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Resumen

En Centroamérica, el queso fresco es uno de los productos mas elaborados de la industria lactea,
siendo de gran importancia en el mercado de la regidén. Staphylococcus aureus vy Listeria
monocytogenes son patégenos incidentes en productos lacteos y el uso de alternativas para el control
biolégico es una tendencia de la industria alimentaria. Se evalud el efecto sobre dichos patégenos con
cinco tratamientos que comprendieron la dosis total y dosis media de nisina recomendada por el
Reglamento Técnico Centroamericano, dosis completa y dosis media del Activador del Sistema
Lactoperoxidasa (STABILAK®) recomendada por el fabricante mas el tratamiento control. El disefio
experimental consistié en Bloques Completos al Azar, determinando diferencias estadisticas a través
de un analisis de varianza con una significancia de P < 0.05. Se evalué el efecto a través del tiempo (30
dias) de las dosis descritas en una matriz de queso fresco almacenada a 7 + 0.5 ° C inoculadas con
Staphylococcus aureus (25923, ATCC) o L. monocytogenes (ATCC® 19112™). Ademas, se analizd su
efecto sobre los parametros fisicoquimicos de rendimiento, porcentaje de purga, pH, acidez titulable,
actividad de aguay color. Ambas dosis de nisinay STABILAK® demostraron inhibicién contra S. aureus.
Para L. monocytogenes, se obtuvo un decrecimiento generalizado. La dosis completa de nisinay ambas
dosis de STABILAK® limitaron en mayor medida su desarrollo. Los aditivos no tuvieron incidencia en
rendimiento, color ni actividad de agua. La dosis completa de nisina redujo la purga y conservo los
niveles de acido lactico en el medio. Se recomienda evaluar el efecto de los aditivos contra dichos
patdgenos a diferentes temperaturas de almacenamiento.

Palabras clave: acidez, bacteriocina, contaminacién, inhibiciéon, patégenos.



Abstract

In Central America, fresh cheese is one of the most elaborated products of the dairy industry, being
of great importance in the market of the region. Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes
are pathogenic incidents in dairy products and the use of alternatives for biological control is a trend
of the food industry. The effect on said pathogens was evaluated with five treatments comprised by
the total and half dose of nisin established by the Central American Technical Regulations (RTCA), the
full and half dose of the lactoperoxidase activator (STABILAK®), recommended by the manufacturer
plus the control treatment. The experimental design consisted of random complete blocks,
determining statistical differences through an analysis of variance with a significance of P < 0.05. The
effect over time (30 days) of doses described in a fresh cheese matrix stored at 7 + 0.5 ° C inoculated
with Staphylococcus aureus (25923, ATCC) or L. monocytogenes (ATCC® 19112™) was evaluated. In
addition, its effect on physicochemical parameters of yield, purge percentage, pH, titratable acidity,
water activity and color were analyzed. Both doses of nisin and STABILAK® demonstrated inhibition
against S. aureus. For L. monocytogenes, a generalized decrease was obtained. The full dose of nisin
and both doses of STABILAK® further limited its development. The additives had no impact on
performance, color, or water activity. The full dose of nisin reduced purging and retained lactic acid
levels in the medium. The assessment of the effect of additives against such pathogens at different
storage temperatures is recommended.

Keywords: acidity, bacteriocin, contamination, inhibition, pathogens.
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Introduccién

El queso es un alimento de gran consumo alrededor del mundo, el cual posee distintas
caracteristicas nutritivas, sensoriales y funcionales segun su tipo. En Centroamérica, el queso fresco
es uno de los productos mads elaborados de la industria lactea, definido por la Norma NSO 67.01.04:06
como “queso no madurado ni escaldado, moldeado, de textura levemente firme y granular, preparado
a partir de leche entera, semidescremada o descremada.” Este tipo de queso es cuajado “a partir de
enzimas o acidos organicos, generalmente sin cultivos lacteos” (Comité Técnico de Normalizacidn -
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia 2004). Dicho alimento se caracteriza por su alto contenido
de humedad (46 - 57%), incapacidad de fundirse en altas temperaturas, color blanco, sabor
moderadamente salado (1 - 3% de cloruro de sodio), y un pH cercano a neutro (5.9 - 6.4). Esto
representa un medio propicio para el desarrollo de microorganismos, destacando dos patégenos de
interés alimentario que comprometen la inocuidad del alimento: Staphylococcus aureus vy Listeria
monocytogenes (Pimentel Filho et al. 2014).

