Validacion del tratamiento térmico durante la
elaboracion de quesillo para el control de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes

Carmen Graciela Velasquez Moreno
Alvaro Gustavo Garcia Lira

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Octubre, 2014



ZAMORANO
CARRERA DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA

Validacion del tratamiento térmico durante la
elaboracion de quesillo para el control de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes
Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar

al titulo de Ingenieros en Agroindustria Alimentaria en el
Grado Académico de Licenciatura.

Presentado por:

Carmen Graciela Velasquez Moreno
Alvaro Gustavo Garcia Lira

Zamorano, Honduras
Octubre, 2014



Validacion del tratamiento térmico durante la
elaboracion de quesillo para el control de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes.

Presentado por:

Carmen Graciela Velasquez Moreno
Alvaro Gustavo Garcia Lira

Aprobado:
Luis Fernando Osorio, Ph.D. Luis Fernando Osorio, Ph.D.
Asesor Principal Director
Departamento de Agroindustria
Alimentaria
Mayra Méarquez, Ph.D. Raul H. Zelaya, Ph.D.

Asesora Decano Académico



Validacion del tratamiento térmico durante la elaboracion de quesillo para el control
de Salmonella entérica y Listeria monocytogenes.

Carmen Graciela Velasquez Moreno
Alvaro Gustavo Garcia Lira

Resumen: El quesillo es un producto lacteo elaborado mayormente de forma artesanal a
base de leche cruda. En su preparacion la cuajada es acidificada, fundida y estirada
mediante un tratamiento térmico hasta alcanzar la textura deseada. El objetivo de este
estudio consistid en asegurar la ausencia de S. enterica y L. monocytogenes en el proceso
actual de coccidn de la cuajada. Se caracterizo el proceso de elaboracion de quesillo para
comparar las temperaturas y tiempos alcanzados durante el proceso. La sobrevivencia de
S. enterica y L. monocytogenes se evaluo a partir de cuajada inoculada con los patégenos
en concentraciones de 10° UFC/g. Se elabor6 quesillo a partir de cuajada inoculada y se
determind la concentracion de microorganismos sobrevivientes después de la aplicacion
del tratamiento térmico. Se evaluaron las temperaturas de 48, 54, 60, 65 y 70 °C, con ocho
puntos de muestreo a diferentes tiempos. Cada curva de muerte térmica se realizd por
triplicado, estimando el valor D para cada temperatura y cada patogeno, mediante el uso
de modelos de microbiologia predictiva. Se determiné el valor Z a partir de los valores D
obtenidos en cada temperatura utilizada. Mediante esta informacion se obtuvieron los
tiempos maés factibles de 39.68, 8.80 y 3.96 minutos correspondientes a 65, 70 y 75 °C
respectivamente para la reduccion de 7 logaritmos. La aplicacion de 65 °C durante 39.68
minutos y 75 °C durante 3.96 minutos aseguran la eliminacion de 5.58 + 0.476 logaritmos
de S. enterica y 6.36 £ 0.572 logaritmos para L. monocytogenes de la poblacion
bacteriana, lo cual se observd durante la validacion del estudio.

Palabras clave: Curva de muerte térmica, microbiologia predictiva, valor D, valor Z.

Abstract: Quesillo is a dairy product made mostly crafted shape from raw milk. During
the preparation, the curd is acidified, melted and stretched by a heat treatment to obtain
the desired texture. The goal of this study was to ensure the absence of S. enterica and
Listeria monocytogenes in the current process of cooking the curd. The process of making
quesillo was characterized to compare the temperatures and times achieved during the
actual process. The survival of S. enterica and Listeria monocytogenes were evaluated
from inoculated curd with these pathogens in concentrations of 10 CFU/g. Quesillo was
made from this inoculated curd and the concentration of surviving microorganisms was
determined after the application of heat treatment. Temperatures of 48, 54, 60, 65 and 70 °
C, with eight sampling points were assessed at different times. Each thermal inactivation
curve was performed by triplicate, estimating the D value for each temperature and each
pathogen using predictive microbiology models. The Z value was determined from the D
values obtained at each temperature used. Using this information the times of 39.68, 8.80
and 3.96 minutes were obtained as the most feasible times corresponding to 65, 70 and 75
° C respectively to reduce 7 logarithms. The applications of 65 ° C for 39.68 minutes and
75 °C for 3.96 minutes ensure the elimination of 5.58 + 0.476 logarithms of S. enterica
and 6.36 + 0.572 logarithms of L. monocytogenes from the bacterial population that was
observed during the validation of the research.

Key words: D value, predictive microbiology, thermal inactivation curve, Z value.
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1. INTRODUCCION

El quesillo es un producto lacteo elaborado mayormente de forma artesanal en varias
regiones de Honduras, el cual es un queso tipo mozzarella que se produce con leche &cida,
este se elabora a partir de cuajada, a la que se adiciona sal para aportar sabor y al mismo
tiempo actia como bacteriostatico (Loma et al. 2000). En el proceso, la cuajada es
calentada en seco para que esta logre estirarse sin romperse, este calentamiento significa
un tratamiento térmico moderado, el que da como resultado un queso blando con un ligero
sabor &cido y salado (Revilla y Chi 2002). Debido a que este tratamiento térmico no es
equivalente a una pasteurizacion, este producto puede ser portador de microorganismos
patdgenos. Dentro de los microorganismos patdgenos presentes se encuentra S. enterica,
la cual es una bacteria Gram negativa que se encuentra principalmente en el lumen
intestinal. L. monocytogenes, es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa y
catalasa positiva. Coxiella burnetii es uno de los microorganismos patdgenos presentes en
la leche cruda, siendo una bacteria Gram negativa, la cual presenta un alto grado de
peligrosidad por lo que puede ser utilizada unicamente en laboratorios de bioseguridad
nivel 3 (Heizen y Samuel 2012). Las temperaturas necesarias para reducir un logaritmo la
poblacién de C. burnetii son de 63 °C por 4 minutos y 72 °C por 2 segundos (Cerf y
Cordron 2006).

En la Republica de Honduras, se evalué la equivalencia del proceso de elaboracion de
quesillo a la pasteurizacién. Se utiliz6 un tratamiento térmico a temperaturas de 65y 73°C
durante 15 a 20 minutos en el proceso de coccion de la cuajada para la elaboracion de
quesillo. A estas temperaturas, durante este tiempo se comprobO que los recuentos
microbianos de Salmonella., L. monocytogenes, Staphylococcus aureus y coliformes
fecales, resultaron negativos (FAO/OMS 2005).

Se han reportado casos de listeriosis en Francia y California en 1983, 1985 y 1995 por
consumos de quesos estilo mexicano y quesos frescos elaborados con leche cruda. Los
quesos elaborados artesanalmente son propicios para crecimiento de L. monocytogenes, ya
que se producen a base de leche cruda sin pasteurizacion, practicas de manufactura
inadecuadas y con alto contenido de humedad (Espinoza et al. 2004).

El quesillo, es un producto lacteo elaborado a partir del calentamiento de cuajada para
obtener la elasticidad caracteristica del mismo. Este calentamiento aplicado a la cuajada
significa un tratamiento térmico en el proceso pero no cumple con los requisitos
necesarios para ser equivalente a un proceso de pasteurizacion. No hay un proceso que
asegure la ausencia de peligros microbiolégicos, convirtiendo al quesillo en un producto
que compromete la salud del consumidor.



