g para las distancias de la
superficie de contacto de 1 mm, 2 mm y 3 mm, respectivamente. Estos
investigadores concluyeron que el estudio demuestra la potencial aplicacion de
peliculas de caseinato de sodio que contienen Nisina como un método prometedor
para superar los problemas asociados con la contaminacion post-proceso,
extendiendo asi la vida util y, posiblemente, la mejora de la seguridad microbiana

de los quesos.

3.4. VIDA UTIL

La vida atil de un producto depende de factores ambientales, de la humedad, de la
temperatura de exposicion, del proceso térmico al que se somete y de la calidad
de las materias primas, entre otros. El efecto de estos factores se manifiesta como

el cambio en las cualidades del alimento que evitan su venta: cambios de sabor,
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color, textura o pérdida de nutrientes se refiere a que el final de la vida util de un
producto se alcanza cuando ya no mantiene las cualidades requeridas para que el

consumidor final lo utilice.

Para determinar la vida atil de un alimento o producto, primero deben identificarse
las reacciones quimicas o biolégicas que influyen en la calidad y seguridad del
mismo considerando la composicion del alimento y el proceso a que es sometido y
se procede a establecer las reacciones mas criticas en la calidad. (Pineda et al.

2010; Carrillo y Mondragén 2011).

El tiempo de vida util se puede estimar mediante varios métodos: pueden tomarse
valores reportados en la literatura especializada de alimentos similares y bajo
condiciones similares al producto de nuestro interés; se pueden monitorear las
quejas de los consumidores para orientar los posibles valores de vida util; se
pueden evaluar atributos de calidad del alimento que varian durante la vida util en

anaquel o mediante pruebas aceleradas (Novoa y Lépez 2008).

Los ensayos en anaquel ofrecen excelentes datos, pero presentan, en algunos
casos, el inconveniente del tiempo prolongado para su adquisicion. Entre las
consecuencias estan que el dato obtenido es puntual y se obtiene en un lapso que
puede no ser practico para la empresa, como en el caso del lanzamiento de

nuevos productos (Baldizon y Molina 2008).
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Los quesos presentan problemas de vida util en las neveras asociadas al habito
de consumo (Alimento de abre y cierre) que provocan un deterioro prematuro por
desarrollo de microorganismos (Carrillo y Mondragén, 2011). Estos productos
pasteurizados poseen un pH elevado (5.1 — 6.2) y una actividad de agua Optima
para el desarrollo microbiano. Numerosos estudios han establecido que el
deterioro de los mismos depende de factores intrinsecos tales como variedad del
qgueso, actividad de agua. Contenido de sal, contenido y tipo de emulsificante, pH
y factores extrinsecos, de los cuales los mas importantes resultan la temperatura
de almacenamiento y la contaminacion pst-pasteurizacion. Datos de bibliografia
muestran que la Listeria monocytogenes, salmonella spp, y Staphylococcus
coagulasa positiva representan a los patdgenos de mayor incidencia en queso

(Jorgensen et al. 2005; Siliciano 2010).

Para aumentar la vida util del queso segun investigaciones sefialan a la Nisina
como bioconservante, su actividad frente a algunos microorganismos Gram (+)
incluyendo esporas. Los Gram (-) y Gram (+) resistentes pueden desarrollar
sensibilidad a la Nisina cuando son sometidos a tratamientos que lesionan la
membrana celular. Es una alternativa para disminuir los riesgos de la elaboracion
de queso con leche cruda, aumentar el tiempo de vita util del producto ya que
disminuye la carga microbiana y permite comercializarlo de mejor manera. La
Nsina ingerida es inactivada por la tripsina y la pancreatina, y no tiene ningun

efecto sobre la microflora digestiva (Toalombo 2011).
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de grado corresponde a una investigacion de tipo

experimental.

4.2 HIPOTESIS

Es posible aumentar la vida util del queso costefio, utilizando recubrimiento de
peliculas comestibles a base de Nisina, con una concentracion de NaCl vy
temperatura de almacenamiento especificas que permitan obtener un producto
con caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y organolépticas aceptadas por

el consumidor.

4.3 POBLACION O UNIVERSO DE ESTUDIO

La poblacion objeto de estudio fue el tipico queso costefio que se produce en el
Departamento de Cérdoba-Colombia. El cual fue elaborado con leche cruda de

vaca, obtenida en los hatos de la Universidad de Cordoba sede Berastegui.

4.4 LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la planta piloto del programa de Ingenieria de
Alimentos de la Universidad de Coérdoba sede Berastegui, la cual esta ubicada
en el kilbmetro 10 via Cereté-Ciénega de Oro (Cdérdoba-Colombia), con

temperatura promedio de 29°C, 86 % humedad relativa y 20 m.s.n.m precipitacion
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promedio de 1200 mm anuales, enmarcada geograficamente entre los 8° 31 de

longitud norte y 75°58 de latitud oeste del meridiano de Greenwich.

Los andlisis fisico-quimicos y pruebas sensoriales se realizaron en el Laboratorio
de Lactologia y en el de Analisis de Alimentos de la Universidad de Cordoba sede

Berastegui.

Los analisis microbioldgicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigacion
de Microbiologia de alimento, perteneciente a la facultad de Bacteriologia en la

sede central de la Universidad de Cérdoba

4.5 VARIABLES

4.5.1 Variables independientes

Porcentajes (p/p) de Cloruro de sodio (NacCl) (2,5- 3,0%).
Temperaturas de almacenamiento (12°C y Temperatura ambiente).
4.5.2 Variables dependientes

4.5.2.1 Variables fisicoquimicas

Materia grasa.
pH.

Acidez titulable.
Humedad.

Tiempo de vida util.
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4.5.2.2 Variables sensoriales
Sabor

Apariencia

Textura

4.5.2.3 Variables microbioldgicas
Recuento de mohos y levaduras, UFC/g.
Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva, UFC/g.
Recuento de Coliformes, UFC/g
Recuento de E. Coli, UFC/g.

Deteccion de Salmonella, UFC/g.