Staphylococcus aureus, es la bacteria causante de intoxicaciones estafilocécicas en alimentos
contaminados, debido a la produccién de toxinas o el desarrollo posterior de toxinfeccidén (Garzén et
al. 2019). Esta es una bacteria nociva a partir de concentraciones cercanas a 10° UFC/g de alimento,
pues es capaz de producir varias toxinas, siendo el 95% de los casos las cinco enterotoxinas clasicas
(A, B, C, Dy E), las cuales son ampliamente resistentes al calor y a la accién enzimatica de la tripsina 'y
pepsina (Atanassova et al. 2001). Listeria monocytogenes, es un patdgeno causante de la listeriosis,
enfermedad grave con una tasa del 20 — 30% de mortalidad que afecta principalmente a poblaciones
vulnerables. Este patdgeno es asociado con leche no pasteurizada y se puede encontrar en productos
lacteos luego de una contaminacidn cruzada (Michelon et al. 2016).

Es por ello que el establecimiento de las buenas practicas de manufactura, afiadiendo buenas
practicas de higiene en almacenamiento, transporte y distribucién, son necesarias para la obtencion
inocua del producto (Esteban Méndez 2020). Ante la cantidad de factores que pueden afectar la

calidad e inocuidad del producto final, se ha establecido la importancia del adecuado manejo de la
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materia prima (Ramirez Lépez y Vélez Ruiz 2012). Ademas de la implementacidén de estas medidas,
surge la tendencia en la industria alimentaria sobre la implementacion de moléculas de origen
biolégico como barrera de prevencidn ante la recontaminacidn de alimentos durante su vida anaquel.

Entre estos compuestos se encuentran el Sistema Lactoperoxidasa (SLP) y la nisina. EI SLP se
encuentra naturalmente presente en la leche, el cual se compone por la enzima lactoperoxidasa,
perdxido de hidrégeno e iones tiocianato. Dicha enzima es catalogada como termo resistente (hasta
78° C) utilizdndose como indicador en ensayos para comprobar si la leche se ha calentado a
temperaturas mas altas de las empleadas en la pasteurizacién normal (Cristales 2009). Su actividad
bacteriostatica actia para mitigar microorganismos patdgenos, pero sin mostrar inhibicion contra
bacterias lacto fermentadoras. STABILAK® es un activador enzimatico del SLP, el cual permite mitigar
el crecimiento de microorganismos presentes en la leche mediante mecanismos de inhibicién
bacteriana (Ponce 2010).

La nisina es una sustancia polipeptidica de origen bioldgico y producto del metabolismo de
diferentes cepas de Lactococcus lactis y Streptococcus lactis. VitaPro® Nisina es un aditivo comercial
con nisina como agente activo. Este reacciona ante bacterias gram positivas, es estable en un pH acido,
y no presenta resistencia cruzada ante antibidticos, por lo tanto, es considerado seguro para el
consumo humano (Sanchez Martin et al. 2019). Industrialmente la nisina es empleada en diferentes
productos lacteos gracias a su estabilidad, la cual permite el tratamiento térmico de los mismos.

El presente estudio se centrd en la evaluacion del efecto de VitaPro® Nisina y el activador del
SLP STABILAK® en queso fresco tipico del mercado de la regién, debido al gran porcentaje de
productos lacteos elaborados a partir de leche cruda en el mercado centroamericano. Para esta
investigacion se establecieron los siguientes objetivos:

Evaluar el efecto del sistema activador de lactoperoxidasa (STABILAK®) y VitaPro® Nisina, en
la sobrevivencia de Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes en queso fresco.

Determinar el efecto del activador del sistema lactoperoxidasa (STABILAK®) y VitaPro® Nisina,

en las propiedades fisicoquimicas del queso.
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Materiales y Métodos

Disefio Experimental

El disefio experimental consistié en Bloques Completos al Azar (BCA) con cinco tratamientos
(Cuadro 1). Estos comprendieron la dosis total y dosis media de nisina recomendada por el
Reglamento Técnico Centroamericano de Aditivos Alimentarios (Comités Técnicos de Normalizacion
C.A 2012), dosis completa y dosis media del activador SLP STABILAK® recomendada por el fabricante,
mas el tratamiento control. Se evalué el efecto de los tratamientos a través del tiempo a los 0y 30
dias (vida anaquel tedrica del queso fresco), a una temperatura de 7 £ 0.5 °C, con tres repeticiones
por tratamiento obteniendo 30 unidades experimentales.
Cuadro 1

Tratamientos evaluados en el sequimiento de Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes en

queso fresco almacenado a 7 + 0.5 °C.