En la actualidad existe una forma de elaboracion de quesillo basada en un método
completamente artesanal. Por esta razon, no existe un proceso especifico y detallado con
tiempos y temperaturas establecidas para su produccién. Para estandarizar el proceso de
elaboracion, se deben encontrar las temperaturas y tiempos a los cuales se debe someter la
cuajada para llegar a eliminar los microorganismos patdgenos del producto. La
importancia de caracterizar el flujo de proceso para el quesillo radica en que este posee
una amplia elaboracion en diferentes paises y de manera artesanal en su mayoria, en los
cuales no estan establecidos las temperaturas y tiempos del proceso.

En California se descubrié que C. burnetii podia encontrarse ain en leche pasteurizada de
acuerdo a los estandares minimos recomendados. El director del Departamento de Salud
Publica del estado de California, penso en la posibilidad de realizar un estudio en el que
se establecieran tiempos y temperaturas necesarias para la pasteurizacion y eliminar asi
C. burnetii. Se implementd el proyecto mediante un acuerdo entre la Universidad de
California y el Servicio de Salud Publica de California, especificando que se deberia
determinar también, la curva de muerte térmica para C. burnetii en leche sin utilizar los
rangos de temperatura y tiempo utilizados en el proceso de pasteurizacién comercial
(Enright et al. 1957).

Dentro de los microorganismos patégenos asociados con los productos lacteos, se
encuentra S. enterica. La posibilidad de sobrevivencia de S. enterica, depende de
diferentes condiciones propias del producto. Condiciones como la técnica de produccion
de queso, pH, salinidad, nivel inicial de microorganismos Yy condiciones de
almacenamiento, determinan el crecimiento de este microorganismo patégeno dentro del
queso (Alemdar y Agaoglu 2008).

Durante el estudio se cre6 el flujo de proceso para la elaboracion de quesillo como
producto artesanal, estableciendo la temperatura y tiempo de coccion Optimo para
asegurar la inocuidad del producto, garantizando la ausencia de S. enterica y
L. monocytogenes. El proposito de este estudio consistio en elaborar una curva de muerte
térmica para S. enterica y L. monocytogenes, las cuales a su vez fueron utilizadas para
determinar la sobrevivencia de estos patdégenos de acuerdo al proceso de coccion actual de
la cuajada en la elaboracion de quesillo. Por lo que el alcance este estudio se baso en los
siguientes objetivos.

e Determinar la curva de mortalidad de S. enterica y L. monocytogenes de acuerdo al
proceso de coccion actual de la cuajada en la elaboracion de quesillo.

e Establecer temperatura y tiempo de coccion para garantizar la ausencia de S. enterica
y L. monocytogenes en quesillo.

e Definir valores D y valor Z para S. enterica y L. monocytogenes durante el proceso de
coccion de la cuajada.



2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, Departamento de Agroindustria Alimentaria.

Investigacion de campo. Para la caracterizacion del proceso de elaboracion de quesillo,
como producto lacteo artesanal, se realizé una investigacion de campo en la queseria
Walicy ubicada en Barrio Las Flores, 4ta avenida, municipio de El Paraiso, departamento
de El Paraiso, Honduras. Durante la investigacion se realizé el flujo de proceso para la
elaboracion de quesillo desde el recibo de la leche hasta el enfriamiento del producto
final. En este flujo de proceso se tomaron en cuenta temperaturas, tiempos, equipos,
materiales y las caracteristicas de cada uno de estos (Figura 1).
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Flujo de proceso para la elaboracion de quesillo.




Elaboracion de cuajada. La cuajada se elabor6 en la Planta de Lacteos de Zamorano
bajo condiciones estériles, para la cual se utilizd leche, suero, cuajo y sal. Se utiliz6 leche
cruda entera proveniente del establo de la Escuela Agricola Panamericana, debido a su
calidad estandarizada, porcentaje de grasa, porcentaje de ATECAL y ausencia de
antibidticos. También se utilizé suero pasteurizado, el cual se obtuvo de la Planta de
Lacteos de Zamorano, como subproducto a partir del procesamiento de quesos blancos, ya
que no contenia ningun tipo de colorante; este suero se acidificd, manteniéndolo a
temperatura ambiente durante 4 dias para obtener un pH aproximado de 4.0. Se utiliz6
cuajo marca Christian Hansen en presentacion de 10 g y sal comun. Una vez elaborada la
cuajada se traslado al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos para llevar a cabo el

estudio (Figura 2).
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Figura 2. Flujo de proceso para la elaboracion de cuajada.




Analisis de propiedades fisico-quimicas de la cuajada. Para conocer las caracteristicas
del medio en que las bacterias se encontrarian, se realizaron analisis fisico-quimicos a la
cuajada. Para esto se midio humedad mediante el uso del método de determinacion de
humedad en alimentos sdlidos utilizando el horno con aire forzado a 105 °C AOAC
952.08, actividad de agua con el uso del Aqualab® y analisis de contenido de grasa con el
método de Babcock para alimentos solidos. De igual manera, se midio el pH final de la
cuajada utilizando un potenciometro marca Thermo Scientific modelo Orion 5 Star. Los
andlisis de humedad y grasa se realizaron por duplicado, a diferencia de actividad de agua
y pH los cuales se midieron por triplicado para obtener asi un promedio de los resultados.
Cada uno de estos andlisis se realizé para cada uno de los lotes producidos de cuajada,
segun cada repeticion.

Descripcion de cepas. Para la preparacion del indculo, se utilizaron cepas de Salmonella
y Listeria, entre ellas Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC® 14028™),
Salmonella enterica serovar Poona (ATCC® BAA-1673™), Listeria monocytogenes
(ATCC® 13932™) vy Listeria monocytogenes (ATCC® 19112™). Estas cepas antes
mencionadas, se obtuvieron mediante la compra a ATCC, la cual es un centro privado de
recursos biolégicos que se dedica a la distribucién de microorganismos de referencia
estandar, las cuales se mantuvieron en todo momento bajo condiciones adecuadas de
refrigeracion, para evitar deterioro y contaminacion.

Una vez obtenidas las cepas, se procedio a la activacion de estas, la cual se realiz6
mediante el uso de Caldo Soya Tripticasa con Extracto de Levadura en tubos, como
medio de enriquecimiento para las colonias de cada una de las cepas, las cuales fueron
incubadas a 37 °C por 24 horas. Luego de poseer tubos con cada una de las diferentes
cepas, con un asa estéril se estrid una gota biconvexa proveniente de cada una de las cepas
en Agar Soya Tripticasa para obtener colonias aisladas de cada una de ellas. Para finalizar
la activacion, se tomd una colonia aislada y se coloc6 nuevamente en Caldo Soya
Tripticasa con Extracto de Levadura para enriquecer las colonias puras de cada uno de los
cuatro tipos de cepas.

La cuajada se inocul6 con una mezcla de las cuatro diferentes cepas, en concentraciones
de 1% en relacion al peso total de cuajada. Se realizd esta concentracion de indculo con el
fin de obtener una cuajada con una carga bacteriana inicial de 7 logaritmos. La mezcla
resultante de cuajada e indculo, se homogeneizd mediante el mezclado constante durante
ocho minutos, los cuales consistieron en dos minutos en forma circular en el sentido de las
manecillas del reloj, dos minutos en sentido contrario, dos minutos en movimientos hacia
arriba y hacia abajo y dos minutos méas en movimientos hacia el lado derecho e izquierdo.

Una vez obtenida la cuajada inoculada, se elaboraron paquetes de 5 g de la misma. Esta se
dispersd uniformemente en un area aproximada de 71 centimetros cuadrados para
asegurar la aplicacién del tratamiento térmico en toda la cuajada. Cada uno de estos
paquetes fueron debidamente rotulados con la temperatura a recibir y el tiempo de
exposicion. Se realizaron muestras compuestas para cada uno de los diferentes tiempos en
cada temperatura, con el fin de reducir la variabilidad tanto en peso como en el
tratamiento térmico recibido de cada muestra individual.