4.6. MATERIALES Y METODOS

4.6.1 RECEPCION Y ANALISIS DE CALIDAD A LA MATERIA PRIMA
4.6.1.1 Materiales y equipos

Cantinas de aluminio de 20 o 40 litros (Previamente lavadas y desinfectadas),
papel filtro, Baldes de 10 litros, recipientes para filtrar, maya para filtrar, agitador,
cronometro, frasco lavado, agua destilada, BIOLAC 60, contador de células

somaticas De Laval DCC.

4.6.2 PROCEDIMIENTO
4.6.2.1 Recepcion de la materia prima

Se recepciond la leche, contenida en cantinas de aluminio de 20 o 40 litros

provenientes de los hatos de la Universidad de Cordoba sede Berastegui.
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Posteriormente se filtrd y se refrigero a una temperatura de 5 a 7°C.

Los andlisis de calidad realizados a la materia prima se describen a continuacion

(tabla 4):

Tabla 4. Analisis de calidad de la materia prima.

METODO REFERENCIA

Analizador de leche BIOLAC 60 Método Ultrasénico. Citado en
Calderon et al (2011).

Contador de células sométicas DE DelLaval (2005).
LAVAL.

4.6.3 TRATAMIENTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SAL (% p/p)

Para establecer la concentracién adecuada de cloruro de sodio se tuvo en cuenta
lo establecido en la Resolucion 2310 de MINSALUD de Colombia, en la cual se

permite utilizar una cantidad méaxima del 4.0% (p/p) de cloruro de sodio.

Los tratamientos realizados, son los siguientes:

Tratamiento Control: Queso al 2.5% (p/p) Cloruro de sodio sin recubrimiento de

pelicula (TC).

Tratamiento 2: Queso al 2.5% (p/p) Cloruro de sodio con recubrimiento de

pelicula (T2).
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Tratamiento 3: Queso al 3.0% (p/p) Cloruro de sodio con recubrimiento de pelicula

(T3).

4.6.4 ELABORACION DE LOS QUESOS

Calderon et al. (2011), exceptuando el proceso de pasterizacion de la leche.

4.6.4.1 Materiales y equipos

Cuajo liquido (MILKSET 50), Cloruro de sodio (NaCl), 1 termémetro, agitador para
romper la cuajada, beaker de 500 mL, agitador de vidrio, moldes, 370 litros de
leche, 150 g Cloruro de calcio (CaCl,), prensadora, 4 tinas para leche de acero

inoxidable, talego, recipiente u olla de acero inoxidable y cuchillo.
4.6.4.2 Procedimiento

4.6.4.2.1 Seleccion de la materia prima: Se seleccion6 la leche que contenia

una acidez no mayor de 0.20 % acido lactico.

4.6.4.2.2 Preparacion de la materia prima: La leche se filtr6 en filtros de papel

desechable.

4.6.4.2.3 Adicion del cuajo y coagulacion de la leche: Antes de adicionar el
cuajo se ajustd la temperatura de la leche de 33 a 35°C y se adicion6 el Cloruro
de calcio (20 g/100 L. leche).Posteriormente, se agrego la dosis correcta de la
enzima diluida en agua, dependiendo de su fuerza o poder del cuajo, la

temperatura se controlé durante la coagulacion, y se agito la leche hasta realizar

50



una buena distribucion del mismo. Por dltimo se dejé en reposo

(aproximadamente 45 minutos) hasta coagulacion.

4.6.4.2.4 Corte y tratamiento de la cuajada: El corte de la cuajada se realiz6 en
cuadros de 1 a 2 cm de lado dejandose en reposo durante 5 minutos, luego se

agitaron lentamente los granos.

4.6.4.25 Desuere y salado directo: Se desuerd totalmente la cuajada
adicionandose directamente cloruro de sodio (2---3%, teniendo en cuenta lo

especificado en el item 4.6.3) aplicando aireacion.

4.6.4.2.6 Moldeado, prensado, empacado y almacenamiento: El queso se
molded para darle forma y tamafio. Luego se prenso y después de 24 horas fue
revestido con las peliculas comestibles de Nisina y se almaceno a diferentes

temperaturas de refrigeracién 12°C y temperatura ambiente 30°C.

4.6.5 ELABORACION DE PELICULAS ANTIMICROBIANAS A BASE DE

CARBOXIMETILCELULOSA (CMC) Y NISINA

4.6.5.1 Elaboracion de peliculas

4.6.5.1.1 Materiales y equipos

Soluciéon acuosa de CMC al 2.46% pl/v, glicerol, Nisina, cajas de vidrio

(Dimensiones: 56 L* 32 A), micrometro, termdmetro.
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4.6.5.1.2 Procedimiento

Las peliculas antimicrobianas se elaboraron segun la metodologia descrita por
Chams (2013), realizando modificaciones.

1. Se prepararon soluciones acuosas de CMC a 2.46 % p/v a temperatura de 80°C
en bafo de maria.

2. Se llevé a 60°C en bafio de maria y se adicion6 glicerol (30 mL) como

plastificante y nisina como antimicrobiano en concentraciones de 16 mg.

3. Se homogenizaron las emulsiones y se prepararon las peliculas esparciendo

de manera homogénea 650 mL en cajas de Vidrio.
4. Posteriormente se secd a 60°C por 72 horas.

4.6.6 METODOS DE ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL QUESO COSTENO
CON PELICULA COMESTIBLE

La tabla 5 muestra los andlisis fisicoquimicos del queso.

Tabla 5. Analisis fisicoquimicos

ANALISIS METODO
Toma de muestra. NTC 666. Items 16.3.2.2.2.1-
16.3.2.2.2.2
Determinacion de materia grasa. Gerber Van Gulik.FIL-IDF 5.(IDF
1969)
Determinacion de acidez titulable. Titulaciobn con NaOH 0.1 N. Método

oficial AOAC 942.15. (AOAC 1990c)
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Determinacion de sélidos totales y IDF - FIL. 4-A. (IDF 1982)
humedad.

pH. pH metro. Método oficial AOAC
981.12. (AOAC 2005).

4.6.7 ANALISIS MICROBIOLOGICOS DE LOS QUESOS

Los analisis microbioldgicos se realizaron de acuerdo a lo establecido en la NTC
750 del 2009, los cuales son:

1. Recuento de mohos y levaduras, UFC/g.

2. Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva, UFC/g.