Tratamientos Producto Agente activo Dosis

TRT 1 STABILAK® Tiocianato de sodio + Percarbonato de sodio (7.2 mg+ 27.2 mg) /kg
TRT 2 STABILAK® Tiocianato de sodio + Percarbonato de sodio (3.6 mg +13.6 mg) /kg
TRT 3 VitaPro® Nisina Nisina 12.5 mg/kg

TRT 4 VitaPro® Nisina Nisina 6.25 mg/kg
Control - N. A N. A

Nota. N.A: No aplica
Analisis Estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANDEVA) a través del programa “Statistic Analyzer System”
(SAS) version 9.4. Se evalud la significancia (P < 0.05) entre tratamientos, dias y la interaccién
tratamiento — dia. Posteriormente se ejecutd una separacion de medias LSMEANS de las variables
involucradas. Para los parametros distintos en el tiempo, se realizdé una prueba t student con el fin de
comparar las medias entre ambos dias.
Preparacion de los Cultivos (Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes)

Se prepararon los cultivos de Listeria monocytogenes ATCC® 19112™ y Staphylococcus aureus

subsp. aureus Rosembach (25923, ATCC) en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos Zamorano.

Su activacion se realizé en caldo soya tripticasa en tubos de ensayo como medio de enriquecimiento,
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incubados a 35 + 2 °C por 24 horas. Posteriormente las cepas se aislaron por separado en un plato
petri con agar soya tripticasa, incubandose a 35 * 2 °C por otras 24 horas. Los indculos finales se
obtuvieron a partir de la dilucién de colonias aisladas en 10 mL de caldo soya tripticasa incubado a 35
+ 2 °C por 24 horas (Cuéllar Milian 2015).
Preparacion de Leche

La leche se tomd procedente de la unidad de ordefio de ganado lechero de la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano. Fue recibida en la Planta de Lacteos Zamorano con un valor ATECAL de 0.14
— 0.16%. Posteriormente la leche se estandarizé a un 2.5% de grasa y se pasteurizé a 63 °C por 30
minutos.
Elaboracion del Queso Fresco con Leche Activada

Se atemperd la leche aproximadamente a 32 °C para la adicion de cloruro de calcio. Luego se
aplico la dosis de VitaPro® Nisina o STABILAK®, acorde al tratamiento correspondiente (Cuadros 2 y
3). Posteriormente, se adiciond cuajo dejando reposar de 45 a 60 minutos a 25 °C, promoviendo la
precipitacion de la caseina. Seguidamente se efectud el corte y desuerado (30% del liquido total),
adicionando sal, finalizando con un reposo de 45 minutos (Figura 1).
Inoculacion del Queso Fresco

La inoculacion se realizo en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos Zamorano. El queso
fresco activado se inoculd con las cepas anteriormente descritas: Listeria monocytogenes (ATCC®
19112™) o Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosembach (25923, ATCC). Para la inoculacion del
gueso se tomaron 0.5 mL de caldo soya tripticasa de la cepa correspondiente. Posteriormente diluidos
en 9 mL de buffer fosfato, afiadiendo 40 pL de suspensidn por cada 10 g de muestra de queso (Ochoa
2009). Esto se realizé para estandarizar la carga de patogenos inicial en el queso fresco resultante
aproximadamente en 10* UFC/g. Se identific6 mediante rotulacién cada serie de muestras en sus
tratamientos y patégeno inoculado (Acosta Chdvez 2015). Seguidamente se almacend por 30 diasa 7
1+ 0.5 °C en un empacado sencillo en peliculas termoencogibles LDPE. Los recuentos microbiolégicos

se realizaron en los dias 0 y 30 posteriores al ensayo.



Figura 1

Flujo de proceso de elaboracion de queso fresco activado e inoculado.

Recepcion de leche fresca con un ATECAL de 0.14 y un promedio de 3.4 %
grasa.

|

Estandarizacion de leche: 2.5 % de grasa total

l

Pasteurizado LTLT: 63°C por 30 minutos

|

Atemperado a 32°C

!

Adicion de cloruro de calcio

|

Adicion de VitaPro® Nisina o activacion del sistema
lactoperoxidasa a través de STABILAK®.

l

Adicion de cuajo

l

Reposo (30 - 45 minutos)

k.

Remocion de suero (30% del mismo)

l

Adicién de sal (NaCl)

l

Reposo (30 - 45 minutos)

l

Almacenado

|

Traslado al LMAZ

l

Inoculacion de la leche con las cepas de Listeria monocytogenes (ATCC®
19112™) o Staphylococcus
aureus subsp. aureus Rosembach (25923, ATCC)




15

Cuadro 2

Formulacion de queso fresco con dosis de VitaPro® Nisina.