Tratamientos térmicos. Se realizaron tres repeticiones del estudio, en las cuales se
utilizdé un lote de produccion de cuajada diferente para cada una de ellas, siguiendo el
mismo procedimiento de elaboracion. Estas repeticiones se efectuaron bajo los mismos
pardmetros de tiempo y temperatura, y una concentracion inicial de inéculo de 7
logaritmos. Para cada repeticion se utilizaron cinco temperaturas (48, 54, 60, 65y 70 °C),
tomando muestras en 8 tiempos diferentes para cada una de las repeticiones se realizd una
siembra de cuajada sin indculo y sin tratamiento térmico, una siembra de leche y una
siembra de suero para detectar y conocer la carga inicial de S. enterica y
L. monocytogenes de los ingredientes lacteos y de la cuajada.

Los paquetes de cuajada inoculada fueron sometidos a las temperaturas correspondientes,
mediante la completa inmersion de estos en un bafio Maria ajustado a cada una de las
temperaturas antes mencionadas. Se realizaron controles negativos, los cuales consistieron
en cuajada sin inoculo, con la adicion de 1% de agua destilada estéril, para igualar el
aumento de liquido de la cuajada inoculada. Estos controles negativos se sometieron
Unicamente a las temperaturas de 60, 65 y 70 °C para los ultimos tres tiempos
correspondientes a estas temperaturas.

Posterior al tratamiento térmico, los paquetes fueron enfriados para el debido
procesamiento de cada una de las muestras. Se colocaron 90 mL de Buffer de Fosfatos en
una de las dos bolsas de la muestra compuesta y se recolectd toda la muestra de la bolsa,
con el fin de trasladarla a la otra bolsa y obtener asi 10 g de muestra en 90 mL de Buffer
de Fosfatos. Cada una de las muestras se homogeneiz6 utilizando el Stomacher durante un
minuto, dando como resultado la dilucion 1071, A partir de esta dilucion se realizaron
maés diluciones y se utilizd la técnica de siembra por superficie en Agar Soya Tripticasa
con doble capa de Agar XLD y Agar Oxford con Natamicina, para S. enterica y L.
monocytogenes respectivamente. Los platos fueron incubados a 37°C por 24 horas para el
posterior conteo de unidades formadoras de colonias de las bacterias sobrevivientes.
Pasadas las 24 horas, se contaron las colonias que cumplieran con las caracteristicas
morfoldgicas correspondientes tanto a S. enterica como a L monocytogenes. Color,
tamarfio, forma y elevacion fueron algunas de las caracteristicas morfol6gicas tomadas en
cuenta para el conteo de colonias.

Estimacion de Valor D. Se estimaron valores D para cada uno de los patdgenos a las
diferentes temperaturas utilizadas haciendo uso de ComBase, el cual es un programa en el
que se generan modelos de microbiologia predictiva. Se generé un modelo para cada una
de las temperaturas, asi como para cada uno de los patdgenos, tanto para S. enterica como
para L. monocytogenes. EI modelo se construyé introduciendo los tiempos y los
logaritmos de UFC de las bacterias sobrevivientes en cada uno de ellos, graficando los
logaritmos contra el tiempo. A partir de esta curva de muerte térmica, se obtuvo la
pendiente, el ajuste del modelo y el error de cada una de ellas. Para estimar el valor D, se
calculo el reciproco de la pendiente para conocer los minutos necesarios para reducir a un
logaritmo de la carga bacteriana inicial.

Analisis estadistico. Se realizd un analisis estadistico con un disefio completo al azar con
un arreglo factorial de 2x2 utilizando una separacion de medias Tukey a los valores D
obtenidos a partir de las curvas de muerte térmica para cada una de las temperaturas (48,
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54, 60, 65 y 70 °C) comparando la diferencia entre L. monocytogenes y S. enterica. Los
datos utilizados fueron los valores D obtenidos de manera individual para cada repeticion,
con nivel de significancia igual al 5%. El analisis estadistico se llevd a cabo con el
objetivo de determinar la diferencia entre los valores D a la misma temperatura para cada
bacteria, con el fin de saber si es necesario aplicar un tratamiento térmico diferente para
cada bacteria, o si se puede aplicar un valor D igual para las dos bacterias.

Determinacién de Valor Z. Al obtener los valores D en minutos para cada temperatura,
se elabor6 una gréafica utilizando las cinco temperaturas contra el logaritmo del valor D
correspondiente a cada una de ellas. Para determinar el valor Z, se calculd el reciproco de
la pendiente de la curva resultante para conocer cuantos grados centigrados aumentar al
proceso, para reducir en un logaritmo el tiempo necesario para la eliminacién a un
logaritmo de la poblacion bacteriana.

Validacion de resultados. Se realizaron validaciones utilizando 65 y 70°C debido a que
fueron las Unicas temperaturas que presentaron Valores D viables en el proceso de
elaboracion de quesillo, los cuales resultaron en 39.68 y 8.80 minutos respectivamente
para la reduccion de 7 Log UFC/g de cada microorganismo. Estos datos fueron obtenidos
mediante el modelo elaborado a partir de L. monocytogenes debido a que esta bacteria es
mas resistente a tratamientos térmicos que S. enterica. Se utilizaron 400 g de cuajada, de
los cuales se usaron 100 g de cuajada sin in6culo como control y se utilizaron 300 g de
cuajada la cual se inoculd con 1% de la mezcla de ambos patégenos para obtener una
carga inicial de 5.58 + 0.476 Log UFC/g de S. enterica 'y 6.36 = 0.572 Log UFC/g para L.
monocytogenes. Se elaboraron cuatro paquetes con cuajada, uno para validar Dgs de 39.68
minutos, uno para D7y de 8.80 minutos, otro para validar valor Z de 10.83 °C que resultd
en el tratamiento térmico de 75.8 °C durante 3.96 minutos y uno como control a 65 °C
durante 39.68 minutos. Mediante el uso de Bafios Maria, cada uno de los paquetes fue
sometido a los parametros de temperatura y tiempo correspondiente de cada validacion.
Se tomaron 25 g de cada uno de los quesillos (control, quesillo a 65°C, quesillo a 70°C y
quesillo a 75.8 °C) y se colocaron en 225 mL de Caldo de Pre enriquecimiento Universal,
esto debido a que debe haber ausencia de ambos patdgenos en 25 g de producto
(Reglamento Técnico Centroamericano 2009) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se estrio en Agar XLD y Agar Oxford con
Natamicina, una gota biconvexa de cada una de las muestras de quesillo para asegurar la
ausencia de S. enterica, L. monocytogenes y la efectividad de cada tratamiento.

Se evalud Coxiella burnetii mediante la recaudacion de informacion confiable sobre los
valores D de esta bacteria, en investigaciones realizadas en quesillo artesanal o productos
lacteos similares. Con este valor, mediante un modelo matematico se calculd la
sobrevivencia de Coxiella burnetii entre las temperaturas de 65y 70 °C.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de la cuajada. Las propiedades que muestra la cuajada para elaborar
quesillo denotan que este es un producto que tiene alto contenido de grasa, un pH
ligeramente acido, posee una actividad de agua alta y un nivel humedad media (Cuadro
1). El contenido de sal aplicado a la cuajada fue equivalente al 0.28% de la cantidad de
leche utilizada.

Cuadro 1. Resultados de analisis de propiedades quimicas Yy fisicas de la cuajada para la
elaboracion de quesillo.