3. Recuento de Coliformes, UFC/g.

5. Recuento de E. Coli, UFC/g.

6. Deteccién de Salmonella, UFC/g.

El procedimiento que se siguio para cada uno de los analisis es el descrito por la

ICMFS (1984).

4.6.8 ANALISIS SENSORIAL

4.6.8.1 Toma de muestras
Para la toma de muestra, se tuvo en cuenta lo establecido en la NTC 666. Item

16.3.2.2.2.2.
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4.6.8.2 Prueba de Ordenacién por atributos.

Para realizar esta prueba se emple6 un panel de 30 jueces no entrenados,
consumidores habituales de queso costefio, estudiantes de la Universidad de
Cordoba. Los atributos evaluados fueron los siguientes: Apariencia, sabor y
textura. Lo anterior teniendo en cuenta el trabajo realizado por Luruefia (2010). De
igual forma se tomoé el procedimiento descrito por este mismo autor para la

realizacion de la prueba.

4.6.8.3 Prueba Hedodnica

Para la realizacion del analisis sensorial del tratamiento control del dia cero se
utilizé una prueba heddnica con una escala de 6 puntos, en la cual se evalud el
sabor, apariencia y textura de las diferentes muestras de queso, con un panel de
30 jueces no entrenados, El procedimiento a seguir es el reportado por Hernandez

(2005).

4.7 DISENO EXPERIMENTAL

Para el andlisis del efecto del tiempo, temperatura y %p/p Cloruro de sodio sobre
la Acidez titulable (%Acido lactico) y pH en el queso costefio, se empled un
disefio en factorial a diferentes niveles, como se sefiala a continuacion: tiempo
(0,5,10,15, 20,25,30, dias), temperatura (12 y 30 °C) y %p/p Cloruro de sodio
(2,5% p/p sin recubrimiento de pelicula, 2.5 y 3% p/p) y un nimero de réplicas de

3, para cada tratamiento.
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Se realizé un estudio de analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de

significancia de 5%, a través del software SAS 9.1 For window.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Calidad de la materia prima
La tabla 6 muestra datos promedios y la desviacion estandar de diferentes
andlisis fisicoquimicos medidos a través del analizador de leche Biolac 60® vy

recuento de células somaticas (DelLaval 2005°%).

Tabla 6. Media y desviacion estandar de diferentes analisis fisicoquimicos

reportados por el analizador de leche Biolac 60® y conteo de células somaticas.

Valores medios + Deviacion

Analisis i
estandar
Temperatura (°C) 25.67 +0.95
Materia Grasa (%) 4.42 +0.22
Sdlidos no grasos (%) 8.48 £0.02
Densidad (gm L™) 1.030 +0.02
Proteinas (%) 3.04 +0.02
Lactosa (%) 4.43 +0.30
Agua adicionada (%) 0.00 +0.00
Temperatura de
_ -0.54 +£0.00
congelacion (°C)
Solidos (sales) (%) 0.713 +0.005
Ph 6.51 £+0.019
Acidez titulable (% Acido
o 0.18 +0.005
lactico)
Células sométicas pL™ 284.33 +0.943
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Parametros como la acidez (% Acido lactico) y la temperatura de congelacion se
encuentran por fuera de lo especificado en el decreto 616 de 2006, el cual
establece que deben ser 0. 13 a 0.17 % de acido lactico y -0.530 a -0.510 °C,

respectivamente.

El porcentaje de acido lactico es un resultado importante por ser un indicador de
la calidad de la leche que llega a una planta procesadora (Garcia et al. 2013) y
puede oscilar dentro de un valor mas amplio (Fl6rez y Hernandez 2010). Sin
embargo, la tabla 1 muestra los demas parametros evaluados dentro de lo
estipulado en el decreto 616 de 2006 y la NTC 399 de 2002, por lo que asociamos
este resultado con una acidez aparente y no a una acidez desarrollada por el
crecimiento de microorganismo, pudiéndose considerar esta leche de buena
calidad. Segun Calderon et al. (2006) la leche cruda producida en otras regiones
de Colombia, como el magdalena medio, muestran porcentaje de acidez que

oscilan desde 0.110 a 0.350 Acidez (% Acido lactico).

La temperatura de congelacion, es un parametro importante en la calidad de la
leche y es ampliamente utilizado para detectar la adulteracion por agua en la
misma. Sin embargo, no es del todo constante, esta influenciado por factores
relacionados con la variacion en el medio ambiente, la raza, composicion genética
alterada que surge de los programas de cria, asi como cambios en los métodos de
produccion (Henno et al. 2008). Por lo que asociamos la variacion presentada a

los factores mencionados, y no a una adulteracion, debido a que los demas
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pardmetros que confirman este hecho como lo es la densidad, agua adicionada

entre otros estan dentro de los rangos normales

Por otra parte el conteo de células somaticas en una leche sin mastitis subclinica
es bajo, pero en leches procedentes de cuadros con mastitis subclinicas o
clinicas, su nimero se incrementa y su proporcion cambia, de acuerdo a la
severidad de la inflamacion (Fernandez y Oliveira 2006). En este caso el
recuento fue de 284.33 CS pL™ estando este parametro dentro de lo especificado
por Calderén et al. (2006) para una leche de buena calidad (<100 000 CS mL™).
Estos mismos autores realizaron recuentos de células somaticas en leches
provenientes del Municipio de Monteria (Cérdoba) presentandose 345.133 a

302.241 cSmL™.

5.2 Andlisis fisicoquimicos de los quesos

En el dia cero y cinco (Temperatura ambiente) se realizaron andlisis fisicoquimicos
tales como pH, acidez titulable (% Acido lactico), contenido de materia grasa (%) y
humedad (%) a los TC y T3. T2 se excluyd debido a que inicialmente era igual al
TC. En la tabla 7 se encuentran reportados promedios y la desviacion estandar

de dichos andlisis.
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Tabla 7.

Valores medios y desviacion estandar de diferentes analisis

fisicoquimicos realizados a TC, T2 yT3 en el dia cero y cinco.