Ingrediente Unidad Dosis completa de nisina Dosis media de nisina
Cantidad Cantidad

Leche fluida al 2.5% grasa Kg 1.00 1.00
Sal g 20 20

Cloruro de Calcio mL 0.13 0.13
Cuajo mL 0.10 0.10
VitaPro® Nisina mg 12.5 6.25

Cuadro 3

Formulacion de queso fresco con dosis de STABILAK®.

Ingrediente Unidad Dosis completa de STABILAK® Dosis media de STABILAK®
Cantidad Cantidad
Leche fluida al 2.5% grasa Kg 1.00 1.00
Sal g 20 20
Cloruro de Calcio mL 0.13 0.13
Cuajo mL 0.10 0.10
STABILAK® 1 mg 7.2 3.6
STABILAK® 2 mg 27.2 13.6

Analisis Microbioldgico

Se tomaron muestras de 10 g por cada tratamiento, previamente almacenadas, afiadiendo 90
mL de soluciéon buffer de fosfato, homogenizando por 1 minuto en bolsas plasticas termoencogibles
de LDPE a través del Stomacher, obteniendo la dilucion 10 1. Se tomé 1 mL de dicha dilucién,
agregandose a 9 mL de solucién buffer, obteniendo asi la dilucién 10 2. De manera similar se
obtuvieron las diluciones 10 3 y 10 En la determinacidn de los patdgenos, las muestras de las
diluciones (1 mL) de Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus se agregaron en placas Petrifilm
3M™ELy en placas Petrifilm™ Staph Express, respectivamente. Las placas se incubaron por 48 h a 35

12 °C. Los recuentos obtenidos se multiplicaron por su factor de dilucién para su posterior expresion

en log UFC/g.
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Analisis Fisico
Rendimiento

El indice de rendimiento fue determinado al dia de elaboracién del queso fresco a través del
cociente entre la cantidad de kilogramos de leche y kilogramos de queso obtenido, representado

aplicando la Ecuacion 1 (Huaraca Aparco 2013).

Kilogramos promedio de queso obtenido

Rendimiento = X 100 [1]

Kilogramos de leche utilizada

Porcentaje de Purga de Suero
El porcentaje de purga se determind al dia de elaboracion mediante el pesado neto del suero
respecto al peso neto del queso, empleando la Ecuacién 2 para el cdlculo del porcentaje de purga

(Garcia Gamez 2019).

% de purga = Peso neto del suero % 100 2]

Peso neto del queso

Andlisis de Color

Se realizd la determinacion de color del producto para cada unidad experimental mediante la
escala CIE L*a*b, utilizando el colorimetro Colorflex Hunder del Laboratorio de Analisis de Alimentos
(LAAZ). Se determind el indice de Blancura (IB), donde el valor 100 indica el blanco ideal, parametro

calculado a través de la Ecuacién 3 (Maldonado et al. 2013).

IB =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 [3]
Analisis Quimico
Andlisis de aw
Para cada unidad experimental se determiné la actividad de agua empleando el método oficial
AOAC 978.18 (Association of Official Analytical Chemists 2000) a través del equipo Aqualab® del

Laboratorio de Analisis de Alimentos (LAAZ).
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Andlisis de pH

Para cada unidad experimental se evalud el pH siguiendo el lineamiento oficial de la norma
AOAC 981.12 (Association of Official Analytical Chemists 1982) para su determinacién, empleando un
potenciometro marca Thermo Scientific.
Andlisis de Acidez Titulable Expresada como Acido Ldctico— ATECAL

Para cada unidad experimental se cuantificd el dcido lactico en el queso fresco por medio de
titulacion. Se agregé en un matraz Erlenmeyer 9 mL de suero de leche y tres gotas de fenolftaleina al
1%. Se titulé6 con NaOH (0.1 N), hasta obtener una leve coloracion rosa en la muestra. Para la

cuantificacion de acido lactico se empled la Ecuacion 4 (Chacon Villalobos 2006)

0.9+¥ml NaOH 0.1N
gramos de muestra

% Acido lactico = [4]
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Resultados y Discusion
Sobrevivencia de Staphylococcus aureus
No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en los resultados
correspondientes al dia cero (P > 0.05). El inéculo partié con una concentracion inicial de 4.92 + 0.06
log UFC/g. Para el dia 30 (P < 0.05) se encontré que el tratamiento de control aumenté en 0.94 log
UFC/g, mientras los tratamientos restantes no presentaron un aumento significativo (Cuadro 4).
Cuadro 4

Sobrevivencia de Staphylococcus aureus bajo la presencia de STABILAK® y nisina en queso inoculado

y almacenado a 7 + 0.5 °C durante 30 dias.