% Grasa + DE pH Cuajada £ DE AwxzDE % Humedad + DE

Cuajada 25.13+0.250 5.72+0.061 0.98+0.001 54.62+2.784

CV (%) 1 1 0.1 5

DE: Desviacion estandar.
CV: Coeficiente de variacién

La cantidad de grasa en el quesillo se generd por utilizar leche entera cruda proveniente
del establo de ordefio en Zamorano, la cual tenia un promedio de 3.6% de grasa, que entra
a la planta de lacteos para ser procesada. Al utilizar una leche entera provoca que al final
se obtenga un porcentaje de grasa de 25.13+0.250% en el quesillo final elaborado (cuadro
1). Es importante mencionar que en el proceso artesanal de elaboracion de quesillo se
utiliza leche semi-descremada, que tiene un porcentaje de grasa de 1.5 a 2%, con el fin de
obtener un ingreso adicional en la elaboracion de quesillo.

El pH y la actividad de agua presentes en la cuajada para la elaboracion de quesillo son
ligeramente acido (5.72+0.061) y relativamente alto (0.98+0.001), respectivamente. El
rango de pH para L. monocytogenes oscila entre 5.6-9.8 y para S. enterica entre 4.7-7, sin
embargo la actividad de agua para su crecimiento éptimo debe de ser mayor a 0.93
(Mattick et al. 2000). Esto significa que las propiedades de la cuajada estan entre los
rangos ideales de crecimiento de estas bacterias, provocando que las bacterias no generen
resistencia (Archer et al. 1998). Sin embargo la humedad presente en la cuajada no afecta
significativamente en la resistencia de las bacterias a tratamientos térmicos, por ende,
tampoco afecta en la determinacion de los valores D y Z de la cuajada utilizada en la
elaboracion de quesillo.

La resistencia de las bacterias a tratamientos térmicos se ve influenciada debido a que

estas entran en condiciones adversas a su crecimiento y desarrollo. Cuando una bacteria
sale de su zona ideal genera la resistencia hacia los tratamientos térmicos, debido a que las
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bacterias generan mecanismos de defensa para situaciones adversas (Moats et al. 1971).
Para S. enterica y L. monocytogenes las situaciones adversas en un alimento se deben al
tener pH acidos debajo de 4.6 (Farber y Pagotto1992) y al presentar actividades de agua
menores a 0.93 (Hsieh et al. 1975). Esta resistencia de las bacterias afecta los valores D y
Z presentados por el alimento, aumentando significativamente estos valores, teniendo que
emplear tratamientos térmicos con mayor temperatura o con mayor tiempo (Cole et al.
1993).

Debido a que la cuajada se encuentra entre el rango ideal para pH y actividad de agua, las
bacterias no entran en su mecanismo de defensa, evitando la generacion de resistencia.
Con los valores presentes en la cuajada se determind que el pH y actividad de agua no
afecta en los valores D y Z de la cuajada para la elaboracién de quesillo, debido a que no
incitan a las bacterias a generar resistencia (Cole et al. 1993), lo que ayudaria a obtener
que estos valores no sean elevados. Sin embargo, la cantidad de grasa que posee la
cuajada para la elaboracion de quesillo (Cuadro 1) si afecta los valores D y Z, ocasionado
que estos valores presenten un incremento, siendo la grasa el Unico atributo que aumenta
la temperatura y el tiempo necesario para controlar las bacterias en el procesamiento de
elaboracion de quesillo (Kwast y Verrips 1982). Es importante mencionar que durante el
experimento no se recuperaron células de Listeria monocytogenes ni Salmonella
entérica de la leche cruda, suero o cuajada empleada en el estudio, lo que ayuda a no
afectar los resultados finales.

Estimacion de valor D. A partir de la sobrevivencia de las bacterias al tratamiento
térmico aplicado, se encontraron los valores D para cada una de las temperaturas
utilizadas. La temperatura presenta una relacion inversamente proporcional al tiempo de
exposicion tal como se observa en los cuadros 2 y 3. El valor D es expresado como el
tiempo necesario en minutos para reducir a un logaritmo la concentracion bacteriana del
producto (Olizwewski et al. 2007).
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Figura 3. Curva de muerte térmica de Salmonella enterica
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Figura 4. Curva de muerte térmica de Listeria monocytogenes

Mediante el uso del programa ComBase, se observo que las bacterias sobrevivientes al
tratamiento térmico presentaron un comportamiento lineal ya que entre mas tiempo la
cuajada permaneciod expuesta a la temperatura de coccién, menor resulto ser la poblacion
sobreviviente al tratamiento térmico (Cuadro 2 y 3). Al usar el programa predictivo
ComBase, se ingresan los resultados de sobrevivencia de las bacterias al tratamiento
térmico de las tres repeticiones a la vez. Debido a que la carga inicial era de 6.840 + 0.323
Log UFC/g para S. enterica y 6.002 + 0.332 Log UFC/g para L. monocytogenes (Figura 3
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y 4), el ajuste a un modelo de regresion lineal podria verse afectado obteniendo un R bajo
(Nassib et al. 2003). EI programa ComBase proyecta una distribucion de modelo lineal, a
la cual deben ajustarse los resultados distribuidos en la gréfica, los cuales presentan una
distribucion lineal similar pero en diferentes magnitudes, variando por los logaritmos de
la concentracion inicial a la que se dio cada tratamiento térmico. Debido a estas
variaciones, se utiliza el ajuste del modelo obtenido a partir del promedio resultante de las
tres repeticiones para cada patdgeno (Figura 3y 4).

Cuadro 2. Resistencia térmica (expresado como valor D en minutos) para S. enterica en
cuajada a 48-70°C.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) R®
48 -0.0109 91.74+0.0056 0.4840
54 -0.0623 16.05+0.0148 0.8771
60 -0.2222 4,50+0.0327 0.9236
65 -0.6182 1.62+0.1098 0.8355
70 -1.2427 0.80+0.1653 0.9270

Al utilizar 48°C para eliminar a un logaritmo la poblacion inicial, se obtuvo el valor D de
91.74 £ 0.0056 minutos con un ajuste del modelo de 0.48. Este valor D, se refiere al
tiempo necesario en minutos para reducir a un logaritmo la poblacién bacteriana inicial.
Para la temperatura de 54 °C, se obtuvo un valor D de 16.05 + 0.0148 minutos con un
ajuste de 0.88. En caso de utilizar 60 °C, es necesario aplicar esta temperatura durante
4.50 + 0.0327 minutos, el cual posee un ajuste de 0.92 para lograr reducir a un logaritmo
la poblacién bacteriana. Para 65 y 70 °C, las cuales son las temperaturas que se acercan
mas a las temperaturas que se usan actualmente en la elaboracion de quesillo, segin los
resultados, se necesita de 1.62 %= 0.1098 minutos y 0.80 + 0.1653 minutos
respectivamente, con un ajuste de 0.84 y 0.93 para cada una de las temperaturas.

Cuadro 3. Resistencia térmica (expresado como valor D en minutos) para L.
monocytogenes en cuajada a 48-70 °C.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) R®
48 -0.0104 96.15+0.0048 0.7200
54 -0.0427 23.42+0.0089 0.7800
60 -0.1644 6.08+0.0215 0.8710
65 -0.4314 2.32+0.0850 0.9330
70 -1.1173 0.90+0.1074 0.8670

Un alimento que posee una cantidad de grasa alta tiene un efecto positivo a la resistencia
de las bacterias, lo que aumenta la cantidad de calor suministrado al alimento para poder
controlar la bacteria en el alimento. EI mismo caso sucede en la cuajada para elaborar
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quesillo con S. enterica y L. monocytogenes, en donde por tener una cantidad de grasa de
22-23%, las bacterias presentes obtienen un aumento en la resistencia a temperaturas
(Senhaji 1997). Esto provoca que el tiempo necesario para poder eliminar las bacterias en
la cuajada sea mas alto en comparacion con alimentos de contenido de grasa mas bajo,
como lo es la leche entera o yogur (Line et al. 1991). Por lo que los valores D y Z en
alimentos con alto contenido de grasa son mayores en relacion a alimentos con menor
cantidad de grasa (Senhaji 1997).