Acidez Contenido Contenido
Tratamiento Dias pH (%Acido de Humedad de materia
lactico) (%) Grasa (%)
TC 0 5.64 £0.02 0.7325+0.016 42.93+0.03 24.50£0.10
5 4.945+0.18 0.1875+0.018 39.37+0,04 25.83£0.04
T2 0 5.64+£0.02 0.7325+0.016 42.93+0.03 24.50£0.10
5 5.08+£0.02 0.143+0.014 39.48+0.10 29.75+0.025
T3 0 5.64+0.02 0.7325+0.016 41.93+0.03 25.10£0.17
5 5.2+0.01 0.1215+0.01 38.48+0.012 31.28+0.021

La determinacion de los parametros relacionados en la tabla 7, de los tratamientos
almacenados a temperatura ambiente solo se llevd a cabo hasta el dia 5, debido al
deterioro visible de los mismos. Para los quesos almacenados a 12 °C los
pardmetros de pH y Acidez (% &cido lactico) se evaluaron cada cinco dias por un
periodo de tiempo de 30 dias y el contenido de materia grasa (%) y humedad (%)

para estos mismos solo se determind para los dias 0 y 30.

Se puede ver que inicialmente los valores de pH y Acidez (% Acido lactico),
presentan una variacion poco notable entre los tratamientos, en cambio para el
contenido de materia grasa (%) y humedad (%) la variacion es mayor, estando lo
anterior relacionado con el contenido de cloruro de sodio. Asi, T3 presenta mayor

contenido de materia grasa (%) y menor porcentaje de humedad (%).
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5.2.1 pH

En el dia cero se obtuvo un pH de 5.64 para los tratamientos bajo estudio (TC, T2
y T3), para el dia treinta los valores medios de pH son TC (4.49); T2 (4.59); T3
(4.84), estos se encuentran por fuera de lo especificado en la normatividad donde
se establece que el valor para este parametro debe estar comprendido en un
rango de 5.0 a 5.2 (ICTA 1994). Autores como Morales et al. (2012) y Lopez et al.
(2012) obtuvieron un pH de 5.4 para queso Costefio. No obstante, Ballesta (2012)
reporta valores que oscilan en un rango de 6.50 a 6.78. La Nisina es, en general,
mas eficaz en pHs &cidos y tiene una actividad maxima a pH 5.5 (Sanjurjo et al.

2006).

Para estudiar la tendencia de los datos de pH se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia del 5% evaluandose el comportamiento por
dias para TC, T2y T3, los resultados dan a conocer que no existen diferencias
significativas los dias 5, 10, 15, 20, 25 y 30 a un nivel de significancia del 5%
(Anexos E). En la figura 1 estan representados datos de pH para cada tratamiento

en los diferentes periodos de tiempos evaluados.

Se puede observar en la grafica 1 el comportamiento del pH de los diferentes
tratamientos almacenados a 12°C, el cual es inversamente proporcional al tiempo.

En definitiva la tendencia del pH fue descender, lo cual para Luruefia (2010) se
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asocia a un aumento de la concentracion de acido lactico formado a partir de
lactosa por la accion de bacterias acido-lacticas y a compuestos resultantes de los
fendmenos de lipdlisis. No obstante para el T3 dicho descenso se detuvo mas en
el tiempo para ambas temperaturas (Temperatura ambiente y 12°C) en

comparacion con el tratamiento TC.

Gréfica 1. Comportamiento del pH. (Quesos almacenados a 12°C por un periodo

de 30 dias).
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5.2.2 Acidez (% Acido lactico)

La acidez titulable (% Acido lactico) para el dia cero es de 0.7325 para todos los
tratamientos (TC, T2 y T3) y treinta (TC (0.69); T2 (0.66); T3 (0.65)), no esta
dentro de lo contemplado por autores como Caicedo (2012), Ballesta (2014) vy
Chavez y Romero (2006) quienes reportan valores de 0.55, 0.08-0.23 y 0.369-

1.14 Acidez (% Acido lactico), respectivamente.
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El comportamiento de la acidez (% Acido lactico) se evalué mediante un analisis
de varianza (ANOVA) por dia con un nivel de significancia del 5%, para TC, T2 y
T3. Lograndose establecer que solo para el dia 5 y 10 no existen diferencias
estadisticamente significativas (Anexos F), lo contrario ocurre con los dias 15, 20,
25 y 30, donde se detectaron diferencias (Anexos F), por lo tanto se empled la
prueba de comparacion de medias de Duncan, los resultados son los siguientes:
Los dia 15,20y 25, TC y T3 son iguales y diferentes de T2, por ultimo en el dia
30 los tres tratamientos presentan un comportamiento diferente (Anexos G),

respectivamente. Lo anterior esta representado en la gréfica 2.

Gréafica 2. Comportamiento de la acidez titulable (% Acido lactico). (Quesos

almacenados a 12°C por un periodo de 30 dias).
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En la grafica 2 se presentan valores promedios de acidez titulable (% Acido
lactico) de los tratamientos almacenados a 12°C, donde se aprecia un resultado
directamente proporcional al tiempo, siendo este ascenso mayor para el TC y

mas leve parael T2.

5.2.3 Contenido de materia grasa (%)

El contenido de materia grasa (%) en el dia cero para TCy T2 (24.50 % para
ambos) se encuentra dentro del rango reglamentado para este parametro a
diferencia de T3 (25.10 %) que supera dichos valores. Este mismo analisis
realizado el dia treinta para TC, T2 y T3 (30.33, 34.99 y 40.27 %) esta por fuera
del rango establecido, siendo este de 23 a 25 % (ICTA 1994). Estos resultados
coinciden con lo reportado por autores como Chavez y Romero (2006) quienes
obtuvieron contenidos de materia grasa (%) para queso tipo Costefio fresco en
rangos de 19-26%. No obstante, Morales et al. (2012) y Lépez et al. (2012)
obtuvieron valores medios de 25.5 y 31 contenido de materia grasa (%) en este

mismo tipo de queso, respectivamente.

Investigadores como Guinee y McSweeney (2006) han reportado estudios de
contenido de materia grasa (%) en diferentes tipos de queso, en los que se ha
logrado establecer que la grasa constituye el componente mayoritario, con valores

comprendidos entre 42 % y 56 % para la mayoria de variedades y las diferencias
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en dicho contenido entre una variedad y otra, dependen de varios factores, como
la composicion de la leche (en particular de la relacion proteina/grasa) y del

proceso de elaboracion del queso.