Tratamiento Media + D. E (Log UFC/g)
Dia 0 Dia 30
STABILAK® dosis completa 5.00+0.47 X 4.95+0.41%
STABILAK® dosis media 4.94+0.46% 5.49+0.52%
Nisina dosis completa 4.93+0.19% 5.02+0.48%
Nisina dosis media 4.84+0.22% 5.04+0.50%
Control 4.91+0.25% 5.85+0.57"
v (%) 117 7.37

Nota. Las medias con diferentes letras (*Y) en la misma fila indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) en el tiempo. ™ No hubo
diferencias significativas entre tratamientos al dia cero y treinta (P> 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1)

+27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar.

Considerando el corto periodo de tiempo, para el dia cero, los productos no han podido
alcanzar su mayor desempefio como bactericidas, generando similitud de recuentos de S. aureus entre
tratamientos (Anexo A). En cuanto a los efectos inhibitorios para el dia 30, se encontrd que la nisina
resulta eficaz en aumentar la fase de latencia de S. aureus como en la reduccidn del crecimiento de
bacterias. Esto indica que el principal efecto de la nisina es en la fase lag (Pinto et al. 2011).
Investigaciones también han encontrado un efecto bacteriostatico de nisina para S. aureus a partir de
concentraciones de 1.2 mg/kg (Grisi y Gorlach Lira 2005) . De igual manera, el SLP posee un efecto
bacteriostatico, el cual dependerd de la carga microbiana inicial, el tipo de contaminacién y la
temperatura de almacenamiento del alimento (Armenteros et al. 2007).

Cabe resaltar que S. aureus también puede desarrollar mecanismos de protecciéon ante

condiciones adversas para su desarrollo (como la presencia de antibidticos), mediante la formacion
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de agregados celulares (Haaber et al. 2012). Esto se relaciona con un menor efecto de los aditivos
empleados en la reduccion de S. aureus respecto a otros patégenos (L. monocytogenes).
Sobrevivencia de Listeria monocytogenes

El indculo partié con una concentracion inicial de 3.89 + 0.09 log UFC/g. Para el anélisis de
sobrevivencia de Listeria monocytogenes en el dia cero, no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (P = 0.05). En cuanto al comportamiento poblacional de Listeria monocytogenes a
los 30 dias, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre ambos dias
evaluados (Anexo F). Se obtuvo un decrecimiento generalizado de L. monocytogenes en todos los
tratamientos. En la interaccion tratamiento — dia (P < 0.05), la dosis completa de nisina resulto ser mas
efectiva en la disminucion del recuento microbioldgico, disminuyendo en 2.04 log UFC/g su carga
bacteriana inicial. Posteriormente, se agrupan en un mismo conjunto ambas dosis de STABILAK®, las
cuales redujeron la carga de L. monocytogenes en un promedio de 1.34 log UFC/g (Cuadro 5).
Cuadro 5

Sobrevivencia de Listeria monocytogenes bajo la presencia de STABILAK® y nisina en queso inoculado

y almacenado a 7 + 0.5 °C durante 30 dias.

Tratamiento Media £ D. E (Log UFC/g)

Dia0Ns Dia 30
STABILAK® dosis completa 3.81+0.32* 2.44+0.198Y
STABILAK® dosis media 3.99+0.39* 2.68+0.238Y
Nisina dosis completa 3.80+0.25* 1.76 £+ 0.06 ©¥
Nisina dosis media 3.96 £0.38~ 2.99£0.294Y
Control 3.89+0.16* 2.77+0.26 "V

CV (%) 2.20 18.69

Nota. Las medias con diferentes letras () en la misma columna indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento.
Las medias con diferentes letras () en la misma fila indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) en el tiempo. Dosis completa
recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1) + 27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV:

Coeficiente de Variacién. D.E: Desviacién Estandar. N No hubo diferencias significativas entre tratamientos al dia cero.