En el cuadro 3 se presentan los resultados referentes a los valores D obtenidos segun el
uso de cinco diferentes temperaturas, para inactivar L. monocytogenes. Para 48 °C, se
obtuvo un valor D de 96.15 £ 0.0048 minutos con un ajuste de modelo de 0.72. Con el uso
de 54 °C, se necesitan 23.4192 + 0.0089 minutos para reducir a un logaritmo la poblacion
bacteriana, con un ajuste de modelo de 0.78. Para 60 °C, es necesario utilizar 6.08 £ 0.02
minutos con un ajuste de modelo de 0.87.

Seguln un estudio realizado por la FAO y la OMS en la Republica de Honduras en el 2005
para evaluar la equivalencia del proceso de elaboracion de quesillo a la pasteurizacion,
durante la elaboracion de este producto, se utilizan temperaturas entre un rango de 65 a 73
°C. En base a lo anterior, las temperaturas del estudio que mas se asemejan a las
temperaturas actualmente utilizadas por los productores de quesillo resultan ser 65 y 70
°C, las cuales necesitan de 2.31 = 0.0850 y 0.89 + 0.1074 minutos respectivamente, cada
una con un ajuste de modelo de 0.51 y 0.82 para 65y 70 °C.
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Figura 5. Curva de muerte téermica de L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion
de cuajada a 48°C.
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Figura 6. Curva de muerte térmica de L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion
de cuajada a 54°C.

L. monocytogenes, consiste en una de las bacterias mas peligrosas debido a que es
resistente a diferentes caracteristicas del medio donde se encuentra, tales como bajo pH
(menores a 4), altas concentraciones de sal (12-16%), temperaturas de refrigeracion hasta
-1 °C (Elika 2013) y sobre todo a la incorrecta pasteurizacion (Espinoza et al. 2004). Se
han obtenido casos de listeriosis en California, Francia y Massachusetts debido al
consumo de quesos elaborados a base de leche cruda. Un estudio realizado en Peru
demostro que la presencia de L. monocytogenes en quesos artesanales se da al usar leche
contaminada (Kozak et al. 1996). Entre mas grasa tenga el producto, mayor sera la
sobrevivencia de L. monocytogenes, debido a que esta bacteria se protege dentro de los
glébulos de grasa, al igual que la cantidad de minerales presentes en la leche entera.

L. monocytogenes presenta mayor resistencia a altas temperaturas y condiciones
caracteristicas del sustrato en el que se encuentra (Breand et al. 1998). En el que caso del
quesillo elaborado artesanalmente, se utiliz6 leche entera por lo que el contenido de grasa
favorecio la resistencia de esta bacteria a los diferentes tratamientos térmicos. Para
obtener el tiempo necesario para reducir o eliminar completamente la carga microbiana
durante la coccion de la cuajada, se utilizaron en los datos obtenidos a partir de L.
monocytogenes ya que esta bacteria requiere un mayor tiempo de exposicion a
temperaturas de coccion (Neidhardt 1987) en comparacion a los resultados de tiempo
obtenidos a partir de S. enterica tal como se observa en los cuadros 2 y 3.

A temperaturas menores de 60 °C tanto S. enterica como L. monocytogenes presentan
similar comportamiento al tratamiento térmico (Figura 5, 6 y Cuadro 5), debido a que
existe mortalidad de las bacterias, pero se requiere un mayor tiempo de exposicion al
tratamiento, para lograr reducir a un logaritmo la poblacién bacteriana utilizando una
temperatura de 48 °C durante 60 minutos. Sin embargo a la temperatura de 54 °C no
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existe diferencia significativa entre S. enterica y L. monocytogenes, obteniendo reduccion
de tres logaritmos para Salmonella y casi dos para Listeria en 35 minutos.

7.00

=—Salmonella Listeria

6.00

A
4.00 \

—

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Log (UFC/ml)
(2]
o
o

3.00

Figura 7. Curva de muerte térmica de L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion
de cuajada a 60°C.

Debido a que la cuajada presentd una poblacion inicial de 7 logaritmos, cada uno de los
valores D, se multiplico por 7 y se ajusto con el error brindado en ComBase para cada
curva. Estos tiempos resultaron ser los tiempos reales para eliminar 7 logaritmos de la
cuajada, los cuales se evaluaron, comparandolos con los tiempos actuales de coccién de la
cuajada de manera que sean factibles para los productores ya que es un proceso que no
dura méas de 50 minutos a temperaturas de calentamiento (Lorentzen et al. 2010). Por otro
lado, es necesario que la temperatura sea lo suficientemente alta para lograr que la cuajada
se funda adecuadamente.

Para conocer las temperaturas y tiempos a evaluar, se utilizaron los resultados para L.
monocytogenes, debido al buen ajuste del modelo ya que esta bacteria posee una mayor
resistencia a temperaturas que S. enterica (Andino y Castillo 2010). Debido a esta
resistencia la reduccion logaritmica usando el tratamiento térmico de 60 °C (Figura 7) L.
monocytogenes se redujo 2.5 logaritmos en 14 minutos mientras que S. enterica al tener
menor resistencia disminuyd mas de tres logaritmos.
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Figura 8. Curva de muerte térmica de L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion
de cuajada a 65 °C.
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Figura 9. Curva de muerte térmica de L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion
de cuajada a 70 °C.

Basados en L. monocytogenes para 65 y 70 °C, cada uno de estos tratamientos térmicos
con un ajuste de modelo de 0.93 y 0.87 poseen un error de 0.0850 y 0.1074 minutos
respectivamente. Al obtener la pendiente, se restan tres desviaciones, para asegurar que el
resultado funcione al tomar en cuenta la desviacién que este tratamiento presenta. Una vez
obtenido el valor resultante de la pendiente menos tres desviaciones, se calcula el
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reciproco del mismo y el resultado indicara el tiempo necesario para reducir en un
logaritmo la poblacion microbiana, el cual se multiplica por la cantidad de logaritmos que
se busca eliminar. En el caso de 70 °C, la pendiente de la curva de muerte térmica de L.
monocytogenes resultd ser 1.1173, menos 3 desviaciones, se obtuvo un resultado de
1.1764. El reciproco de este valor es de 5.67 minutos, lo cual reducira a un logaritmo de la
poblacion bacteriana. Dado que durante el estudio se trabajo con cuajada inoculada con L.
monocytogenes a un nivel de 5-6 logaritmos, los 5.67 minutos se multiplicaron por 7 para
asegurar la completa eliminacién de 5-6 logaritmos en el quesillo durante la coccion de la
cuajada.

La coccién de la cuajada para la elaboracion de quesillo, es uno de los parametros mas
importantes debido a que la temperatura usada oscila entre 65 a 73°C durante 15 a 20
minutos (FAO/OMS 2005), al utilizar una temperatura minima de 65°C durante 15
minutos, no habria una adecuada reduccion o eliminacién de la carga microbiana, ya que
para poder eliminar 5-6 logaritmos de estos patdgenos, debe utilizarse esta temperatura
durante 39.68 minutos, lo que hace a este tratamiento térmico ineficiente en términos de
inocuidad en el caso de contar con una cuajada con carga bacteriana inicial de 5-6
logaritmos. Al utilizar 73°C durante 20 minutos, se asegura la inocuidad del producto, ya
que segun los resultados obtenidos, es necesario utilizar 70°C durante 8.80 minutos para
eliminar 5-6 logaritmos de la poblacién bacteriana, por consecuente al utilizar una mayor
temperatura, durante un tiempo mas prolongado se cumple con el minimo necesario para
eliminar 5-6 logaritmos.