Inicialmente las determinaciones de contenido de grasa (%) no muestran
diferencias estadisticamente significativas para los tratamientos en estudio
(Anexos H) en cambio para los realizados el dia 30 si existen diferencias
significativas a un nivel de significancia del 5 % (Anexo J), al aplicar el test de
comparacion de medias de Duncan tenemos que el comportamiento de los tres
(TC, T2 y T3) es diferente (Anexo K). En la tabla 8 se muestran valores de

porcentajes de grasa, de los tratamientos (TC, T2 y T3), almacenados a 12°C.

Tabla 8. Contenido de materia grasa (%) (Tratamientos a 12°C)

Tratamiento Dia Materia Grasa (%)

0 24.50

TC
30 30.33
0 24.50

T2
30 34.99
0 25.10

T3
30 40.27

Los analisis del contenido de materia grasa (%) TC, T2 y T3 almacenados a
temperatura ambiente mostrados en la tabla 7 para el dia 5 muestran que no

existen diferencias significativas, a un nivel de significancia del 5 % (Anexo ).
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5.2.4 Contenido de humedad (%)

El contenido de humedad (%) para el dia cero (42.93 % (TC y T2); 41.89 % (T3)
y treinta (34.63 % (TC), 31.45 % (T2) y 28.94 % (T3)) se encuentra por fuera del
rango establecido legalmente para este parametro, el cual debe ser oscilar entre
45 y 47 % (ICTA 1994). Ballesta (2014) reporta valores promedios del contenido
de humedad de 50.62 a 55.25 % en queso costefio con un contenido de sodio del

1% en peso de la cuajada obtenida.

El contenido de humedad (%) inicial no muestran diferencias estadisticamente
significativas para los tratamientos en estudio (Anexos H) lo contrario ocurre para
los realizados el dia 30 donde si existen diferencias significativas a un nivel de
significancia del 5 % (Anexo J), por lo tanto se aplica el test de comparacion de
medias de Duncan, dando a conocer que el comportamiento es diferente para
cada uno de ellos (TC, T2 y T3), (Anexo K) . En la tabla 9 se muestran valores

de contenido de humedad (%), de TC, T2 y T3, almacenados a 12°C.
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Tabla 9. Contenido de Humedad (%) (Tratamientos a 12°C)

Tratamiento Dia Humedad (%)
0 42.93
TC
30 34.63
0 42.93
T2
30 31.45
0 41.89
T3
30 28.94

Las determinaciones de contenido de humedad (%) realizadas para TC, T2y T3
almacenados a temperatura ambiente en el dia 5 (Tabla 7) muestran que no

existen diferencias significativas, a un nivel de significancia del 5 % (Anexos ).

La actividad de agua es, junto con el pH, el factor que mas afecta a la estabilidad y
la conservacion del queso, de manera que influye sobre factores como: la calidad
microbiolégica, el proceso de maduracion y el desarrollo de flavor y textura
(Luruefa 2010). Este mismo autor declara que la evolucion de este parametro se
ve afectada por multiples factores como lo son la concentracién de cloruro de

sodio y minerales y fenbmenos enzimaticos.
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5.3 Anélisis microbiologicos

Los analisis de Coliformes totales y Salmonella spp efectuados desde el dia O al
30, a los tratamientos en estudios (TC, T2 y T3) con sus respectivas réplicas
mostraron los mismos resultados a 12°C y a temperatura ambiente, para esta
ultima los andlisis solo se realizaron hasta el dia 5, debido a su deterioro por

completo en dicho dia. Los resultados son >2400 y ausencia, respectivamente.

Grafica 3. Coliformes fecales (Quesos almacenados a 12 °C durante un periodo

de 30 dias)
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De forma general el recuento de Coliformes fecales presento una disminucion a lo
largo del estudio a 12°C, pudiéndose evidenciar este comportamiento en la grafica

3 manifestandose un aumento inesperado al dia 10 enlos T3y T2.
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Grafica 4. Staphyloccocus aureus coagulasa positiva (Quesos almacenados a 12

°C durante un periodo de 30 dias)
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Como se puede ver en la grafica 4, el recuento de Staphyloccocus aureus
coagulasa positiva presenta una disminucion en el tiempo a 12°C a partir del dia 5
para el T2 y T3, llegando a cero el recuento para estos el dia 30. Resultados
diferentes se obtuvieron en el TC, en donde el nUmero de bacterias/g aumenté

significativamente a medida que el tiempo avanzaba.

Resultados parecidos en el analisis microbiolégico han reportado Marquez y
Garcia (2007) quienes determinaron el efecto de la Nisina sobre la microflora
patbgena del queso blanco artesanal tipo “telita” obteniendo recuentos de

Staphyloccocus aureus significativamente menores (p<0.05) en las muestras de
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queso “telita” con dos concentraciones de Nisina ensayadas (10 y 16.7 mg kg™)
con respecto a las muestras control. No se detectdé Salmonella spp ni Listeria
monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas Se encontré que las dos
concentraciones de Nisina adicionadas al queso “telita” ejercieron un efecto
inhibitorio sobre la poblacién de Staphyloccocus aureus presente como microflora

contaminante en las mismas.

Pinto et al (2011) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de Nisina (O,
100 y 500 Ul mL™) contra Staphyloccocus aureus en queso Tradicional Mina
Serro fabricados con leche cruda. También evaluaron la influencia de la Nisina en
las propiedades fisico-quimicas, las caracteristicas mecanicas y el color de los
guesos de mas de 60 dias de maduracion. Encontrando que la Nisina fue eficaz
en la reduccién de Staphyloccocus aureus manifestdndose una reduccién de 1.2 y
2.0 ciclos log, lo cual se observd al séptimo dia de la maduracion de queso que
contenfan 100 Ul mL™ y 500 Ul mL™ de Nisina, respectivamente, en comparacion
con la muestra de control. Los principales cambios en las propiedades fisico-
guimicas, caracteristicas mecanicas y de color se asociaron con la maduracion del

queso.