Listeria monocytogenes puede crecer y desarrollarse en un rango amplio de condiciones. A
pesar de ello, la combinacion de factores tanto intrinsecos como extrinsecos del alimento, puede
condicionar el desarrollo del microorganismo (Bover y Garriga 2014). Este decrecimiento obtenido a

nivel general (Anexo B) es producto de la presencia de acido lactico en el queso. La presencia de hasta
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0.1% de acido lactico inhibe el crecimiento de L. monocytogenes; el grado de inhibicidn varia,
aumentando a medida que disminuye la temperatura de incubacién. L. monocytogenes es inactivada
a cualquier temperatura cuando las concentraciones de acido lactico en el medio igualan el 0.3%
(Ahamady Marth 1989). Esto concuerda con el efecto del SLP, el cual aumenta su efectividad mediante
la exposicion de L. monocytogenes a temperaturas de refrigeracion (Armenteros et al. 2007). De
manera similar, el efecto de listeriostatico de nisina surge a partir de dosis de 12.5 mg/kg a 20 °C,
disminuyendo los conteos microbioldgicos y la muerte de ciertas células (Ferreira y Lund 1996).

La implementacidn de estas alternativas de control no garantiza por si misma la inocuidad del
producto (presencia de L. monocytogenes y recuentos mayores a 3 log UFC/g para S. aureus). Por lo
tanto, es necesario asegurar el empleo de procesos de pasteurizacién y Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) en las matrices lacteas tratadas con dichos aditivos, ya que reducen
considerablemente los procesos de contaminacion (Costa Dias et al. 2012).

Analisis de Porcentaje de Purga

Para este indice se encontraron diferencias significativas (P< 0.05) entre tratamientos (Cuadro
6). El tratamiento de dosis completa de nisina presentd 2.45% menos de purga al momento de su
evaluacion respecto a los demas, los cuales no presentaron diferencias significativas entre si.

Cuadro 6

Porcentaje de purga del queso fresco en el dia de elaboracion.

Tratamiento Media (%) £ D. E
STABILAK® dosis completa 14.81+1.164
STABILAK® dosis media 14.17 + 1.18A
Nisina dosis completa 11.74+0.72 8
Nisina dosis media 14.33+0.224
Control 13.46 + 1.07 #®
v (%) 6.89

Nota. Las medias con diferentes letras (*8) indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos. Dosis completa
recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1) + 27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV:

Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacidn Estandar. % = Porcentaje peso (g) sobre peso (g).

Generalmente, la nisina no tiene efectos en el control de la pérdida por purga en otras
matrices alimentarias (Gedarawatte et al. 2022). Sin embargo, se ha encontrado un efecto de la nisina

en limitar la pérdida de agua para queso ricota (Martins et al. 2010). Esto se debe a la carga neta de
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la nisina (+3), que le permite interactuar con cuatro a seis moléculas de agua, limitando el movimiento
de esta en el alimento, reduciendo asi la pérdida de agua en el producto (Sudrez Gea 1997).
Analisis de Rendimiento

El rendimiento promedio obtenido del queso fresco para el dia de elaboracién fue de 20.74 +
0.99 % (Anexo C). No se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos
(P= 0.05). A nivel molecular la presencia de nisina, tanto como la activacién del SLP, no condiciona el
punto isoeléctrico, procesos de precipitacion ni agregacion micelar de la caseina, la cual se
correlaciona directamente con el rendimiento final del queso fresco (Davies et al. 1997).
Anilisis de Color

Las muestras partieron con un indice de Blancura (I1B) promedio de 83.14 + 2.26. No se observa
una diferencia estadisticamente significativa (P 2 0.05) entre los tratamientos y el control para el dia
cero (Anexo D). Para el dia 30, no se encontraron diferencias significativas por tratamiento respecto
al dia cero (P 2 0.05). Esto concuerda con la literatura, la cual indica que los aditivos no poseen
influencia en el color del queso a través del tiempo (Alvarez Badel et al. 2022).
Andlisis de Actividad de Agua (aw)

Con un promedio de 0.92 + 0.03, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(P 2 0.05) entre los tratamientos para el dia cero (Anexo E). De igual manera, este parametro se
conservo estadisticamente para el dia 30 (P = 0.05). La presencia y naturaleza tanto de nisina como
del SLP activado no condiciona las cargas eléctricas de las proteinas del queso, lo cual no modifica la
Capacidad de Retencion Agua (CRA) ni el agua disponible para reacciones quimicas del queso durante
su vida anaquel (Flynn et al. 2021).
Andlisis de Acidez Titulable Expresada como Acido Lactico (ATECAL)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.05) para los tratamientos correspondientes
al dia cero (Cuadro 7). Para el dia 30 se encontré un aumento promedio del 0.03% de acido lactico (P
< 0.05), excepto por el tratamiento de la dosis completa de nisina, el cual se mantuvo a través del

tiempo (Anexo G).
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Cuadro 7

Nivel de acidez titulable (ATECAL) (%) del queso fresco almacenado a 7 + 0.5 °C durante 30 dias.