Determinacion de valor Z. El valor Z se obtuvo mediante la grafica de los logaritmos de
los valores D en minutos en el eje Y, en relacion con la temperatura en grados centigrados
en el eje X. En este caso el reciproco de la pendiente de la gréfica resulté ser el valor Z
expresado en grados centigrados.

Se define el valor Z como la temperatura que hay que aumentar a un tratamiento térmico
para reducir a un logaritmo el tiempo necesario para dicho tratamiento. Debido a que los
valores Z de las bacterias son similares, se puede tomar un valor Z general para los dos. A
partir de los valores D obtenidos que muestran la sobrevivencia de las bacterias a un
tratamiento térmico se obtuvo que el valor Z en la cuajada para la elaboracion de quesillo
es de 10.7-10.9 °C (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores Z para L. monocytogenes Yy S. enterica durante la coccion de cuajada.

Patégeno Pendiente Valor Z (°C)
S. enterica -0.0934 10.7066
L. monocytogenes -0.0923 10.8342

Aplicando el valor Z a los tratamientos se obtiene que si a una temperatura de 65 °C se
necesita emplear 39.68 minutos de esta temperatura para eliminar 5-6 logaritmos la carga
bacteriana; con el valor Z obtenido se debe aplicar una temperatura de 75.8 °C con un
tiempo de 3.96 minutos. De acuerdo a los procedimientos realizados en la elaboracion de
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quesillo en Honduras se obtuvo que las temperaturas utilizadas fueran de 65 a 73 °C
durante 15 a 20 minutos (FAO/OMS 2005). Con esto se asegura que durante el proceso de
fundicion de la cuajada se eliminan las bacterias de S. enterica y L. monocytogenes en el
quesillo.

Cuadro 5. Andlsis de varianza de acuerdo a los valores D para cada temperatura por
medio de SAS 9.4 (Statistical Analysis System) utilizando Tukey.

TRT Bacteria Mean (min) Tukey Grouping Pr>F

Dus Listeria 94.010+10.52 A 0.9338
Salmonella 92.380+6.86 A
Listeria 28.635+17.29 A

Dss Salmonella 16.051+0.44 A 0.2762
— 2041 A

Deg Listeria 6.529+1.94 0.1406
Salmonella 4.134+1.16 A
Listeria 2.429+0.68 A

Dss Salmonella 1.710%0.50 A 0.2136
Listeria 0.902+0.09 A

D 482

0 Salmonella 0.82520.15 A 0.4826

Dyg: valor D a 48 °C. Ds,: Valor D a 54 °C. Dgy: Valor D a 60 °C. Dgs: Valor D a 65 °C. D7y: Valor D a 70
°C.

En la determinacion de la sobrevivencia de las bacterias de S. enterica y
L. monocytogenes se obtuvieron valores D para cada una de ellas, de acuerdo a las
diferentes temperaturas de los tratamientos que van de 48 a 70 °C. Estos valores D no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05). de acuerdo a cada
temperatura utilizada en cada uno de los tratamientos (Cuadro 5). Esto indica que el
comportamiento de las bacterias ante los tratamientos térmicos empleados en la cuajada
para elaboracion de quesillo es similar. Esto ayuda de tal manera que para aplicar un
tratamiento térmico de acuerdo a los rangos de temperatura establecidos durante el
proceso de elaboracién de quesillo, se puede tomar en cuenta tanto los valores de S.
enterica como los de L. monocytogenes.

Validacion de resultados. Se realizaron 8 validaciones para 65, 70 y 75°C, este Gltimo
como aplicacion del valor Z a 65 °C para lograr corroborar la veracidad de los resultados
obtenidos mediante el estudio. Se realizd un control utilizando el tratamiento de 65°C,
para asegurar que la cuajada sin indculo, se encontraba libre de S. enterica y
L. monocytogenes y que estos recuentos iniciales afectaran los resultados finales (Cuadro
6).
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Cuadro 6. Resultados de validaciones para ambos patdgenos, utilizando 3 diferentes
tratamientos.

Bacteria

S. enterica L. monocytogenes
Validacion Temperatura  Log UFC/g*  Resultado Log UFC/g* Resultado

Control - -
65 °C - -
1 20 °C 5 .\ 7.25 ]

75°C - -

Control - -
65 °C

70 °C 6.17

75 °C

+ +
1

Control
65 °C

3 70 °C 5.86
75 °C

6.70

+ + +
1

Control - -
65 °C - -
4 70 °C 5.95 N 6.12 ]

75°C - -

Control - -
65 °C

70 °C 5.56

75 °C

70 °C
6 75 oC 6.46 6.38

+ +|+ +
1

Control - NA
7 70 °C 5.42 NA NA
75 °C - NA

+

Control - NA
8 70 °C 5.28 + NA NA
75 °C - NA

*: Conteo de carga inicial
-2 Ausencia del patégeno.
+: Presencia del patdgeno.
NA: No se aplicé tratamiento.

Cuadro 7. Concentracion inicial de Salmonella y Listeria en cuajada inoculada.

S. enterica L. monocytogenes
Log UFC 5.58 +0.476 6.36 +0.572
Coeficiente de Variacion 8.53% 8.99%
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Al realizar la validacion para 65 °C durante 39.68 minutos, luego de la correspondiente
incubacion durante 24 horas, se encontrdé ausencia de ambos patégenos en 25¢g de
quesillo, lo cual esté definido en el Reglamento Técnico Centroamericano. La cuajada se
indculo, de tal manera que la poblacion bacteriana inicial fue de 5.58 + 0.476 y 6.36
0.572 logaritmos de S. enterica y L. monocytogenes, respectivamente (Cuadro 7). Al
realizar esta validacion en repetidas ocasiones, los platos resultaron ser negativos después
del tratamiento, es decir que no se encontrd presencia de S. enterica ni L. monocytogenes,
asegurando la reduccién de la poblacién inicial de estas bacterias. Estas observaciones
vuelven validos los resultados de que al utilizar 65°C durante 39.68 minutos se obtiene un
quesillo completamente inocuo en el que se eliminan 558 + 0.476 y 6.36 = 0.572
logaritmos de la carga bacteriana referente a S. enterica y L. monocytogenes
respectivamente que se pueda encontrar en la cuajada.

A pesar de que los tratamientos térmicos se establecieron mediante célculos realizados
para la eliminacion de 7 logaritmos, las validaciones mostraron que al poseer una cuajada
con una carga inicial mayor a 5 logaritmos de S. enterica, esta no se elimina
completamente, e igualmente se observo que a pesar de ser L. monocytogenes la bacteria
con mayor resistencia a tratamiento térmico, se eliminé antes que S. enterica,
mostrandose esta Ultima, mas resistente al tratamiento térmico de 70 °C.

Durante la ejecucion del estudio se obtuvieron los valores D a diferentes temperaturas
entre las dos bacterias, tanto para S. enterica y L. monocytogenes, los cuales a medida que
se aumentaba la temperatura no presentaron diferencia estadisticamente significativa
(P>0.05). Esto indica que el comportamiento de las bacterias ante el tratamiento térmico
empleado en la elaboracion de quesillo es similar. Esto ayuda de tal manera que para
aplicar un tratamiento térmico de acuerdo a los rangos de temperatura establecidos
durante el estudio, se pueden tomar en cuenta tanto los valores de S. enterica como los de
L. monocytogenes.