Por otra parte, la liberacion gradual del agente antimicrobiano de la pelicula

comestible también puede ayudar a impedir la proliferacion de microorganismos
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mejor que la Nisina afladida directamente, porque parece contrarrestar, al menos

parcialmente, la inactivacion de la misma (Sanjurjo et al. 2006). Sin embargo, de

acuerdo con Chung et al. (2001) la liberacion lenta puede que no sea tan eficaz

como la adicion directa del

microorganismo es bastante alta

antimicrobiano cuando la concentracion inicial del

Grafica 5.Mohos y levaduras (Quesos almacenados a 12 °C durante un periodo

de 30 dias)
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En el recuento de mohos y levaduras se obtuvo un comportamiento directamente

proporcional al tiempo a 12°C, siendo dicho recuento mayor para el T3.
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Tabla 10.Analisis microbioldgico (Dia cero y dia 5 (Temperatura ambiente)).

Staphyloccocus

Coliformes Coliformes aureus Mohos y
| ¢ | Salmonella | q
totales ecales coagulasa evaduras
Tratamientos Dia " SPP-
(NMP /g) (NMP /g) positiva (UFCI/g)

(Bacterias/g)

0 2400 4 1333.33 Ausencia 900
TC

5 2400 3.5 70000 Ausencia 5500

0 2400 5.25 1000 Ausencia 900
T2

5 2400 5.25 833.33 Ausencia 10250

0 2400 3.5 1000 Ausencia 1000
T3

5 2400 3.5 633.33 Ausencia 17250

En tabla 10 se presentan valores de recuentos de Coliformes fecales, recuento de
Staphyloccocus aureus coagulasa positiva y mohos y levaduras, realizados a los
TC, T2 y T3, para el dia cero y dia 5, almacenados a temperatura ambiente. Los

analisis se realizaron al dia 5 del experimento.

El NMP/g de Coliformes fecales se mantuvo constante para los T2 y T3, a

diferencia del TC, en donde se puede apreciar una disminucion. Para el recuento
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de Staphyloccocus aureus coagulasa positiva es notable un descenso para los T2
y T3, siendo mayor para este ultimo. Un comportamiento diferente mostro el TC el

cual registra un aumento significativo con respecto al dia cero.

Para mohos y levaduras se presenta un incremento en el nimero de UFC/g en
todos los tratamientos en el dia 5 con respecto al dia cero, siendo mayor el
ascenso para T2 y T3, lo anterior se debe a que la Nisina es un agente
antimicrobiano con eficacia hacia una amplia gama de bacterias Gram-positivas,
pero muestra poca 0 ninguna actividad contra bacterias Gram-negativas,
levaduras, y mohos (Pintado et al. 2010), por lo tanto no tiene un efecto inhibitorio
para mohos y levaduras. La Nisina es un polipéptido hidréfobo y cationico, un
conservante de calidad alimentaria que exhibe actividad antimicrobiana hacia una
amplia gama de bacterias Gram-positivas, pero muestra poca o ninguna actividad

contra Gram-negativos bacterias, levaduras, y mohos ( Delves-Broughton, 2005 ).

Una hipétesis para la pérdida de bioactividad de la Nisina es que se adsorbe en
compuestos insolubles en agua tales como grasa (Chollet et al. 2008). En
consecuencia, los resultados de Glass y Johnson (2004) apoyan la hipétesis de
que alto contenido de grasa puede reducir la actividad antimicrobiana beneficiosa
de la Nisina. Bhatti et al. (2004) encontraron que los bajos contenidos de grasa se

correlacionaron con alta actividad antimicrobiana de la misma.
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5.4 Evaluacién sensorial

Para el andlisis estadistico de las evaluaciones sensoriales realizadas, se emple6
un analisis de varianza, los resultados son los siguientes: En el anexo E se
muestra el andlisis de varianza con un nivel de significancia del 5% de datos
obtenidos en el analisis sensorial (Escala Heddnica verbal) para el dia cero. En
donde se comparé el T3 y T2, encontrdndose que son significativamente
diferentes en cuanto a sabor (P-valor: 0.2576) y apariencia (P-valor: 0.243), a
diferencia de la textura, en donde no se detectaron diferencias significativas (P-

valor: 0.7718).

Los dia 5 al 15, se llevd a cabo la evaluacion sensorial mediante una prueba
discriminativa (Prueba de ordenamiento), analizando los resultados mediante la
tabla de Krammer, con una significancia del 5%. Dando a conocer que no existe
diferencia significativa en los aspectos evaluados (textura, apariencia y sabor)

para los diferentes tratamientos (TC, T2 y T3).

Para el dia 20 al 30, fue necesario emplear una prueba afectiva (Escala hedénica
verbal), debido al crecimiento visible de moho y levaduras en el TC, quedando
solo dos tratamientos (T3 y T2), los cuales no presentaban evidencias de deterioro

visibles, con los que se realizo la evaluacion sensorial para dichos dias.

No existen diferencias significativas a un nivel de significancia del 5% (Anexo LI)

para el dia 20 en los tratamientos (T2 y T3) al evaluar el sabor (P-valor: 0.0034),
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pero existen diferencias significativas en cuanto a la apariencia y la textura (P-

Valor: 0.5576 y P-Valor: 0.896, respectivamente)

Se puede inferir del anexo M (Dia 25) que no existen diferencias significativas a
un nivel de significancia del 5% al comparar el T2 y T3 en cuanto al parametro
sabor (P-valor 0.02). En cambio en el anexo M se aprecia para la textura y
apariencia (P-valor: 0.885 y P-valor 0.2566), diferencias significativas a un nivel
de significancia del 5%, al confrontar los mismos tratamientos.

Para el dia 30, se puede decir que no existen diferencias significativas al
comparar el sabor de los T2 y T3. En cambio para los parametros textura y
apariencia (P-valor: 0.0798 y P-valor: 0.0566) de los mismos tratamientos si

existen diferencias significativas (Anexo N).