Tratamiento ™° Media + D. E (%)
Dia 0 Dia 30
STABILAK® dosis completa 0.147 + 0.006 Y 0.183+0.016 X
STABILAK® dosis media 0.157 + 0.005 Y 0.183+0.015%
Nisina dosis completa 0.163 +0.001 " 0.170+0.015 Y
Nisina media dosis 0.150 + 0.006 ¥ 0.173 +0.010*%
Control 0.147 +0.001Y 0.190 + 0.005 X
vV (%) 4.59 4.54

Nota. Las medias con diferentes letras (*Y) en la misma fila indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05). : No hubo diferencias
significativas entre tratamientos al dia cero y al dia treinta (P > 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1) +

27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar.

En la evaluacion de ATECAL (%), los valores rondan desde 0.14 a 0.18% en productos lacteos
frescos (Chacon Villalobos 2006). Esto demostré que la cantidad y los aditivos empleados no
generaron un efecto sobre la produccién de acido lactico en el dia de su elaboracién. La presencia de
nisina y SLP (en menor medida) limita el crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL), a través de
mecanismos para la formacién de poros en las membranas celulares gram positivas, limitando la
sintesis de acido y su aumento a través del tiempo de almacenamiento (Heredia Castro et al. 2017).
Analisis de pH

En el andlisis de pH para el dia cero no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre
tratamientos (Cuadro 8). Para el dia 30, el tratamiento control (P < 0.05) disminuyé su pH en 0.18
unidades (Anexo G).

Cuadro 8

Nivel de pH del queso fresco almacenado a 7 + 0.5 °C durante 30 dias.

Tratamiento Media+D. E
Dia0 Dia 30
STABILAK® dosis completa 6.47 £0.16 X 6.39+0.04 %
STABILAK® dosis media 6.43+0.10% 6.40 £ 0.03 %
Nisina dosis completa 6.44+0.17 X 6.44+0.02%
Nisina dosis media 6.48 +0.08 X 6.41+0.02*%
Control 6.49 +0.04 % 6.31+0.07"
vV (%) 0.40 1.04

Nota. Las medias con diferentes letras () en la misma fila indican que hubo diferencias significativas (P< 0.05). ™: No hubo diferencias
significativas entre tratamientos al dia cero y dia treinta (P> 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1) + 27.2

mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacién. D.E: Desviacion Estandar.
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El pH no se vio influenciado por la naturaleza ni la cantidad de aditivos empleados en el dia
cero. En cuanto a los resultados del dia 30, la nisina es capaz de mantener sus propiedades
antimicrobianas a través del tiempo en matrices de productos lacteos (Moncada Armilla 2009). La
presencia de nisina y SLP inhibe la fermentacién de lactosa en acido lactico de las especies de BAL
involucradas en el medio, por ende, limita el descenso del pH (Walstra et al. 2001). Para los demas
tratamientos no se encontraron diferencias significativas a través del tiempo. Se conservé la acidez
del medio, sugiriendo el control en el desarrollo de los microorganismos (BAL) y la capacidad
amortiguadora de las proteinas (principalmente caseina) en la matriz de queso fresco (Boatella Riera

et al. 2004).
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Conclusiones

EI SLP y nisina en todas sus concentraciones evaluadas, fue efectivo en el control del desarrollo
de Staphylococcus aureus en la matriz de queso fresco almacenado a 7 = 0.5 °C, gracias a su efecto
bacteriostatico a través de mecanismos de formacién de poros en la membrana celular.

La poblaciéon de Listeria monocytogenes fue la que decrecid significativamente en todos sus
tratamientos, indicando una mayor susceptibilidad a las condiciones del alimento y al efecto de los
aditivos.

La dosis completa de nisina (12.5 mg/kg) fue el tratamiento mas efectivo en reducir el
recuento de Listeria monocytogenes, presentando mayor accidon que el Sistema Lactoperoxidasa en
las condiciones de la matriz de queso fresco.

La dosis completa de nisina (12.5 mg/kg) disminuyd la purga de suero y conservo el nivel de
acido lactico en la muestra de queso fresco. Sin embargo, los demds tratamientos no tuvieron una
incidencia sobre los pardmetros fisicoquimicos restantes. Esto indica que la cantidad y tipo de aditivos

evaluados estan designados para influir principalmente sobre la calidad microbioldgica del alimento.
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Recomendaciones

Evaluar la incidencia del SLP y nisina contra Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes en queso fresco a temperatura ambiente, con el fin de correlacionar la concentracion
(aditivos) y las condiciones de comercializacion sobre la dindmica de dichos patégenos.