De acuerdo a estos datos es importante mencionar que estos tratamientos fueron para
eliminar 5-6 logaritmos la carga microbiana en la cuajada, sin embargo, la carga
microbiana de la cuajada en la elaboracién de quesillo no presenta concentraciones tan
grandes de estas bacterias, por lo que con los tratamientos que lleva el procedimiento de
elaboracion de quesillo, se logaria eliminar esta carga microbiana en caso de que existiera
alguna.

Durante la elaboracion de quesillo, los productores someten la cuajada a un tratamiento
térmico que permita el estiramiento de la misma hasta mas de un metro de altura sin
romperse y que luzca brillante, finalizando el tratamiento con una cuajada a 70°C (Revilla
y Chi 2002). Estos factores son parametros que los productores toman en cuenta para la
calidad del producto ya que el estiramiento es una de las principales caracteristicas de este
producto. Una vez que la cuajada alcanza los 70°C, los productores deben monitorear esta
temperatura, para evitar fluctuaciones durante 8.80 minutos para asegurar la eliminacion
de 5 a 6 logaritmos de S. entérica y L. monocytogenes en el producto final.

Una vez elaborado el quesillo, es decir una vez aplicado el tratamiento térmico a la
cuajada, este puede sufrir una contaminacion debido a que estos productos se dejan
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reposando a temperatura ambiente para su correspondiente enfriado. Debido a las
condiciones bajo las que se elabora este producto, es de suma importancia seguir las
Buenas Précticas de Higiene (BPH) para evitar cualquier contaminacion fisica o bioldgica
que se pueda dar durante el enfriamiento hasta su posterior distribucion. Debe haber un
buen control del tiempo y de la temperatura a la que se enfriara el producto para mantener
asi, la inocuidad del producto (Codex Alimentarius 1997). Se debe evitar contaminacion
cruzada, procurando que el equipo o utensilios que estuvieron en contacto con la materia
prima sean limpiados y sanitizados antes de utilizarse nuevamente (Flores et al. 1999).

Coxiella burnetii. Esta es una de las bacterias mas resistente a tratamientos térmicos
presente en productos lacteos. Debido a esto la pasteurizacion de productos lacteos esta
disefiada a reducir por lo menos 5 logaritmos de esta bacteria en los productos lacteos
(Enright et al. 1957). La presencia de Coxiella burnetii en leche cruda es de 33 % segun
un estudio realizado en un hato ganadero en Japén (Muramatsu et al. 1997)

Tratamientos aplicados a productos lacteos determinan que con calentar a 63 °C por 30
minutos se asegura la reduccién de mas de 5 logaritmos la poblacion de Coxiella burnetii
en leche cruda (Enright et al. 1957). Cuando se utilizan temperaturas mayores el tiempo
necesario para el tratamiento térmico se reduce significativamente obteniendo que a 72 °C
por 15 segundos los mismos resultados del tratamiento anterior (Enright et al. 1957). De
acuerdo a las reducciones decimales de C. burnetii obtenidos en experimentos, utilizando
los valores recomendados para pasteurizacion en relacion de tiempo y temperatura
(Johnson et al. 1990), se estima que el valor Z para C. burnetii es Z = 4.34 °C (Cuadro
8).

Cuadro 8: Combinaciones de tiempo y temperatura para reducir la carga microbiana de
C. burnetii en leche cruda.

Combinaciones

Temp. (°C) Valor D recomendadas Reducciones decimales
63 3.72 min 30 min 7.2
72 1.88s 15s 6.8

Fuente: O. Cerfy R. Condron 2006

En la determinacion de sobrevivencia de C. burnetii se obtuvo de acuerdo a la literatura
consultada, que es necesario aplicar un tratamiento térmico de 30 minutos para obtener
una reduccion de 7 logaritmos en leche fluida a 63°C (Cuadro 8). Esta bacteria presenta
un Valor Z igual a 4.34 °C en este mismo producto.

De acuerdo a valores recolectados sobre los tratamientos térmicos necesarios para
eliminar un logaritmo la carga microbiana de S. enterica y L. monocytogenes en leche
fluida son 65.6 °C por 1.3 minutos (Silva y Gibbs 2012) y 70 °C por 2.7 segundos
(Bunning et al. 1988) respectivamente. De acuerdo al incremento obtenido de aplicar un
tratamiento térmico pasando de leche fluida a cuajada para la elaboracion de quesillo se
encontré un aumento de 7.01 veces debido al cambio de porcentaje de grasa siendo de
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3.6% a 22.17 £ 5.34%. Con estos datos se infirié que el valor D para C. burnetii en la
cuajada para 65 °C es de 20.15 min. De la misma forma en los valores Z reportados para
S. enterica y L. monocytogenes fueron 6.1 y 7 °C respectivamente obteniendo un
aumento de 1.65 veces de acuerdo a los cambios que existen entre leche fluida y cuajada
por lo que el valor Z de C. burnetii es de 7.17 °C.

En un tratamiento térmico de fundicion de cuajada a 65 °C durante 39.68 minutos se logra
reducir alrededor de 2 logaritmos de la carga microbiana de Coxiella. Es importante
mencionar que la dosis de infeccion para provocar fiebre Q en las personas es <10 UFC
en el alimento (FDA 2014). Debido a esto, es necesario evitar la presencia de C. burnetii
en los alimentos, por lo que lo maximo que podria tener la cuajada para lograr eliminar el
total de bacterias de C. burnetii es de 2 logaritmos.
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4. CONCLUSIONES

® Al utilizar los tratamientos térmicos de 65°C por 39.68 minutos y 75°C por 3.9
minutos, se eliminan 5 logaritmos de la carga bacteriana de S. enterica y L.
monocytogenes.

® Los valores D y el valor Z para S. enterica y L. monocytogenes definidos
respectivamente, establecieron que se puede utilizar el mismo valor para ambas
bacterias.

® Segun los resultados de este estudio, los tiempos y temperaturas utilizados
actualmente (70-74 °C por 20 min) durante la coccion de la cuajada para la
elaboracion de quesillo, aseguran la ausencia de L. monocytogenes y S. enterica.
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5. RECOMENDACIONES
Realizar una validacion para la prevalencia y niveles de C. burnetii en la leche cruda
de la region.

Utilizar leche estandarizada con un porcentaje menor al 2% de grasa para evitar
generar resistencia a tratamientos térmicos por parte de las bacterias y aportar un
beneficio economico extra para los productores.

Validar este estudio mediante un monitoreo microbioldgico del quesillo proveniente
de diferentes zonas del pais.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Valor Z de Salmonella enterica en la coccién de cuajada.
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Anexo 2. Valor Z de Listeria monocytogenes en la coccion de cuajada.
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Anexo 3. Valores D para Salmonella enterica en la coccion de cuajada para la primera
repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.011 94.340 1.975
54 0.064 15.552 1.192
60 0.347 2.886 0.460
65 0.777 1.287 0.110
70 1.428 0.700 -0.155

Anexo 4. Valores D para Salmonella enterica en la coccion de cuajada para la segunda
repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.010 98.039 1.991
54 0.061 16.420 1.215
60 0.230 4.348 0.638
65 0.441 2.267 0.355
70 1.016 0.985 -0.007

Anexo 5. Valores D para Salmonella enterica en la coccion de cuajada para la tercera
repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.012 84.746 1.928
54 0.062 16.181 1.209
60 0.194 5.168 0.713
65 0.635 1.575 0.197
70 1.267 0.789 -0.103

Anexo 6. Valores D para Listeria monocytogenes en la coccion de cuajada para la primera
repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.017 58.824 1.770
54 0.058 17.361 1.240
60 0.228 4.390 0.642
65 0.507 1.974 0.295
70 1.225 0.816 -0.088
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Anexo 7. Valores D para Listeria monocytogenes en la coccion de cuajada para la
segunda repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.008 119.048 2.076
54 0.050 20.000 1.301
60 0.143 7.008 0.846
65 0.312 3.206 0.506
70 0.996 1.004 0.002

Anexo 8. Valores D para Listeria monocytogenes en la coccion de cuajada para la tercera
repeticion.