Con respecto a la textura y el color de los quesos almacenados en refrigeracion
(12°C), presentaron una notable variacion, pasando de una textura blanda a ser
quesos duros, y de un color blanco cremosos a amarillentos (Figura 3), lo cual
asociamos a cambios quimicos que se dan en los componentes del mismo y a la
perdida de humedad progresiva, que se transfiere del queso a la pelicula y de esta
al medio hasta quedar en equilibrio con la humedad relativa del ambiente, como
era de esperarse en el T3 se presentd una mayor pérdida de agua debido al
porcentaje de cloruro de sodio, en comparacion con el T2. Resultados parecidos
han sido obtenidos por Estrella (2013) quien evalué quesos sin ningun tipo de

recubrimiento almacenado a temperatura de refrigeracion presentandose cambios
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en el color y la textura. Luruefia (2010) también observo cambios en el color y la
dureza a través del tiempo en una variedad de queso tipo mozarella asociando
dicho comportamiento a la protedlisis y la pérdida de humedad, fenbmenos que

afectan notablemente a la estructura del queso.

Figura 3. Aspecto de quesos almacenados a 12 °C al dia 30
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6. CONCLUSIONES

La pelicula antimicrobiana con una concentracion de Nisina de 16 mg/100mL de
solucién, aumenta la vida util del queso almacenado a 12 °C en 12 dias respecto a
lo establecido para quesos sin peliculas de la NTC 750 de 2009, para un total de

30 dias.

El comportamiento del pH respecto a los porcentajes de cloruro de sodio
empleados es el mismo para los tratamientos en estudio, caso contrario ocurre
con la acidez (% de acido lactico) en donde se presentaron diferencias en los dias

15.20, 25 y 30.

Los tratamientos con peliculas y diferente concentracién de cloruro de sodio (T2 y
T3) durante los 30 dias de estudio fueron aceptados organolépticamente por los
panelistas a diferencia del tratamiento control que a los 15 dias de
almacenamiento se le detecto presencia de mohos y levadura impidiendo su

estudio sensorial.

La condicién que presenta una menor degradacion del queso durante los 30 dias
fue la temperatura de refrigeracién (12°C), en cuanto a la concentracion de cloruro
de sodio se presentd un comportamiento similar para cada uno de los parametros

estudiados

En los quesos almacenados a temperatura ambiente y temperatura de
refrigeracion se acelerd el crecimiento de microorganismos tales como mohos y

levaduras
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7. RECOMENDACIONES

X Desarrollar estudios similares empleando mas de dos temperaturas de
almacenamiento y por lo menos dos de estas deben ser de refrigeracion, para
poder garantizar la aplicacion de la metodologia de Arrhenius en la prediccion la

vida util del producto.

X Agregar un agente antimicético a la pelicula para inhibir el crecimiento de

mohos y levaduras.

X Realizar estudios con peliculas antimicrobianas aplicadas a queso costefio
que permitan determinar la migracion de la Nisina desde la pelicula hasta el

centro del producto.

X Coordinar estudios con las autoridades competentes que permitan
determinar el grado de contaminacién del queso costefio elaborado en el
departamento de Cérdoba, y asi tomar acciones que permitan la implementacion
de este tipo de recubrimientos, para garantizar que sea un producto mas inocuo al

momento de ser consumido.
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8. ANEXOS

Anexo A. Pelicula comestible sobre queso costefio (Dia 0)
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Anexo B. Pelicula del queso costefio (Dia 20)
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Anexo C. Formato evaluacién sensorial (Prueba de ordenamiento)

Nombre: Fecha:

Frente a usted hay tres muestras de queso, por favor pruébelas y ordénelas en
forma creciente de acuerdo a su preferencia en cuanto a los siguientes atributos:
apariencia, sabor y textura. Lave su boca entre cada muestra y espere 30
segundos.

Cada muestra deber llevar un orden diferente, dos muestras no deben tener el
mismo orden.

Apariencia Sabor Textura

COMENTARIOS:

Muchas Gracias!



.Anexo D. Formato evaluacién sensorial (Escala hedonica)

Nombre:

Frente a usted hay tres muestras de queso, por favor pruébelas y asignele una
puntuacion segun la tabla que se le presenta en cuanto a los siguientes
atributos: apariencia, sabor y textura. Lave su boca entre cada muestra y

espere 30 segundos.

Cada muestra deber llevar un orden diferente, dos muestras no deben tener el

mismo orden.
Muetra: 015

Apariencia
Me disgusta
extremadamente.
Me disgusta mucho
Me disgusta
moderadamente
Me gusta moderadamente
Me gusta mucho

Me gusta extremadamente

Muestra: 340

Apariencia
Medisgusta extremadamente.
Me disgusta mucho
Me disgusta moderadamente
Me gusta moderadamente
Me gusta mucho
Me gusta extremadamente

COMENTARIOS:

Sabor Textura

Sabor Textura

Muchas Gracias!

81



Anexo E. Andlisis de varianza para pH a 12°C

< Diab
Fuente G.| Cuadrado Suma de ) cuadrado F-valor Pr>F
de la media
Modelo 2 0.07417778 0.03708889 0.22 0.8121
Error 3 0.49844444 0.16614815
Total 0.57262222
correcto
« Dia 10
Fuente G.| Cuadrado Suma de ) cuadrado F-valor Pr>F
de la media
Modelo 2 0.41793704 0.20896852 9.35 0.0514
Error 3 0.06707222 0.02235741
Total 0.48500926
correcto
« Dia 15
Suma de
Fuente G.l Cuadrado cuadrado de la F-valor Pr>f
media
Modelo 2 0.17672593 0.08836296 4.01 0.1422
Error 3 0.06617778 0.02205926
Total 0.24290370

correcto
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% Dia 20

Suma de

Fuente G.I Cuadrado cuadrado de la F-valor Pr>f
media

Modelo 2 0.09219259 0.04609630 3.31 0.1744

Error 3 0.04183889 0.01394630

Total 0.13403148

correcto

« Dia 25

Fuente G.I Cuadrado Suma de ) cuadrado F-valor Pr>f
de la media

Modelo 2 0.05512593 0.02756296 0.69 0.5673

Error 3 0.12006111 0.02756296

Total 0.17518704

correcto

« Dia 30

Fuente G.I Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media

Modelo 2 0.13000000 0.06500000 0.70 0.5648

Error 3 0.28041667 0.09347222

Total 0.41041667

correcto
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Anexo F. Andlisis de varianza para la Acidez ( % Acido lactico )