Evaluar el efecto de otros mecanismos de control de patégenos, como campos
eléctricos pulsantes, altas presiones hidrostaticas, presencia de sales o de otras biomoléculas, sobre
la actividad bacteriostdatica del SLP y nisina en la matriz de queso fresco.

Determinar el efecto de los aditivos en diferentes etapas de la vida anaquel del queso, con el
fin de evaluar como varia la capacidad bacteriostatica en la matriz del alimento a través del tiempo.
Evaluar el efecto del SLP y nisina sobre otros patdgenos de interés alimentario incidentes en

productos lacteos, como el caso de E. coliy Salmonella spp.
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Anexos
Anexo A

Curva de comportamiento de Staphylococcus aureus en queso fresco inoculado almacenado a 7 + 0.5

°C durante 30 dias.
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Anexo B

Curva de comportamiento de Listeria monocytogenes en queso fresco inoculado almacenado a 7 +

0.5 °C durante 30 dias.
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Anexo C

Rendimiento obtenido en la elaboracion del queso fresco.

Tratamiento Media + D.E (%)
STABILAK dosis completa 21.27 £ 0.55
STABILAK dosis media 20.64 +1.87
Nisina dosis completa 19.77 £1.79
Nisina dosis media 19.89 £0.39
Control 22.14+0.31
CV (%) 5.82

Nota. NS: No hubo diferencias significativas entre tratamientos (P> 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1)

+27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar.



Anexo D

Valores de Indice de Blancura (Color) del queso fresco almacenado a 7 # 0.5 °C durante 30 dias.
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Tratamiento ™° Media £ D. E

Dia 0 Dia 30
STABILAK® dosis completa 82.23+3.46 81.68 +0.86
STABILAK® dosis media 83.15+1.67 80.41 +£0.28
Nisina dosis completa 83.40+2.61 81.33+0.69
Nisina dosis media 83.39+2.80 80.54 +0.62
Control 83.54+2.17 80.65 +0.47

CV (%) 2.72 0.68

Nota. NS: No hubo diferencias significativas entre tratamientos (P> 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1)

+27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar.



Anexo E

Actividad de agua del queso fresco almacenado a 7 + 0.5 °C durante 30 dias.
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Tratamiento ™° Media £ D. E

Dia 0 Dia 30
STABILAK® dosis completa 0.922+0.01 0.947 £ 0.04
STABILAK® dosis media 0.912 £0.02 0.944 +0.03
Nisina dosis completa 0.914+£0.01 0.952 £ 0.04
Nisina dosis media 0.922+0.01 0.955+0.04
Control 0.948 +0.02 0.975+0.04

CV (%) 1.56 1.28

Nota. NS: No hubo diferencias significativas entre tratamientos (P> 0.05). Dosis completa recomendada de STABILAK®: 7.2 mg (STABILAK®1)

+27.2 mg (STABILAK®2) /kg. Dosis completa de VitaPro® Nisina: 12.5 mg/kg. CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar.



Nivel de significancias de los pardmetros evaluados por variables involucradas en el estudio.

Anexo F
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TRT DiA TRT*DIA F Pr>F R2
Log UFC/g de S. aureus 0.06 0.01 0.05 4.41 0.01 0.89
Log UFC/g de Listeria 0.91 <0.0001 0.01 36.65 <.0001 0.99
Color (IB) 0.99 0.01 0.78 1.28 0.35 0.71
aw 0.22 0.01 0.99 1.86 0.16 0.78
pH 0.69 0.02 0.34 1.36 0.31 0.72
ATECAL 0.65 <0.0001 0.07 4.21 0.01 0.89
Rendimiento 0.17 2.02 0.17 0.45
% Purga 0.02 4.82 0.02 0.66




Anexo G

Significancias de la prueba t student (pareada) de los pardmetros evaluados por variables

involucradas en el estudio.
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T Test Pooled (Pr > [t]) IB aw pH ATECAL
STABILAK dosis completa 0.80 0.31 0.13 0.01
STABILAK dosis media 0.05 0.22 0.60 0.04
Nisina dosis completa 0.25 0.17 0.95 0.49
Nisina dosis media 0.16 0.23 0.27 0.02
Control 0.09 0.35 0.02 0.01
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