Temperatura (°C) Pendiente Valor D (min) Log Valor D
48 0.010 104.167 2.018
54 0.021 48.544 1.686
60 0.122 8.190 0.913
65 0.044 22.779 1.358
70 1.127 0.887 -0.052

Anexo 9. Valores Z para Salmonella enterica en cada repeticion durante la coccion de
cuajada.

Repeticion Pendiente Valor Z (°C)
1 0.098 10.215
2 0.089 11.249
3 0.093 10.799

Anexo 10. Valores Z para Listeria monocytogenes en cada repeticion durante la coccion
de cuajada.

Repeticion Pendiente Valor Z (°C)
1 0.085 11.765
2 0.090 11.099
3 0.081 12.376
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Anexo 11. Tiempos en minutos empleados en cada tratamiento a diferentes temperaturas.

|Temperatura (°C)

48 o4 60 65 70

0 0 0 0.00 0.00

2 5 2 0.83 0.33

10 10 4 1.67 0.67

20 15 6 2.50 1.00

30 20 8 3.33 1.33

40 25 10 4.17 1.67

50 30 12 5.00 2.00

60 35 14 5.83 2.33

Anexo 12. Recuentos de S. enterica obtenidos a partir de cada temperatura.
48 °C 54 °C 60 °C 65 °C 70

Rep. Min Log UFC Min Log UFC Min Log UFC Seg Log UFC Seg Log UFC
1 0 6.85 0 8.87 0 6.91 0.00 712 0.00 7.32
2 0 7.53 0 7.19 0 7.02  0.00 711 0.00 6.94
3 0 5.96 0 6.15 0 586  0.00 6.04  0.00 5.74
1 2 6.68 5 6.58 2 6.47 49.80 6.37 19.80 6.56
2 2 6.16 5 6.66 2 6.50 49.80 6.77 19.80 6.50
3 2 5.71 5 5.64 2 490 49.80 504 19.80 5.34
1 10 6.36 10 7.44 4 6.36 100.20 6.57 40.20 6.10
2 10 6.88 10 6.37 4 6.51 100.20 6.56 40.20 6.02
3 10 558 10 5.64 4 5.15 100.20 5.00 40.20 5.46
1 20 6.59 15 6.58 6 6.17 150.00 6.44  60.00 6.00
2 20 6.73 15 5.86 6 6.01 150.00 6.55 60.00 5.56
3 20 575 15 5.26 6 5.08 150.00 5.04 60.00 541
1 30 6.58 20 6.57 8 5.83 199.80 6.44 79.80 5.62
2 30 6.68 20 6.39 8 5.73 199.80 6.31 79.80 ND
3 30 556 20 4.90 8 4.59 199.80 430 79.80 4.99
1 40 6.68 25 6.60 10 4.48 250.20 5.54 100.20 4.38
2 40 6.70 25 568 10 5.21 250.20 5.73 100.20 4.47
3 40 573 25 478 10 3.78 250.20 3.60 100.20 3.75
1 50 6.09 30 6.15 12 ND 300.00 2.60 120.00 4.76
2 50 6.68 30 518 12 4.40 300.00 4.91 120.00 4.75
3 50 520 30 460 12 3.02 300.00 2.54 120.00 417
1 60 596 35 570 14 ND 349.80 2.48 139.80 3.67
2 60 6.01 35 481 14 3.60 349.80 4.41 139.80 4.82
3 60 498 35 3.60 14 3.22 349.80 2.18 139.80 2.30

ND: Datos Fuera de rango.
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Anexo 13. Recuentos de Listeria monocytogenes obtenidos a partir de las tres repeticiones

para cada temperatura.
48°C 54°C 60°C 65°C 70°C
Rep. Min LogUFC Min LogUFC Min LogUFC Seg LogUFC Seg LogUFC
1 0 6.04 0 7.90 0 6.00 0.0 6.15 0.0 6.00
2 0 6.38 0 6.57 0 6.30 0.0 6.42 0.0 5.88
3 0 511 0 5.30 0 5.23 0.0 521 0.0 5.54
1 2 5.58 5 5.61 2 579 498 540 1958 5.62
2 2 5.69 5 6.36 2 6.08 4958 6.21 1958 5.48
3 2 5.43 5 6.05 2 520 4958 505 198 5.30
1 10 543 10 5.43 4 5.64 100.2 530 40.2 4.99
2 10 6.11 10 5.51 4 6.14 100.2 584 402 5.16
3 10 518 10 5.01 4 520 100.2 5,00 40.2 5.16
1 20 556 15 5.49 6 5.16 150.0 543  60.0 5.37
2 20 6.34 15 5.83 6 5.76 150.0 583 60.0 4.83
3 20 540 15 5.19 6 5.08 150.0 432  60.0 4.93
1 30 564 20 5.23 8 5.02 199.8 529 798 4.93
2 30 584 20 5.54 8 521 199.8 594 798 ND
3 30 500 20 5.15 8 459 1998 411 798 4,92
1 40 548 25 492 10 4.22 250.2 5.06 100.2 3.70
2 40 580 25 528 10 5.03 250.2 5.30 100.2 3.58
3 40 489 25 495 10 445 250.2 3.00 100.2 3.85
1 50 545 30 506 12 3.63 300.0 3.61 1200 4.38
2 50 571 30 492 12 4.69 300.0 5.12 120.0 3.94
3 50 481 30 493 12 4.00 300.0 3.72 120.0 3.98
1 60 423 35 510 14 2.70 349.8 248 1398 2.60
2 60 562 35 473 14 441 3498 429 1398 3.72
3 60 ND 35 490 14 3.55 3498 2.30 1398 2.54

ND: Datos fuera de rango. Seg: Segundos
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Anexo 14. Tratamientos térmicos recomendados a utilizar a los productores en la
elaboracion de quesillo en base a los modelos estadisticos establecidos en el experimento.

Reduccion
Temperatura Valor D Fap Fsp Fp F1iop
60 6.88 20.64 34.40 48.16 68.80
61 5.56 16.69 27.81 38.94 55.63
62 4.50 13.49 22.49 31.48 44.98
63 3.64 10.91 18.18 25.46 36.37
64 2.94 8.82 14.70 20.58 29.40
65 2.38 7.13 11.89 16.64 23.77
66 1.92 5.77 9.61 13.46 19.22
67 1.55 4.66 7.77 10.88 15.54
68 1.26 3.77 6.28 8.80 12.57
69 1.02 3.05 5.08 7.11 10.16
70 49.29 147.87 246.45 345.02 492.89
71 39.85 119.56 199.26 278.96 398.52
72 32.22 96.67 161.11 225.55 322.22
73 26.05 78.16 130.26 182.37 260.53
74 21.06 63.19 105.32 147.45 210.65
75 17.03 51.09 85.16 119.22 170.31
76 13.77 41.31 68.85 96.39 137.71
7 11.13 33.40 55.67 77.94 111.34
78 9.00 27.01 45.01 63.02 90.02
79 7.28 21.84 36.39 50.95 72.79
80 5.89 17.66 29.43 41.20 58.85

Temperaturas de 60 a 69 °C el valor D se presenta en minutos.
Temperaturas de 70 a 80 °C el valor D se presenta en segundos.
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