% Diab)
Suma de
Fuente G.l Cuadrado cuadrado de la F-valor Pr>f
media
Modelo 2 0.00021033 0.00010517 8.19 0.0609
Error 3 0.00003850 0.00001283
Total 0.00024883
correcto
< Dia 10
Suma de
Fuente G.l Cuadrado cuadrado de la F-valor Pr>f
media
Modelo 2 0.00004300 0.00002150 0.48 0.6596
Error 3 0.00013450 0.00004483
Total 0.00017750
correcto
« Dia 15
Fuente G.I Cuadrado Suma de cuadrado F-valor Pr>f
de la media
Modelo 2 0.00028433 0.00014217 170.60 0.0008
Error 3 0.00000250 0.00000083
Total 5 0.00028683
correcto
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% Dia 20

Fuente G.I Cuadrado Sumade cuadrado F-valor Pr>f
de la media
Modelo 2 0.00023700 0.00011850 14.51 0.0287
Error 3 0.00002450 0.00000817
Total 5 0.00026150
correcto
% Dia 25)
Fuente G.l Cuadrado Sumade cuadrado F-valor Pr>f
de la media
Modelo 2 0.00034133 0.00017067 18.29 0.0209
Error 3 0.00002800 0.00000933
Total 5 0.00036933
correcto
« Dia 30
Fuente G.I Cuadrado Sum_ade cuadrado de |a F-valor Pr>f
media
Modelo 2 0.00165033 0.00082517 0.0111 0.0111
Error 3 0.00008650 0.00002883
Total 0.00173683

correcto
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Anexo G. Prueba

de comparacion de medias Duncan para la Acidez (% Acido

lactico)
% Dia 15)

Numero de Media Tto

agrupamiento observaciones
DUNCAN
A 0.6420000 2 C
A 0.6400000 2 3
B 0.6265000 2 2

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

< Dia 20
Numero de Media Tto
DUNCAN agrupamiento observaciones
A 0.650000 2 C
A 0.645500 2 3
B 0.635000 2 2

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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< Dia 25

Numero de Media Tto
DUNCAN agrupamiento observaciones
A 0.656000 2 C
A 0.656000 2 3
B 0.640000 2 )

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

« Dia 30
Numero Nota: de Media Tto
DUNCAN agrupamiento observaciones
A 0.687000 2 C
B 0.664000 2 3
C 0.646500 2 2

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Anexo H. Analisis de varianza para el contenido de materia Grasa (%) y

Humedad (%)

< DiaO
Fuente G.| Cuadrado Sumade cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 0.00000000 0.00000000 0.00 1.0000
Error 3 0.00240000 0.00080000
Total 5 0.00240000
correcto
< Dia0
Fuente G.| Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 0.00000000 0.00000000 0.00 1.0000
Error 3 1.13535000 0.37845000
Total 1.13535000
correcto
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Anexo |. Analisis de varianza para el contenido de materia Grasa (%) y

Humedad (%) a temperatura ambiente

< Diab
Fuente G.| Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 31.49763333 15.74881667 8.58 0.0574
Error 3 5.50570000 1.83523333
Total 37.00333333
correcto
< Diab
Fuente G.| Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 1.21543333 0.60771667 0.95 0.4799
Error 3 1.92505000 0.64168333
Total 3.14048333
correcto
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Anexo J. Analisis de varianza para el contenido de materia Grasa (%) y
Humedad (%) a temperatura de refrigeracion (12°C)

« Dia 30
Fuente G.I Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 104.9931000 52.4965500 2571.26 <.0001
Error 3 0.0612500 0.0204167
Total 105.0543500
correcto
< 30
Fuente G.] Cuadrado Suma (.je cuadrado de F-valor Pr>f
la media
Modelo 2 32.58043333 16.29021667 33.40 0.0089
Error 3 1.46325000 0.48775000
Total 34.04368333
correcto
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Anexo K. Prueba de comparacion de medias Duncan para contenido de

materia Grasa (%) y Humedad (%)

« Dia 30
Numero de Media Tto
DUNCAN agrupamiento observaciones
A 40.2700 2 3
B 34.9900 2 C
C 30.0250 2 2

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

< Dia 30
Numero de Media Tto
DUNCAN agrupamiento observaciones
A 34.6300 2 2
B 31.4500 2 3
C 28.9350 2 C

Nota: Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Anexo L. Andlisis de varianza para evaluacioén sensorial dia cero

«» Sabor
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 1.350 1.350 1.31 0.257
Error 58 59.90 1.03275862
Total 59 61.250
correcto
% Apariencia
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.8166 0.8166 1.39 0.2438
Error 58 34.166 0.5890
Total 59 34.983
correcto
% Textura
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.0666 0.066 0.08 0.771
Error 58 45,533 0.785
Total 59 45.600
correcto
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Anexo LI. Andlisis de varianza para evaluacion sensorial dia 20

« Sabor
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 9.600 9.600 3.32 0.0034
Error 58 59.733 1.029
Total 69.333
correcto
< Textura
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.266 0.266 0.35 0.5576
Error 58 44.466 0.766
Total 59 44.733
correcto
¢ Apariencia
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.0166 0.016 0.02 0.896
Error 58 56.833 0.979
Total 59 56.850
correcto
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Anexo M. Andlisis de varianza para evaluacion sensorial dia 25

« Sabor
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.016 0.016 1.31 0.02
Error 58 46.166 0.795
Total 59 46.183
correcto
« Textura
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 0.0166 0.016 0.02 0.8854
Error 58 46.166 0.795
Total 59 46.183
correcto
¢ Apariencia
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 1.350 1.350 1.31 0.2566
Error 58 59.633 1.028
Total 59 60.983
correcto
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Anexo N. Andlisis de varianza para evaluacion sensorial dia 30

« Sabor
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 5.40 5.40 5.02 0.0288
Error 58 62.333 1.074
Total 59 67.733
correcto
« Textura
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 2.816 2.816 3.18 0.0798
Error 58 51.366 0.885
Total 59 54.183
correcto
¢ Apariencia
Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 1 3.266 3.266 3.78 0.0566
Error 58 50.066 0.863
Total 59 53.333
correcto
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